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RESUMO

O melanoma é um tipo de tumor que se origina dos melandcitos, sendo altamente
resistente as terapias convencionais, especialmente quando se encontra em condicdes de
metastase, o que torna necessdrio a busca por novas alternativas de tratamento. O
processo de metastase, em geral, é facilitado pela acdo das metaloproteinases de matriz
(MMPs), que degradam a matriz extracelular, favorecendo a invasdo. Entre os elementos
gque podem regular a atividade de MMPs estd RECK, uma glicoproteina ancorada a
membrana celular. Tendo em vista que as estatinas sdo drogas que inibem a sintese de
colesterol e isoprendides podendo interferir na composicdao da membrana das células, e
também que vdrios trabalhos relatam a acdo antitumoral destas drogas, inclusive em
linhagens celulares de melanoma, este trabalho avaliou o efeito do tratamento de células
de melanoma humano (SK-MEL 28) com doses variadas de uma estatina (sinvastatina) em
relacdo aos niveis de RNAm de RECK (e suas isoformas alternativas de splicing), MMPs e
TIMPs e aos processos de proliferacdo e viabilidade celular. As analises de viabilidade
celular (realizadas pelo método de cristal violeta) demonstraram que o tratamento com
sinvastatina é capaz de provocar reducdo de viabilidade das células SK-MEL 28, e que esta
reducdo é dose e tempo dependente. A andlise do ciclo celular (realizada por citometria
de fluxo) demonstrou a parada das células SK-MEL 28 em G1 com a concomitante
diminuicdo da quantidade de células na fase G2-S e o aumento da porcentagem de
células na fase Sub-G1, ap6s 72h de exposicdo as diferentes doses de sinvastatina. A
analise dos perfis de expressdo dos genes de interesse foi investigado através de ensaios
de PCR quantitativo em Tempo Real. Os resultados indicam que ndo ocorre modula¢do da
expressdo da forma canbnica de RECK (RECK-A) (tanto de mRNA como de proteina),
tampouco das isoformas RECK-D e RECK-I apds o tratamento com o agente antitumoral.
Ocorre diminuicdo dos niveis de RNAm da isoforma B de RECK, apds o tratamento com 1
e 5uM de sinvastatina por 72h. Nas mesmas doses de sinvastatina observa-se uma
tendéncia a diminuicdo da expressdao de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, embora ndo seja
estatisticamente significativa. Também ocorre tendéncia a reducdo da quantidade de
transcrito de TIMP-1, ao passo que ha reducgao significativa da expressdao de TIMP-2 apés
tratamento com 5uM de sinvastatina. Foi ainda verificado que as razbes entre as
expressoes relativas de RECK-A/MMP-2 e RECK-B/MMP-2 aumentam significativamente
quando as células SK-MEL 28 sdo tratadas com 1uM de sinvastatina por 72h, sugerindo
qgue o deslocamento do balango proteolitico a favor de RECK pode contribuir para as
acdes antitumorais exercidas pela sinvastatina. Nossos dados sugerem, ainda, que RECK-A
e RECK-B sejam regulados de maneira distinta nas células de melanoma (pelo menos apds
o tratamento com sinvastatina) e talvez a maior ou menor atividade de MMPs nas células
possa ser devido a uma a¢do conjunta destas duas isoformas de RECK. Estas observacgdes
corroboram com os dados obtidos nesse trabalho que mostram uma tendéncia evidente
de diminuicdo de expressao de todas as MMPs avaliadas (MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP)
apods o tratamento com a droga.



ABSTRACT

Melanoma is a cancer that arises from melanocytes. In its early stages malignant
melanoma can be cured by surgical resection, but once it has progressed to the
metastatic stage it is extremely difficult to treat and does not respond to current
therapies, being necessary the study for new therapeutic approaches to this disease.
Matrix metalloproteinases (MMPs) show multiple functions as extracellular/cell surface
enzymes, and are broadly recognized for their matrix-degrading ability and involvement
in cell motility and invasion. The activity of MMPs is regulated by tissue inhibitors of
metalloproteinases (TIMPs) and RECK (that’s encodes a membrane-anchored protein
which suppresses invasion/metastasis by negatively regulating MMP-2, MMP-9 and MT1-
MMP). Considering that statins (in addition to downregulating cholesterol levels) exert
effects anti-inflammatory and anti-proliferative in several types of tumor cell lines, the
main interest of this study was to correlate the action of a statin (specifically: simvastatin)
with the modulation of mRNA levels of RECK, its alternative splicing isoforms, MMPs and
TIMPs in the melanoma cell line (SK-MEL 28). The cell viability analysis (through crystal
violet staining) shows that simvastatin treatment is able to reduction the cell viability in a
dose and time dependent way. The effect of the simvastatin treatment in the cell cycle
progression of SK-MEL 28 cells was evaluated by flow citometry. Our results show cell
arrest in G1, reduction of percentage of cells in the G2-S phase and increased of
percentage of cells in the Sub-G1 phase, after simvastatin treatment by 72h. In order to
evaluate the molecular mechanism involved in the anti-proliferative effects of simvastatin
in melanoma cells, we analyzed the mRNA expression profiles (through quantitative real
time RT-PCR assays) of the RECK gene (canonical form and alternative isoforms, namely:
RECK B, RECK D and RECK 1), MMPs and TIMPs in SK-MEL 28 cells treated with simvastatin
at 1puM and 5uM for 72h. The results show no modulation of the expression levels of
RECK-A, RECK-D and RECK-I after simvastatin treatment. On the other hand, the RECK-B
MRNA levels are significantly reduced upon treatment with 1 and 5uM of simvastatin. The
MRNA expression levels of MMP-2, MMP-9, MT1-MMP and TIMP-1 were not significantly
altered. We also observed significantly reduced expression of TIMP-2 after treatment
with 5uM of simvastatin. In addition, the expression ratios RECK-A/MMP-2 and RECK-
B/MMP-2 are significantly higher upon treatment with 1uM of simvastatin by 72h. Our
results suggest that RECK-B can be modulated in a distinct manner of the canonical form
(RECK-A) after simvastatin treatment and, suggest that the control of MMPs activity could
involved the synergistic action of both RECK isoforms (RECK-A and RECK-B) and TIMP-2.
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1 INTRODUGCAO

As estatinas sdo farmacos antilipémicos que agem inibindo a sintese de
colesterol e derivados isoprendides (BARREIRO e FRAGA, 2008). Evidéncias suportam
ainda que estas drogas podem exercer efeitos antiproliferativos e pré-apoptdticos em
diversas linhagens de células tumorais, incluindo células de melanoma (DEMIERRE et
al., 2005). Estudos clinicos com estatinas na prevencao de doenca cardiaca indicam
gue os pacientes que utilizam estes medicamentos estdo menos propensos a
desenvolver o melanoma, mas ndo ha consenso quanto a a¢do da droga na progressao
da doenca (FREEMAN et al.,, 2006; KOOMEN et al., 2007). Os estudos in vitro,
entretanto, apontam a acdo antitumoral das estatinas em células de melanoma
através de mecanismos variados, destacando-se a sinvastatina como indutor de
apoptose e parada do ciclo celular (SHELLMAN et al., 2005; SAITO et al., 2008). Outros
efeitos da acdo das estatinas em células de melanoma estdo relacionados a alteragdes
na adesdo celular e diminuicdo da capacidade metastatica das células (COLLISSON et
al., 2003; GLYNN et al., 2008).

Considerando-se que o melanoma (e outros tipos de tumores) pode ser
originario de alteracdes em diversos pontos de varias vias de sinalizacdo regulatoria,
tais como MAPK (proteina quinase ativada por mitégeno) e as proteinas Rho
(CROWSON et al., 2007), varios estudos tém procurado demonstrar o envolvimento
das estatinas na restaura¢do da fun¢do correta destas vias, ou ainda, em processos
celulares relacionados a elas (CHAN et al., 2003).

O papel das metaloproteinases de matriz no desenvolvimento tumoral é
particularmente interessante, pois, em geral, niveis aumentados destas peptidases
estao diretamente relacionados com aumento da invasividade celular. As MMPs sdao
capazes de degradar os componentes da matriz extracelular, facilitando o movimento
das células através dos tecidos (NAGASE e WOESSNER, 1999; VU e WERB, 2000). Entre
as moléculas que podem modular a acdo destas MMPs estd RECK (Reversion-Inducing
Cisteine-Rich Protein with Kazal Motifs), uma glicoproteina ancorada a membrana
através de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (MENG et al., 2008). RECK pode agir através da
inibicdo da transcricdo, secrecdao ou da inibicdo direta da atividade enzimatica de

MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP (NODA et al.,, 2003; TAKAGI et al., 2009), sendo
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considerado um supressor tumoral por esta atividade.

Levando em consideracdo que RECK é uma proteina supressora da
invasividade, que esta ancorada a membrana lipidica, e que as estatinas possuem acgao
antitumoral por diversos mecanismos, este trabalho tem por objetivo avaliar a acdo da
sinvastatina na modulacdo dos niveis de expressdo de RECK e de suas isoformas
alternativas de splicing em células de melanoma. Para este fim, serdo utilizadas células
de melanoma humano SK-MEL 28 ndo tratadas ou tratadas com diferentes
concentragdes de sinvastatina. A observacdao dos efeitos deste farmaco sobre as
células sera feita utilizando técnicas que avaliam a viabilidade celular, através de curva
de crescimento; verificacdo da ocorréncia de parada de proliferacdo, através de
citometria de fluxo; avaliacdo da expressdo de RECK e de suas isoformas, e da
expressdo das MMPs e TIMPs, através da verificacdo dos niveis de mRNA, proteina e

ensaios de atividade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 MELANOMA: ETIOLOGIA E PATOGENESE

Os melandcitos sdo células pigmentadas especializadas, encontradas
predominantemente na pele e nos olhos, onde produzem a melanina. Os melanécitos
cutaneos sao origindrios de células de alta motilidade da crista neural, que migram até
a pele durante o desenvolvimento embriondrio, e entdo passam a se localizar na
lamina basal da epiderme, foliculos pilosos e ocasionalmente na derme. Através da
producdo da melanina e de sua transferéncia aos queratindcitos, estas células
protegem a pele dos efeitos danosos da radiacdo UV, pois o pigmento absorve e
dissipa a energia da radiacdo. Os melandcitos, porém, sdo os precursores do
melanoma, a forma mais fatal de cancer de pele (ISSELBACHER et al., 1994; SLOMINSKI
et al., 2004; MILLER e MIHM, 2006; GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

De todos os tumores de pele, o melanoma é o mais perigoso, e a sua incidéncia
vem aumentando, apesar dos trabalhos de prevencdo. O melanoma pode ser curado
através da excisdo cirurgica, se diagnosticado precocemente. Entretanto, o melanoma
metastatico geralmente é resistente as terapias existentes, e possui progndstico ruim,
com baixo indice de sobrevida (ISSELBACHER et al., 1994; DEMIERRE e SONDAK, 2005;
FECHER et al., 2007).

A homeostase dos melandcitos da pele é regulada pelos queratindcitos da
epiderme e o balango entre estas células é mantido através da regulagdo da divisao
dos melandcitos. Mutagées em genes reguladores do crescimento, alteragdes na
producao de fatores de crescimento pardcrinos e perda de moléculas de adesdo (p.
ex.: caderinas, capazes de regular a atividade das GTPases Rho e Rac, em resposta a
radiacdo UV) contribuem para a interrup¢do da sinalizacdo celular. Dessa forma, os
melandcitos podem escapar da regulagdo, proliferando e espalhando-se, formando
nevos e verrugas (HAASS et al., 2004). Os névos geralmente sdo benignos,
correspondendo a clusters de melandcitos senescentes junto a membrana basal, que
podem permanecer quiescentes por muitos anos (MEYLE e GULDBERG, 2009).
Entretanto, em alguns casos pode ocorrer progressao para o melanoma de
crescimento radial (RGP), num estagio intermediario de lesdo intraepidermal, que

pode envolver microinvasao da derme. As células RGP podem progredir para a fase de
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crescimento vertical (VGP), estagio mais perigoso no qual adquirem potencial
metastdtico. O modelo de progressao do melanoma foi estabelecido por CLARK et al.,
em 1984, e estd destacado na figura 1. E importante frisar que nem todos os
melanomas passam através destas fases individuais, podendo se desenvolver a partir
de melandcitos isolados ou nevos, e progredir diretamente a forma metastatica

(MILLER e MIHM, 2006; MITCHELL et al., 2006; GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

Névo Névo Fase de Crescimento = Fase de Crescimento Melanoma
Benigno Displasico Radial Vertical Metastatico

i
1

Metastase para pulmdo,
figado ou cérebro

FIGURA 1 — ESTAGIOS DE PROGRESSAO DO MELANOMA

NOTA: No modelo de Clark, os melandcitos progridem através de uma série de passos até a
transformacdo maligna. O primeiro evento é a proliferacdo de melandcitos estruturalmente normais, o
gue leva ao névo benigno. O préoximo passo é o inicio do desenvolvimento aberrante a partir de um
névo preexistente ou em nova localizagdo (névo displasico). Na fase de crescimento radial as células
adquirem a capacidade de proliferagdo intraepidermal. LesGes que progridem para a fase de
crescimento vertical sdo capazes de invadir a derme e formar nédulos, o que culmina na fase final
(metastatica), em que as células ganham a corrente sanguinea e podem chegar a outros érgaos (CLARK,
et al., 1984).

FONTE: Adaptado de MILLER e MIHM (2006).

2.1.1 Classificacao histolégica dos melanomas
Existem quatro subtipos histolégicos principais de melanoma. O melanoma
nodular consiste em nddulos salientes, sem por¢ao superficial significante. O

melanoma lentiginoso acral é encontrado nas palmas das maos, solas dos pés e unhas,
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ndo sendo associado, portanto, com a exposicdao a radiacdo UV. J& o melanoma
lentiginoso maligno possui aparéncia plana e ocorre em regides do corpo expostas ao
sol, principalmente em idosos. Por ultimo, o melanoma superficial apresenta-se como
um tumor usualmente plano, de componente intraepidermal e ligado a episédios de
gueimadura solar severa. Este é o terceiro tipo de cancer mais comum entre jovens
dos Estados Unidos e Inglaterra, sendo o subtipo mais comum de melanoma
(ISSELBACHER et al., 1994; GRAY-SCHOPFER et al., 2007).

A compreensdo das alteracbes moleculares que ocorrem durante o
desenvolvimento e progressdo dos melanomas é assunto de varios estudos recentes
sobre a doenca. DEMIERRE e SONDAK (2005) reforcam que o desenvolvimento do

tumor resulta de interacGes complexas entre influéncias genéticas e ambientais.

2.2 VIAS DE SINALIZAGAO ENVOLVIDAS NO MELANOMA
2.2.1 Via da Proteina Quinase Ativada por Mitégeno (MAPK)

A via MAPK regula o crescimento, sobrevivéncia, invasdo celular e angiogénese
e estd envolvida no desenvolvimento de um amplo espectro de tumores. Atua através
de receptores tirosina-quinases, citocinas e receptores acoplados a proteinas G
(MARSHALL, 1994; PEYSSONNAUX e EYCHENE, 2001). A sinalizacdo MAPK é iniciada na
membrana celular, pela ligacdo de um ligante (geralmente um fator de crescimento) a
um receptor tirosina-quinase ou por adesdo das integrinas da matriz extracelular a seu
receptor, que transmitem sinais ativadores via GTPase Ras, esta por sua vez presa ao
folheto interno da membrana plasmatica. Existem quatro isoformas conhecidas de
Ras: N-Ras, Ha-Ras, Ki-Ras4A e Ki-Ras4B; estas diferem em sua capacidade de ativar as
proteinas efetoras, as duas ultimas sendo produtos de splicing do mesmo gene. A
ativacdo de Ras depende de proteinas adaptadoras que se fixam a dominios
fosfotirosina dos receptores ativados e ativam um GNEF (guanine nucleotide exchange
factor), que por sua vez ativa Ras através da troca de GDP por GTP. Ras entdo pode se
ligar a proteinas efetoras e induzir proliferacdo e diferenciacdo celular através da
ativacdo de outras vias de sinalizacao intracelular (BERNE e LEVY, 2000; PEYSSONNAUX
e EYCHENE, 2001; GRAY-SCHOPFER et al., 2007). Quando RAS esta inativa, as células

nao podem responder aos fatores de crescimento que atuam por meio deste receptor
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tirosina-quinase (BERNE e LEVY, 2000).

As proteinas efetoras de Ras melhor caracterizadas até o momento sdao Raf e a
fosfatidilinositol-3 quinase (PI3K). A familia das serina/treonina-quinases Raf inclui trés
proteinas quinases citosdlicas, A-Raf, B-Raf e Raf-1 (C-Raf), sendo que destas, B-Raf é a
principal ativadora de MAPK. Uma proteina Raf ativada fosforila e ativa MAPK, e a
cascata culmina na ativacdo de ERK (quinase ativada por sinal extracelular). ERKs
transmitem sinais proliferativos e de sobrevivéncia celular através da fosforilacdo de
varios alvos no citoplasma, citoesqueleto e fatores de transcricdo nucleares
(PEYSSONNAUX e EYCHENE, 2001).

Os estudos de COHEN et al. (2002) estimaram que ERK esta ativada em mais de
90% dos melanomas humanos, e que MAPK ativa pode ser detectada em pequenas
guantidades em nevos atipicos, estando constitutivamente ativa nos estagios mais
tardios do tumor. Além disso, o componente mutado mais comum nesta via é B-Raf,
gue sofre mutacdo em cerca de 66% a 68% dos melanomas (DAVIES et al., 2002;
POLLOCK et al., 2003), e em 82% dos nevos benignos (POLLOCK et al., 2003). Mutacdes
ativadoras de Ras também ocorrem frequentemente no cancer, estando presentes em
cerca de 36% dos melanomas, sendo que a maioria destas mutacoes foi detectada em
amostras de tumores em estagio mais avancado (BALL et al., 1994). FECHER e cols.
(2007) revisam que, virtualmente, todas as mutagdes em Ras nos melanomas humanos
sao da isoforma N-Ras.

Muitos estudos em oncologia investigam a inibicdao da cascata MAPK em todos
0s seus niveis, e varios compostos inibidores das quinases Ras e Raf apresentam-se
como estratégias terapéuticas atrativas e estdo passando atualmente por testes in
vitro e in vivo. Entre estes compostos destacam-se o Sorafenib (inibidor de Raf) e os

inibidores das quinases ERK (PD0325901 e ARRY-142886) (RUSSO et al., 2009).

