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Sales, M.C.O.P. O receptor aril de hidrocarbonetos (AhR) em melanomas:
associacdo com mutacOes BRAF, com a progressao da doenca e identificacao
de ligantes. 2020. 129 paginas. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

RESUMO

O melanoma é um tipo de cancer de pele geneticamente diverso, que surge diante das
transformacdes em melandcitos. A mutacdo BRAFVEE esta presente em mais de 90% de
todas as mutagbes em BRAF, sendo assim ocorre em cerca de 50% dos casos registrados.
As mutacdes em NRAS, ocupam o segundo lugar entre as mutagcdes mais prevalentes,
cerca de 20% dos casos. InformagfBes sobre as assinaturas genéticas, permitiram o
desenvolvimento de terapia alvo dirigida. O Vemurafenib, inibidor da quinase BRAFVY60E,
apresentou inicialmente resultados bastante satisfatorios, contudo existe registro de casos
de recidiva e resisténcia. O receptor aril de hidrocarbonetos é expresso em varios
componentes da pele, e assim esta relacionado a homeostase e fisiopatologia da pele.
Diante disso, a avaliacdo da expressdo do receptor em um painel de linhagens mutadas
para NRAS e BRAF, e BRAF resistentes, mostrou-se maior do que a encontrada em
melandécitos. Também encontramos maior expressdo de mRNA de AhR em linhagens de
melanoma derivadas de sitio primario e metastatico, mutadas para BRAFY®E quando
comparadas ao melandcito. Agregado a isto, a analise in silico no TCGA (The Cancer
Genome Atlas) mostrou que ha 18% de alteracdo genética em AhR, sendo em maior parte a
alta regulacdo de mRNA. Também, a analise do banco publico GSE12391, mostrou
aumento de mRNA de AhR na fase de crescimento vertical do melanoma. Assim,
concluimos que ha maior expressdo de mMRNA e sua importancia nas fases de
desenvolvimento do melanoma, tanto nos processos iniciais quanto em processos de
migracao, invasdo e metastase. Ainda, encontramos maior mRNA do receptor em linhagens
resistentes ao Vemurafenib. Este resultado sustenta a hipétese de que AhR pode ser
considerado um marcador de resisténcia em melanomas. O AhR, inicialmente no
citoplasma, quando ativado pode atuar como fator de transcricdo regulando varios genes
gue apresentam sequéncias definidas, participando de respostas carcinogénicas.
Compostos halogenados e moléculas endégenas derivadas das vias de metabolizagdo do
triptofano sédo agonistas do receptor. Anteriormente, Nnosso grupo mostrou que linhagens de
melanoma incubadas com triptamina e DMT exibiram menor clonogenicidade. Diante de
uma literatura escassa sobre o papel do DMT no melanoma e com base nestes resultados,
nosso objetivo foi avaliar o papel de AhR nesta interface DMT-melanoma. Para isto, nosso
objetivo foi construir linhagem editada geneticamente para AhR através da ferramenta
CRISPR-Cas9. Vérios foram os esforcos, sem sucesso, utilizados nas tentativas de
comprovar a manutencdo de células editadas na cultura. Atrelamos a este resultado a
possibilidade de haver duas subpopulacdes editadas geneticamente pés CRISPR-Cas9,
onde uma destas manteve o padréo de crescimento semelhante as células wild type. Devido
a este crescimento diferencial, ndo obtivemos congruéncias nos ensaios e postulamos a
perda do possivel nocaute. A partir disso, realizamos ensaios de interactoma para avaliar a
interacdo de DMT-AhR. Nosso resultado sugere a interacdo de DMT ao receptor sigma 1, e
ndo ao receptor aril de hidrocarbonetos. Desta forma, o interactoma sustenta a hipotese de
gue DMT nédo é um ligante de AhR. Para certificar este resultado analises de docking
associados a ensaios bioldgicos, avaliando o papel do receptor, devem ser realizados para
averiguar a afinidade e seletividade de DMT como ligante do receptor na linhagem de
melanoma.

Palavras-chave: melanoma, mutacdo BRAFVE receptor aril de hidrocarbonetos, CRISPR-
Cas9, dimetiltriptamina.



Sales, M.C.O.P. The aryl hydrocarbon receptor (AhR) in melanomas:
association with BRAF mutations, with disease progression and ligand
identification. 2020. 129 pages. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2020.

ABSTRACT

Melanoma is a genetically diverse type of skin cancer, which arises from changes in
melanocytes. The BRAFV®%E mutation is present in more than 90% of all BRAF mutations, so
it occurs in about 50% of registered cases. Mutations in NRAS occupy the second place
among the most prevalent mutations, about 20% of cases. Information on genetic signatures
allowed the development of targeted therapy. vemurafenib, kinase inhibitor BRAFV6%E,
initially presented very satisfactory results, however there is a record of cases of relapse and
resistance. The aryl hydrocarbon receptor is expressed in several components of the skin
and is thus related to homeostasis and skin pathophysiology. Therefore, the evaluation of
receptor expression in a panel of strains mutated to NRAS and BRAF, and resistant BRAF,
proved to be greater than that found in melanocytes. We also found main expression of AhR
mMRNA in melanoma strains derived from primary and metastatic site, mutated to
BRAFV600E, when compared to melanocyte. Added to this, the in silico analysis in TCGA
(The Cancer Genome Atlas) showed that there is 18% of genetic alteration in AhR, being
mostly the high regulation of mRNA. Also, an analysis by the public bank GSE12391,
showed an increase in AhR mRNA in the vertical growth phase of melanoma. Thus, it is
concluded that there is greater expression of mMRNA and its importance in the stages of
development of melanoma, both in recent processes and in the processes of migration,
invasion and metastasis. In addition, we found higher receptor mRNA in strains resistant to
vemurafenib. This result supports the hypothesis that AhR can be considered a marker of
resistance in melanomas. AhR, initially in the cytoplasm, when activated can act as a
transcription factor regulating several genes that have defined sequences, participating in
carcinogenic responses. Along with this, we show that along the tumor progression, there is
an increase in AhR in the radial growth phase of melanoma. Halogenated compounds and
endogenous molecules derived from the tryptophan metabolism pathways are receptor
agonists. Previously, our group showed that melanoma strains incubated with tryptamine and
DMT exhibited less clonogenicity. In view of a scarce literature on the role of DMT in
melanoma and based on these results, our objective was to evaluate the role of AhR in this
DMT-melanoma interface. For this, our goal was to build genetically edited strain for AhR
using the CRISPR-Cas9 tool. Several efforts were unsuccessful in attempts to prove the
maintenance of cells edited in the culture. We linked to this result the possibility of having two
subpopulations genetically edited after CRISPR-Cas9, where one of them maintained the
growth pattern like wild type cells. Due to this differential growth, we did not obtain
congruence in the tests and postulated the loss of the possible knockout. From that, we
performed interactome assays to evaluate the DMT-AhR interaction. Our result suggests the
interaction of DMT with the sigma 1 receptor, and not the aryl hydrocarbon receptor.
Thus, the interactome supports the hypothesis that DMT is not an AhR ligand. To certify this
result, docking analyses associated with biological assays, evaluating the role of the
receptor, should be performed to ascertain the affinity and selectivity of DMT as a ligand of
the receptor in the melanoma lineage.

Keywords: melanoma, BRAFV600E mutation, aryl hydrocarbon receptor, CRISPR-Cas9,
dimethyltryptamine.
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1. INTRODUCAO

1.1.Céncer de pele: tipos e estatisticas

O céancer de pele pode ser categoricamente dividido em trés tipos: carcinoma
de célula basal, carcinoma de célula escamosa e melanoma maligno cutaneo @,

De modo geral, o cancer de pele ndo melanoma corresponde a quase 30% de
todos os tumores malignos registrados no Brasil, sendo o mais frequente. Se
detectado precocemente pode-se elevar os percentuais de cura, apresentando baixa
mortalidade, contudo se néo tratado corretamente pode levar a casos de mutilagdes.
Muito raro em criangcas, mas muito comum em pessoas que tem constante
exposicao aos raios solares, de pele clara, com histérico familiar ou ainda com
doencas cutaneas prévias .

O céancer basocelular é o mais comum podendo se originar de células
sebaceas da pele, sendo encontrado preferencialmente na regido da cabeca e
palpebras. Em geral, sdo tumores que raramente se metastizam devido a baixa
sobrevivéncia celular do tecido dermal. J4 o carcinoma de células escamosas se
desenvolve na face, mados e em membranas mucosas e genitais, podendo
metastizar hematologicamente e para linfonodos .

Estima-se para 2020 que os canceres de pele ndo melanoma podem chegar a
176.930 mil casos no pais, destes 83.770 casos em homens e 93.160 casos em
mulheres @. Considerados menos agressivos, em 2015 foram contabilizados 1.958
casos de morte no Brasil, sendo 1.137 casos em homens e 821 casos em mulheres
3.

O melanoma é um dos tipos mais agressivos de cancer de pele ¥. O
melanoma cutaneo maligno representa de 4 a 11% dentre todos os tipos de cancer
de pele, contudo é responsavel por 75% das mortes relacionadas a este tipo de
tumor. No ano de 2015, foram contabilizados 1.704 casos de mortes no pais,
divididos em 1.012 homens e 782 mulheres ©@. Entre 2016-2017, estimou-se a
ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer no pais, sendo que em 2016 foram
contabilizados 5670 casos de cancer de pele tipo melanoma. No Brasil, 30% de
todos os tumores sdo de cancer de pele e o tipo melanoma representa 3% das
neoplasias malignas da pele ©®). Em 2020, o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estima 8.450 novos casos no Brasil: sendo 4.200 homens e 4.250 mulheres @,

Apesar de pouco prevalente, 0 melanoma é o mais grave devido a alta probabilidade



de metastase @456) sendo responsavel por 75% dos Obitos por cancer de pele (),

1.2. O desenvolvimento do melanoma: causas e progresséao

O melanoma surge de lesGes nos nevos melanociticos. Os melandcitos sédo
células derivadas da crista neural que podem compor algumas partes do corpo,
como olhos e a pele, e devido a essa abrangéncia podem dar origem a diversos
tipos de melanoma ®. Na pele sdo encontrados cerca de 1.500 melandcitos por
milimetros de epiderme humana. Apresentam infrequente diviséo celular, menos que
duas vezes por ano. A principal funcdo do melandcito é promover a melanina para
as células vizinhas, os queratindcitos. A proliferacdo dos melanécitos e a producéo
do pigmento é estimulada pelos danos no DNA (&cido desoxirribonucleico) induzidos
por raios ultravioleta (UV) nos queratinécitos. A melanina € uma macromolécula
complexa que absorve a radiacdo UV. Os queratindcitos da epiderme a usam para
proteger seus nucleos de danos no DNA induzidos por esta radiacdo, sendo assim
0s melandcitos sédo importantes na defesa contra danos ao material genético celular
8.9,

A transformacédo maligna dos melandcitos da pele ©® pode ser resultante de
uma interacdo complexa entre fatores genéticos, constitucionais (como idade e o
ndamero, tamanho e tipo dos nevos pigmentados) e ambientais (exposi¢do a luz
solar) ®. A radiacdo ultravioleta é considerada o principal fator ambiental que
favorece o processo carcinogénico causando danos ao DNA através da formacédo de
dimeros de pirimidina, fotoprodutos, mutacdes genéticas e espécies reativas de
oxigénio (*:10),

A progressdo do melanoma pode ser categorizada em alguns estagios
definidos inicialmente pelo modelo proposto por Clark (figura 1). Este modelo
compreende a divisdo em fases de progressdao de acordo com mudancgas
histologicas, derivadas de mutacbes em genes que contribuem para a progressao
tumoral ©,

Assim, a primeira mudan¢a nos melandcitos é o desenvolvimento do nevo
benigno. Nesta etapa o controle de crescimento celular melanocitico é interrompido
pela ativacao ilimitada de vias oncogénicas, como por exemplo a via de MAPK
(proteina quinase ativada por mitdgeno), resultando na ativacdo de NRAS e BRAF

gue sao associadas a 50% dos melanomas, aumentando o nimero de melandcitos



ao longo da camada basal da pele, ainda que de forma regular. Este ponto ainda
ndo pode ser caracterizado como cancer, ja que um nevo raramente progride para
cancer. A maioria dos nevos podem ser manter por longo tempo estaticos, apds a
fase de proliferacdo mais intensa. Eles precisam sofrer adicionais alteracdes
moleculares para se tornarem malignos ©).

A segunda etapa é o desenvolvimento de um crescimento andémalo e
assimétrico, com bordas irregulares, varias coloragbes e tamanhos.
Histologicamente € possivel observar lesdes citoldgicas aleatérias e descontinuas.
Esta etapa tem origem a partir da fase anterior do nevo benigno ou pelo
aparecimento de novas lesdes. As lesGes genéticas aumentam a probabilidade do
nevo displasico se tornar maligno ou aumentam a taxa de desenvolvimento de um
novo melanoma sem um percursor. A fase de crescimento radial, exibe um perfil de
proliferacdo celular intraepidermicamente. As lesdes originadas ndo sdo mais
aleatorias, em vez disso exibem um céancer. Na fase de crescimento vertical, a leséo
progride para um crescimento vertical adquirindo habilidade de invadir a derme e
expandir nodulos. Estas células sdo capazes de formar um tumor se infectadas em
um camundongo ou crescidas em ensaios de soft agar. A Ultima etapa compreende
0 sucesso do espalhamento para outras areas da pele e 6rgédos, proliferando e

estabelecendo pontos metastaticos, nomeada de melanoma metastatico ©.
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Figura 1 - Progresséo tumoral segundo modelo proposto por Clark. Em cada estagio da
progressao do melanoma - nevo benigno, nevo displasico, fase de crescimento radial, fase
de crescimento vertical e melanoma metastatico, pode-se observar a expansédo das células
tumorais (representadas pelos circulos roxos) em cada camada da pele — epiderme,
membrana basal e derme. Adaptado de Miller e Mihm (2006)©.,




1.3. As mutacdes na formacao e progressao do melanoma

As transformacdes histologicas ao longo do desenvolvimento tumoral vém
acompanhadas de mutacfes genéticas. Sendo assim, podemos dizer que o
melanoma se desenvolve a partir de um conjunto de mutacdes resultantes dos
danos ao material genético dos melandcitos Y, e que as mutagcdes acompanham as
fases de progressdo do melanoma @9,

Na fase de nevus e lesdes intermediarias pode-se constatar as mutacfes na
via de MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno) com papel importante na
iniciacdo tumoral. Geralmente as mutacdes sdo nos oncogenes BRAF (homodlogo B
do sarcoma viral murino v-raf), NRAS (homdélogo do oncogene viral RAS de
neuroblastoma) e NF1 (neurofiboromina 1), sejam elas mutacbes missenses ou
delecdes. Durante o estagio de progressdo podemos citar os genes alvos, TERT
(transcriptase reversa da telomerase) e RB (retinoblastoma), codificante da proteina
telomerase que respectivamente atuam no teldmero e no avanco do ciclo celular,
conduzindo a uma fuga da morte celular e consequente proliferacdo continuada. Nos
estagios de melanoma invasivo, pode-se destacar acdo das proteinas PI3K e p53
(proteina p53) codificadas pelos genes PI3K (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato  3-
quinase) e TP53 (proteina tumor p53) &2, Além destes, nos estagios de fase de
crescimento vertical e metastatico acrescentam-se a perda de E-caderina e o
aumento da expressdo de MMP-2 (metaloproteinases da matriz 2) corroborando
para a propensdo metastatica tumoral ©).

Ainda, dentre os alvos mutados envolvidos em processos bioldgicos
importantes no contexto tumoral, podem ser citados o KIT (receptor tirosina
guinase), demais componentes da via de MAPK, a proteina PTEN (fosfatase e
tensina homologo), p16INK4A (proteina inibidora de quinase dependente de ciclina
2A), pRb (proteina retinoblastoma - proteina RB), MITF (fator de transcricdo
associado a melanogénese), AKT (proteina quinase B) por exemplo &:911),

A figura 2 representa uma visdo geral das proteinas participantes das
cascatas de sinalizacdo das vias de MAPK e PI3K, as vias constitutivamente ativas
mais relacionadas a patogénese do melanoma “12). A via de MAPK participa de uma
ampla rede de comunicacdo celular, integrando varias fun¢des no organismo,
ativando mensageiros secundarios e proteinas quinases. Estes agentes

sinalizadores comandam processos chaves no contexto tumoral como a proliferacao,



a diferenciacao celular, morte celular e migragdo 2.13),
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Figura 2 - As mutagcfes no desenvolvimento tumoral. As principais mutagdes no
melanoma: a via de MAPK (composta pelas proteinas RAS, RAF, MEK e ERK - em
destaque (caixa preta), e a segunda via ativada por RAS (PI3K-AKT-mTOR (proteina alvo
da rapamicina em mamiferos)). Ambas as vias fazem parte de uma cascata de sinalizacao,
transferindo sinais extracelulares da membrana celular para o nucleo via fatores de
transcricdo como o MITF e proteinas associadas (pRb, p53, p16 (proteina pl16)), levando a
fendtipos de sobrevivéncia e proliferacdo celular. Adaptado de Swick (2011) ®Y; Romano
(2012) 09,

As mutacBes em proteinas integradas a via de sinalizacdo MAPK estdo
presentes em mais de 50% dos melanomas cutaneos 2. Dentro da via de MAPK os
oncogenes mais afetados sdo BRAF (homdlogo B do sarcoma viral murino v-raf) e
NRAS (homologo do oncogene viral RAS de neuroblastoma), que sdo os genes de
maior taxa de mutacdo em melanomas (812 Estas mutacdes podem levar a
ativacdo do efetores da via de MAPK, a proteina RAS (virus do sarcoma de rato),
RAF (acrénimo de fibrosarcoma rapidamente acelerado), MEK (quinase ativadora da
MAP quinase) e ERK (quinase regulada por sinal extracelular) @%. Em uma
sinalizacdo normal em melandcitos, a proteina de membrana NRAS ativa BRAF, que
entdo ativa uma segunda proteina quinase, MEK, que fosforila a proteina ERK @5,

Esta via é a principal moduladora da proliferacdo em melanomas que apresentam a



proteina ERK ativada em 90% dos casos. A ativacdo desta via resulta em processos
celulares importantes, tais como proliferacédo celular, sobrevivéncia, diferenciacéo e
migracdo 2. As mutagdes nas proteinas NRAS e BRAF sdo as mais prevalentes
nesta via 1215 Uma vez mutada, estas proteinas conferem ganho de funcdo na
sinalizacao celular, porque a proteina NRAS também é capaz de ativar a PI3K (12),

A via de PI3K é a segunda ativada por RAS. A mutacdo em PI3K pode
ocorrer em baixa frequéncia, mas a mudanga na via acontece por mutagdes em
PTEN. As mutacdes em PTEN sdo observadas em 40% dos melanomas (11.12),
PTEN é um down-regulador de AKT 1, A proteina AKT participa de processos que
ativam o ciclo celular ou estimulam a apoptose, de modo que modifica proteinas

facilitando a proliferacdo e sobrevivéncia celular (%),

1.4. As mutacdes BRAF e NRAS no melanoma

A quinase BRAF faz parte de uma familia de proteinas ativadas por RAS e é
uma das ativadora da via de MAPK/ERK. Esta familia compreende além da BRAF as
proteinas C-RAF (proteina quinase serina/treonina proto-oncogene RAF) e A-RAF
(proteina quinase serina/treonina A-Raf) 9. A atividade de BRAF é superior em
relacdo as demais proteinas da mesma familia. E esta caracteristica, pode justificar
fortemente a frequente ativacdo mutacional observada nesta proteina nos tumores
humanos V.