2.2.2 Via fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)
Na via PI3K, os lipidios de membrana sdo convertidos a mensageiros
secunddrios (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, PIP3) através de sua fosforilacdo por um
membro da familia PI3K ativado por receptores tirosina-quinase ou receptores

acoplados a proteinas G (Ras), e ativam varias vias efetoras seguintes. A proteina
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efetora desta via é conhecida como PKB (Proteina Quinase B) ou Akt, e esta pode atuar
em diversos processos bioldgicos — sobrevivéncia, progressdo do ciclo celular,
crescimento e metabolismo — através da fosforilagio de varios substratos
intracelulares (SHAW e CANTLEY, 2006). A sinalizacdo é terminada pela fosfatase
lipidica homdloga a tensina e fosfato (PTEN), uma fosfatase PIP; especifica, que
remove o fosfato na posicdo 3 do PIP3, produzindo PIP,, que ndo mais serve como sitio
de ligacdo para PKB (NELSON e COX, 2006). A proteina PTEN possui funcbes como
fosfatase lipidica e protéica. Como fosfatase lipidica, além de retirar o fosfato do PIP3,
terminando a sinalizacdo PI3K, também pode induzir aumento nos niveis de p27; como
fosfatase protéica, é capaz de desfosforilar os intermedidrios envolvidos na
fosforilacao de Ras (WU et al., 2003).

A serina/treonina quinase mTOR é capaz de captar estimulos mitogénicos e
nutricionais em células de mamiferos e levedura, e é capaz de controlar o crescimento
celular em resposta a estes estimulos. As vias de sinalizacdo que envolvem Ras e PI3K
convergem para ativar mTOR, e, no melanoma, podem haver eventos mutacionais em
componentes de ambas as vias (SHAW e CANTLEY, 2006). Assim como na via MAPK,
estdo sendo testados agentes que podem combater a sinalizacdo mediada pela via
PI3K. Estes agentes sdo conhecidos por Temsirolimus (CCI-779) e Everolimus (RAD001)
e agem através da inibicdo de mTOR (RUSSO et al., 2009).

A func¢do de PTEN esta perdida em 5-20% das amostras teciduais de melanoma,
enquanto que em linhagens celulares de melanoma chega a variar entre 30 a 50%,
raramente sendo detectada em estagios iniciais da doenca (WU et al., 2003). Além
disso, a superexpressao de Akt ocorre em mais de 60% dos casos desta doenga, e esta
associada com a diminuicdo da atividade da PTEN (STAHL et al., 2004). Entretanto,
mutacdes no gene PI3KCA, que codifica para a subunidade catalitica da PI3K, sdo
encontradas somente em 3% dos melanomas metastaticos, e estdo correlacionadas
com um alto nivel de fosforilagdo de Akt mediada por N-Ras (OMHOLT et al., 2006).

DHAWAN (2002) mostrou que a ativa¢do constitutiva de Akt, embora talvez ndo
seja essencial para a iniciagdo do melanoma, facilita a progressao do tumor. O autor
ainda relacionou a ativacdao de Akt com o aumento dos niveis do fator de transcricao

NF-xB.
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2.2.3 Proteina do retinoblastoma (Rb)

A perda de controle do ciclo celular é um aspecto chave na carcinogénese.
Células normais possuem potencial proliferativo restrito, regulado por quinases
dependentes de ciclina (CDKs), as quais fosforilam diversas proteinas intracelulares
(NELSON e COX, 2008), entre elas Rb.

MITCHELL (2006) especifica que as CDKs tornam-se ativas apenas apds a
formacdo de complexos com ciclinas especificas, que sdo proteinas regulatérias cuja
concentragdo varia durante o ciclo celular. As CDKs agem através de vdrias
combinacGes em pontos especificos do ciclo (NELSON e COX, 2008) sendo que a
transicdo da fase G1 para S é mediada por CDK4 e CDK6/ciclina D. A progressdo do
ciclo ocorre com a fosforilagao e inativagao da proteina do retinoblastoma (Rb) pela
CDK2/ciclina E, na fase tardia de G;. (MITCHELL et al., 2006; WEINBERG, 2008).

No inicio da fase G; do ciclo celular, Rb liga-se as proteinas E2F, uma familia de
fatores de transcricdo que controlam a expressdo de varios genes envolvidos com a
progressdo do ciclo celular. A ligacdo de Rb a E2F leva a inativacdo desses fatores de
transcricdo, e a célula fica em estado quiescente. Entretanto, se Rb for fosforilada pela
acdo da CDK2/ciclina E, ocorre a liberacdo dos fatores E2F, que ficam livres para ativar
seus genes-alvo, permitindo a transcricao de genes que promovem a entrada da célula
na fase S do ciclo celular (SNUSTAD e SIMMONS, 2001).

A medida que as células adentram a fase S, as ciclinas tipo A substituem a
ciclina E como parceiras de CDK2. Na fase S tardia, as ciclinas A deixam as CDK2 e
associam-se a CDK1. Na entrada da fase Gy, as ciclinas A sao substituidas pelas ciclinas
tipo B, que no inicio da fase M desencadeiam os eventos relacionados a mitose
(WEINBERG, 2008). O desequilibrio na atividade das CDKs é uma marca da formagao
do melanoma (SHARPLESS e CHIN, 2003).

NK4a " codificado pelo locus CDKN2 (também conhecido

O inibidor de ciclina p16
como INK4a/ARF), age através da ligacdo as quinases dependentes de ciclina CDK-4 e
6, bloqueando sua atividade e prevenindo a fosforilagdo de Rb, desta forma
prevenindo a proliferacdo celular deletéria e/ou indiscriminada. Em varios tumores,
este gene é perdido ou encontra-se mutado (SHARPLESS e CHIN, 2003), sendo que a

incidéncia de mutagdao no melanoma familiar chega a 36% nas familias estudadas que
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possuem mais de trés casos da doenca, e diminui para 5% nas familias que possuem
dois casos, mostrando que a prevaléncia destas muta¢cdes aumenta a medida que
aumentam o numero de casos nas familias (NEWTON BISHOP et al., 1999). Por seu
envolvimento direto no melanoma familiar, o locus CDKN2 é considerado de alta
penetrancia para este tumor, e portadores de mutac¢des neste gene sdo susceptiveis
ao desenvolvimento precoce de melanoma, em relacdo a individuos portadores de
copias normais do gene CDKN2 (revisado por MEYLE e GULDBERG, 2009).

A mutagao de CDKN2 é rara em melanomas espordadicos, estimando-se sua
ocorréncia em 0,02% dos casos. (BATAILLE, 2000). Na doenca esporadica, entretanto, o
estudo de MARINI et al. (2006) encontrou evidéncias do silenciamento de CDKN2 por
hipermetilagao em 75% dos melanomas primarios e 54% dos melanomas metastaticos
analisados; este estudo também detectou baixos niveis de expressao de CDKN2.

Em melanomas também tem sido observada superexpressdo de CDK6 e
amplificacdo de CDK4, porém melanomas com perda homozigética do gene que

codifica o inibidor p16™

ndo demonstram amplificacdo de CDK4 (FECHER et al.,
2007).

Outros inibidores - p21“*!, p27"** e p57""2 - tém atividade mais ampla, sendo
capazes de inibir todos os outros complexos de ciclina-CDKs, pois possuem estruturas
gue os permitem se ligar tanto a subunidade ciclina quanto a CDK. A atividade destes
inibidores esta envolvida com sua capacidade de sequestrar as CDKs, mas o aumento
da expressdo destas pode exaurir os niveis dos inibidores, e a célula sai da quiescéncia.
Além disso, a func¢do catalitica do complexo ciclina-D/CDK, presente no inicio do ciclo,
necessita de sua complexacdo com subunidades Cip/Kip, demonstrando a duplicidade
de funcdo destas proteinas. Na fase inicial da progressdao do ciclo celular, estas
possuem funcdo estimulatdria e na fase final, repressora (SHERR e ROBERTS, 1999;
WEINBERG, 2008).

As principais vias de sinaliza¢ao alteradas no melanoma estao esquematizadas

na figura 2.
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FIGURA 2 — PRINCIPAIS VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NO MELANOMA

NOTA: Esquema ilustrativo da interagdo das principais vias de sinalizagdo envolvidas no melanoma. Uma
destas vias é a via MAPK, ativada por Ras. Outra via destacada é PI3K, inibida pela fosfatase PTEN.
Também é demonstrado o envolvimento da sinalizagdo por NF-kB, que estimula a transcri¢do de varios
genes, incluindo os das metaloproteinases de matriz (MMPs). A sinalizagdo através de p16'NK4a/Rb e ARF
também sdo importantes, pois sua interrup¢ao pode levar ao desenvolvimento de melanoma, pois os
melandcitos ficam impedidos de entrarem em senescéncia.
FONTE: GRAY-SCHOPFER et al. (2007).
2.2.4 Proteinas Rho

As proteinas Rho sdo GTPases pequenas, que pertencem a superfamilia Ras, e
participam de vdrias vias de transdugao de sinal, estando envolvidas na reorganizacao
do citoesqueleto de actina, regulacdo da polaridade celular, transcricio génica,
progressao do ciclo celular, motilidade e atividades enzimaticas (revisado por ETIENNE-
MANNEVILLE e HALL, 2002). Estas proteinas se encontram inativas quando ligadas a
GDP, e sdo ativadas quando este é convertido a GTP, através da acdo de GNEFs
especificos para Rho, que hidrolisam GTP e transferem um fosfato para a proteina
(FIGURA 3). Apds exercer sua funcdo, Rho hidrolisa o GTP ligado e fica em seu estado
inativo novamente (SYMONS, 2004).

A quinase Rho (ROCK) é um dos mais importantes efetores da sinalizacao Rho, e

possui muitos substratos. ROCK sofre auto-inibicdo assumindo uma conformacao
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fechada. A ligacdo de Rho libera ROCK desta conformacdo, fazendo-a assumir uma
conformacdo aberta, e desta forma, ativando-a (CHARDIN, 2003).

A ativacdo efetiva da via MAPK/ERK requer estimulos diretos da sinalizagdo Ras,
como ja descrito, e evidéncias suportam que RhoA também é capaz de ativar ERK,
através de interacbes com Ras que sdo necessdarias para a ativacdo da proteina Raf in
vitro; foi evidenciado que as GTPases Rho sozinhas ndo sdo capazes de ativar Raf, e
gue, ainda, estas proteinas sdo capazes de ativar somente Raf associada a membrana,
e ndo a fracdo citoplasmatica (LI et al., 2001). Foi demonstrado por WELSH et al. (2001)
gue Rho pode atuar de diferentes formas no ciclo celular, induzindo ou diminuindo a
expressdo da ciclina D1. Permitindo a ativacdo de ERK, e consequentemente, a
ativacdo da ciclina D1, Rho estimula a progressao do ciclo celular. Por outro lado, Rho
pode agir na supressdo de uma via alternativa dependente da acdo de Rac-Cdc42 que
também é capaz de induzir a expressao de ciclina D1 durante o inicio da fase G1
(WELSH et al., 2001; COLEMAN e MARSHALL, 2003).

Estas proteinas, principalmente RhoA e RhoC, sdo importantes na
tumorigénese do melanoma e necessitam de isoprenilagdo pods-traducional
(geranilgeranilacdo ou farnesilagdo), modificacdo que assegura sua localizacdo na
membrana celular, permitindo sua interacdo com outras moléculas sinalizadoras e
aumentando o potencial invasivo destas células. A inibicdo da isoprenilacdo causa o
destacamento de Rho da membrana, e esta é liberada para o citoplasma da célula
(COLLISSON et al., 2002).

Diferentemente de Ras, ndo foram detectadas mutagGes ativadoras de Rho no
cancer. H4 uma tendéncia a superexpressdo destas proteinas, ou ainda, pode ocorrer
uma falha no seu ciclo de ativagdo/desativacdo (RUTH et al., 2006). A proteina RhoC
estd envolvida na formacdo de metdstases em células de melanoma, e células com
superexpressdo desta proteina tem seu potencial invasivo aumentado (CLARK et al.,
2000). Além disso, foi demonstrado por RUTH et al. (2006) que a superexpressao de
RhoC pode aumentar a ativacdo de Akt, promovendo invasdo através da via PI3K. RhoA
também participa da patogénese do melanoma mediando a sinaliza¢do realizada pelo
Fator de Motilidade Autdcrino (AMF) - um potente estimulador da motilidade celular —

por mecanismos ainda desconhecidos (TSUTSUMI et al., 2002).
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Sinalizacdo anterior
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FIGURA 3 — MECANISMO DE ATIVAGAO DAS GTPases RHO

NOTA: Esquema de ativagdo das proteinas Rho, através da troca GDP/GTP. Esta troca € realizada por um
Fator de Troca de Nucleotidios de Guanina (GNEF), que hidrolisa o GTP e transfere um fosfato para a
proteina, a qual, ativada, pode mudar a conformagdo da quinase ROCK (ndo mostrada).

FONTE: http://openwetware.org/images/thumb/7/76/Luo_rho_schem.jpg/300px-Luo_rho_schem.jpg

Os eventos que levam a transformacdo neoplasica dos melandcitos seguem vias
especificas, e possivelmente dependendes da localizagdo do tumor. Estas vias parecem
ser variadveis, de acordo com a natureza genética do individuo, do microambiente em
que o tumor se origina e dos fatores epigenéticos que modulam os eventos
transformadores (CROWSON et al., 2007).

Sabendo-se da resisténcia do melanoma aos mecanismos de inducdo a
apoptose e do seu baixo indice de resposta as abordagens terapéuticas convencionais,
e levando em consideracdo o crescente aumento das informagbes sobre os
mecanismos moleculares que colaboram para a patogénese e manutengdo do
crescimento tumoral, varios estudos tém procurado e testado compostos que tem
como alvo estas vias de sinalizacdo. Estes estudos tém como objetivo fornecer

métodos alternativos para o tratamento e a quimioprevenc¢ao do melanoma.
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2.3 ESTATINAS
2.3.1 Sintese do colesterol

O colesterol pode ser obtido através dos alimentos ou por sintese enddgena,
sendo o acetato o precursor dos atomos de carbono deste composto. O figado e os
intestinos sdo responsaveis, cada qual, por cerca de 10% da sintese total. Quase todos
os tecidos sdo capazes de sintetizar colesterol, e o processo ocorre no reticulo
endoplasmatico e no citosol (MURRAY et al., 2007). A via de sintese do colesterol é
composta por dezenas de reagdes, agrupadas em quatro etapas principais. Na primeira
etapa, trés moléculas de acetato condensam-se, produzindo HMG-CoA, que é reduzido
a mevalonato (intermediario com 6 dtomos de carbono), em reacdo catalisada pela
HMG-CoA redutase. Esta conversdo é decisiva e sem retorno, e a HMG-CoA redutase
torna-se, entdo, o principal ponto de regulacdo da via, limitando a velocidade da
mesma (MARZOCCO e GOMES, 1999; NELSON e COX, 2008; BAYNES e DOMINICZAC,
2007).

Posteriormente, ocorre a conversdao do mevalonato a unidade isoprendide, o
isopentenil-pirofosfato, com cinco atomos de carbono. Na terceira etapa, ha a
polimerizacdo de seis unidades isoprendides, para formar a estrutura linear (30
carbonos) do esqualeno. Por fim, a conversdo do esqualeno em colesterol (27
carbonos) envolve a ciclizacdo do esqualeno, formando os quatro anéis do nucleo
esterdide; e varios passos que incluem a perda ou migra¢ao de grupos metila e o
consumo de O, e NADPH (MARZOCCO e GOMES, 1999; NELSON e COX, 2008).

Segundo BAYNES e DOMINICZAC (2007), a sintese da HMG-CoA redutase
hepdatica é estimulada pelo jejum e inibida pela ingestdo de colesterol na dieta, sendo
gue a atividade desta enzima é controlada pela modificagdo covalente induzida por
feedback pelo colesterol e por varios hormonios. A insulina e a triiodotironina
aumentam a atividade da enzima, ja o glucagon e o cortisol diminuem. A atividade da
redutase mostra uma variacao diurna, atingindo um pico aproximadamente 6 horas
apos o escurecer e um minimo cerca de 6 horas apds a exposi¢ao a luz. O mecanismo
de controle nestas circunstancias é desconhecido, e os fadrmacos que inibem a HMG-
CoA redutase geralmente sao administrados a noite para assegurar o efeito maximo

(BAYNES e DOMINICZAC, 2007; MURRAY et al., 2007).
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2.3.2 Origem e mecanismo de a¢ao das estatinas

As estatinas respondem por uma classe de antilipémicos descoberta durante
um programa de screening de produtos naturais origindrios de Penicillum citrinum e
Penicillum brevicompactum, e exercem seus efeitos através da inibicdo da 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase), enzima que converte o HMG-
CoA a mevalonato (BARREIRO e FRAGA, 2008).

O primeiro produto isolado foi a compactina. Os resultados incentivaram
estudos nesta drea e, em 1987, pesquisadores isolaram o derivado metilado da
compactina, inicialmente chamado de mevilonina, e atualmente conhecido por
lovastatina. A sinvastatina é o derivado 2’-metilado da lovastatina, que ingressou no
mercado americano em 1992 com o nome de Zocor® (FIGURA 4). Considerando fatores
estruturais e a identificagdo do anel y-lacténico como principal grupo farmacoférico
envolvido no reconhecimento molecular dos inibidores pela HMG-CoA, ocorreu o
desenvolvimento de uma segunda geracdo de estatinas, simplificada em relacdo a
lovastatina, em que o grupo farmacofdrico é substituido por um sistema

difenilpirrdlico. Assim surgiu a atorvastatina (BARREIRO e FRAGA, 2008).

HMG-CoA
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FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DA SINVASTATINA E SUA ACAO NA CASCATA DO
MEVALONATO

NOTA: A - Estrutura quimica da sinvastatina; B — A¢do da droga na cascata do mevalonato, inibindo a
biossintese do colesterol, formacdo de isoprendides e os processos de sinalizacdo relacionados a
prenilacdo de proteinas como Ras e Rho.

FONTE: SAITO et al., 2008.
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Além de inibirem a biossintese do mevalonato e, consequentemente,
diminuirem os niveis de colesterol, as estatinas podem inibir a formacdao de outros
produtos, como os isoprendides (DEMIERRE et al., 2005). Os isoprendides, como o
geranilgeranil pirofosfato (GGPP) e o farnesil pirofosfato (FPP), podem se ligar a varias
proteinas, permitindo sua ancoragem as membranas celulares. A prenilacdo pods-
traducional, como ja mencionado, é essencial para a funcdo das proteinas G. Sabe-se
qgue FPP prenila Ras e que GGPP prenila Rho, e isto tem implicacGes em varios aspectos
do controle do crescimento e proliferacdo celular, e também da apoptose (COLLISSON
et al., 2002). A acdo global das estatinas na cascata o mevalonato estd mostrada na
figura 4.