Em melanomas, ha alta incidéncia da mutacdo em BRAF (aproximadamente
50%), sendo que 90% desta mutacédo ocorre no aminoacido 600 (BRAFVY60E) Assim,
acima de 90%, as mutacdes em BRAF resultam na troca de um Unico nucleotideo na
posicdo 1799. Esta mutacdo troca uma timina por uma adenosina, que deriva na
troca do cédon (GTG>GAG), e consequentemente na troca do aminoacido valina por
acido glutamico (BRAFV600E) (1) Esta troca leva a uma BRAF insensivel a feedback
negativos @V e constitutivamente ativa 21.22),

A BRAFV60E participa de diferentes processos na progressdo do melanoma,
principalmente na ativagdo downstream de MEK/ERK, fuga da senescéncia e
apoptose, alto potencial replicativo, angiogénese (através da ativacdo de HIF-1a
(fator 1-alfa induzivel por hipoxia) dependente de MEK e VEGF (fator de

crescimento endotelial vascular)), invasdo e metastase (através da upregulation de



proteinas envolvidas na migracéo, sinalizacdo de integrinas e contratilidade celular,
MMP1 (metaloproteinase de matriz 1)) ?%:23) e ainda evasao da resposta imune %),

A mutacdo NRAS esti presente em cerca de 15-20% dos melanomas, e é
considerada a segunda mutacdo oncogénica mais comum que ocorre na familia
RAS, apds as mutagdes BRAF 124 A proteina NRAS, junto com as KRAS e HRAS
sdo os primeiros oncogenes descobertos em tumores humanos e as trés fazem
parte da familia de proteinas RAS GTPase ?2, KRAS e HRAS apresentam-se
mutadas em apenas 2% e 1% dos pacientes respectivamente 3

A maior mutagdo pontual em NRAS, acima de 80%, consiste na substituicao
da glutamina por leucina na posi¢céo 61, sendo que ainda pode ocorrer mutacoes
nas posicées 12 e 13. Uma vez que NRAS esta mutada, a via RAS-RAF-MAPK e
PI3K-PTEN estdo constitutivamente ativas. Assim, a sinalizacdo celular é bastante
similar a induzida por BRAF, resultando na indu¢éo da desregulacéo do ciclo celular,
de vias pré-sobrevivéncia e proliferagéo celular ¢,

Ambas as mutacdes resultam na ativacao de efetores dowstream da via RAS-
RAF-MEK-MAPK que € importante em varios processos, tais como proliferacao,
migracdo e regulacdo da apoptose celular dirigindo assim para a promocdo do
desenvolvimento tumoral 17:26), As mutacdes NRAS e BRAF que sinalizam para
varias vias celulares, e que ativam constitutivamente a via RAS-RAF-MAPK e PI3K-
AKT, raramente sdo simultaneas, j& que a mutacdo NRAS sustenta eficientemente
estas vias tanto a mutacdo em BRAF (22,

No aspecto clinico, a presenca de mutacdo NRAS remete a um pobre
progndstico, geralmente muito agressivo e de alta metastase quando comparado
com melanoma mutado para BRAF ou melanoma sem as mutacdes NRAS e BRAF
(21,22)

Estudos sobre as alteragdes genéticas majoritarias no melanoma levaram a
segregacao em dois subgrupos: os tumores mutados para NRAS e BRAF. Alguns
autores apontam que estas mutagdes sao mutuamente excludentes na maioria dos
casos ?124_ Entretanto, Chiappetta e seus colaboradores (2015) apontam para uma
simultaneidade entre as mutagcbes NRAS e BRAF no mesmo tumor, desde que
sejam em frequéncias diferentes (19,

Embora classicamente a via de MAPK seja ativada pelas mutac¢des classicas
apontadas acima, melanomas sem as mutacdes em BRAF e RAS apresentam

outros mecanismos autécrinos, que favorecem o crescimento e progressao tumoral,

7



e também mecanismos de resisténcia ?3. O avanco do conhecimento sobre a
heterogeneidade molecular do melanoma levou a elucidagdo de mecanismos de

resisténcia.

1.5. Aterapia e resisténcia no melanoma

Ao longo da ultima década, grandes avancos foram feitos na tentativa de
desvendar a biologia do melanoma 1. O aumento de informacGes sobre os eventos
moleculares envolvidos no desenvolvimento do tumor tem levado a identificacdo de
novos alvos e a criagcdo de novos agentes terapéuticos direcionados. Em 2002,
guando foi identificado que 50% dos melanomas continham a mutacdo BRAF
(mutagdo V600E) foi considerado o uso de terapia direcionada para este tipo
caracteristico de tumor @,

Com este propoésito, o medicamento Vemurafenib (PLX4032, RG7204), um
inibidor da quinase BRAFV6%E  foi desenvolvido @8, O Vemurafenib é uma pequena
molécula que tem alta afinidade pela bolsa de ligacdo ao ATP (adenosina trifosfato)
da BRAFV®%E mutada. Desta forma, o Vemurafenib se liga no site ativo do dominio
da quinase, blogueando o acesso ao ATP @9, Contudo, mesmo com efeitos iniciais
satisfatorios ha registros recorrentes de recidiva G0,

Uma questdo importante para o desenvolvimento de farmacos alvos
especificos esta relacionada ao desenvolvimento de resisténcia. Nem todos os
pacientes tratados com inibidores de BRAFVY6%E respondem positivamente ao
tratamento, e dentro de meses é possivel o desenvolvimento de resisténcia. Varios
sdo os mecanismos relatados na resisténcia tumoral a inibidores de BRAFV600E,
Acredita-se que o0s mecanismos envolvidos na sobrevivéncia e adaptacdo dos
tumores aos inibidores de BRAF mutada estéo relacionados direta e indiretamente a
via de MAPK ©2),

Acredita-se que a resisténcia ao Vemurafenib € conduzida principalmente
pela reativacdo de ERK, o efetor upstream na via de MAPK devido a mudancas nas
vias de sinalizacdo 833, Neste sentido podem-se apontar dentre as estratégias para
isto: as reacGes de splicing dimerizando mutacdes BRAFVE e a selecédo de células
BRAF naive ®®, Algumas evidéncias sustentam a reativacdo da via de MAPK, seja
pelo aumento da expressado de COT (cancer osaka tireoide - MAP3K8 quinase da

proteina quinase ativada por mitdgeno 8), que ativa ERK sem a sinalizacdo de RAF



(32- Ou mesmo a ocorréncia de mutacdes secundarias em NRAS (como a Q61K) e
ainda o desenvolvimento de mutacdes ou delecdes em MEK1 (32:33),

Outra terapia alvo contra a constante ativagéo da via de MAPK, resultante de
células que carregam a mutacdo BRAFV6E s3o os inibidores de MEK. Contudo
varios mecanismos de resisténcia a esta terapia também foram identificados. A
célula tumoral contendo a mutagdo BRAFV6%E ngo precisa da ativacéo de RAS para
a sinalizacdo da cascata de MEK-ERK. Desta forma, um mecanismo de resisténcia
primaria seria derivado da constante ativacdo de ERK, que gera um feedback de
menor expressado de RAS nestas células e ainda uma ativacédo de PI3K pela ligacédo
incomum do ligante ao receptor de tirosina quinase na membrana celular (figura 3).

Uma vez que existe a presenca do inibidor de BRAFY®%E ha um retorno da
expressdo de RAS e reativacdo da via de MAPK G4, Dentre os mecanismos de
resisténcia primaria e reativacdo de MAPK podemos citar o desenvolvimento das
mutacdes em NRAS. De fato, este ganho de variadas modificacdes genéticas pode
causar a formacéo de diferentes subclones no mesmo tumor ou em diferentes sitios
metastaticos, resultando em um aumento da heterogeneidade no mesmo paciente
(15),

Um mecanismo de resisténcia acessorio € a ativacdo da via de PI3K. Neste
caminho ha relatos de delecbes em PTEN e mutacbes AKT dirigindo a uma
sinalizacdo melhorada de PI3K/AKT/mTOR (mTOR - alvo de mamiferos da
rapamicina), em vez da reativacdo de MAPK (18 30.33) A perda de ativacdo de PTEN
conduz a um aumento da atividade de AKT, onde as células eram menos
susceptiveis a morte, apresentam um aumento da proteina anti-apoptotica Bcl-2
(linfoma de células B2), ©% considerada um proto-oncogene ). Ainda, a inativacéo
de PTEN pode ser associada ao gene RB1 conduzindo a uma forgcada ativacdo da
via de MAPK em melanomas mutados para BRAFV600E (34),

A resisténcia secundaria e adaptativa se baseia na sele¢céo clonal de células
resistentes as terapias empregadas formando uma subpopulacdo responsavel pela

progresséao da doenca ©5),



sobrevivéncia
I proliferacédo
Figura 3 - Representagcdo dos mecanismos de resisténcia primarios. A vida de MAPK é
mantida ativa constitutivamente através de interagdes entre os ligantes (raios) e o receptor
de tirosina quinase (circulos). A ativacdo extrema (linha cheia) de ERK conduz a um
feedback negativo resultando na diminuicdo da expressédo de RAS e ativacdo de PI3K sob

ligantes incomuns ao receptor de tirosina quinase (raios), favorecendo fendtipos de
sobrevivéncia e proliferacdo. Adaptado de Amaral (2017) G4,

A inibicdo de BRAF, em células mutantes para NRAS, que ativa as proteinas
CRAF, superativa MEK e ativa ERK conduzindo a uma retomada da via de MAPK.
Ainda, a resisténcia pode vir através da dimerizacdo de BRAFVYE por splincing,
amplificacdo de BRAF, mutacdes ativando MEK (MEK1Q56P e MEK1E203K) e ERK,
a perda de MITF correlacionando ao ganho de expressao dos receptores de tirosina
quinase, a perda de expressao ou atividade de PTEN favorecendo o eixo PI3K-AKT
além de mutacdes nos componentes desta via. Varios estudos tém sido feitos sobre
este tema, com objetivos comuns de associar alvo e imunoterapia. O emprego de
terapias direcionadas é bastante interessante no combate ao inicio da resisténcia,

mas deve-se ter cautela com o aumento da toxicidade ©9,

10



1.6. O receptor aril de hidrocarbonetos — AhR

1.6.1. O receptor: genética e evolucao

O receptor aril de hidrocarbonetos (AhR) encontra-se presente somente a
partir dos metazoarios ocorrendo em varios filos. A presenca de homadlogos de AhR
em trés filos de invertebrados, nematoides, artropodes e moluscos, sugere que o
AhR esteve presente nos primeiros metazodarios bilaterais. Esses resultados
sugerem a presenca de um antepassado comum entre estes grupos que viveram ha
970 milhdes de anos. Desta forma, antes do primeiro cordado, aproximadamente ha
550 milhdes de anos, existia um AhR. A caracterizacdo da homologia entre os AhR
revela caracteristicas compartilhadas que podem nos levar a pensar na
ancestralidade da funcéo do receptor nos processos bioldgicos 7). Esta organizacdo

pode ser vista na tabela 1.

Tabela 1 - Multiplicidade e a distribuicédo filogenética das vérias formas de AhR

.