Muitos dos efeitos das estatinas, entretanto, ndo estdo envolvidos a reducdo
dos niveis de colesterol. Sdo relatadas, por exemplo, interacdes com as integrinas, que
funcionam como receptores de superficie transmembrana que se ligam a varias
proteinas da matriz extracelular, tais como o colageno, fibronectina e laminina
(TAKEDA et al., 2007). Varios modelos estdo sendo propostos para elucidar os demais
efeitos observados pelas estatinas. BURKE e colegas (2009) demonstraram que a
sinvastatina é capaz de modular a sinalizacdo exercida por TGF-B1 (fator de
crescimento tumoral do tipo B1), impedindo assim a ativacdo de fibroblastos
intestinais (fator determinante para a ocorréncia de fibrose), e isto ocorre através da
interrupcdo da atividade de Rho/ROCK. Esta interrupgdo, por sua vez, impede a
forforilagdo de Smad-3, que é o efetor primario das respostas pré-fibréticas ao TGF-f1
(FIGURA 5). Nesse trabalho, entretanto, nao foi observada mudanca na atividade da

via MAPK/ERK.
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FIGURA 5 — PROPOSTA DE MECANISMO INTRACELULAR DA MODULACAO DA
SINALIZAGAO TGF-B1 MEDIADA POR SINVASTATINA

NOTA: O inibidor da HMG-CoA redutase (sinvastatina) inibe a sintese de intermedidrios isoprendides
como o FPP e o GGPP, que sdo necessdrios para modificacdo pds-transcricional de GTPases pequenas,
como RhoA. Neste estudo, foi demonstrada a reducdo da ativagao de fibroblastos intestinais mediada
por TGF-B1 com o pré-tratamento das células com sinvastatina. O mesmo resultado poderia ser obtido
utilizando inibidores da sinalizacdo RhoA/ROCK (como Y-27632), mas alguns destes possuem efeitos
sistémicos indesejaveis.

FONTE: BURKE et al., 2009.

2.3.3 Agado antitumoral das estatinas

Em adi¢cdo ao seu papel original na reducdo dos niveis de colesterol sérico, as
estatinas exercem efeitos antiproliferativos e pré-apoptéticos em células cancerosas.
Os efeitos das estatinas nas células cancerosas podem estar envolvidos com a indugao
da parada no ciclo celular na fase de transicdo G;-S, causada pela inibicdo da
prenilacdo de proteinas que necessitam desta modificacdo, tais como Ras
(farnesilacdo) e Rho (geranilgeranilacdo); os efeitos antiproliferativos também podem
ser resultantes do aumento dos niveis de p21 e p27. No caso da inducao da apoptose e
dos efeitos anti-invasivos, estes parecem ser mediados pela deplecao dos niveis de
proteinas geranilgeraniladas (CHAN et al., 2003; DEMIERRE et al., 2005).

Varios estudos tém sido realizados utilizando estatinas no tratamento de
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células tumorais in vitro. TAKEDA et al. (2007) demonstraram que a sinvastatina pode
suprimir a sobrevivéncia celular e a atividade invasiva de células de carcinoma
escamoso de cabeca e pescoco através da inativacdo da integrina B1, que estd
relacionada com a cascata de sinalizacdo de ERK. Neste estudo também foi
evidenciada a ativacdo dos inibidores de CDKs, p21 e p27, e da caspase-3, enzima
envolvida no processo de apoptose.

Estatinas podem causar mudancas morfoldgicas e induzir apoptose em
linhagens celulares de cancer de cdélon, e o mecanismo de acdo neste caso esta
envolvido com a inativacdo da geranilgeranilacdo das proteinas RhoA e RhoC,
evidenciando-se a diminuicdo da ligacdo destas proteinas a membrana. Pode-se
observar a inibicdo da apoptose e das alteracdes causadas pela droga apds a adicdo de
GGPP ou mevalonato (AGARWAL et al., 2002). Evidéncias também apontam para a
acdo inibitdria das estatinas em linhagens de cancer de mama agressivo. Neste caso,
ocorre a inibicdo da prenilacdo de RhoA, que causa a inativacdo de NF-kB de maneira
dose-dependente, resultando na diminuicdo da expressdo de metaloproteinase de
matriz 9 (MMP-9), diminuindo o potencial invasivo da célula. A adicdo de GGP — mas
ndo de FPP — foi capaz de reverter o efeito da droga, indicando a acdo majoritaria de
Rho e ndo de Ras nestas células. O efeito antiproliferativo ocorre através do aumento
dos niveis de p21; os autores destacam que a cerivastatina ndo induz apoptose
(DENOYELLE et al., 2001). Em trabalho posterior, confirmou-se a inibicdo das vias
RhoA/ROCK e Rho/AKT, e também foi demonstrada a inibicdo de ciclina D1 e o
aumento de MMP-9 e p21 (DENOYELLE et al., 2003).

Ainda em modelo de cancer de mama, foi demonstrado que a sinvastatina é
capaz de induzir apoptose, e que esta € independente da presenca/auséncia do
receptor de estrogénio ou do status de expressao de p53 (KOYUTURK et al., 2007).
Além disso, observou-se que em células tratadas com a droga por 20h ocorre a
ativacdao (através de JNKs) do fator de transcricdio c-Jun, o que também foi

demonstrado pelo mesmo autor em modelo de glioma (KOYUTURK et al., 2004).

2.3.4 Efeito das estatinas em células de melanoma

Triagens clinicas controladas do uso de estatinas na prevencdo de doenca
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cardiaca revelaram uma menor incidéncia de melanoma (e de outros tipos de
canceres) entre as pessoas que ingerem estes medicamentos (DEMIERRE et al., 2005).
KOOMEN et al. (2007), utilizando informagdes provenientes de bancos de dados de
distribuicdo de medicamentos e incidéncia de doencas, nos Paises Baixos, analisaram a
relacdo entre o uso de estatinas e a incidéncia e progressao de melanoma, e revelaram
um efeito protetor destas drogas na progressdo da doenca, com reducado da densidade
de Breslow. A densidade de Breslow é uma medida de volume tumoral calculada com
base na profundidade do tumor a partir da epiderme e do didmetro, que fornece uma
excelente correlacdo com o progndstico do paciente: por exemplo, quanto maior o
valor da densidade em milimetros, pior o progndstico (BRESLOW, 1970). Entretanto, a
meta-analise sistematica realizada por FREEMAN et al. (2006), que incluiu dados de
varios trabalhos realizados, ndo validou a possibilidade das estatinas atuarem na
prevencdo do melanoma.

Em trabalhos que analisam a acdo das estatinas in vitro em linhagens celulares
de melanoma, os dados indicam a acdo antitumoral destas drogas através de varios
mecanismos. Foi demonstrado que a sinvastatina é capaz de induzir a apoptose e
parada do ciclo celular em diferentes linhagens celulares deste tumor. Ocorreram
diminuicdo da viabilidade celular, mudancas morfolédgicas (arredondamento pela
inibicdo da isoprenilagdo de proteinas G reorganizadoras do citoesqueleto), apoptose e
parada do ciclo celular, mediada pelo aumento dos niveis de p21 e p27 (SAITO et al.,
2008).

Ensaios utilizando a lovastatina demonstraram que esta droga é capaz de
induzir a apoptose em células de melanoma representando diferentes estagios de
progressao da doenga, e acredita-se que esta apoptose seja mediada pela inibigdo da
geranilgeranilacao de proteinas Rho (SHELLMAN et al., 2005). COLLISSON et al. (2003)
testaram os efeitos antitumorais da atorvastatina, estatina de segunda geracdo, em
células de melanoma, demonstrando que esta é capaz de alterar a localizagao celular
das proteinas RhoA e RhoC, removendo-as da membrana celular e, consequentemente
atenuando a sinalizacdo mediada por estas proteinas. Além disso, demonstraram
inibicdo da invasao celular e metastase em modelo murino.

GLYNN et al. (2008) analisaram os efeitos de quatro estatinas em linhagens
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celulares de melanoma. Destas, somente a pravastatina falhou em inibir a proliferacao,
como também mencionado por SHELLMAN et al. (2005). A lovastatina, mevastatina e
sinvastatina foram eficientes, inibindo a proliferacdo em todas as linhagens testadas,
sendo a sinvastatina a droga mais potente nesta finalidade. Outros resultados deste
estudo incluem a inducdo de apoptose e a diminuicdo dos niveis de invasao celular
(ambos de maneira dose-dependente). Foram observadas ainda pequenas mudancas
na adesdo das células a moléculas da matriz extracelular e as integrinas (GLYNN et al.,
2008).

Pode ocorrer a reversao dos efeitos inibitorios das estatinas pela adicdo de
GGPP, sugerindo o envolvimento das proteinas Rho preniladas na sinalizacdo dos
eventos moleculares de invasdo e proliferacdo (COLLISSON et al., 2003; SHELLMAN et
al., 2005; SAITO et al., 2008). Ainda, sugere-se que as doses padrdo de estatinas
utilizadas para o tratamento da hipercolesterolemia podem ndo ser suficientes para
inibir diretamente a proliferacdo das células tumorais (GLYNN et al., 2008). A
administracdo de um comprimido de sinvastatina de 40mg por dia garante
concentracOes plasmaticas equivalentes a aproximadamente 7,2nM em pacientes
hipercolesterolémicos (NAJIB et al.,, 2003). Em pacientes com linfoma e mieloma,
demonstrou-se que a dose maxima tolerada em combina¢do com o tratamento
guimioterapico é de 15mg/quilo/dia, o que sugere que a dose plasmatica a ser atingida
pode ser ainda maior (VAN DER SPEK et al., 2006). No caso da lovastatina, foram
acompanhados pacientes com cancer recorrente de células escamosas de cabeca e
pescoco, aos quais foram administradas doses de 5 ou 10mg/kg/dia, as doses
plasmaticas atingiram picos de 0,2-1,0uM e 0,5-3,5uM, respectivamente (KNOX et al.,
2001).

2.4 A MATRIZ EXTRACELULAR E AS METALOPROTEINASES DE MATRIZ
2.4.1 A matriz extracelular: estrutura e fungao
A matriz extracelular (MEC) é uma rede de macromoléculas secretadas,
localizadas no espaco extracelular, que estdo em contato intimo com suas células de
origem, formando um leito gelatinoso tridimensional (BAYNES e DOMINICZAC, 2007).

A quantidade de matriz é varidvel com o tipo de tecido, e forma um substrato que
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fornece as condi¢cdes adequadas para o crescimento e diferenciacdo das células dos
varios tecidos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2000).

A MEC contém trés grupos principais de moléculas bioldgicas. O primeiro grupo
é formado pelas proteinas estruturais, como o colageno, fibrina e a fibrilina;
respondem pelo segundo grupo algumas proteinas especializadas, tais como a
fibronectina e a laminina; no terceiro grupo estdo os proteoglicanos, que podem ser
representados, por exemplo, pela heparana sulfato (MURRAY et al., 2007). Estes
componentes podem ainda ser classificados em fibrosos e nao-fibrosos (fluidos); as
proteinas estruturais e especializadas sdo consideradas componentes fibrosos e os
proteoglicanos e glicosaminoglicanos sdo considerados componentes fluidos (DE
ROBERTIS e HIB, 2001).

DE ROBERTIS e HIB (2001) citam como fun¢bes da MEC: dar aos tecidos
resisténcia a compressdo e a distensdo, constituir um meio pelo qual aportam
nutrientes e se eliminam dejetos celulares, prover as células pontos de fixacdo, ser um
meio pelo qual as células migram no deslocamento de um ponto a outro do organismo
e, ser um veiculo pelo qual chegam os sinais provenientes de outras células.

Dentre todas as fungdes citadas acima, é de interesse particular neste trabalho
gue a MEC seja um componente regulador de varios processos de sinalizacdo celular.
As proteinas da MEC sdo constituidas por varios dominios, que podem assumir varias
formas e cujas sequéncias e arranjos sao altamente conservados através do plano
evoluciondrio. Alguns destes dominios podem ligar-se a receptores de adesao celular,
como por exemplo, as integrinas, que medeiam a adesdao célula-matriz e realizam
transducdo de sinal no interior das células. Entretanto, proteinas sollveis da MEC
podem se ligar também a fatores de crescimento sollveis e regular sua distribuicao,

ativacao e apresentacdo as células (revisado por HYNES, 2009).

2.4.2 Metaloproteinases de matriz
As metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo uma familia multigénica de
endopeptidases dependentes de zinco, divididas em cinco subgrupos: colagenases,
gue sdo ativas contra coldgenos fibrilares; gelatinases, altamente ativas contra

colagenos desnaturados; estromalisinas, que degradam componentes nao-colagenos;
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matrilisinas, caracterizadas pela auséncia do dominio hemopexina e metaloproteinases
de membrana (MT-MMPs), que sdo moléculas transmembrana. Estas enzimas podem
degradar a maioria dos componentes da MEC e as proteinas conectoras teciduais (VU e
WERB, 2000), e sua estrutura e dominios sdo mostrados na figura 6.
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FIGURA 6 — ESTRUTURA E DOMINIOS DAS MMPs

NOTA: Dominios estruturais das MMPs. O pré-dominio contém uma sequéncia altamente conservada
qgue possui um residuo de cisteina, com o qual ocorre a interagdo com o sitio ativo contendo n”, que
mantém a enzima em estado latente. O dominio catalitico das gelatinases contém trés repeti¢cdes do
dominio de ligagdo a gelatina da fibronectina tipo Il. O dominio hemopexina possui estrutura dobrada
em quatro “laminas” caracteristicas, sendo que algumas MMPs também possuem um dominio
transmembrana ligado ao dominio hemopexina (VU e WERB, 2000).

FONTE: http://www.emdbiosciences.com/sharedimages/calbiochem/IS_proteases_homology.jpg

MMPs sdo importantes na criagdo dos microambientes necessarios para a
embriogénese e desenvolvimento e desempenham papéis em processos fisioldgicos,
tais como o remodelamento tissular, cicatrizagdo, angiogénese; e em doengas como o
ateroma, artrite e ulceracdo tecidual. Niveis aumentados destas enzimas podem ser
detectados em varios tipos de cancer (VISSE e NAGASE, 2003; NAGASE et al., 2006).

As MMPs sdo sintetizadas como pré-proenzimas (zimogénios) e secretadas das
células como pr6-MMPs. A ativacdo das pro-MMPs se da através de processamento

proteolitico realizado por outros membros da familia das MMPs (ou auto-
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processamento proteolitico), que removem o pré-peptideo amino-terminal e causam a
ruptura da interacdo Cys-Zn**, o que permite que uma molécula de 4gua se ligue ao
Zn**, ocasionando a hidrélise (NAGASE e WOESSNER, 1999). Em condices normais a
atividade destas enzimas pode ser regulada de diferentes maneiras: controle da
transcricdo génica, da ativacdo dos zimogénios precursores, interacdo com
componentes da MEC e inibicdo direta da sua atividade enzimatica, podendo esta ser
realizada pelos inibidores tissulares das metaloproteinases de matriz (TIMPs),
inibidores especificos que ligam-se as MMPs numa razdo estequiométrica 1:1, e que
sdo os inibidores soluveis classicos das MMPs, ou por outras proteinas, como por
exemplo RECK, que serd vista mais adiante (VISSE e NAGASE, 2003). Quatro TIMPs
estdo bem caracterizados. Estes inibem a atividade das MMPs através da interacdo do
seu residuo de cisteina da regido amino-terminal com o dtomo de zinco localizado no

sitio ativo da MMP, quelando-o e expelindo a molécula de dgua (NAGASE et al., 2006).

2.4.2.1 MMPs e estatinas

A acdo das estatinas na modulacdo da expressdo das MMPs tem sido descrita
em varios tipos celulares. Em células musculares lisas de artérias pulmonares foi
demonstrado que a secrecdo de MMP-2 estimulada pela angiotensina Il e pela
endotelina através da ativacdo da via RhoA/ROCK pode ser inibida de maneira dose-
dependente pelo pré-tratamento destas células com sinvastatina (LI et al., 2008).

Em miofibroblastos, a secrecdo de MMPs é mediada pelo TNF-a e resulta no
aumento da proliferagdo destas células, com subsequente remodelamento do
miocdrdio. A sinvastatina é capaz de reduzir este remodelamento através da interagao
com o receptor TNF-R1 e pela inibicdo da secrecio de MMP-9 (PORTER et al., 2004). O
aumento de MMP-9 também ¢é associado com a hiperplasia da camada intima da veia
safena. O tratamento de culturas de células lisas da veia safena com sinvastatina é
capaz de inibir a secrecdo de MMP-9, pela inativacdo da via RhoA/ROCK e também
diminui os niveis de RNAm de MMP-9 (TURNER et al., 2005).

Apesar de os estudos descreverem varios efeitos das estatinas sobre as MMPs
em diferentes tecidos e células, ndo ha descricdo sobre o que o tratamento com

estatinas poderia causar, em relagdo a MMPs e RECK, em células de melanoma.
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2.4.2.2 MMPs e melanoma

As principais MMPs estudadas no melanoma sdao: MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP.
A expressdo de MMP-2 parece estar correlacionada com a progressao dos melanomas
(HOFMANN et al., 1999; REDONDO et al., 2005). Ja MT1-MMP pode ser detectada na
membrana de células de melanoma com alto e baixo potencial invasivo, e é necessaria
para a ativacdo de MMP-2, num processo que depende dos niveis de expressao de
TIMP-2; e que tem como pré-requisito a interacdo das células com componentes da
MEC. Células com baixo potencial invasivo expressam mais TIMP-2, o que inibe a
ativacdo de MMP-2 e indica que o excesso de TIMP-2 é capaz de bloquear a acdo de
MT1-MMP. Em células de melanoma que crescem em monocamada — sem contato
com componentes da MEC — a auséncia de ativacdo de pro6MMP-2 é correlacionada
com a producdo de MT1-MMP na sua forma ndo-processada (KURSCHAT et al., 1999).

Em relacdo a angiogénese tumoral, tanto MT1-MMP como MMP-2 podem ter
sua atividade mediada por PI3K, ja que a inibicdo especifica de PI3K afetou a atividade
de MT1-MMP, consequentemente diminuindo a ativacao de MMP-2. Estas MMPs sdo
necessarias para a clivagem de lamininas pré-migratdrias, essenciais para a
vasculogénese de células de melanoma (HESS et al., 2003).

Ainda, ou adicionalmente, MMP-9 parece ser essencial para o processo de
invasdo inicial e formacdo de metastase, e sua expressdo foi detectada em todas as
amostras de tumores de melanoma metastaticos analisados por REDONDO et al.
(2005). Porém, outro estudo realizado em modelo de implante xenografico nao
detectou expressao de MMP-9, MMP-3 e TIMP-1 nos modelos analisados apds a
implantagdo das células nos animais testados (HOFMANN et al., 1999).

Tem sido descrito ainda que MMPs também podem estar envolvidas no
processo de morte celular. Em células de melanoma induzidas a apoptose por 2-acetil-
furanonaftoquinona (FNQ), observa-se o acumulo intracelular de MMP-9 ativa e o
aumento de expressao de prdMMP-2 citosélica. Isto sugere que estas enzimas podem
degradar proteinas intracelulares que possuem sequéncias similares as degradadas na
MEC, contribuindo para o destacamento das células. Quando a célula se rompe,
entretanto, a liberacdo destas MMPs pode contribuir para a motilidade e a

invasividade de outras células através da MEC (PEREIRA et al., 2005).
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Os niveis plasmaticos de MMP-2 e MMP-9 nao demonstram diferengas entre
pacientes com diferentes niveis de progressdao do tumor, ndo sendo considerados

marcadores tumorais sensiveis e especificos para melanoma (REDONDO et al., 2005).

2.5 RECK: UM NOVO INIBIDOR DE MMPs
2.5.1 Origem e estrutura

A proteina RECK foi descoberta através do screening de uma biblioteca de cDNA
de fibroblastos humanos para genes que, quando transfectados em células NIH3T3
transformadas por v-Ki-ras, poderiam induzir a reversio do fendtipo maligno
(TAKAHASHI et al., 1998; revisado por MENG et al., 2008). O gene que codifica RECK foi
localizado no braco curto do cromossomo 9, e sua sequéncia foi identificada por
EISENBERG et al. (2002); esta contém 21 éxons e 20 introns. A glicoproteina codificada
pelo gene RECK contém 971 residuos de aminoacidos, e peso molecular de cerca de
110kDa (TAKAHASHI et al., 1998). A estrutura geral consiste de regides hidrofdbicas
nas extremidades NH, e COOH, sendo que esta ultima permite a ancoragem do
glicosilfosfatidilinositol (GPlI) a membrana celular, um pedaco de cinco cisteinas
repetidas préximo a extremidade NH,, duas regioes com atividade semelhante ao fator
de crescimento epidermal (EGF) no meio da proteina e trés regidoes semelhantes a
dominios com atividade inibidora de serina protease (FIGURA 7 — A). Destas regifes
inibidoras de serina proteases, uma é compativel com a sequéncia consenso do
chamado “motivo de Kazal” (TAKAHASHI et al., 1998; revisado por NODA e
TAKAHASHI, 2007).

As regides hidrofébicas em ambas as extremidades da proteina sugerem que
esta é provavelmente exportada ao espaco extracelular e permanece ligada a
superficie celular pela ancora GPI. Duas evidéncias corroboram esta afirmacdo: (i) a
proteina RECK pode ser detectada no sobrenadante das culturas quando as células sdo
tratadas com fosfolipase GPl-especifica, e (ii) quando é expressa uma proteina RECK

mutante, com auséncia do terminal COOH hidrofdbico (NODA et al., 2003).
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FIGURA 7 — ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO DE RECK

NOTA: A — A proteina RECK contém vdrios motivos, tais como: peptidio-sinal N-terminal, sinal de
ancoragem glicofosfatidilinositol (GPI) C-terminal, 6 repeti¢cGes de cisteina e repeti¢cdes semelhantes ao
fator de crescimento epidermal (EGF), além de trés motivos semelhantes a inibidores de serina-
proteases (um deles correspondendo ao dominio do tipo Kazal). B — O modelo proposto para a agdo de
RECK envolve a inibicdo de MMPs através de vdrios mecanismos, como inibicdo da transcricdo, da
ativagao e inibicdo da atividade destas enzimas.

FONTE: NODA e TAKAHASHI (2007).

Baseando-se na sequéncia predita de aminodacidos sabe-se que a proteina RECK
contém cinco sitios de N-glicosilagdo. Este processo possui varias fungdes, incluindo a
secre¢do para o espago extracelular, ativacdo da proteina e estabilizagdo de
glicoproteinas. A glicosilacgdo de RECK ndo é requerida para sua localizagdo na
membrana celular, mas é um fator importante para a supressdo da invasao das células
tumorais mediada por esta proteina, e o estado de glicosilagdo da molécula pode ter
um papel importante na inibicdo das MMPs (SIMIZU et al., 2005).

Em recente trabalho de OMURA e colaboradores (2009) estabeleceu-se com
sucesso um protocolo para expressdo e purificacdo de proteina RECK recombinante.
Ainda, foi demonstrado através de microscopia eletrénica de transmissao e

reconstrucao por software que RECK esta presente nas células como um dimero

(FIGURA 8), e que este possui uma estrutura tridimensional semelhante a um sino,
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além de uma grande cavidade interna. O dominio C-terminal estaria localizado na
porcdo superior deste “sino”, e a molécula seria ancorada a membrana, portanto, com
a abertura exposta no lado oposto, o que poderia possibilitar uma maior interacdo de

RECK com outras moléculas préximas a superficie celular.

FIGURA 8 — REPRESENTACAO TRIDIMENSIONAL DO DIMERO RECK

NOTA: A — A figura mostra a reconstrugao grafica do dimero RECK, vista através de 25 angulos. A
determinacdo da estrutura tridimensional do dimero RECK foi realizada por microscopia de transmissao
eletronica. B — A figura destaca a forma de “sino” do dimero RECK, sendo que a parte superior seria a
parte que fica ancorada @ membrana. A abertura ficaria exposta e poderia interagir com varias
moléculas préximas a superficie celular.
FONTE: OMURA et al., (2009).
2.5.2 Fungdes de RECK

Em trabalho pioneiro, TAKAHASHI e colaboradores (1998) descreveram que o
gene RECK é bastante expresso em tecidos normais, porém, em muitas linhagens
celulares tumorais e em fibroblastos transformados por diferentes oncogenes sua
expressao esta diminuida ou ausente. Entretanto, atualmente, sabe-se que nem todos
os tumores ou linhagens celulares tumorais apresentam diminuicdo dos niveis de
RECK. Pelo menos 19 linhagens celulares de tumores ja demonstraram diminui¢cdo ou
auséncia de RNAmM de RECK, entre estas: carcinoma de cdlon, carcinoma de mama,
préstata, osteossarcoma e tumores gastricos (revisado por CLARK et al, 2007).

Excecbes a esta regra estdo sendo identificadas, como por exemplo, o carcinoma

hepatocelular, em que os niveis de RECK sao mais altos do que os encontrados no
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figado normal em 40% dos espécimens analisados (FURUMOTO et al., 2001). De
maneira similar ao padrao observado no carcinoma hepatocelular, ndo ocorre reducao
dos niveis de RECK em tumores pancreaticos (MASUI et al., 2003). O painel que se tem
atualmente para a modulacdo da expressdao de RECK é que o mesmo seja classificado
como um bom indicador progndstico em varios tipos de cancer, pois em pacientes que
apresentam tumores que expressam mais RECK ocorre correlacdo positiva desta
expressdao com o aumento da sobrevida dos pacientes (NODA e TAKAHASHI, 2003).

Como funcdo da proteina RECK estd estabelecida a inibicdo das MMPs (FIGURA
7 — B). Foi demonstrado que RECK pode se ligar a MMP-9 e inibir sua atividade
proteolitica, sendo que a restauracdo da expressdo de RECK em fibroblastos
transformados por oncogenes, como ras, também promoveu a diminuicdo da secrecao
de MMP-9 (TAKAHASHI et al.,, 1998). Segundo OH et al. (2001), a proteina RECK
recombinante purificada é capaz também de inibir as atividades proteoliticas da MMP-
2 e MT1-MMP. Possiveis efeitos de RECK sobre outras MMPs ainda ndo foram
documentados (NODA et al., 2003).

As MMPs, como mencionado anteriormente, sdao ativas na degradacdo dos
componentes da MEC em estados normais e patoldgicos. RECK mantém estes
processos sob controle e, em sua auséncia as MMPs degradam a MEC de maneira
descontrolada. RECK ¢é requerido para o desenvolvimento embrionario normal,
facilitando o remodelamento tissular ordenado, mantendo integra a MEC ao redor dos
vasos sanguineos em formacgao e do tubo neural (OH et al., 2001; MENG et al., 2008).
Embrides nocaute para RECK mostraram ruptura dos tecidos mesenquimais e da
organogénese, desenvolvendo hemorragias abdominais, e morrendo por volta do
décimo dia da fase embriondria. A superexpressdao de RECK em células HT1080 limitou
a ramificagdo vascular, suprimindo a angiogénese tumoral (OH et al., 2001).

RECK regula negativamente MMP-9 através de dois mecanismos: supressao da
secrecdo e inibicdo direta da atividade enzimatica (TAKAHASHI et al, 1998).
Recentemente, também foi demonstrado que RECK é capaz de inibir a transcricao de
MMP-9, em fibroblastos e células de carcinoma epidermdide, e que o tratamento
destas com RNA de interferéncia para RECK é capaz de restaurar os niveis de RNAm de

MMP-9. Ainda, neste mesmo trabalho foi descrito que o mecanismo de supressao esta
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relacionado com a inibicdo da atividade do promotor do gene de MMP-9, pois RECK
impede a ligacdo de fatores de transcricdo como Fra-1 e c-Jun ao promotor, através da
diminuicdo da interacdo destes fatores com o elemento responsivo a 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TRE-1) presente no promotor (TAKAGI et al., 2009). O
mecanismo pelo qual RECK medeia este processo é ainda desconhecido.

O processamento de MMP-2, entretanto, ocorre por duas clivagens
proteoliticas consecutivas, que ocorrem preferencialmente na membrana plasmatica.
RECK regula a ativagdo de prdMMP-2 pela inibicdo de duas enzimas proteoliticas
necessarias para este processo, a MT1-MMP e a MMP-2 ativa (OH et al., 2001). RECK
inibe diretamente a atividade de MT1-MMP e inibe o processamento proteolitico da
proMMP-2, diminuindo assim MMP-2 na forma ativa. Estes dados sugerem que a
inibicdo de RECK contribui para a transformac¢do morfoldgica das células, pelo menos
em parte, através da producdo descontrolada destas MMPs (NODA e TAKAHASHI,
2007).

Evidéncias recentes indicam que RECK ndo somente inibe a atividade de MMPs
no espaco extracelular, mas também pode agir sobre outros possiveis alvos
moleculares. Células de adenoma pituitario humano submetidas a superexpressdo ou
ao silenciamento de RECK e analisadas por microarray demonstraram que RECK pode
aumentar a expressdao de latrofilina-2 (componente do processo de transicdo
mesenquimal-epitelial do interior do canal atrioventricular do embrido), do receptor
de hormoénio liberador do hormoénio de crescimento (GHRHR), do fator nuclear 1/A
(regulador do gene da glutationa transferase P) e da resistina tipo B (estimulador da
secre¢do de TNF-a e IL-6 por macrdéfagos) (YOSHIDA, et al., 2008).

Dados adicionais também sugerem que RECK também estd envolvido na
progressao do ciclo celular. Foi observado que quando fibroblastos de camundongos
normais sao estimulados com soro, a expressio do gene RECK é regulada
negativamente (HATTA et al., 2009; WINNISCHOFER, 2005). A superexpressao de RECK
induz parada de crescimento em G0-G1, provavelmente mediada por aumento nos

niveis de p21, retardando a fosforilacdo de Rb (WINNISCHOFER, 2005).
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2.5.3 Mecanismos de controle de RECK

2.5.3.1 Inibigao de RECK por Ras

A expressdao de RECK pode ser inibida por Ras. Este oncogene pode inibir a
transcricdo de RECK. A regido promotora do gene RECK contém dois sitios de ligacao
aos fatores de transcricdo da familia Sp1, um sitio de ligacdo a cEBP e um box CAAT.
Embora ambos os sitios Spl estejam associados com os fatores de transcricdo Spl e
Sp3, a responsividade a Ras parece ser mediada somente por um desses sitios,
denominado Sp1B (SASAHARA et al., 1999; SASAHARA et al., 2002).

O fator de transcricdo Spl ativa a transcricdo pela associacdo com uma das
proteinas de ligacdo TATA (TBP) coativadoras, no complexo TFIID, podendo agir por
interacdo cooperativa consigo mesmo ou com outros fatores de transcricdo
(SASAHARA et al., 1999a). Sp3 compartilha com Spl a mesma seqiliéncia de ligacdo e
foi descrito como um regulador de dupla funcdo, que pode induzir ou inibir a
transcricao, dependendo do receptor e do contexto celular (MAJELLO et al., 1997).

N3o foi observada diferenca na atividade de ligacdo ao DNA de Sp1/Sp3, visto
gue a inibicdo de Spl poderia ser causada pela maior ligacdo de Sp3 ao promotor
(SASAHARA et al., 1999b). Dessa forma, é possivel que, utilizando diferentes vias, Ras
ativada iniba a expressdao de RECK através da modulacdo de modificacdes pos-
traducionais de Sp1/Sp3 e afete sua capacidade de ativagdo. Outra possibilidade é que
a sinalizacdo Ras afete a interagdo entre Sp1/Sp3 e suas proteinas regulatérias
(SASAHARA et al., 2002).

A repressao transcricional de RECK via ras pode ser relacionada com a
desacetilagdo de histonas. A atividade oncogénica de ras, provavelmente via
fosforilacdo de ERK, aumenta a ligacdo de desacetilases de histonas (HDAC) ao sitio
Spl no promotor de RECK, inibindo a transcricdo (CHANG et al., 2004). Este estudo
também avaliou a funcdo das DNA metiltransferases (DNMTs) na inibicdo de RECK
mediada por ras, e demonstrou que ras aumentou a expressdao da DNMT3b através de
ERK. Ainda, ocorreu o aumento da ligacdo de DNMT3b ao promotor de RECK, e esta

ligacdo induziu a metilagdo do promotor.
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2.5.3.2 Outras formas de modulag¢do de RECK

Outros mecanismos sdo descritos para a repressdo/ativacdo de RECK. Em
células pancredticas pré-ativadas, RECK é processado pds-traducionalmente, e a
sinalizacdo TGF-B1, mediada intracelularmente por proteinas Smad, é capaz de
prevenir sua degradacdo proteolitica (LEE et al., 2008). Ainda em relacdo a TGF-B1, o

estudo de KIM et al. (2008) enfatiza que o mesmo estd envolvido no aumento dos

niveis de proteina RECK, mas ndo de RNAm, induzido por irradiagdo-y, através do

aumento da fosforilacdo de Smad3.

O inibidor tissular de metaloproteinase-2 (TIMP-2) pode aumentar a expressao
de RECK através da sinalizacdo mediada por Rapl. A via Rap1 é capaz de enviar sinais
para fora da célula através de receptores integrina, aumentado a adesdo celular. A
superexpressao de Rapl induzida por TIMP-2 produziu um aumento de trés vezes na

expressao de RECK, inibindo a migracdo de células hMVECS (OH et al., 2004).

2.5.4 Isoformas alternativas de RECK

O splicing alternativo resulta das variacbes que podem ocorrer no
reconhecimento dos sitios que marcam os éxons e os introns, de forma tecido-
especifica ou de acordo com a fase do desenvolvimento. O processo pode envolver a
inclusdo ou a remogao de éxons, e € um importante mecanismo regulatério em
eucariotos superiores (SCHELLENBERG et al., 2008). Como mencionado anteriormente,
a proteina RECK é codificada por um gene localizado no cromossomo 9, composto por
21 éxons e 20 introns.

Os transcritos alternativos de RECK estao sendo identificados e caracterizados
pelo nosso grupo em colaboragdo com o grupo da Dr2 Mari Cleide Sogayar, do
Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Instituto de Quimica da Universidade
de S3o Paulo. Neste projeto especificamente, destacamos trés destas isoformas,
nomeadas RECK-B, RECK-D e RECK-I. Estes transcritos diferem do transcrito canonico
(denominado por nés como RECK-A) devido a presenca de um éxon 9 alternativo, que
é distinto do éxon 9 canbnico e também distinto entre os diferentes transcritos

alternativos (FIGURA 9).
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As proteinas preditas codificadas por estes transcritos estao representadas na
figura 10. E interessante notar que, destas isoformas, duas sdo possivelmente soltveis
(RECK-D e RECK-I), enquanto RECK-B, assim como a isoforma candnica, possui a
predicdo de uma ancora GPI C-terminal, permanecendo, desta forma, possivelmente
associada a membrana das células. A predicdo dessas proteinas também prevé a perda
dos demais dominios encontrados em RECK-A, exceto as repeticbes de cisteina

localizadas adjacentes a porcdo N-terminal (LIMA et al., 2009).
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FIGURA 9 — ESTRUTURA DO GENE RECK E DE SUAS VARIANTES

NOTA: Organizacdo gendmica do gene RECK. Exons sdo representados por caixas e introns por linhas.
Abaixo da estrutura candnica, estdo representadas as variantes de splicing, com as cores destacando as
diferengas entre os transcritos. RECK-B, RECK-D e RECK-I possuem um éxon 9 alternativo ao éxon 9 de
RECK-A e também distinto entre si.

FONTE: LIMA et al. (2009).
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FIGURA 10 — PROTEINAS PREDITAS CODIFICADAS PELOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS

DE RECK

NOTA: Representagao esquematica das proteinas preditas codificadas pelas isoformas de RECK. Os
numeros dos residuos de aminoacidos sao indicados. As andlises foram geradas utilizando os softwares
PROSITE e GPISOM. As isoformas alternativas perdem a maioria dos dominios presentes na isoforma
candnica, exceto algumas regides ricas em cisteina. A proteina predita RECK-B contém o sinal para
ancoramento por GPI. As proteinas RECK-D e RECK-I seriam soluveis.

FONTE: LIMA, et al. (2009).