Taxon 7 o Nomecomum | protoAHR | AHR | AHR1 AHR2 | AHR3 | AHRR
Pon‘qva Ampheneodon sponge ¥ 4
Placozrcans Trchoplax -
Cnicanans Nomatosiofa S0A ANOMNONO *(2)
Arthropod Drosophie fru fiy .
Nematode Caenornabatis worm .
MOBUC Mya clam .
Echinoderm Strongytocentrotus sea urchin *2)
Cephalochordate Branciwostoma amptwoxus .
Urochordate Cione 508 sQuirt -
Petromyzon
L
Jawless fishes Le s amprey * (5 .
Holocephalan Casorthnchus olophant shark . . | «@2r e
Elasmobranch SqQuakus spiny dogfish . l . . ] - ?
Chondrostelan Acpenser sturgeon . - ?
> - - > > Go——
Holostesan Lepisosteus gar - - -~ -
Funduius. Oryas lifish. medaka -(2) - (23 -
Teleost ' :
Daro robrafish - - - - m
Lobe-finned fiahos Latimena Cootacanth . * - . -
Amphibsan Xonopus froQ - -
Roptiée Algator abgator . . - -
Bura Gabus chckon . . » -
| - ) U b=l
Monotreme Ornithorfynchus platypus - - -
- —_ - R
Marsupeal Monodeiphs oposSsSuUm . l - . ] -
Mus mouse - -
. ... e 4 | s A | el
Feds Panthera cat, hger * - -
—_—
Bos cow - - -
——— e ——y
Eutheran Lozodonta cloptant . . -
U rmc— .
TE— EqQuus horse " e p
Chiorocebus green monkey & a &
Cabarwix marmoset ‘
Homo, Gorlia human, gorilla . [ &

Adaptado de Hahn (2017) ©9.

11



Considerando a historia evolucionaria do AhR, a partir de um Unico gene no
primeiro cordado sao identificados pelo menos trés genes homdélogos em espécies
de vertebrados existentes G7). Muitos animais contém apenas uma isoforma,
contudo, dois genes paralogos derivados de uma duplicacéo in tandem @8, AhR1 e
AhR2, sao identificados antes da divisdo em linhagens de peixes 0sseos e
cartilaginosos @740 Ainda estes genes estdo presentes em répteis, aves e
mamiferos marsupiais. O AhR3 foi, de modo recente, encontrado restrito a uma
subclasse de peixes cartilaginosos que compreende as raias e verdadeiros tubardes.
Usa-se AhR para se referir a vertebrados ort6logos do AhR originalmente

identificados em mamiferos (38),

1.6.2. Estrutura da proteina

O AhR humano é codificado por 11 éxons contidos no cromossomo 7 do
genoma. Este gene codifica uma proteina de 848 aminoacidos de peso molecular de
96 kDa. O AhR é membro de uma superfamilia de fatores de transcricdo que tém
dois motivos estruturais, o basico-hélice-al¢ca-hélice (bHLH) e o PER-ARNT-SIM
(PAS) 41,

O AhR apresenta na regido N terminal do dominio bHLH um sinal de
localizacdo nuclear (NLS). O dominio € necesséario para dimerizagdo com DNA e
proteinas. Consiste em uma regido conservada de aminoacidos que compdem duas
a-hélices anfipaticas separadas por um loop relativamente ndo conservado e uma
regido adjacente composta por aminodcidos basicos. A estrutura tridimensional do
receptor encontra-se na figura 4a. O dominio PAS, localizado proximo a regido C
terminal do dominio bHLH, além de abrigar um sinal de exportacdo nuclear (NES),
engloba aproximadamente 250-300 aminoacidos subdivididos nas regidées de PAS A
e PAS B de 50 aminoacidos para cada. A regido PAS participa como um local de
ancoragem para outras proteinas PAS. Ainda, em seu dominio PAS B encontramos
o motivo LXCXE, onde ha sitio para a ligacédo da proteina retinoblastoma, reguladora
do ciclo celular (pRb - proteina associada ao retinoblastoma). Ja a regido C terminal
de AhR contém dominios de transativacdo (TAD), ricos em glutamina, que interage
com varios co-ativadores transcricionais sendo, portanto, indispensaveis para a
ativacdo de alvos génicos. A figura que representa linearmente a estrutura de AhR

encontra-se na figura 4b “1).
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B | bHLH PASA PASE Dominio de transativacdo
| TAD !
e ([0 T W N -

NLS NES Ligaglio DNA

HSPS0 HSPS0
XAP2

Dimerizagdo
LXCXE

Figura 4 - Representacdo da estrutura do receptor aril de hidrocarbonetos. Em a:
estrutura tridimensional de AhR humano feita pelo método de difragdo de raio-X, resolucao
3,30 A. De azul escuro a fita beta; a parte em espiral representa as estruturas de a-hélice
(roxo) e as hélices (verde). (Imagem retirada de https://www.uniprot.org/uniprot/P35869). Em
b: na regido N terminal encontram-se os dominios bHLH, PAS A e B, o0s sinais de
localizacdo (NLS) e exportagdo nuclear (NES), a regido para a ligagdo ao DNA e as
proteinas HSP90, XAP2, ligante (dimerizacdo) e pRb (dominio LXCXE). Na regiao C
terminal o dominio de transativacdo (TAD) que interage com varios reguladores
transcricionais e é indispensavel a ativacdo de genes alvo. Imagem adaptada de “+42),

Em seu estado latente, o receptor encontra-se estavel no citoplasma

associado a duas proteinas HSP90 (proteina choque térmico 90), e as demais co-
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chaperona p23 (proteina p23) e a proteina de interceptacdo de AhR tipo imunofilina
(AIP; também conhecida como XAP2 ou Ara9) e ainda se encontra ligado a este
complexo a proteina tirosina quinase C-SRC (C-SRC). As duas moléculas de HSP90
disfarcam os sitios de ligacdo ao ligante e a regido NLS no dominio bHLH ©“D),
estando entdo diretamente envolvida na retencdo do AhR no citoplasma “3. A
proteina AIP impede a ubiquitinacdo e consequente degradacdo de AhR. A co-
chaperona p23 interage diretamente com a HSP90 e desempenha um papel
importante na capacidade de resposta do ligante e no processo de ativacdo do

receptor (1),

Os membros da familia bHLH/PAS podem ser divididos na classe | e classe Il.
Os integrantes da classe |, como 0 AhR e 0 AhRR (repressor de AhR) e o grupo HIF
(fator induzido de hip6xia) ndo se dimeriza com outros fatores da mesma classe,
como pode acontecer entre a classe Il. Estas proteinas da classe | precisam
dimerizar com proteinas da classe Il. O melhor exemplo caracterizado para esta
ligacdo classe | com classe Il seria a ligacdo do AhR com o ARNT (translocador
nuclear do receptor aril de hidrocarbonetos) para formar complexos de transcri¢cao
ativos 3. Os principais dominios estruturais do AhR, AhRR e ARNT s&o mostrados
na figura 5.

O AhRR é transcricionalmente induzido via ativacdo dependente de AhR
através de sequéncias responsivas encontradas no promotor do gene do repressor.
O AhR e o0 AhRR compartilham alto grau de identidade de sequéncia nos dominios
bHLH e PAS-A em contraste com o dominio PAS-B, por¢cdo que corresponde a
ligacdo com o ligante, onde sdo bastante diferentes G”). Desta forma, o AhRR ndo se
liga aos ligantes comuns de AhR ©7:38) O AhRR atua como regulador negativo da
funcdo do receptor, competindo com o AhR pelo ARNT disponivel através da
formacao do complexo AhRR-ARNT, que liga aos elementos responsivos a AhR. O

complexo AhRR-ARNT é transcricionalmente inativo ©9).
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bHLH PAS
dimerizacdo dimerizag3o
com DNA  secundéria
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Figura 5 - Representacdo esquematica dos dominios de AhR, AhRR e ARNT. Em Vestéo
representados os dominios bHLH e PAS A e B. Em bHLH ocorre a dimerizacdo ao DNA,
importante para o controle génico, e nos dominios PAS, subdividido em PAS A e B
responsaveis pela interacdo com outras proteinas. Adaptado de “3.

1.6.3. O receptor e seus ligantes

1.6.3.1. Ativacao, translocacéo nuclear e degradacéao proteica

A ligacdo de uma molécula de alta afinidade ao receptor provoca mudancas
em sua estrutura, levando-o a uma forma ativada e a dissociacao de proteinas antes
associadas ao receptor “4. Durante esta etapa, a c-SRC é liberada no citoplasma e
assim pode estimular outras rotas via fosforilacdo de receptores de membrana,
primeiro passo na via de ativagdo de AhR ndo genémica “1).

Uma vez que haja a associacao ao ligante, o receptor torna-se ativo e o sitio
NLS fica exposto, assim o AhR é rapidamente translocado para o nucleo. Este
processo pode ser dependente de fosforilagdo e desfosforilacdo de residuos de
serina dentro do sitio NLS “1. Uma vez no ntcleo, o complexo HSP90 é trocado por
ARNT 3, O ARNT atua como parceiro comum para membros da familia bHLH/PAS
(41.43) A formacéo do heterodimero requer apenas a fosforilagdo de ARNT, mas a
ligacdo do complexo AhR/ARNT ao DNA requer a fosforilacdo de ambas as
proteinas especialmente em residuos de tirosina “%),

O complexo ligante-AhR em associacdo com a proteina ARNT (translocador
nuclear de AhR) translocado para o nlcleo e provavelmente junto com outros
fatores, € capaz de se ligar em grande afinidade a determinadas sequéncias de DNA
44). O heterodimero AhR/ARNT ¢ transcricionalmente ativo e pode se ligar a motivos
XRE (elementos responsivos a xenobidticos), contendo a sequéncia 5-GCGTG-3

no promotor de regides de genes alvos “1).
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AhR e ARNT interagem com varias outras proteinas nucleares como fatores
de transcri¢cdo basal, proteinas co-ativadoras e repressoras, proteinas de outras vias
(por exemplo NF-KB (fator nuclear kappa B), pRb) e outros receptores. A ligacdo do
heterodimero com outros fatores de transcricdo e co-ativadores proteicos facilitam a
ativacdo de genes pelo complexo “3). O processo de transativacdo acontece com a
participacédo de varios co-ativadores que funcionam como remodeladores, atuam na
dissociacdo de nucleossomos e ainda no recrutamento basal de fatores de
transcricdo e da RNA polimerase |l na regido promotora “).,

No processo de sinalizacdo de AhR a proteina AhRR exerce papel
fundamental. Como dito anteriormente é uma proteina fortemente relacionada ao
receptor. Ja que contém alta similaridade com parte da porcdo N-terminal do
receptor, é capaz de se juntar com ARNT e ligar a regides XREs. Esta ligacdo do
AhRR ao DNA recruta outras proteinas repressoras, especialmente histonas
deacetilases, que modificam a estrutura da cromatina para mais condensada,
inviabilizando a transcri¢do antes ativa “%.