As caracteristicas dos transcritos alternativos e das proteinas preditas
permitem sugerir que estas podem ter funcgbes distintas da isoforma candnica no
contexto celular. Ainda ndo estdao descritas as atividades destas isoformas, e, por isso,
justifica-se a investigacdo da modulagdo de sua expressao tanto em diferentes tipos

celulares, bem como apds estimulo com diferentes agentes.
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3 JUSTIFICATIVA
O melanoma é um tipo de tumor altamente resistente as terapias

convencionais, especialmente quando se encontra em condi¢cdes de metdstase, o que
torna necessario que se busquem novas alternativas de tratamento deste tumor. O
processo de metastase, em geral, é facilitado pela acdo das metaloproteinases de
matriz, que degradam a matriz extracelular, favorecendo a invasdo. Entre os
elementos que podem regular a atividade das MMPs esta RECK, uma glicoproteina
ancorada a membrana celular. Tendo em vista que as estatinas sao drogas que inibem
a sintese de colesterol e isoprendides (importantes para a acdo de proteinas
sinalizadoras, incluindo as GTPases Ras e Rho), podendo interferir na composicdo da
membrana das células, e também que varios trabalhos relatam a acdo antitumoral
destas drogas, inclusive em linhagens celulares de melanoma, este trabalho avaliard o
efeito do tratamento de células de melanoma humano com doses variadas de uma
estatina (sinvastatina) em relacdo aos niveis de RECK, MMPs, TIMPs e aos processos
de proliferacdo e viabilidade celular.

Varios estudos tém avaliado os efeitos sinergisticos da sinvastatina, além de sua
acdo antilipémica ja estabelecida. Sabe-se que esta droga é capaz de inibir a acdo das
proteinas Rho, e que também pode regular os processos de sinalizacdo mediados por
TGF. Neste contexto, é conveniente lembrar que a RECK é inibido por Ras e tem sua
acao modulada por TGF-B1. Além disso, RECK promove parada de proliferagdo celular
mediada por p21.

Dessa forma, o objetivo do estudo é avaliar se RECK e suas isoformas
alternativas de splicing sao alvos moleculares modulados por simvastatina em modelo
de melanoma humano e correlacionar com os niveis de MMPs e TIMPs, além de
examinar os efeitos desta droga na parada da proliferacao celular. Para este fim, foi
utilizada uma linhagem celular de melanoma humano (SK-MEL 28), tratada com
diferentes doses de sinvastatina. A prolifera¢ao celular foi avaliada por meio de curva
de crescimento, e a progressao do ciclo celular foi estudada através de citometria de
fluxo. Para analisar os niveis de RECK e MMPs apds o tratamento com a droga foram
empregadas técnicas de mensuracdao dos niveis de RNA mensageiro, proteina e
também ensaios de atividade. O estudo dos efeitos bioldgicos relacionados ao

tratamento das células de melanoma com sinvastatina, bem como sua influéncia sobre
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a expressdao de RECK, suas isoformas alternativas e MMPs sdo importantes para
melhorar o entendimento sobre possiveis alvos moleculares com significancia clinica

na terapia do melanoma.
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4 OBIJETIVOS

Considerando a acdo antitumoral das estatinas e o papel de RECK como
regulador de MMPs, o objetivo geral deste trabalho é caracterizar a possivel
modulagdo do gene RECK, bem como de seus transcritos alternativos de splicing em
linhagens celulares de melanoma humano apds o tratamento com sinvastatina e
correlacionar os niveis de expressdao de RECK com o de MMPs e TIMPs e com o

fendtipo apresentado pelas células.

Objetivos especificos

° Avaliar o efeito da sinvastatina na proliferacdo de linhagens celulares de
melanoma humano utilizando curva de crescimento;

° Avaliar a inducdo de apoptose e/ou parada de proliferacdo mediada
pelo farmaco estudado através de citometria de fluxo;

° Analisar a expressdo de RECK e suas isoformas alternativas, bem como
de MMPs e TIMPs apdés o tratamento das células SK-MEL 28 com
sinvastatina em diferentes doses, avaliando os niveis de RNA, de

proteina e realizando ensaios de atividade.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 PROCEDIMENTQOS EM CULTIVO CELULAR
6.1.2 Esterilizagao dos materiais

Todos os materiais e vidrarias utilizados para os procedimentos de cultivo de
células (frascos para solucbes e meio de cultura, equipamento para filtracdo de
solucbes, tampas, ponteiras plasticas para pipetas automaticas e pipetas de vidro)
foram esterilizados em autoclave da marca Fanem a 120°C, durante 40 minutos e sob
pressdo de latm. Apds o processo de esterilizacdo, o material foi colocado para secar

em estufa Fanem (Modelo Orion 505) a 50°C.

6.2 SOLUCOES, MEIOS DE CULTURA E MATERIAIS
6.2.1 Solucdo Salina Tamponada (PBS)

A solucdo salina-fosfato tamponada (PBS) foi preparada como uma solucdo
estoque concentrada cinco vezes, sendo que esta solugdo estoque é constituida por
680 mmol/L de NacCl, 13,4 mmol/L de KCl e 40,5 mmol/L de Na,HPO,. Esta também
teve seu pH ajustado para 7,4, e foi esterilizada em autoclave nas condicGes

anteriormente mencionadas e armazenada em temperatura ambiente ou a 4°C.

6.2.2 Solucdo de Tripsina-EDTA
A solucdo de tripsina-EDTA é constituida de 137 mmol/L de NaCl, 54 mmol/L de
KCI, 5 mmol/L de glucose, 0,42 mmol/L de Na,HPO,4, 0,44 mmol/L de KH,PO,, 2,3
mmol/L de NaHCO3s, 0,53 mmol/L de EDTA e 50mg/% de tripsina, com o pH ajustado
para 7,4. Esta solucdo foi esterilizada por filtragdo em membrana estéril com poro de
0,22um (Millipore) sob pressdao em aparelho Sartorius, em camara de fluxo laminar

vertical (VECO) e armazenada a -20°C.

6.2.3 Solugao de sinvastatina
A solugcdo estoque de sinvastatina (Zocor®), droga gentilmente cedida pela
Merck, encontra-se na concentracao de 0,1M, diluida em etanol, e armazenada a
temperatura de -70°C. Para os experimentos, realizou-se a diluicdo da solugdo estoque

em aliquotas nas concentra¢des de 10mM e 1mM, também diluidas em etanol.
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6.2.4 Meios de cultura

O meio de cultura utilizado foi o meio RPMI 1640 (Cultilab), reconstituido em
agua ultrapurificada (MilliQ) e com pH ajustado em 7,4. O ajuste do pH do meio foi
realizado pela adicdo de NaHCO; estéril (autoclavado) e o tamponamento do meio foi
realizado utilizando HEPES esterilizado por filtragdio em membrana de aceto-nitrato de
celulose com poro de 0,22um. O meio foi esterilizado por filtracdo em membrana de
celulose com poro de 0,22um sob pressdao em aparelho Sartorius, em camara de fluxo
laminar vertical (VECO). Para os experimentos, o meio RPMI 1640 foi suplementado
com 10% de soro fetal bovino estéril (SFB — Cultilab) e 50ug/mL do antibidtico

gentamicina (NeoGentamicin — NeoQuimica).

6.2.5 Linhagem celular
A linhagem celular estudada foi a linhagem SK-MEL 28 de melanoma humano
maligno (gentilmente cedida pela Profa. Ana Maria de Lauro Castrucci do Instituto de

Biociéncias, Departamento de Fisiologia da Universidade de S3o Paulo — Sdo Paulo).

6.2.6 Condicdes de cultivo

In vitro, as células SK-MEL 28 desenvolvem-se como culturas aderentes
cultivadas em garrafas pldsticas (poliestireno) estéreis da Techno Plastic Products
(TPP). As garrafas é adicionado o meio de cultura (RPMI 1640) suplementado com 10%
de SFB e antibidtico. As células foram mantidas em estufa (Sanyo) sob atmosfera
contendo 5% de CO, e temperatura de 37°C. A subcultura foi realizada de acordo com
a confluéncia das células, utilizando-se a solugdo de tripsina-EDTA para desprender as
células da garrafa. Para o armazenamento das linhagens, as células, em geral numa
quantidade de 10’ células/mL, foram suspensas em meio de cultura suplementado

com 10% SFB e 10% de DMSO e armazenadas em nitrogénio liquido.

6.2.7 Anticorpos para ensaio de Western Blotting
Para o ensaio de Western Blotting foram utilizados como anticorpos primarios:
anticorpo monoclonal anti-RECK feito em camundongo 1:500 (BD Biosciences) e

anticorpo monoclonal anti-actina de coelho 1:1000 (Sigma-Aldrich). Como anticorpos
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secundarios foram utilizados anticorpo caprino IgG anti-rato e anticorpo IgG bovino

anti-coelho conjugados com peroxidase (ambos da marca Santa Cruz Biotechnology).

6.3 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR
6.3.1 Curva de sobrevivéncia: técnica de cristal violeta

Para a curva de crescimento, foram plaqueadas 1,5 x 10* células/poco em
placas de 24 pocos, e as placas foram deixadas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5%
de CO, durante 24 horas para que ocorresse a adesdo das células. Apds este periodo,
as células foram tratadas com sinvastatina (Zocor®), nas concentracoes de 0,1, 0,5, 1, 5
e 10uM. Todos os testes foram realizados em triplicata. Os tempos de tratamento
foram de 24, 48 e 72 horas (onde as células ficaram incubadas em estufa a 37°C, sob
atmosfera de 5% de CO,), apds os quais foi retirado o meio de cultura com a droga, as
células foram lavadas com PBS, e posteriormente fixadas com metanol 100% durante
10 minutos. Apds este tempo, o metanol foi retirado e adicionou-se a solucdo de
cristal violeta 0,2% diluida em etanol 2% durante 3 minutos. O cristal violeta cora
acidos nucléicos das células aderidas e fixadas (KUENG et al., 1989). Apds 3 minutos,
este foi retirado e foram realizadas lavagens com PBS para a remoc¢do do excesso de
corante. Apds as lavagens, deve-se proceder a eluicdo do conteldo aderido as placas
com solugdo de citrato de sédio 0,05 mol.L’* em etanol 50% durante 10 minutos. A
absorbancia foi determinada em leitor de microplacas (TECAN Infinite 200) utilizando
filtro de 540nm. Os resultados foram expressos como porcentagem de células vidveis

em relagdo ao controle (considerado como 100%).

6.4 AVALIACAO MORFOLOGICA
6.4.1 Microscopia de contraste de fase
Células SK-MEL 28 foram plaqueadas em placas de 24 pogos (1,5 x 10*
células/pogo), deixadas em estufa a 37°C, 5%CO, durante 24h para aderéncia e apds
este tempo, tratadas com 1, 5 e 10uM de sinvastatina. A condicdo controle
corresponde as células tratadas somente com o veiculo da droga (etanol). Apds 72h de
exposicao a droga, as células foram analisadas em microscépio de contraste de fase

(Olympus CK2) e as imagens foram capturadas com uma camera digital (SONY). As
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imagens obtidas e o aspecto das células submetidas aos tratamentos foram
comparados ao aspecto morfoldgico das células normais da condicdo controle. Todas

as imagens foram capturadas em aumento de 100x.

6.5 ENSAIO PARA ANALISE DO CICLO CELULAR
6.5.1 Andlise de ciclo celular por citometria de fluxo

As células foram plaqueadas em placas de 60mm em meio RPMI suplementado
com 10% de SFB. Apds adesdo, foram tratadas com as concentracées de 0,5, 1, 5 e
10uM de sinvastatina por 72 horas. A seguir, procedeu-se a coleta do material para
analise. Primeiramente, coletou-se o meio de cultura (sobrenadante). Apds esta
retirada do meio, as células aderentes foram lavadas duas vezes com PBS, e o PBS da
lavagem foi adicionado ao sobrenadante coletado. A seguir, as células aderentes foram
tripsinizadas, e a suspensao de células obtida foi adicionada ao mesmo tubo de coleta
anterior. Este material (sobrenadante da cultura + suspensdo de células que estavam
aderentes) foi centrifugado (2000rpm, 5min), e o sobrenadante foi entdo descartado,
permanecendo apenas o pellet de células. O pellet foi ressuspenso em 0,5mL PBSA e as
células foram fixadas com 4,5mL de etanol 70%, mantido em gelo (nesta etapa as
células podem ser estocadas a 4°C por até um més).

Para analise, as células fixadas foram coletadas e ressuspensas em 1mL de PBS,
coradas com iodeto de propideo. O conteiddo de DNA de cada amostra foi analisado
utilizando um Citdmetro de Fluxo FC500 (Beckman Counter), adquirindo, para cada
anadlise, 50000 eventos no total, e os dados foram analisados através do programa

MXP (software padrdao do equipamento).

6.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE RECK (E ISOFORMAS), TIMPs E MMPs
6.6.1 Andlise dos niveis de RNAm apds o tratamento com sinvastatina
6.6.1.1 Extracdo e purificacdo do RNA total celular e sintese do cDNA
O plaqueamento foi realizado utilizando 1 x 10° células por placa em placas
P100 (TPP). As células foram incubadas por 24 horas em estufa nas condi¢cdes de
temperatura e atmosfera mencionadas anteriormente, para que ocorra a sua adesao

nas placas. Apds este tempo as células foram tratadas com as concentracdes de 1 e
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5uM de sinvastatina e incubadas em estufa novamente durante 72 horas. Apos
transcorrido o tempo de tratamento, as células foram desprendidas das placas com a
solucdo de tripsina-EDTA (750uL por placa), sendo adicionado cerca de 5mL de meio
RPMI para que ficassem em suspensao, e transferidas para tubos Falcon.

As suspensdes de células nos tubos foram centrifugadas durante 5 minutos a
3000g, e o sobrenadante foi cuidadosamente retirado do tubo para ndo remover o
pellet de células. Os tubos podem ser armazenados a -70°C até a extracdo do RNA ser
realizada.

Para a extragdao do RNA celular utilizou-se o kit RNA spin Mini RNA isolation kit
(Qiagen). Resumidamente, o método consiste em lisar as células pela incubacdo em
solucdo contendo grandes quantidades de ions caotrépicos. O tampao de lise contém
componentes que promovem a inativacdo de RNAses e cria as condi¢cGes de ligacdo
que favorecem a adsorcao do RNA a membrana de silica. O DNA contaminante foi
removido pela DNAse | (1U/uL). Varios passos de lavagem com tamp&es removeram
sais, metabdlitos e componentes celulares macromoleculares. O RNA purificado foi
entdo eluido com 3agua livre de RNAses, podendo ser imediatamente quantificado ou
armazenado a -80°C. A quantificacdo foi feita através de medida de absorbéancia da
amostra em 260 e 280nm (Nanodrop 1000 — Thermo Scientific).

Apbs a extracdo do RNA total, realizou-se a sintese do DNA complementar
(cDNA), utilizando o kit Superscript Ill Reverse Transcriptase (Invitrogen), em rea¢do de
PCR seguindo as instru¢des do fabricante. Utilizou-se 1ug do RNA sintetizado, em
reacao para volume final de 20puL. O primeiro passo foi a adicdo de um mix de primer
Oligo dT e dNTPs a amostra, apds esta adi¢cdo realizou-se incubagdo a 65°C durante
5min. Apds este tempo, as amostras foram colocadas no gelo por 1min. Para o término
da reacdo foi adicionado a amostra um mix contendo a enzima SuperScript Ill
(200U/uL), RNAse Out (40U/uL), DTT (0,1M), diluidos em tampdo oferecido pelo
fabricante. As amostras foram incubadas durante 50min, a 50°C, seguida de incubacdo
a 70°C por 15min. Apds estas incubagdes as amostras foram diluidas em tampao TE
(Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM), na concentracdo final 1:3. O cDNA pode ser
armazenado a -80°C. Para as andlises de PCR em Tempo Real, as amostras foram

novamente diluidas, para uma concentracao final 1:30.
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6.6.1.2 Analise da modulacdo da expressao génica

O passo seguinte é utilizar o cDNA sintetizado para a reacdo de PCR em Tempo
Real, utilizando primers especificos para o gene RECK, suas isoformas e também para
os genes de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, bem como os inibidores (TIMP-1 e TIMP-2).
Resumidamente, a reacdo de PCR serd realizada em equipamento Rotorgene (Corbett
Research) utilizando SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen). O volume final da reagdo é
de 18pL (4,5uL cDNA + 4,5uL primer + 9ulL de SYBR Green). Para realizacdo das reacdes
as amostras foram incubadas a 95°C durante 5min. Apds este tempo, foram realizados
cerca de 45 ciclos de amplificacdo para cada gene testado, sendo que as amostras
ficaram 10s a 95°C e 20s a 60°C em cada ciclo. A dissociacdo foi realizada variando-se a
temperatura de 60°C a 90°C. Os valores de CT dos genes alvo foram representados
como unidades relativas de expressdao, normalizados por genes de controle interno
como hGAPDH e hHPRT. Esta normalizacdo foi realizada pelo software geNorm 3.4

(desenvolvido por VANDESOMPELE et al., 2002).

TABELA 1 — PRIMERS UTILIZADOS PARA REAGAO DE PCR EM TEMPO REAL

Gene Sequéncia

RECK-A
(600nM)

: 5-ATGCACTGTATAGACCTCCAGAAGTC-3’
: 5-CAGTCAATACTAAAGGATGTTCCATGA-3’

RECK-B
(600nM)

: 5-TATTGCGCCTCTATTAGTCCACAA-3’
: 5-CAGCTTCATCAGGAGGCCTATC-3’

RECK-D
(600nM)

: 5-AATGAGGAACCCAACGGATATGT-3’
: 5-TCAGGCTCTCTTCTCATTGTTATGACT-3’

RECK-I
(600nM)

: 5-ATGAGGAACCCAACGGATAGCAG-3'
: 5-GCCATCTCCTTAGCTCCAGCAGTA-3’

MMP-2 : 5-AGCTCCCGGAAAAGATTGATG-3’
(600nM) : 5-CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT-3’

(400nM) : 5’-GATTTCGACTCTCCACGCATCT-3’

MT1-MMP : 5-GCAGAAGTTTTACGGCTTGCA-3’
(600nM) : 5-TCGAACATTGGCCTTGATCTC-3’

TIMP-1 : 5-CCGCAGCGAGGAGTTTCTC-3'
(600nM) : 5-GAGCTAAGCTCAGGCTGTTCCA-3’

TIMP-2 : 5’-CGACATTTATGGCAACCCTATCA-3’
(600nM) : 5-GCCGTGTAGATAAACTCTATATCC-3'

hGAPDH : 5’-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3’
(600nM) : 5’-CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT-3’

hHPRT : 5’-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3’

F
R
F
R
F
R
F
R
F
R
MMP-9 F: 5'-CCTGGAGACCTGAGAACCAATC-3'
R
F
R
F
R
F
R
F
R
F
(200nM) R: 5’-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-3’

Primers utilizados para a reagdo de PCR em Tempo Real. Entre parénteses, a concentragdo utilizada de
cada mix de primers F (forward) + R (reverse).
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6.6.2 Extracdo e quantificacdo de proteinas

6.6.2.1 Extragao de proteinas totais

As células SK-MEL 28 tratadas com sinvastatina nas concentracdes de 1 e 5uM
por 72 horas foram coletadas e foi adicionado tampao de extracdo de proteinas RIPA+
(10mM Tris-HCl pH 7,5, 1% Triton X-100, 150mM NaCl, 0,1% SDS, 2ug/mL Aprotinina,
2ug/mL Pepstatina, ImM PMSF). As amostras foram homogeneizadas até que se
tornassem bastante fluidas. Apds 30min a 4°C, as amostras foram centrifugadas
durante 15min a 15000g para remocao de fragmentos celulares. O sobrenadante,
correspondente a fracdo de proteinas totais, pode ser armazenado a -80°C. A

guantificacdo das proteinas do lisado foi realizada pelo método de Lowry.