Apoés a ligacédo a varios ligantes o AhR é reduzido significativamente “). O
tempo de meia vida do receptor estavel no citoplasma é cerca de 28 horas, e uma
vez ativado, o complexo AhR-ligante tem o tempo reduzido para 3 horas. A
degradacdo celular de proteinas pode ser feita através de sistemas proteoliticos,
como o proteassoma 26S ou calpainas “®. No caso do receptor aril, a reducdo do
nivel proteico se da através das vias proteassomais, procedente do processo de
ubiquitinagdo “748. A degradacdo do receptor ocorre no citoplasma apds a
exportacdo nuclear ), processo que acontece pela fosforilagdo e desfosforilacdo
em serina 68 na regido NES ¢,

A relacdo das proteinas acopladas ao AhR estavel no citoplasma, HSP90 e
AIP sdo importantes no processo de degradacdo ja que se sobrepfem a sitios
responsaveis pela estabilidade, importacdo e exportacdo nuclear, fosforilagdo e
ubiquitinacdo, que leva ao reconhecimento pelo proteassoma 26S “7), No processo
de degradacdo, h& a participagdo importante do dominio TA. De forma que, o TA
serve como um degron, para o reconhecimento das enzimas E2 (enzima conjugada
a ubiquitina E2) sozinha ou conjugada com ubiquitina ligase - E3 “®. Todo o
processo descrito acima € mostrado na figura 6.

Porém, uma vez que ndo ha degradacéo da proteina, grandes quantidades de
AhR no nucleo mantém altos indices de AhR-ARNT ligados ao DNA e de inducgédo de
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genes controlados por este complexo “7),

O
ligante

| |
u“m“m “mm«u BV G LDTOTD

Citoplasma
3
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h b

proteassomo

<

—* Modulagdo da expressdo génica

Figura 6 - Representacdo esquematica das interacfes de AhR ap6s associagdo do
ligante. Em 1 - Em estado latente o AhR reside no citoplasma associado as proteinas
HSP90, p23, c-SRC e AIP. Uma vez ativado pelo ligante, o receptor dissocia-se dessas
proteinas e é translocado para o nacleo. Em 2 — Acoplado a ARNT, o receptor se liga a
sequéncias consenso responsivas a xenobioticos (XRE) e manipula a transcricdo de genes
alvos. Em 3 — Pgs-ativagdo de AhR seguida de degradagéo proteossomal.

1.6.4. Os ligantes de AhR

Estudos em relacdo a estrutura-atividade dos compostos tém classificado os
ligantes e indutores de AhR em classicos e nédo classicos, de forma que os ligantes
classicos compartilham das mesmas caracteristicas fisico-quimicas. Dentre o0s
ligantes classicos estdo listados o TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina),
benzopireno e outros hidrocarbonetos aromaticos ciclicos (PAHs) e halogenados
(HAH). J& os indéis e flavonas, e as aminas heterociclicas podem ser consideradas
ligantes nédo classicos naturais e sintéticos do receptor 4,

Os compostos mais onipresentes e mais bem estudados sdo o triptofano e
seus metabdlitos, como 6-formilindol- (3,2-b) -carbazol (FICZ) e o acido metil éster 2-
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(1'H-indol-3'-carbonil) -tiazol-4-carboxilico (ITE) “9. Dentre as moléculas contendo o
grupamento indol pode-se destacar varios dos subprodutos do triptofano (44.50-52),
Moléculas como triptamina e acido indol acético sdo conhecidos ligantes de AhR, de
forma que a triptamina age como antagonista de AhR, inibindo cyplal (membro 1 da
subfamilia 1 da familia do citocromo P450) e favorecendo a regulagdo negativa do
receptor 0,

A guinurenina, também metabdlito derivado da bioquimica do triptofano, € um
dos ligantes de AhR e esta interacdo € bastante importante em processos do
sistema imune, como a imunossupressao. Ainda ao longo da rota das quinureninas,
uma das vias de metabolizacdo do triptofano, pode-se citar o acido quinurénico,
acido xanturénico como ligantes de AhR e desencadeadores de processos
biolégicos 5354,

A ligacao do ligante ao receptor desencadeia a cascata de reacdes descritas
na secao anterior. Sabendo disso, estes diversos ligantes enddgenos e exdégenos
podem conduzir multiplos eventos da fisiopatologia mediados pela participacdo de
AhR.

1.6.5. Os alvos de AhR e suas respostas bioldgicas

Apesar da quantidade de ligantes de AhR para muitos deles ainda ndo esta
descrita sua funcéao fisioldgica. Entretanto, a expressao constitutiva do receptor em
varios tecidos, tipos celulares e linhagens celulares derivadas de tumores “9, além
da alta conservacado do receptor entre espécies, sugerem grande participacdo desta
proteina na fisiologia celular e em vias patofisioldgicas ©%. Deficiéncias no
desenvolvimento, fertilizacdo, reproducdo, sistemas endoécrino, nervoso e
imunoldgico, bem como em processos carcinogénicos sdo algumas das respostas
toxicas mediadas pelo receptor estimulado por dioxinas “9.

O modelo de alvo génico mais estudado para o AhR sdo as enzimas da
familia 1 do citocromo P450 (450 1A1, 1A2 e 1B1) codificadas pelos genes cypla,
cyplb e cyplc “45657) Estas enzimas sdo capazes de metabolizar inimeros
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e aminas presentes no ambiente e alguns
compostos carcinogénicos ©8. Além disso, existem trabalhos que apontam a relagdo
de componentes desta familia de enzimas com estresse oxidativo com o risco de

cancer causado por hidrocarbonetos halogenados policiclicos ©8 ou por
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componentes quimicos do fumo de tabaco, por exemplo ©9).

O AhR é um importante regulador do desenvolvimento e funcéo de células do
sistema imunoldgico inato e adaptativo. O AhR é expresso em células do sistema
imunolégico, tais como linfécitos B e T, células dendriticas, macrofagos e células
natural killer. Muitos genes envolvidos na regulacdo imune contém varios elementos
responsivos a dioxina ou xenobidticos nas regides promotoras ©9, incluindo genes
codificantes de todos os receptores Toll-like, IL-6 (interleucina 6) e TNF-a (fator de
necrose tumoral a), por exemplo 1. Muitos genes codificadores de citocinas
efetoras de células T regulatérias (Tregs), Thl7 (células T helper 17) ou células
linféides inatas contém em seus promotores sequéncias responsivas a ligantes do
AhR ©962) O AhR apresenta papel importante no desenvolvimento de células Th17
63), um grupo distinto de células T que tem papel importante na autoimunidade e no
combate ou a tolerancia imunoldgica a agentes infecciosos (61.64.65),

Ainda, varios estudos tém demonstrado a interacdo de AhR nos processos
inflamatérios, proliferacdo celular, migracdo celular, apoptose e progressdo do

cancer (66,67,68)

1.6.6. Outras vias de sinalizacdo de AhR: via ndo-genémica

Uma vez que o ligante se liga ao receptor, uma cascata de modificacdes
estruturais, como mudancas conformacionais e dissociacdo de cofatores, ocorrem
no complexo estavel AhR-proteinas no citoplasma. Neste momento, a proteina
quinase c-SRC, antes associada ao complexo, € liberada e pode estimular outras
proteinas de vias de sinalizacdo celular através da fosforilacdo de receptores de
membrana. Esta cascata de eventos é considerada como a via ndo gendmica de
AhR “1. Desta forma, a c-SRC liberada, pode ativar e subsequente fosforilar
proteinas parceiras. Umas destas proteinas, por exemplo a FAK (proteina quinase
de adesdao focal), estd envolvida em processos de plasticidade celular através de
eventos nao-transcricionais que podem atuar conjuntamente com a regulacao
transcricional de genes envolvidos na migracao celular. Assim, a ativacdo de AhR e
da via ndo-gendmica do receptor pode mediar processos biolégicos importantes,
como a migracdo e invasao de varios tipos celulares ©9),

A proteina c-SRC (tirosina quinase c-SRC) é codificada pelo oncogene c-src

(proteina ndo-receptor tirosina quinase celular SRC). A transformacgdo celular
mediada por C-SRC
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resulta de amplas mudancas fenotipicas, que incluem a transformacéao morfologica,

0 aumento da migrac&o celular ou invasao, e tumorigenicidade (9,

1.7. Metabolismo do triptofano

O triptofano é um aminoacido essencial e menos de 1% de sua
metabolizacdo é direcionada para a sintese proteica (%72, A maioria do triptofano
ingerido é direcionada para a producdo dos metabodlitos que tem acao fisioldgica
importante. Cerca de 80-90% do triptofano € direcionado a rota conhecida como via

das quinureninas (7273),

1.7.1. Viadas quinureninas

A degradacéo do triptofano na rota das quinureninas se da por sete passos,
iniciando pela acdo de duas enzimas, a indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) e a
triptofano 2,3-dioxigenase (TDO). Normalmente a TDO é expressa no figado e é
responsavel por regular a homeostase de triptofano no soro. A IDO pode ser
expressa em varios locais, incluindo no sistema nervoso central, placenta, pulméo,
intestino ou ainda células do sistema imune. A enzima € induzida por interferon
gama (IFN-y), interleucinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) associadas com
condi¢cBes patologicas, como infeccdo, cancer e até mesmo gravidez (72). A rota das

guinureninas pode ser observada na figura 7.
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Figura 7 - Esquema do metabolismo do triptofano pela via das quinureninas. Em
desEu sou da Faculdade de Farmécia, programa de Fisiopatologia e Toxicologia.
Numero USP: 7941927.taque (caixas pretas) o aminoacido triptofano e o produto
dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD) resultante dessa via de metabolizacéo.
Adaptado de Sadok et al (2017) 2,

7z

O primeiro passo da via da quinureninas € a oxidacdo do triptofano pelas
enzimas IDO e TDO a N’-formilquinurenina que € rapidamente convertida a
guinureninas. A gquinureninas € metabolizada pela quinureninas aminotransferase
(KAT | e KAT II) levando a formacéo de acido quinurénico (Kyna) através de uma
transaminacgéo irreversivel. A quinurenina, sob ag¢do da quinureninas hidroxilase
também pode ser precursora de 3-hidroxiquinurenina (3HKyn) ou pela acdo da
enzima quinureninas, formando acido antranilico (AA). Em seguida, o AA é a base
para a formacao do acido 3-hidroxiantranilico (3HAA). Durante a deplecdo de 3HAA,

ha a geracéo de 2-amino-3-carboximuconato-6-semialdeido, que € metabolizado a
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acido picolinico (PIC) pela 2-amino-3 carboximuconato-semialdeido ou sob
espontanea ciclizagdo em acido quinolinico (Quin). Este Quin € base para a
formagdo &cido nicotinico, precursor de NAD (dinucleotideo de nicotinamida e

adenina) (2,

1.7.2. Via serotoninérgica

Entre 1 a 2% de L-triptofano é metabolizado pela via serotoninérgica ('273). A

via serotoninérgica esta apresentada abaixo na figura 8.
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Figura 8 - Via serotoninérgica e seus metabdlitos. Adaptado de Silva, M.B.B (2017) 9,

Esta via de metabolismo do triptofano tem como fator limitante a primeira
reacao catalisada pela triptofano-5-monooxigenase ou hidroxilase. O L-triptofano é

hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-OH-Trp) na primeira etapa da reacéo 475, A
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formacéao da serotonina (SER) ocorre pela descarboxilagcdo do 5-OH-Trp, pela acéo

da dopa descarboxilase.

1.7.3. Via das aminas-traco

O triptofano pode ser metabolizado pela via das triptaminas (figura 9) atraves
da acdo da enzima aminodcido aromatico descarboxilase, que em uma reacdo de
descarboxilagdo tem a formacéo da triptamina. Em seguida, a triptamina sofre uma
dupla metilacdo pela S-adenosil-metionina (SAM) por uma reacdo catalisada pela

enzima indoletilamina-N-metil-transferase, gerando a dimetiltriptamina.
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Figura 9 — Metabolismo do triptofano através da rota das triptaminas. Adaptado de
Silva, M.B.B (2017)®,

Ainda por acdo de monoaminas oxidase pode haver a formagéo do acido-3-
indol acético. A dimetiltriptamina pode ser ainda hidroxilada por mieloperoxidases e
peroxidases que levam a abertura do anel inddlico, formando N,N,

dimetilformiquinurenina e N,N, dimetilquinurenina (76),
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1.7.4. O mundo alucinégeno das triptaminas

Desde o inicio do século XX, foram sintetizadas em laboratério mais de 300
substancias psicoativas que pertencem varias classes, dentre as quais, a classe das
triptaminas. Pouco se sabe sobre a maioria destas substancias derivadas da
triptamina, as quais sdo pouco utilizadas em estudos em animais e humanos,
levando a um desconhecimento sob seus efeitos em longo prazo ou potencial e
riscos toxicoldgicos (71,

Historicamente, a humanidade vem usando substancias psicoativas, como por
exemplo, a “Ayahuasca” que € uma bebida composta basicamente pela planta
Banisteriopsis caapi sozinha ou combinada com outras, como a Psychotria viridis. A
primeira € a principal fonte de alcaldides B-carbonilicos, harmina, harmalina e
tetrahidroharmina (THH) e, a segunda rica em DMT (N,N-dimetiltriptamina) 7).
Povos indigenas da Amaz6nia usam a combinacdo destas plantas a mais de 3000
anos, em rituais de iniciacdo, comunica¢ao com 0s espiritos e experiéncias magicas
(78),

O ritual de consumo do cha de ayahuasca, faz com que os participantes
apresentem alteracdes do estado de consciéncia com fungéo recreacional, religiosa
ou terapéutica. Algumas sociedades religiosas como Santo Daime e Unido do
vegetal fazem uso regular do cha em suas cerimonias (9.

A ayahuasca tem sido empregada amplamente no que se diz respeito a
religibes e cura. Mas também existem grupos que estudam as propriedades da
bebida para fins psicoterapéuticos (8. Tém-se empregado o cha na psiquiatria. Por
exemplo, efeitos antidepressivos foram relatados com o uso da ayahuasca. Ainda,

evidéncias sugerem efeito também em casos de estresse pds-traumatico (€0,

1.7.4.1. N,N-Dimetiltriptamina (DMT)

A N,N-dimetiltriptamina (DMT) é um alcalbide indol encontrada na natureza.
Comum em plantas e animais, no corpo humano € produzida em pequenas
guantidades, podendo ser encontrado, nas formas, DMT, 5-metoxi-DMT (MDMT) e
5-hidroxi-DMT (HDMT), no liquido cerebroespinhal (DMT e MDMT), no sangue e na
urina (DMT e HDMT) (@ e na glandula pineal ©b.

Sua funcdo endogena tem sido relacionada com efeitos psicoativos, como

descrito primeiramente por Stephen Szara em 1956. Contudo, seus efeitos tém sido
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explorados por anos sob uma perspectiva ritualistica, pelos indigenas da América
Central e do Sul (tal como no Brasil e Peru), em forma de ayahuasca (7°82),
Inicialmente introduzido em estudos cientificos conduzidos no século XX, o
DMT encontra-se associado a propriedades calmantes, como uso em baixas
dosagens (menor que 0,2mgkg) ©2. Ainda, o DMT pode ser relacionado a teorias

sobre esquizofrenia ou em modelos de psicose (7982),

1.7.4.1.1. A sintese de DMT

O DMT foi primeiramente sintetizado por Richard Manske, no Canada em
1931, porém sem a descoberta de seus efeitos farmacoldégicos humanos. As
propriedades alucindégenas so6 foram descobertas a partir de 1956, quando o quimico
e psiquiatrico hungaro Stephen Szara extraiu DMT da planta Mimosa hostilis e
administrou o extrato em si proprio intramuscularmente. Desses achados nos anos
50, relatou-se a serotonina e dopamina presente no cérebro humano. Outros novos
compostos interessantes foram encontrados, mas o0s Unicos alucinGbgenos
conhecidos e isolados sdo derivados do triptofano ®9),

O DMT pode ser sintetizado, através da triptamina, um dos metabdlitos do
triptofano ®2. A triptamina pertence a uma familia de aminas-traco, naturalmente
bioproduzidas da sintese ou do metabolismo de monoaminas precursoras 9. Na
biossintese de DMT, a triptamina € metilada pela enzima indoletilanima-N-
metiltransferase (INMT), que adiciona grupos metil resultando na producdo de N-
metiltriptamina (NMT) e uma segunda metilacdo produz o DMT (figura 10).

A enzima INMT é expressa em tecidos periféricos, tais como pulmdes,
tiredide, e glandula adrenal, ainda pode ser encontrada na retina, coragédo, musculo
esquelético, estbmago, linfonodos e placenta, por exemplo. Deve-se destacar que a
localizagédo de INMT néo corresponde necessariamente a producdo de DMT local.
Dentro do cérebro humano, podemos encontrar INMT na medula, amigdala, cortex

frontal, nos lobos temporal e frontoparietal (79,
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Figura 10 - Biossintese de DMT. Na primeira linha, a reacdo de descarboxilagdo (-CO2) do
triptofano (1) produzindo triptamina (2) pela enzima L-Aminoacido aromatico descarboxilase
(AADC). Em seguida, a triptamina é metilada pela N-metiltransferase (INMT) com S-
adenosilmetionina (SAM) doando grupo metil. Em seguida, segunda metilagdo catalisada
por INMT de N-metiltriptamina (4), com SAM, produzindo DMT (3). Adaptado de Camerom
(2018) @2,

1.7.4.1.2. O metabolismo de DMT

O DMT quando administrado de modo exégeno (intravenoso ou
intramuscular) € metabolizado e eliminado na urina. A administracdo intravenosa de
DMT confere um pico de concentracdo sanguinea dentro de 10-15 minutos, e fica
abaixo dos limites de deteccdo dentro de uma hora. Devido a seu rapido
metabolismo, o DMT né&o é oralmente ativo, sendo convertido a metabdlitos inativos
nao chegando a atingir a regiao cerebral. O DMT s6 é oralmente ativo se for
manejado juntamente com o inibidor da monoamino oxidase (MAOI). E
farmacologicamente ativo se percorre vias que permitam o primeiro metabolismo no
figado, o que confere ser administrado intravenosa ou intramuscularmente ou
fumado.

O metabolismo inicial € pela monoamino oxidase A (MAO-A) formando acido
indolacético (IAA), além de 0xido-N-DMT (DMT-NO) e o N-metiltriptamina (NMT) que
junto com a triptamina é também substrato para a MAO-A, onde a partir de ambos
produz IAA @D,
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1.7.5. O metabolismo do triptofano e o cancer

Os niveis de triptofano sdo determinados de acordo com a dieta, e pelas
atividades das rotas de metabolismo do aminoacido. A menor porcao de triptofano &
desencadeada para a sintese de proteinas e a producdo de neurotransmissores e
neuromoduladores, como a serotonina e triptamina, respectivamente. Acima de 95%
do aminoacido livre € direcionado a rota das quinureninas com a producao de
moléculas com atividade no sistema imune. Os niveis de triptofano e seus
metabdlitos sdo localizados em diferentes células e o desequilibrio destes fatores
esta associado a uma lista de patologias que incluem depressdo, esquizofrenia e

cancer 89,

1.75.1. Deplegcédo de triptofano e o sistema imune: via das

guinureninas

Durante o estabelecimento do tumor células malignas sédo capazes de
escapar da acdo do sistema imune. Neste contexto podemos destacar a importancia
da via das quinureninas e o papel das enzimas indoleamina-2,3 dioxigenase (IDO) e
triptofano-2,3 dioxigenase na resposta imunomodulatéria (6,

A liberacdo da citocina pro-inflamatéria, interferon-y (INF-y), induz a
expressao e atividade de IDO. Ja a TDO é induzida de acordo com a disponibilidade
de triptofano na dieta, bem como tirosina, histidina e quinurenina @9, A deplecéo de
triptofano do meio, através da acdo da enzima IDO, tem-se correlacionado com a
supressdo de proliferacdo das células T @9 e sua funcdo, bem como a inducéo da
apoptose de células T @), Tanto a quinurenina quanto &cido picolinico, 3-
hydroxiquinurenina (3-HK) e acido antranilico (3-HAA) tem efeito imunossupressor
(86,87)_