6.6.2.2 Western Blotting

Aliquotas com mesma concentracdo protéica (150ug) as quais foram
adicionadas tampao de amostra (Tampao de Amostra Redutor Final 5x: 150 mmol Tris
pH 6,8, SDS 10%, Glicerol 50%, B-mercaptoetanol 25%, Azul de Bromofenol 0,5%)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS-PAGE 12% e a seguir as
proteinas do gel foram transferidas para membrana de nitrocelulose, através de
transferéncia umida (300mA, durante 3h, em tampdo de transferéncia 48 mmol Tris,
39 mmol Glicina, 0,037% SDS, 20% metanol, pH 8,3). A eficiéncia da transferéncia é
monitorada através da visualizagdao do marcador de peso molecular (Prestained Protein
Molecular Weight Marker — Fermentas Life Sciences), transferido do gel para a
membrana. Esta visualizagdo foi feita através da coloragdo da membrana com solugao
de Ponceau, e a membrana deve ser descorada com tampao TBST.

A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi reduzida por pré-
incubagdo da membrana por 2h com solugdo de bloqueio (5% leite em tampdo TBST
contendo: 5mmol/L Tris-Base, 15mmol/L NaCl, e 0,1% Tween20) a 4°C. A seguir, a
membrana foi incubada com anticorpo primario especifico anti-RECK humano (1:500,
overnight, 4°C), e também com anticorpo anti-actina (1:1000, overnight, 4°C) e entdo
lavada 3 vezes, 10 minutos cada vez, sob agitacdo, com TBST. Em seguida, as
membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase

(1:5000) por 1h a temperatura ambiente, e entdo foram lavadas em TBST novamente
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por 3 vezes, 10 minutos cada vez, sob agitacdo. A revelacdo foi feita utilizando o
substrato quimioluminescente ECL (Sigma-Aldrich), em transluminador (UVP Imaging
System — programa de captura de imagens: LabWorks), e a determinacdo das
guantidades de proteina presentes nas amostras foi realizada pelo software Imagel

1.38e/Java 1.5 (desenvolvido por Wayne Rasband, e disponivel na web).

6.6.3 Ensaios de atividade enzimatica (MMPs)

6.6.3.1 Zimografia gelatinosa

As células SK-MEL 28 (5 x 10° células) foram plagqueadas em placas de 60mm, e
incubadas em estufa a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO, durante 24h, para permitir
sua adesdo a placa. Apds 24 horas, foram lavadas trés vezes com meio livre de SFB
para remover os residuos de SFB presentes no meio RPMI (10%). Apds as lavagens, as
células foram tratadas com sinvastatina nas doses de 1uM e 5uM, em meio RPMI
suplementado com 0,1% BSA. A condicdo controle corresponde a células tratadas
somente com veiculo da droga (etanol), também em meio RPMI 0,1% BSA. Apds 72h,
este meio de cultura foi coletado e submetido a centrifugacdo por 15min a 15000g.

A quantificacdo de proteinas do sobrenadante foi realizada pelo método de
Lowry. Para eletroforese SDS-PAGE (12% acrilamida e 1mg/mL de gelatina) foram
aplicadas 25ug de proteina (as quais foi adicionado tampdo de amostra ndo-redutor) e
apos a eletroforese, o gel foi incubado em Triton X-100 2,5% durante 1h e entdo
incubado overnight em solugdo tampdao 50mmol/L de Tris-HCI (pH 7,5), 200mmol/L
NaCl e 10mmol/L de CaCl, a 37°C. Apds esta incubacdo, o gel foi corado com azul de
Coomassie brilhante, e descorado com solu¢do de acido acético glacial (10%) e

metanol (10%).

6.7 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software Inc., USA). Para a andlise de dados em relacdo a uma variavel
apenas, utilizou-se a analise de variancia dos dados das populag¢des seguido por t-test
nao paramétrico (Mann-Withney test). Para analise considerando duas varidveis, os

dados foram avaliados por analise de variancia ANOVA, seguido do teste de Tukey.
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7 RESULTADOS
7.1 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR: CURVA DE SOBREVIVENCIA

As células SK-MEL 28 foram plaqueadas e tratadas com diferentes
concentracdes de sinvastatina por diferentes periodos de tempo. Apds transcorridos
os tempos de tratamento, a sobrevivéncia celular foi avaliada pela técnica de cristal
violeta. O resultado estd expresso como valor de porcentagem de células em relacdo
ao controle do experimento (células tratadas com veiculo somente), considerado
como 100%.

Foi observado diminuicdo do numero de células vidveis com o tratamento de
sinvastatina na linhagem analisada (FIGURA 11), na qual se observa reducdo no
numero de células a medida que se aumenta a concentracdo aplicada do agente
antitumoral, sugerindo efeito dependente de dose. Estes efeitos comecam a aparecer
apos 48h de exposicdo a droga, e ficam mais pronunciados apds 72h. Apds 48h de
tratamento, observou-se reducdo da quantidade de células de cerca de 20% em
relacdo ao controle, na dose de 10uM. Apds 72h, esta reducdo na porcentagem de

células viaveis chega a 45 e 51%, nas doses de 5 e 10uM, respectivamente (FIGURA

11).
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FIGURA 11 — VIABILIDADE DAS CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO COM

SINVASTATINA

NOTA: Grafico da viabilidade das células SK-MEL 28 apds tratamento com 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0uM de
sinvastatina, apds 24, 48 e 72h de exposicdo. Na condi¢do controle foi adicionado apenas o veiculo da
droga: etanol. O resultado é representado pela média + SEM das porcentagens de células viaveis de trés
experimentos independentes realizados em triplicata, e cada tempo possui seu controle representado
como 100%. As significancias estatisticas obtidas em relagdo a cada dose sdo referentes aos seus
controles nos diferentes tempos. One-Way ANOVA. * = p<0.05; *** = p<0.001.
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O aumento do numero de células das condicdes controle nos diferentes tempos
(24, 48 e 72h) demonstra regularidade na proliferacdo celular em relacdo ao tempo,
mostrando a adequacdo das células as condi¢des do experimento (FIGURA 12 — grafico
inserido).

Analisando-se as curvas de sobrevivéncia obtidas apds 48 e 72h de tratamento
em relacdo as porcentagens de células obtidas encontradas no tempo de 24h,
podemos observar que o efeito da sinvastatina nas células de melanoma humano,
ocorre de forma dependente de dose e tempo (FIGURA 12).

Em 24h, ndo se observa nenhum efeito da sinvastatina na reducdo da
viabilidade celular. Analisando-se os dados de forma a tomar como referéncia o tempo
de 24h, e comparando os resultados obtidos em cada dose nos tempos de 48 e 72h,
com o resultado da respectiva dose no tempo de 24h, a diminuicdo do numero de
células torna-se evidente ja na dose de 1uM de sinvastatina. Nesta dose, observa-se
uma diminuicdo da quantidade de células de cerca de 20%, tanto apds 48h, quanto
apos 72h de tratamento, em relacdo aos resultados obtidos para esta mesma dose no
tempo de 24h. Para a dose de 5uM, observa-se reducdo de 34,5% e de 64%, apds 48 e
72h, respectivamente, em relacdo aos resultados obtidos para esta mesma dose no
tempo de 24h. Analisando da mesma maneira, na dose de 10uM observa-se que a o
numero de células continua a diminuir, sendo que os resultados indicam reduc¢do de

cerca de 40% apos 48h, e 70% apds 72h de exposigdo a sinvastatina (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — CURVA DE SOBREVIVENCIA DAS CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO
COM SINVASTATINA

NOTA: A - Curva de sobrevivéncia das células SK-MEL 28 apds tratamento com diferentes doses de
sinvastatina, por 24, 48 e 72h. As condigdes controle estdao representadas como 100% de viabilidade. O
resultado é expresso em porcentagem de células vidveis, em relagao aos valores médios apresentados
pelas triplicatas de cada tratamento. Significancia estatistica de cada dose é em relagdao a mesma dose,
porém no tempo de 24h. Two-Way ANOVA. ** = p<0.01; *** = p<0.001; = p<0.001. B - Grafico
demonstrativo da proliferagdo dos controles. One-Way ANOVA. ** = p<0.01; *** = p<0.001.

Em relacido ao tempo de exposicio, e levando em consideracdo a
responsividade da linhagem a droga, considerou-se o tempo de 72h o mais apropriado
para a realizacdo dos ensaios posteriores.

Considerando que apds a ingestdao da sinvastatina, pacientes em tratamento
apresentam niveis plasmaticos condizentes com as menores doses de exposi¢dao
utilizadas neste estudo, pode-se estabelecer as doses de 1 e 5uM como as que
apresentam mais relevancia quanto aos resultados obtidos in vitro, devido a

proximidade dos niveis plasmaticos in vivo (KNOX et al., 2001).

7.2 ANALISE DA MORFOLOGIA DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO APOS
TRATAMENTO COM SINVASTATINA
Como mencionado anteriormente, as células SK-MEL 28 crescem como culturas

aderentes. Sua morfologia habitual é poligonal, com varios filamentos se originando a
partir do citoplasma (FIGURA 13 — A). Originalmente, é uma célula ndo-melanogénica,
cultivada em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB. Através da analise de

micrografias, pode-se observar que o tratamento com sinvastatina induz mudangas
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morfoldgicas aparentes nestas células. Apds 72h de tratamento com sinvastatina, nas
doses de 5uM e 10uM, as células se tornam arredondadas, os filamentos
citoplasmaticos desaparecem e as células perdem sua adesdo ao substrato de
poliestireno (FIGURA 13 - B, C e D). Estas mudancas morfoldgicas ja foram descritas em
outras linhagens celulares de melanoma tratadas com sinvastatina e foram atribuidas a
reorganizacdo do citoesqueleto de actina, causada pelo desequilibrio da sinalizacdo
mediada principalmente por proteinas Rho (SAITO et al., 2008). Entretanto, outros
aspectos resultantes de disfuncdes em outras vias de sinalizacdo podem ser fatores

determinantes para as altera¢Ges observadas.
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FIGURA 13 — MICROGRAFIAS DE CELULAS SK-MEL 28 APOS O TRATAMENTO COM

SINVASTATINA

NOTA: Micrografias das células SK-MEL 28 ( aumento de 100x). A — Células tratadas somente com o
veiculo da droga (controle), apresentando morfologia caracteristica. B — Células tratadas com 1uM de
sinvastatina por 72h possuem morfologia semelhante ao controle. C e D — Células tratadas com 5uM e
10uM de sinvastatina por 72h, apresentando alteragcdes morfolégicas apds o tratamento. As setas
pretas indicam células destacadas do substrato, que possuem morfologia arredondada. Em 10uM,
poucas células permanecem aderidas, presas somente por finos filamentos do citoplasma (setas
vermelhas).

7.3 AVALIACAO DE EFEITOS NO CICLO CELULAR DE CELULAS SK-MEL 28 TRATADAS
COM SINVASTATINA
Com base nos dados obtidos apds os experimentos de viabilidade celular,

decidimos avaliar os efeitos do tratamento com sinvastatina na linhagem estudada, na
progressdao das diferentes fases do ciclo celular. As células SK-MEL 28 foram

plaqueadas e tratadas com sinvastatina em diferentes doses por 72h, como descrito
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em materiais e métodos (item 6.4.1). Apds este tempo, as células foram coletadas e

analisadas por citometria de fluxo (FIGURA 14).

721

788

FL2 Log FL2 Log

FIGURA 14 — DISTRIBUICAO DAS CELULAS ATRAVES DAS FASES DO CICLO CELULAR
(REPRESENTAGCAO POR HISTOGRAMA)

NOTA: Histogramas obtidos em citdmetro de fluxo. A — Histograma representativo das células tratadas
apenas com o veiculo da droga (controle). B, C e D — Histogramas representativos das células tratadas
com 1uM, 5uM e 10uM de sinvastatina, respectivamente. As regides delimitadas pelas letras A, B e C
nas figuras correspondem a: A — quantidade de células na fase Sub-G1; B — quantidade de células na fase
G1 e, C— quantidade de células nas fases S-G2 do ciclo celular.

Os histogramas podem ser delimitados por dreas (no grafico, representadas
pelas letras A, B e C). A intensidade de fluorescéncia captada na drea A corresponde a
guantidade de células que se encontram na fase Sub-G1 do ciclo celular, e que sao

caracterizadas pela fragmentacao do seu DNA. O pico correspondente a letra B é
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referente as células que estdo na fase G1. Por ultimo, o pico representado pela letra C
corresponde ao numero de células que estdo nas fases S e G2 do ciclo celular.

Os resultados obtidos estdo representados na tabela 2 e indicam que ocorre
diminuicdo na quantidade de células que estdo progredindo no ciclo celular apds o
tratamento com sinvastatina. Foi observado um aumento da populacdo de células na
fase G1 do ciclo celular, com concomitante diminuicdo na porcentagem de células nas
fases S-G2, apds o tratamento com o agente antitumoral. Cerca de 67% das células
tratadas somente com o veiculo da droga apresentam-se na fase G1 (condicdo
controle); esta porcentagem aumenta para 73%, quando as células sdo tratadas com
10uM de sinvastatina. Este resultado é acompanhado pela diminuicdo da proporcdo de
células na fase S-G2 de 22% (controle), para 14,45 e 14,85%, nas doses de 5 e 10uM de
sinvastatina, respectivamente. Além disso, pode-se observar que, na dose de 10uM de
sinvastatina ocorre a duplicacdo da porcentagem de células na fase Sub-G1 (que
corresponde a células com DNA fragmentado), de 3,86% para 8,44%, em relacdo ao
controle. E importante frisar que a diminuicdo das células em progressdo no ciclo
celular e a fragmentacdo das células ocorre de maneira dependente da dose

administrada, o que é visualizado pelo grafico a seguir (FIGURA 15).

TABELA 2 — PORCENTAGENS DE CELULAS NAS DIFERENTES FASES DO CICLO CELULAR
APOS 72h DE TRATAMENTO COM SINVASTATINA

Fases do Concentrag¢ao de sinvastatina
Ciclo Controle 0,5uM 1uM 5uM 10uM
G1 67,23+1,49 | 66,69+0,25 | 69,12 +2,50 | 78,69+ 2,00 | 73,49+ 0,47
S-G2 22,69+1,20 | 22,10+ 1,70 | 20,57+1,91 | 16,33+ 1,04 | 14,86 + 0,49
Sub-G1 386+0,40 | 423+1,07 | 453+044 | 572+0,62 | 845+0,19

Resultados indicativos das médias das replicatas de cada tratamento +DP.
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FIGURA 15 — PORCENTAGENS DE CELULAS SK-MEL 28 NAS DIFERENTES FASES DO

CICLO CELULAR APOS 72h DE TRATAMENTO COM SINVASTATINA
NOTA: Grafico representativo dos dados apresentados na TABELA 2. Two-Way ANOVA. ** = p<0.01; ***
= p<0.001.

7.4 ANALISE DOS NIVEIS DE RNAm DE RECK E SEUS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DE
SPLICING EM CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

Células de melanoma humano (SK-MEL 28) foram plaqueadas e tratadas com
diferentes concentra¢bes de sinvastatina por 72h para a realizacdo de ensaios de
expressdo génica. Como controle, foi utilizado novamente células tratadas somente
com o veiculo da droga (etanol). Apds 72h de tratamento as células foram entdo
coletadas, lisadas e o RNA total foi extraido (segundo metodogia apresentada no item
6.5.1.1 de Materiais e Métodos). Apds a extracdo do RNA, foi realizada a sintese do
cDNA, através de reacdo com enzima transcriptase reversa. O cDNA foi entdo
submetido a rea¢do de PCR em Tempo Real, onde foram utilizados primers especificos
para o gene RECK humano, bem como para seus transcritos alternativos de splicing,
ocorrendo a amplificacdo somente do gene desejado. Os dados relativos a expressao
de RECK (transcritos A (forma canoénica), B, D, e |) foram normalizados em relacao a
expressao de dois genes de expressdao constitutiva: hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase (hHPRT), gene constitutivamente ativo que codifica a sequéncia
para uma enzima do metabolismo das purinas, e também em relacao a gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), gene constitutivamente ativo da via glicolitica,
utilizados aqui como controles internos do experimento. As amostras foram

normalizadas em relagcdo a estes dois genes controle através do software geNorm VBA
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3.4, para Microsoft Excel.

Os resultados obtidos mostram que o tratamento com sinvastatina ndo afeta os
niveis do transcrito da isoforma candnica de RECK — RECK-A (FIGURA 16 — A). Apds o
tratamento das células com as doses de 1uM e 5uM da droga ndo sdao observadas
alteracdes nos niveis de transcritos com significancia estatistica em relacdo aos niveis
da condicao controle.

Para o transcrito B de RECK (FIGURA 16 — B) foi verificado que o tratamento das
células SK-MEL 28 com sinvastatina nas doses de 1uM e 5uM promoveu uma
diminuicdo estatisticamente significativa na sua expressdo, em relacdo ao controle.
Este efeito parece ser dependente da dose administrada.

A expressao dos transcritos D e | de RECK em células SK-MEL-28 (FIGURA 16 — C
e D) ndo se altera apds o tratamento com sinvastatina, em nenhuma das doses
aplicadas. E importante lembrar que, diferentemente da forma candnica e da isoforma
RECK-B, estas outras isoformas seriam soluveis.

A seguir estdo apresentados graficamente os resultados relativos de expressao
das diferentes transcritos de RECK em células SK-MEL 28 apds o tratamento com

sinvastatina em rela¢do a condicdo controle (FIGURA 16).
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FIGURA 16 — MODULAGAO DA EXPRESSAO DE DIFERENTES TRANSCRITOS DE RECK EM

CELULAS SK-MEL 28 FRENTE AO TRATAMENTO COM SINVASTATINA

NOTA: Expressdo relativa dos transcritos A, B, D e | de RECK em células SK-MEL 28 apds 72h de
tratamento com 1uM e 5uM de sinvastatina. As condi¢Oes controle sao referentes as células tratadas
somente com o veiculo da droga. Os resultados representam média + SEM de quatro experimentos
independentes e sdo demonstrados como expressao relativa de cada um dos transcritos frente a
expressdo dos genes controle (hRGAPDH e hHPRT). One Way ANOVA, B) *= p<0,05; *** = p<0,001.