A ativacdo de TDO, que catalisa a mesma reagcao como IDO, similarmente
afeta a resposta imune pela inibicdo da proliferacdo de células T, restringindo o
infiltrado imune tumoral e restringindo respostas imunes antitumorais. Quantidades
extremas de triptofano (<1 uM) levam ao acumulo de tRNAs (RNA transportador),
que ativam a via da quinase GCN2, também conhecida como elF2a (fator iniciagao
eucaridtico 2a), que leva a disfuncédo de células T e células apresentadoras de
antigeno (APCs). A supressao da resposta da célula T pela acdo da enzima IDO

promove a ativacéo ou diferenciacéo de células T reguladoras (Treg) ©.
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Alguns estudos tém apontado quais os receptores celulares dos metabdlitos
do triptofano. Em destaque, o receptor aril de hidrocarbonetos que tem como ligante
direto a quinurenina e os demais: triptamina, acido quinurénico e o FICZ ®7), 4cido
xanturénico, acido quinolinico e ainda acido cinabarinico %, Assim como, a indugdo
de células Treg Se d& pela ativacdo de AhR ®%. Neste contexto, a diferenciacdo da
célula T auxiliar € dependente do ligante do receptor ). Uma vez que o AhR
interage com o ligante e é ativado, em células CD4+ ha a producédo de interleucina
17 (células Th17) e em células T naive CD4 + ha o controle de sua diferenciacgéo.

Vérios tumores tém a IDO expressa, com ou sem o estimulo de interferon. E a
expressdo de IDO pode ser correlacionada com um pobre progndstico em diversos
tumores (€6)

Considerando que o metabolismo do triptofano estd correlacionado a
progressdo tumoral, encontramos aqui um excelente alvo de estudos e de
intervencao terapéutica. Inibidores de IDO tém sido investigados na aplicacdo de
imunoterapia, com Varios clinical trials, em combinag¢do com outras drogas inibidoras
de pontos imunes importantes ®%. Varios esforcos estdo sendo empregados na
resolucao de novos inibidores eficientes do metabolismo do triptofano, que favorece
as terapias convencionais empregadas em modelos pré-clinicos e clinicos. Ainda, o
catabolismo do triptofano pode ser usado como um biomarcador de progressao da

atividade da doenca e como resposta as terapias empregadas ©7),

1.7.5.2. A viaserotoninérgica e o cancer

Dentre o0os metabdlitos da via serotoninérgica, podemos destacar a
participacdo da melatonina e a serotonina em processos bioldgicos de destaque no
quadro tumoral.

A melatonina é uma molécula endégena que participa na sinalizacdo e
ativacdo de varias vias, dentre as quais podemos destacar a ativacdo de p53, e a
dowregulation de PISK/AKT/ERK, e NF-KB. A melatonina ainda pode desencadear
fendtipos de proliferacéo celulares opostos em relacdo a sua concentragédo, podendo
ser bastante dubia as suas funcdes celulares. Estes resultados podem ser devidos a
diferencas em protocolos de incubacdo e exposicdo, somado a diferencas
epigenéticas, genéticas e fenotipicas de cada célula ©8).

De outra maneira, estudos realizados com os metabdlitos da melatonina,
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precursores de inddis, como a metoxitriptamina, ou produzidos durante o
metabolismo celular como a 6-hidroximelatonina, mostraram diferentes eficacias na
inibicdo da proliferacdo celular tumoral 8,

No melanoma, a melatonina pode inibir e em alguns casos induz a
citotoxicidade de linhagens celulares B16. Ainda, concentracdes acima de milimolar
de melatonina podem reduzir a viabilidade em células de melanoma B16 4A5,
através da producdo de espécies reativas de oxigénio que disparam a ativacao de
vias apoptéticas (8,

Dependendo do tipo celular, do status redox, e outros fatores a melatonina
pode ter acdo pro-sobrevivéncia (em células normais) ou pro-apoptoticas (em
células tumorais) 8. Estratégias terapéuticas tém sido empregadas em combinacao
com a melatonina com indutores de estresse de reticulo em linhagens de melanoma
B16, resultando na supressdo da sobrevivéncia celular através da regulacédo da via
PI3SK/AKT/mTOR ®©9). Tendo em vista estas informacdes, o estudo da acdo da

melatonina em processos apoptéticos deve ser relevado ©8),

A serotonina participa de varios processos fisioldgicos, como a contracdo de
musculatura lisa, regulacdo da pressdo sanguinea e periférica, atua como
neurotransmissor do sistema nervoso central e ainda controla aspectos

comportamentais ©9),

Alguns estudos mostram a participagdo da serotonina em casos de
carcinoma, onde os pacientes apresentam alto nivel de serotonina no sangue. Estes
tumores carcinoides, que surgem de células do epitélio que revestem o intestino ou
o trato respiratério, podem causar excesso de sintese, estoque e liberacdo de
serotonina e outros compostos biol6gicos que levam a sintomas diarreia, lesées

cardiacas, broncoconstricdo e comportamento anormal (09,

1.7.5.3. Aviadas triptaminas e o cancer

Derivados da triptamina sdo considerados antitumorais devido a sua alta
citotoxicidade (°293), Compostos nitrogenados de fontes naturais tém-se mostrado
eficientes contra alguns tipos celulares. Na literatura encontra-se o0 uso de
triptaminas extraidas de organismos de agua doce e salgada com efeito citotoxico

em linhagens de cancer (94.99),
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Poucos estudos tém relacdo ao emprego das triptaminas, derivadas do
metabolismo do triptofano, na biologia tumoral. Trabalhos anteriores do grupo
mostram que a via das triptaminas esta ativa nas linhagens de melanoma SK-
Mell47 e SK-Mell19. Nosso grupo mostrou que estas linhagens em contato com a
triptamina e DMT apresentaram menor clonogenicidade, ou seja, menor numero e
area de coldnias em relacdo ao controle. Ainda péde-se observar uma maior morte
celular e menor capacidade de invasdo da linhagem SK-Mell9 tratada com

triptamina (dados néo publicados) ©6).
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, poucos trabalhos tém revelado a inter-relagdo do receptor
aril de hidrocarbonetos (AhR) e seus ligantes na biologia do melanoma e poucos
discutem sobre a interacdo de AhR com alguns dos metabdlitos do triptofano que
nao seja a quinurenina.

Nosso grupo tem se dedicado a caracterizar o papel dos metabdlitos do
triptofano em modelos de melanoma @3, Resultados anteriores do nosso grupo
mostraram a ac¢do antitumoral de metabdlitos da via da triptaminas em linhagens de
melanoma, de forma que dentre os metabdlitos do triptofano vé-se que a
guinurenina demonstra atividade pré-tumoral e que a triptamina (Try) e a
dimetiltriptamina (DMT) apresentaram acdo antitumoral (dados ndo publicados). A
partir disso, postulamos que o AhR pode participar de respostas distintas na biologia
do melanoma se ativado por produtos do metabolismo do triptofano.

Associado a isto, tendo em vista sua histéria evolutiva com o alto grau de
conservagcao entre as espécies, e a presenca deste receptor em diferentes tipos
celulares, tornam-no um objeto de destaque. Ainda, a presenca de ampla variedade
de ligantes e os diferentes efeitos mediados pela ativacdo de AhR, tanto de forma
transcricional quanto através de uma rede de sinalizacdo nao-gendmica,
desencadeando varias respostas celulares, mostra uma complexa interacdo deste
receptor na homeostase celular.

Com base nos topicos abordados, estudos sobre AhR e seus ligantes no
melanoma podem elucidar interacdes pouco compreendidas com a participacédo do

receptor em processos tumorais.
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3. OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho esta baseado nas seguintes hipdteses: a
primeira hipétese de que o receptor aril de hidrocarbonetos (AhR) pode estar
associado as mutacbes NRAS e BRAF e com a resisténcia ao Vemurafenib. De
forma que, se células resistentes exibirem maior expressdo de AhR este receptor
pode ser um possivel marcador de resisténcia e uma questdo a ser futuramente
considerada no tratamento. A segunda hipotese € que o AhR pode ser um mediador
de diferentes respostas tumorais de acordo com o ligante associado. De modo que
compostos previamente descritos como antitumorais pelo nosso grupo, como a
triptamina e dimetiltriptamina, estariam relacionadas ao receptor. Para elucidar esta
hip6tese nosso objetivo € construir linhagem nocaute para AhR através da

ferramenta de edicdo CRISPR-Cas9.

3.1. Objetivos especificos

1. Avaliar os niveis basais de expressdao de AhR, mRNA em células de
melanoma em um painel de linhagens mutadas para NRAS, BRAF, e BRAF

resistentes ao Vemirafenib;

2. Construir linhagens de melanomas editados geneticamente para o receptor
AhR pela ferramenta CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats- associated protein-9 nuclease (Cas9);

3. Avaliar a ligacdo de AhR e seu papel nos efeitos biol6gicos de metabdlitos do

triptofano sobre linhagem de melanoma SK-Mel147.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Células

41.1. Cultivo celular de melanomas parentais e resistentes

Os melanomas foram mantidos em meio DMEM (Meio de Eagle Modificado
de Dulbecco) ou RPMI (Roswell Park Memorial Institute - Gibco — Life Tecnologies)
suplementados com 10% ou 5% de soro fetal bovino (SFB) e antibiéticos (100 U/ml
de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina), respectivamente. As células resistentes
ao Vemurafenib (PLX4032, RG7204) foram cultivadas na presenca de PLX4032 em
diferentes concentracdes (tabela 2). As culturas foram mantidas a 37°C e 5%CO:a.

Tabela 2 — Concentragao de Vemurafenib usada no cultivo de linhagens de melanoma
resistentes.

Linhagem resistente Concentragdo de Vemurafenib
A375 4,5 uM
SK-Mell19 3 uM
SK-Mel28 6 UM
SK-Mel29 6 uM
UACC62 6 UM
WM164 3 uM

As células utilizadas neste projeto sdo provenientes do banco de linhagens da
professora Dr? Silvya Stuchi Maria-Engler (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
FCF-USP). As diferentes linhagens dos melanomas utilizados durante o
desenvolvimento do projeto possuem diferentes mutacdes e estas estéo listadas na
tabela 3.
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Tabela 3 - Listagem das células e suas mutacdes.