Analisados em conjunto, estes resultados indicam que n3ao ocorre modulagao
de expressao do transcrito candnico de RECK, enquanto que a isoforma B apresenta
diminuicdo dos niveis de RNAm apds o tratamento com sinvastatina. E notdvel que
RECK-B pode estar, assim como RECK-A, ancorada a membrana por uma ancora GPI.
Pode-se inferir que, apesar desta semelhanc¢a estrutural, RECK-B seja regulado de
maneira diferente de RECK-A no interior das células, e ainda, que esta isoforma pode
exercer uma funcao distinta a da forma canoénica em células de melanoma humano. A
auséncia de modulagdo nos niveis de RNAm que codificam para as isoformas sollveis

(RECK-D e I) corrobora esta hipdtese.
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7.5 ANALISE DOS NIVEIS DE RNAm DE MMPs E SEUS INIBIDORES CLASSICOS (TIMPs)
EM CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

Células SK-MEL 28 foram submetidas aos mesmos procedimentos descritos
anteriormente de plagueamento, coleta de células, lise e extracdo do RNA total,
sintese do cDNA e reacdo de PCR em Tempo Real (ver Materiais e Métodos item 6.6.1)
para analise dos niveis de RNAm de MMPs e de seus inibidores classicos solluveis
(TIMPs). As células foram tratadas com 1 e 5uM de sinvastatina pelo tempo de 72h.
Novamente, a condicdo controle refere-se a células tratadas somente com o veiculo da
droga (etanol).

A figura 17 mostra que ndo ocorre modulacdo da expressao de MMP-2, MT1-
MMP e MMP-9 apds o tratamento das células SK-MEL 28 com sinvastatina. Ha uma
tendéncia clara a diminuicdo da expressdao destas MMPs, mas esta diminuicdo nao é
significativamente estatistica. Para MMP-2, ainda, ocorre uma variacao atipica nos
resultados obtidos das diferentes replicatas, o que persistiu apods a repeticdo dos
experimentos. E importante frisar que esta variacdo ocorre somente nas reacdes de
PCR em Tempo Real especificas para MMP-2, e que os outros genes testados nao
apresentam este comportamento, e que justamente, esta variagdo poderd estar

mascarando uma possivel diminuicdo significativa dos niveis de RNAm de MMP-2.
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FIGURA 17 - NIVEIS DE EXPRESSAO DE MMPs EM CELULAS SK-MEL 28 TRATADAS COM
SINVASTATINA

NOTA: Expressdo relativa de MMP-2, MT1-MMP e MMP-9 em células SK-MEL 28 apds 72h de
tratamento com 1uM e 5uM de sinvastatina. As condi¢les controle sdo referentes as células tratadas
somente com o veiculo da droga. Os resultados representam média + SEM de quatro experimentos

independentes e sdo demonstrados como expressao relativa destes genes frente a expressao do genes
controle (hGAPDH e hHPRT).

Os inibidores cldssicos soluveis das MMPs - TIMPs - demonstram
comportamento similar frente a exposicdo a sinvastatina. Ndo ocorre alteragdo
significativa dos niveis de RNAm de TIMP-1 apdés o tratamento com sinvastatina.
Embora seja perceptivel na representacao grafica o leve decréscimo da expressdo de
TIMP-1 na dose de 5uM, este ndo é estatisticamente significativo. Para TIMP-2, na
dose de 1uM ndo é evidenciada alteracdo de expressdo, porém com tratamento de
5uM de sinvastatina ocorre a diminuicao estatisticamente significativa da quantidade

de RNAm para TIMP-2 expressa nas células SK-MEL 28.
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FIGURA 18 - NIVEIS DE EXPRESSAO DE TIMPs EM CELULAS SK-MEL 28 TRATADAS COM
SINVASTATINA

NOTA: Expressao relativa de TIMP-1 e TIMP-2 em células SK-MEL 28 apds 72h de tratamento com 1uM e
5uM de sinvastatina. As condigdes controle sao referentes as células tratadas somente com o veiculo da
droga. Os resultados representam média + SEM de quatro experimentos independentes e sdo
demonstrados como expressdo relativa destes genes frente a expressdo dos genes controle (GAPDH e
hHPRT). One Way ANOVA, B) *= p<0,05.

Estes resultados, se analisados num contexto, corroboram a a¢do antitumoral
da sinvastatina em células de melanoma. O tratamento com sinvastatina
aparentemente ndo modula a expressdao de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP, porém é
observada a tendéncia a diminuicdo da expressao destes genes. Também ndo ocorrem
alteragées nos niveis de RNAm de TIMP-1, mas é evidenciada a diminuicdo na

expressao de TIMP-2 apds tratamento com 5uM de sinvastatina.

7.6 ANALISE DAS RAZOES INIBIDORES/MMPs

O equilibrio entre as MMPs e seus inibidores pode ser demonstrado pela razao
entre o inibidor e a MMP. Se o valor da razdo estiver perto, ou for igual a 1, tem-se um
equilibrio entre as quantidades de inibidor e MMP. As razées de RECK/MMPs e de
TIMPs/MMPs sdo demonstradas nas tabelas, e a representacdo grafica esta

demonstrada nas figuras.



TABELA 3 — RAZAO INIBIDOR/MMP-2
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RECK-A RECK-B RECK-D RECK-I TIMP-1 TIMP-2
C 0,48+0,11|0,74+0,13 | 1,42+0,17 | 1,40+0,23 | 1,54+ 0,55 | 1,44 + 0,50
1pM | 2,22+0,56 | 2,94+0,91 | 2,36+1,06 | 1,73+0,42 | 1,58 +0,95 | 0,81 +0,42
5uM | 0,59+0,21 | 0,46 +0,24 | 0,66+0,37 | 0,76 +0,32 | 0,80+ 0,19 | 0,56 +0,19
Resultados indicam média das razdes + SEM de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 19 - REPRESENTACZ\O GRAFICA DAS RAZOES INIBIDORES/MMP-2
NOTA: Grafico das raz8es dos inibidores/MMP-2. A) RECK-A; B) RECK-B; C) RECK-D; D) RECK-I; E) TIMP-1
e F) TIMP-2. T-test (Mann-Withney) A) * = p=0,0101; B) * = p=0,0303.



TABELA 4 — RAZAO INIBIDOR/MT1-MMP
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RECK-A RECK-B RECK-D RECK-I TIMP-1 TIMP-2
C 0,53+0,04 0,86 +0,11 1,14+ 0,22 1,12+0,19 | 0,78+0,16 | 0,77+0,13
1puM | 0,62 10,09 0,76 £ 0,13 1,16 + 0,30 1,06 +0,10 | 1,10+0,16 | 0,74 +0,09
5uM | 0,56+0,15 0,22 +0,03 0,36 £ 0,05 0,52+0,10 | 0,93+0,41 | 1,01+0,44
Resultados indicam média das razdes + SEM de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 20 — REPRESENTAGAO GRAFICA DAS RAZOES INIBIDORES/MT1-MMP

NOTA: Gréfico das razdes dos inibidores/MT1-MMP. A) RECK-A; B) RECK-B; C) RECK-D; D) RECK-I; E)
TIMP-1 e F) TIMP-2. B) T-test (Mann-Withney) ***= p=0,0007.
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TABELA 5 — RAZAO INIBIDOR/MMP-9

RECK-A RECK-B RECK-D RECK-I TIMP-1 TIMP-2

C 0,61+0,36 1,07+£0,73 1,31+0,87 1,26+0,80 | 0,75+0,36 | 0,87+0,55

1uM | 1,14+0,76 1,35+0,86 1,76 £ 0,90 1,75+1,07 | 197+1,28 | 1,19+0,65

5uM | 0,67+0,31 1,46 £0,75 0,82+ 0,35 1,12+0,53 | 1,30+0,61 | 0,63+0,29

Resultados indicam média das razdes + SEM de quatro experimentos independentes.
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FIGURA 21 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS RAZOES INIBIDORES/MMP-9
NOTA: Gréfico das razdes dos inibidores/MMP-9. A) RECK-A; B) RECK-B; C) RECK-D; D) RECK-I; E) TIMP-1
e F) TIMP-2.
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Através da andlise dos resultados obtidos pode-se concluir que as razdes RECK-
A/MMP-2 e RECK-B/MMP-2 aumentam quando as células sdo tratadas com 1uM de
sinvastatina, sendo que este aumento é estatisticamente significativo. Na dose de
5uM, entretanto, as razbes voltam a se nivelar as dos controles. Ndo ocorrem
alteragdes significativamente estatisticas nas razées de RECK-D/MMP-2, RECK-I/MMP-
2, TIMP-1/MMP-2 e TIMP-2/MMP-2 apés o tratamento com sinvastatina (TABELA 3). E
interessante notar aqui que os resultados estatisticos da modulacdo positiva nas
razoes inibidor/MMP-2 apdés o tratamento com sinvastatina (evidenciando uma
condicdo de aumento da expressdo relativa do inibidor frente a expressao desta MMP)
sdao obtidos apenas com as duas isoformas do gene RECK que apresentam
ancoramento a membrana por cauda GPI, sugerindo que a inibicdo de MMP-2 mediada
por este agente anti-tumoral pode ser devido a uma acdo (talvez conjunta) destas duas
isoformas de RECK.

N3o sdo observadas mudancas significativas nas razées RECK-A/MT1-MMP
apos o tratamento com sinvastatina. Para RECK-B ocorre diminuicdo estatisticamente
significativa da razdo apds tratamento com 5uM de sinvastatina. As razoes RECK-
D/MT1-MMP, RECK-I/MT1-MMP, TIMP-1/MT1-MMP e TIMP-2/MT1-MMP
permanecem inalteradas apds o tratamento com sinvastatina em células SK-MEL 28
(TABELA 4).

Ndo é observada alteragdo significativa nas razGes inibidores/MMP-9 apds
tratamento das células SK-MEL 28 com sinvastatina para RECK can0nico, tampouco

suas isoformas ou para os inibidores classicos (FIGURA 21).

7.7 VARIACAO DOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS DE RECK EM RELAGAO AO
TRANSCRITO CANONICO EM CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO COM
SINVASTATINA

Pode-se analisar a expressao dos transcritos alternativos de RECK em relagdo ao
trancrito candnico apds o tratamento com varias doses de sinvastatina. A razdo entre
a expressdo relativa de RECK-B/RECK-A, RECK-D/RECK-A e RECK-I/RECK-A é um bom
indicativo da variacdo das quantidades dos transcritos alternativos de RECK em relagao

a isoforma candnica. Estas razbes podem ser visualizadas na tabela 6, e a



representacdo grafica é apresentada na figura 22.
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TABELA 6 — RAZOES RELATIVAS DOS TRANSCRITOS ALTERNATIVOS/TRANSCRITO
CANONICO DE RECK EM CELULAS SK-MEL 28 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA

RECK-B/RECK-A

RECK-D/RECK-A

RECK-1/RECK-A

C 1,60+0,12 1,65 0,27 1,65 0,26
1uM 1,21 £ 0,07 1,31+£0,81 1,05 £ 0,49
5uM 0,86 +£0,17 0,59 +£0,32 0,67 £0,27

Resultados indicam média das razdes + SEM.
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FIGURA 22 - REPRESENTACAO GRAFICA DAS RAZOES DOS TRANSCRITOS

ALTERNATIVOS/TRANSCRITO CANONICO DE RECK
NOTA: Gréfico das razdes dos transcritos de RECK/RECK-A. A) RECK-B/RECK-A; B) RECK-D/RECK-A; C)

RECK-I/RECK-A. A) * = p 0,0401; ** = p=0,0080.

Pode-se observar que os dados de variagao dos transcritos alternativos de RECK

em relacdo a RECK-A concordam com os resultados de expressao apresentados

anteriormente. A razdo RECK-B/RECK-A diminui a medida que a dose de sinvastatina é
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aumentada, sendo que obtivemos resultado significativamente estatistico nos
tratamentos com 1uM e 5uM de sinvastatina. Como vimos, a reducdo da expressao de
RECK-B faz com que a razdo diminua, e que o equilibrio da quantidade destes
transcritos seja deslocado a favor de RECK-A. Por outro lado, apesar da tendéncia de
reducdo das razdes RECK-D/RECK-A e RECK-1/RECK-A, ndo ocorre significancia
estatistica da diminuicdo destas apds o tratamento com sinvastatina. Convém lembrar
gue ndo se observa modulacdo significativa da expressdo de RECK-D e RECK-I em

células SK-MEL 28 apds o tratamento com 1uM e 5uM de sinvastatina apds 72h.

7.8 ANALISE DOS NIVEIS DE PROTEINA RECK EM CELULAS SK-MEL 28 APOS O
TRATAMENTO COM SINVASTATINA

Foram discutidos nas secOes anteriores dados referentes aos experimentos
para analise dos niveis de RNAm de RECK presente nas células SK-MEL 28 apds o
tratamento com sinvastatina. Entretanto, além dos niveis de RNAm, é importante
analisar se o tratamento utilizado influi nos niveis de expressdo da proteina RECK
presentes nas células. Para isto, células SK-MEL 28 foram plagueadas, tratadas com o
agente antitumoral e apds 72h foram coletadas, centrifugadas e submetidas a lise em
tampdo apropriado para extracdo de proteinas. As proteinas extraidas foram
submetidas a eletroforese SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose
como descrito no item 6.6.2 de Materiais e Métodos. Apds incubagdo com os
anticorpos de interesse (anti-RECK e anti-actina), a membrana foi revelada por
guimioluminescéncia e a quantificacdo dos niveis de proteina RECK presente em cada
condicao testada foram normalizados pelos niveis detectados de actina (controle
interno) através do programa Image).

Ndo foi observada alteracdo na quantidade de proteina RECK presente no
extrato proteico de células SK-MEL 28 tratadas com 1uM de sinvastatina (FIGURA 24).
Ndo obtivemos resultados satisfatérios para avaliacdo da quantidade de proteina no
extrato protéico de células tratadas com 5uM da droga. Com a diminuicdo da
viabilidade celular apés o tratamento com 5uM de sinvastatina (ver FIGURA 12), o
rendimento da extracdo proteica para esta dose foi consideravelmente reduzido, em

relacdo ao rendimento obtido para a condicao controle do teste e para a dose de 1uM.
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Por este motivo, a quantidade de proteina aplicada para eletroforese SDS-PAGE na
dose de 5uM de sinvastatina teve que ser menor do que a quantidade aplicada para o
controle e a dose de 1uM, e a marcacdo com anticorpo anti-RECK ndo foi evidente
(dados ndo mostrados). Serd necessario repetir este experimento com aplicacdo de
uma maior quantidade de proteina para avaliacdo do nivel protéico de RECK no extrato

de células tratadas com 5uM de sinvastatina.

C 1M

Anti-hRECK
(110kDa)

Anti-actina
(43kDa)

FIGURA 23 — ANALISE DA QUANTIDADE DE PROTEINA RECK PRESENTE EM CELULAS SK-

MEL 28 APOS TRATAMENTO COM SINVASTATINA
NOTA: Membrana de nitrocelulose hibridizada com anticorpos anti-RECK (1:500) e anti-actina (1:1000)
(controle), revelada por quimioluminescéncia.

Como ja mencionado, ndo se observou alteragdo na quantidade de proteina
detectada na condicdo controle e no tratamento com 1uM de sinvastatina. E
importante frisar, entretanto, que estes dados sdo referentes ao resultado de um
Unico experimento, e que por isso devem ser analisados com cautela. Além disso, deve
ser realizada a repeticdo deste experimento, inclusive para andlise da expressdo de

proteina RECK apds tratamento com 5uM de sinvastatina.

7.9 ATIVIDADE DE MMPs APOS O TRATAMENTO DAS CELULAS SK-MEL 28 COM
SINVASTATINA

Para avaliar a atividade proteolitica de MMP-2 e MMP-9, as células foram
plagueadas, o meio de cultura suplementado com soro foi substituido por meio
contendo BSA e diferentes doses de sinvastatina, e apds 72h, o sobrenadante foi

coletado para analise por zimografia gelatinosa (como descrito em Materiais e
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Métodos, item 6.6.3). O protocolo foi realizado duas vezes, porém as bandas que
evidenciam a degradacdo da gelatina pelas MMPs ndo ficaram aparentes, mesmo apds
a técnica ser realizada com a aplicacdo de 50ug de proteina total para eletroforese
SDS-PAGE (resultados ndao mostrados).

A auséncia de bandas pode resultar de alguma falha na realizacdo da técnica,
ou pode refletir uma possivel baixa atividade das MMPs na linhagem celular estudada.
Estas analises deverdo ser repetidas para a efetiva avaliacdo da atividade destas MMPs

em células SK-MEL 28.
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8 DISCUSSAO

O melanoma é um tumor origindrio dos melandcitos que, quando evolui para a
forma metastatica, é altamente resistente aos tratamentos disponiveis, e possui
progndstico ruim (MILLER e MIHM, 2006). Varios estudos caracterizaram as alterac¢ées
moleculares que levam ao desenvolvimento do melanoma, e outros estdo sendo
realizados a fim de identificar e testar compostos que sejam capazes de atingir os
componentes alterados que prejudicam os processos de senescéncia, controle da
proliferacdo e morte celular dos melandcitos (revisado por PALMIERI et al., 2009 e por
ROTHER e JONES, 2009). As estatinas sdao farmacos originalmente utilizados como
antilipémicos, mas que vem despertando interesse por seu efeito antitumoral (CHAN
et al., 2003). Em linhagens celulares de melanoma humano, a sinvastatina é capaz de
induzir parada de proliferacdo e apoptose, e foi demonstrado que este efeito se d3,
entre outros possiveis mecanismos, pela inibicdao da prenilacdo de proteinas (Rho e
Ras) importantes em varias vias de sinalizacdo celular que podem estar
constitutivamente ativas nestas células (SAITO et al., 2008).

A interacdo das células com a matriz extracelular é de extrema importancia no
processo de metdstase, e nesse contexto, ganha importancia a agdo de proteases
(MMPs) que sdo capazes de clivar componentes da matriz, facilitando o processo de
invasao tumoral (revisado por DERYUGINA e QUIGLEY, 2006). Sabe-se que as estatinas
sdo capazes de exercer efeitos na atividade de algumas MMPs, mas estes efeitos foram
mais estudados em processos de cicatrizacdo envolvendo células cardiacas e
vasculares, e ndo no contexto de invasao celular (TURNER et al., 2007; TURNER et al.
2005; LI et al., 2008). Varias moléculas podem inibir a atividade das MMPs, sendo as
TIMPs (inibidores cldssicos) os de mecanismo mais bem caracterizado (revisado por
NAGASE et al., 2005).

O estudo pioneiro de TAKAHASHI e colaboradores (1998) identificou uma
glicoproteina ancorada a membrana (RECK) que também é capaz de inibir as atividades
de MMP-2, MMP-9 e de MT1-MMP, e que induziu reversdao do fendtipo maligno de
fibroblastos transformados pelo oncogene v-kiRas. (TAKAHASHI et al., 1998; OH et al.,
2001). Em uma série de estudos posteriores, foi demonstrado que RECK estd associado

ao progndstico de varios tipos de tumores, sendo que, em geral, pacientes que
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apresentam tumores que expressam mais RECK possuem melhor prognéstico (revisado
por CLARK et al., 2007).

Dessa forma, considerando a ineficacia das abordagens terapéuticas usuais no
tratamento do melanoma, sabendo da acdo antitumoral da sinvastatina, e de sua acao
sobre as MMPs (alvos de RECK), e, além disso, considerando a auséncia de
informacdes sobre o papel de RECK em células de melanoma, procuramos investigar os
efeitos do tratamento de células de melanoma humano com sinvastatina na expressao
de RECK e de suas isoformas alternativas de splicing. Também procuramos avaliar
nesse modelo alteracdes na expressao de MMPs e de seus inibidores classicos (TIMPs).
Procuramos relacionar os resultados de expressdao com dados de viabilidade celular e
com o estudo da progressao do ciclo celular apds o tratamento utilizado.

As analises de viabilidade celular demonstraram que o tratamento com
sinvastatina é capaz de provocar reducdo de viabilidade das células SK-MEL 28, e que
esta reducdo é dependente da dose administrada e do tempo de exposicdo a droga
(FIGURA 12). Baixas doses de sinvastatina ndo sdo eficazes na diminuicdo do nimero
de células, tampouco baixo tempo de exposicdo a droga. As células de melanoma
humano demonstraram susceptibilidade ao tratamento somente apds 48h de
exposicdo a droga nas concentragdes testadas. E importante ressaltar que estes
resultados reforcam o papel da sinvastatina como agente antitumoral eficaz e seguro,
visto que as doses utilizadas neste estudo sao equivalentes as doses administradas na
terapia (KNOX, et al., 2001).

Estudos de SAITO e colaboradores (2008) verificaram mudangas morfolégicas
causadas pela sinvastatina em diferentes linhagens celulares de melanoma. Nossos
resultados estdao de acordo com este autor, pois observamos o arredondamento e o
destacamento das células SK-MEL 28 do suporte plastico apds o tratamento com a
droga (FIGURA 13). Algumas células permaneceram aderidas através de finos
filamentos de citoplasma. Este efeito, segundo o SAITO e colegas (2008), é devido a
interferéncia da sinvastatina na prenilacdo das proteinas Rho, reguladoras da
homeostase do citoesqueleto.

Um dos mecanismos ja descritos na literatura da acdo antitumoral da

sinvastatina é a inducdo da parada de proliferacdo celular (SAITO et al., 2008). Nossos
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resultados da andlise da progressdo do ciclo celular, obtidos através de citometria de
fluxo, corroboram este mecanismo, pois podemos observar o aumento da
porcentagem de células SK-MEL 28 em G1, e a diminuicdo da quantidade de células na
fase S-G2, apds 72h de exposicdo a diferentes doses de sinvastatina (FIGURA 15).
Também é evidenciado o aumento da porcentagem de células na fase Sub-G1, sendo
este aumento da ordem de duas vezes observado com a maior dose de sinvastatina
administrada, o que indica o aumento de células com DNA fragmentado apds o
tratamento.

Estes resultados tomados em conjunto permitem estabelecer uma relacdo
direta entre a toxicidade da sinvastatina com maiores doses e maior tempo de
exposicdo. Esta toxicidade esta relacionada com as mudangas morfoldgicas
observadas, bem como com o aumento de células com DNA fragmentado. O efeito
antitumoral da sinvastatina é corroborado pelas alteracdes observadas, e também
pelo aumento da quantidade de células de melanoma que param de proliferar apds o
tratamento.

Os resultados obtidos para as analises de modulacdo da expressdao génica
mediados por sinvastatina sdo inéditos e promissores. Embora se observe uma
tendéncia a diminuicdo dos niveis de RNAm do transcrito canénico de RECK (RECK-A)
apos o tratamento com sinvastatina, esta ndo é estatisticamente significativa (FIGURA
16 — A). A quantificagcdo dos niveis protéicos de RECK nas células SK-MEL 28 apds o
tratamento com sinvastatina corrobora estes resultados iniciais (FIGURA 24), visto que
nao ocorrem diferencas significativas dos mesmos, em relagdo ao nivel expresso da
proteina RECK na condicdao controle. Por outro lado, é notdvel que tenhamos
observado diminuicdo significativa de RECK-B, (FIGURA 16 — B). Estes resultados
sugerem que essa isoforma alternativa de RECK é regulada de maneira distinta em
células de melanoma apds o tratamento com sinvastatina.

Com relagdo aos transcritos alternativos que codificam para as possiveis
isoformas soluveis de RECK (RECK-D e RECK-l), estes ndo sdo modulados
significativamente apds o tratamento com a droga (FIGURA 16 — C e D).

Os perfis de expressao das metaloproteinases de matriz ficaram semelhantes

entre si apds o tratamento com sinvastatina. Todas as MMPs avaliadas (MMP-2, MIT1-
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MMP e MMP-9) apresentam uma tendéncia a diminui¢do dos niveis de RNAm apds o
tratamento (FIGURA 17).

Em relacdo aos inibidores cldssicos das MMPs (TIMPs), estes também
apresentaram um perfil de expressdo semelhante entre si apds o tratamento com
sinvastatina (FIGURA 18). Pode ser observada tendéncia a diminuicdo de TIMP-1,
embora seja evidente somente apds tratamento com 5uM de sinvastatina e ndo
significativo. Adicionalmente, foi observada uma diminuicao estatisticamente
significativa para TIMP-2 apds o tratamento com 5uM de sinvastatina. E importante
lembrar que TIMP-2, juntamente com MT1-MMP, faz parte do complexo de ativacao
da proMMP-2 presente na membrana plasmatica das células (KURSCHAT et al., 1999) e
gue esta diminuicdo envolve a reducdo da quantidade de MMP-2 ativa, o que também
pode ser relacionado aos efeitos antitumorais exercidos pela sinvastatina.

E bem estabelecido na literatura que o balanco entre a expressdo e a atividade
de MMPs e seus inibidores é um importante parametro para se avaliar o equilibrio
proteolitico ao qual as células estdo sendo expostas em uma determinada condicdo.
Com o intuito de avaliar esse balanco foram também realizadas analises referentes as
raz0es entre as expressoes relativas dos inibidores e MMPs avaliados neste estudo,
antes e apoOs o tratamento com sinvastatina (FIGURAS 19, 20 e 21). De modo geral
pode-se constatar que para MMP-2, as razdes inibidores/MMP-2 encontram-se
equilibradas entre as diferentes condi¢gGes de tratamento para a maioria dos inibidores
avaliados. Somente para RECK-A e RECK-B esta razdo é aumentada significativamente
apods o tratamento com 1uM de sinvastatina (FIGURA 19 — A e B). Para MT1-MMP, a
razdo RECK-B/MT1-MMP apresenta diminuicdo estatisticamente significativa apds
tratamento com 5uM da droga. Para MMP-9 n3ao ocorrem altera¢des das razdes
inibidores/MMP-9 apds o tratamento, com nenhum dos inibidores avaliados.

Aqui, é interessante notar que apesar da expressdo de RECK-A ndo ser
significativamente modulada pelo tratamento com sinvastatina (FIGURA 16-A — RNAm
— e FIGURA 23 - proteina) vemos que o mesmo possibilitou um deslocamento
significativo no balango entre este transcrito (a forma candnica de RECK) e a expressao
de MMP-2, evidenciando uma condicdo de aumento da expressdo relativa deste

inibidor nestas condi¢cdes. Apesar da isoforma candnica de RECK nao ser responsavel
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pela inibicdo da transcricdo de MMP-2 (os dados descritos até o momento na literatura
apontam para a acdo de RECK-A como um inibidor do processamento proteolitico da
pr6-MMP2, inibindo a geracdo da forma MMP-2 ativa), nossos dados permitem a
sugestdo de que este deslocamento do balanco proteolitico envolvendo RECK-A e
MMP-2 deve contribuir para as acdes antitumorais exercidas pela sinvastatina.

Em relacdo a RECK-B, ndo temos ainda nenhuma descricdo sobre sua possivel
fungdao nas células. Sendo a isoforma RECK-B uma forma truncada da isoforma
candnica de RECK, que perde a maioria dos dominios funcionais dessa proteina
(incluindo os dominios inibidores de serina protease — SPl — e o prdprio dominio Kazal),
talvez a acdo de RECK-B ndo seja relacionada a inibicdo direta de MMPs. Porém, é
interessante que a razdo RECK-B/MMP-2 esteja aumentada significativamente apds o
tratamento com 1uM de sinvastatina nas células de melanoma, indicando que apesar
da expressao deste trancrito de RECK ser inibida significativamente apds o tratamento
com a droga (FIGURA 19 — B), os niveis de MMP-2 estdo diminuidos ainda mais nessa
condicdo, deslocando o balango em favor de RECK-B.

E sabido que associacdes estaveis de esfingolipideos com o colesterol
produzem microdominios, ligeiramente mais espessos que outras regides da
membrana, e que sdo enriguecidos com tipos especificos de proteinas de membrana.
Estas regiGes sdo conhecidas como rafts lipidicos. As proteinas ligadas a GPI
comumente estdo no folheto externo destes rafts. O raft e os demais dominios da
membrana ndo estdo rigidamente separados, as proteinas de membrana podem se
mover para o interior e para fora dos rafts lipidicos em segundos. Porém, em uma
escala de tempo menor (microssegundos), que é muito relevante para muitos
processos bioquimicos sediados na membrana, muitas destas proteinas residem,
primariamente, nas regides de rafts. Para processos que envolvem intera¢des entre
proteinas de membrana, a sua presenga em um raft poderia aumentar grandemente a
possibilidade de sua colisdo (NELSON e COX, 2008).

Como dito anteriormente, ndo temos nenhuma evidéncia da ac¢do direta de
RECK-B sobre MMPs, porém é interessante notar que esta isoforma alternativa de
RECK mantenha ainda predita uma possivel ancora GPl que possibilite seu

ancoramento a membrana da célula (LIMA et al., 2009), possivelmente em locais
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similares aos da isoforma candnica de RECK. Estes dados permitem a sugestdo de que
talvez RECK-B esteja de certa forma competindo com RECK-A pelo mesmo sitio de
localizagdo na membrana plasmatica e que a acdo da sinvastatina em promover a
inibicdo significativa de RECK-B esteja indiretamente promovendo a maior atuacdo de
RECK-A nas células e, desta forma, contribuindo para a modulacdo negativa de MMPs.
Dados adicionais deste trabalho corroboram esta sugestdo, visto que a andlise da
variacdo da expressdo dos transcritos alternativos de RECK em relacdo a forma
canodnica (RECK-A) mostra que a razdo RECK-B/RECK-A diminui a medida que a dose de
sinvastatina é aumentada, sendo que obtivemos resultados estatisticamente
significativos nos tratamentos com 1uM e 5uM de sinvastatina. Como vimos, a
reducdo da expressao de RECK-B faz com que a razdo diminua, e que o equilibrio da
guantidade destes transcritos seja deslocado em favor de RECK-A. Por outro lado, ndo
ocorre diferenca estatistica das razes RECK-D/RECK-A e RECK-I/RECK-A (isoformas
sollveis de RECK) apds o tratamento com a droga.

Nossos dados sugerem ainda que RECK-A e RECK-B sejam regulados de maneira
distinta nas células de melanoma (pelo menos apds o tratamento com sinvastatina) e
talvez a maior ou menor atividade de MMPs nas células possa ser devido a uma acdo
conjunta destas duas isoformas de RECK. Estas sugestdes concordam com os dados
obtidos nesse trabalho que mostram uma tendéncia evidente de diminuicdo de
expressao de todas as MMPs avaliadas (MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP). Nesse sentido,
a avaliagdo da atividade das metaloproteinases de matriz apds o tratamento das
células SK-MEL 28 com sinvastatina (ensaio de zimografia gelatinosa) sera um dado
muito importante para a confirmagdao ou nao destas sugestdes (ensaios propostos
como uma das etapas futuras a serem desenvolvidas).

Um modelo de regulacdo de RECK-A e RECK-B estd proposto na figura 24.
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FIGURA 24 — PROPOSTA DE MODELO DE REGULAGCAO DA ISOFORMA B DE RECK EM

CELULAS DE MELANOMA HUMANO TRATADAS COM SINVASTATINA

NOTA: A proteina predita RECK-B, assim como RECK-A, possui um sinal para ancoramento a membrana
por cauda GPI. A presenga de RECK-B no mesmo microdominio de RECK-A poderia ser determinante
para a agao desta ultima, visto que as duas proteinas poderiam competir pelo sitio de localizagdo na
membrana. A diminui¢do dos niveis de RECK-B pela sinvastatina poderia ser um fator determinante no
aumento da fungdo de RECK-A, o que poderia, em parte, ser relacionado ao efeito antitumoral desta
droga em células de melanoma humano.

FONTE: Modificado a partir de NODA e TAKAHASHI (2007).
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9 CONCLUSAO

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Ocorre reducdo da viabilidade de células SK-MEL 28 tratadas com sinvastatina
de maneira tempo e dose-dependente;

As micrografias de contraste de fase demonstram que ocorre mudanca
morfoldgica e perda de aderéncia em células SK-MEL 28 apds 72h de
tratamento com sinvastatina;

Células SK-MEL 28 tratadas com sinvastatina durante 72h sofrem parada de
proliferacdo, e a quantidade de células com DNA fragmentado aumenta. Estas
alteracdes sdo dependentes de dose;

N3do ocorre modulacdo dos niveis do transcrito da isoforma candnica de RECK —
RECK-A apds tratamento com sinvastatina durante 72h;

Ocorre diminuicdo estatisticamente significativa, dependente de dose, dos
nives de transcrito da isoforma alternativa de RECK denominada RECK-B, em
células SK-MEL 28 tratadas com sinvastatina por 72h. Esta regulacdo negativa
pode indicar uma funcdo distinta de RECK-B, em relacdo a forma canonica de
RECK, em células de melanoma humano;

As demais isoformas de splicing do gene RECK analisadas (RECK-D e RECK-I) ndo
apresentaram alteracdo de seus niveis de RNAm apds tratamento com
sinvastatina por 72h, em células SK-MEL 28; também ndo foram detectadas
alteragGes nos niveis de mRNA de MMP-2, MMP-9 e MT1-MMP.

Ocorre diminuicdo estatisticamente significativa dos niveis de TIMP-2 em
células SK-MEL 28 tratadas com 5uM de sinvastatina. O mesmo ndo foi visto
para TIMP-1;

A variagdo da expressdao dos transcritos alternativos de RECK em relacdo a
forma canonica (RECK-A) mostra que a razdo RECK-B/RECK-A diminui
estatisticamente com o tratamento de sinvastatina em células SK-MEL 28. Este
efeito mostrou ser dependente da dose. Por outro lado, ndao ocorre diferenca
estatistica das razoes RECK-D/RECK-A e RECK-I/RECK-A apds o tratamento com
a droga;

As razbes RECK-A/MMP-2 e RECK-B/MMP-2 aumentam significativamente
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qguando as células SK-MEL 28 sdo tratadas com 1uM de sinvastatina, voltando a
se equiparar as razdes dos controles na dose de 5uM. A razdo RECK-B/MT1-
MMP diminui quando células SK-MEL 28 sdo tratadas com 5uM de sinvastatina;
10) Os niveis protéicos de RECK ndo sdo alterados em células SK-MEL 28 apds o
tratamento com 1uM de sinvastatina. Estes resultados devem ser confirmados;
11) Os resultados referentes aos testes para atividade de MMPs (zimografia
gelatinosa) foram inconclusivos. Estes experimentos devem ser repetidos, para
confirmacdo de atividade de MMPs, e para adequacdo na execucao do

protocolo.
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10 PERSPECTIVAS

O presente trabalho corrobora os efeitos antitumorais descritos para a
sinvastatina, droga que poderia ser utilizada em conjunto com os quimioterdpicos
convencionais no tratamento do melanoma. Levando em consideracdo a auséncia de
dados sobre a modulagao de RECK e suas isoformas alternativas de splicing em células
de melanoma, abrem-se novas possibilidades de estudos que possam contribuir para a
compreensado da acdo desta glicoproteina em modelo de melanoma.

A agdo da sinvastatina poderd futuramente ser relacionada com o sitio de
localizacdo de RECK na membrana plasmatica. Sabemos que proteinas GPl-ancoradas
localizam-se em areas ricas em colesterol (rafts lipidicos), e seria interessante estudar
se o tratamento com sinvastatina é capaz de modular a localizagdo de RECK na
superficie celular. Em 2009, WU et al. estabeleceu um protocolo que permite avaliar o
conteudo de colesterol na membrana apds exposicdo a sinvastatina, em modelo de
glioma humano.

Outro parametro interessante a ser avaliado futuramente seria o efeito da
sinvastatina na invasdao e migracdo celular, para que pudéssemos correlacionar as
tendéncias de diminuicdo da expressdo das MMPs com uma possivel reducdo na
migracdo e invasdo celular. GLYNN e colaboradores (2008) demonstraram redugdo da
migracdo de células SK-MEL 28 apds tratamento com sinvastatina. Seria interessante
correlacionar a diminuicdo da migracdo com os ensaios de expressao de RECK,
isoformas e MMPs (RNAm, proteina e atividade).

Também poderia ser avaliado o papel da sinvastatina na redugdao de massa
tumoral in vivo, através de modelo de implante xenografico. Evidéncias indicam que a
lovastatina ndo afeta o crescimento do melanoma, porém é capaz de reduzir o
potencial metastatico das células de melanoma, in vivo (COLLISSON et al., 2003) . Estes
testes poderiam ser realizados utilizando a sinvastatina, e os resultados poderiam ser

relacionados aos dados que obtivemos sobre a expressao de RECK, isoformas e MMPs.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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