Perfil mutacional
Linhagem Origem KRAS | EGFR NRAS PTEN | PI3KCA BRAF
A375 Metastase WT* WT WT N.R* N.R p.V600E*
A375 res Metastase WT WT WT N.R N.R p.V600E
SK-MEL-19 Metéstase WT p.V600E
SK-MEL-19
Metastase WT p.V600E
res.
SK-MEL-28 Metastase WT p.V600E
SK-MEL-28
Metéstase WT p.V600E
res.
SK-MEL-29 Metastase WT p.V600E
SK-MEL-29
Metéstase WT p.V600E
res.
SK-MEL-103 Metastase p.Q61R* WT
SK-MEL-147 Metéstase p.Q61R WT
SK-MEL-173 Metastase N.R N.R | p.Q61K* | N.R N.R N.R
UACC62 Metéastase WT p.V600E
UACCG62 res. Metéastase WT p.V600E
UACC257 Primario p.V600E
Primario
WM793 WT WT WT WT N.R p.V600E
VGP*
WM164 Metéastase p.V600E
WM164 res Metéastase p.V600E

* KRAS (homdlogo oncogene viral de sarcoma de rato Kirsten), EGFR (receptor do fator de
crescimento epidérmico), NRAS (homodlogo do oncogene viral de neuroblastoma RAS),
PTEN (homologo de fosfatase e tensina), PISBKCA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase,
subunidade catalitica alfa), BRAF (homd&logo B do oncogene viral do sarcoma murino v-Raf),
WT (selvagem), N.R. (n&o registrado), p.V600E (substituicdo missense na posi¢do 600, V-
E), p.Q61R (substituicdo missense na posi¢cdo 61, Q-R), p.Q61K (substituicdo missense na
posicdo 61, Q-K), VGP (fase de crescimento vertical).

4.1.2.

Cas9

Células utilizadas para desenvolvimento da técnica de CRISPR-

Ainda as linhagens de melanoma submetidas ao protocolo CRISPR-Cas9

foram selecionadas positivamente para a edicdo génica com puromicina (Gibco) a
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10 mg/mL. O projeto foi aprovado pela Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio)
da FCF, e encontra-se registrado sob o numero 0342017.

As bactérias E. coli foram cultivadas a 37°C ou a 32°C (nos protocolos que
tinham bactérias transformadas contendo o vetor lentiviral — clonagem bacteriana)
em meio LB (Luria Bertani — Invitrogen), que consiste de 10 g peptona 140, 5 g de
extrato de levedura, 10 g de cloreto de sédio. Para o preparo de meio sélido foi
utilizado o meio LB Agar (Invitrogen) de composicéo igual ao LB acrescido de 12 g
de &gar. As bactérias E. coli DH5a transformadas receberam os vetores pPIC9K
(Invitrogen), lentiCRISPRV2 (Addgene) e lentiCRISPRV2 com a sequéncia guia,
p59, p60 e p61 (Tronolab), e foram selecionadas com o antibiético ampicilina (Sigma
Aldrich) a 100 pg/mL.

As células HEK293FT, cedidas gentiimente pelo Professor Dr. Carlos
Frederico Martins Menck (Departamento de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo), foram cultivadas em meio DMEM high-
glucose (Meio de Eagle Modificado de Dulbecco com alta glicose) com 10% SFB,
1% de GlutamaX 200 mM (Gibco TM), 1% de piruvato de sédio 100 mM (LGC
Biotecnologia), 1% de MEM non essential aa solution (Gibco TM). As culturas foram
mantidas a 37°C e 5%CO..

4.2. Extracdo de RNA total, obtencdo de cDNA e gPCR
4.2.1. Extracdo de RNA total

As células de melanoma e melandcitos foram submetidas ao protocolo de
extracdo de RNA total e producdo de cDNA (DNA complementar). O &cido
ribonucleico (RNA) total foi extraido utilizando-se o Kit RNeasy Plus Mini (Qiagen,
Hilden, Germany), segundo instru¢des do fabricante.

O RNA total, previamente aquecido a 65°C por 5 minutos, foi quantificado
através do espectrofotbmetro de luz ultravioleta a 260 nm (nandmetro) e sua
gualidade foi verificada pelas relagcbes A260/A280 e A260/A230.

4.2.2. Transcricdo reversa (RT-PCR) e sintese de cDNA

Para a reacdo de transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da

polimerase (RT-PCR), foi utilizado o kit comercial High-Capacity cDNA Reverse
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Transcription kit (ThermoFisher Scientific). Adicionou-se 2 ug de RNA total a 2 yL de
RT Random primers, 2 pL de 10X RT Buffer, 0,8 pyL de 25X dNTP’s
(desoxirribonucleodtidos fosfatados) a 100 mM, 1 uL de Enzime Multiscribe e 4,2 uL
de agua livre de nuclease.

O ciclo de reag&o consiste em incubar a mistura no termociclador a 25°C por
10 minutos, 37°C por 120 minutos, 85°C por 5 minutos e mantido a 4°C, e posterior
armazenamento a -20°C até o uso. As amostras de cDNA néo foram quantificadas,
visto que o produto da reacdo continha, além de cDNA, diversos dNTPs, que
poderiam indicar um falso positivo na quantificagcdo. Portanto, considerou-se que
todo o RNA mensageiro (MRNA) contido no RNA total inicial foi convertido em
cDNA. Para uso na placa de Real-Time PCR, o cDNA utilizado foi diluido 20X na
proporcao de (1 pL para 19 pL).

4.23. Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real - qPCR

Para a reacdo de real time PCR foram utilizados primers dos genes de
interesse AhR (Hs00907314 ml) e o gene enddégeno GAPDH (gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase) (Hs03929097 gl1), ambos da Tagman®. O ensaio de Real
Time PCR foi realizado no aparelho Gene Amp 7500 Sequence Detection System
v2.0.5 (PE - Applied Biosystems), localizado no Laborat6rio do Prof. Méario Hirata
(Laboratério de Bioquimica Clinica, FCF — USP). A reacdo foi realizada nas
seguintes condicdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 10 minutos e 40 ciclos com
desnaturacao a 95°C por 15 segundos, associacdo dos primers e extensédo a 60°C
por 1 minuto. Os dados foram analisados utilizando-se o método de quantificacédo
comparativa 2(-Delta Delta C (T)) ©@7). Os ensaios foram realizados em triplicatas
biolégicas com triplicata experimental. As amostras foram comparadas a expressao

encontrada no melandcito por ser a célula basal de desenvolvimento do tumor.

4.3. Western blotting
43.1. Extracdo de proteina total
As placas de cultura foram lavadas 2 vezes com PBS (Tampao fosfato-salino)
1X gelado, adicionado cuidadosamente. Em seguida, foi adicionado 1 mL de tripsina

por placa seguida de incubacdo por 2 minutos a temperatura ambiente. A tripsina foi

inativada com 2 mL de meio DMEM com 10% SFB. Coletar as células soltas em
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tubos falcon de 15 mL e centrifugar por 5 minutos a 1500 RPM a temperatura
ambiente. Em seguida o pellet foi lavado 2 vezes com PBS 1X gelado e o
sobrenadante foi cuidadosamente retirado. Adicionamos em seguida 100 pL de
tampédo RIPA contendo os inibidores de proteases (Roche) e fosfatases (Santa Cruz
Biotechnology) (tabela 4) e homogeneizado em seguida. Além disso, o lisado celular
foi passado através de uma seringa de insulina (1 mL) por 3 vezes ou até desfazer

as granulagoes.

Tabela 4 - Tampé&o RIPA e inibidores de proteases utilizados na extragdo proteica.

Tris-HCI 50 mM pH 7.5-8.0
NaCl 150 mM
Triton X-100 1% (volume/volume)
Tampéo RIPA _ o
Deoxicolato de sédio 1% (peso/volume)
Dodecil sulfato de sodio 01% (peso/volume)

Agua destilada g.s.p. 100 mL

Pepstatina a 1 mg/mL

Leupetina a 1 mg/mL

Solugéo de inibidores (para 1mL de Aprotinina a 1 mg/mL
tampéao RIPA) NaOrthoVanadato 100 mM

Inibidores de proteases (100 pL) e

fosfatases (10 pL)

O lisado foi incubado em gelo por 10 minutos e depois centrifugado a 14000
RPM por 30 minutos a 4°C. A amostra foi mantida em gelo até a quantificacdo ou

armazenada em -20°C ou 80°C até o uso.

43.2. Quantificacdo proteica

A concentragdo de proteina dos sobrenadantes foi determinada utilizando a
curva de Bradford lida 595 nm. As amostras foram diluidas 20 vezes e submetidas

ao leitor de placas Biotech.
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433. Condic¢des do gel, transferéncia e revelagdo

O protocolo descrito em seguida descreve as condicdbes que foram
padronizadas para o experimento de western blotting.

As amostras de proteinas (20 pg) foram diluidas em tampdo de amostra e
desnaturadas a 95°C durante 3 min e separadas por eletroforese em gel de
acrilamida a 12%. As proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Invitrogen) de 1,5 mA/cm? durante 1 hora, em constante de 400 mA e 400 W a 100
Volts. Apos bloqueio com 5% de leite desnatado (Molico) em (tampé&o tris salino)
TBS-Tween 20 (50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 150 mM de NacCl, 0,1% Tween-20), as
membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal de coelho anti-AHR
(Abcam, ab190797) na diluicdo de 1:5000 em 5% de leite em TBS-Tween e 0
anticorpo secundario policlonal anti-rabbit (NA934V anti-rabbit 1gG, Horseradish
Peroxidase linked whole antibody - GEhealthcare UK Limited) em TBS-Tween. A
membrana foi submetida a imunodetecgdo com ECL (Amersham Pharmacia Biotech)
com o tempo de exposicdo variando de 3 a 10 minutos.

Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-Tween pH 7,6 e
incubadas com anticorpo policlonal de coelho anti-beta actina (Abcam 8227) na
concentracdo de 1:1000. Em seguida foi incubada com anticorpo secundario anti-
rabbit na diluicdo de 1:3000. A membrana foi direcionada para a imunodetecgéo com
ECL, com a variacdo do tempo de exposicdo de 3 a 5 segundos para visualizacao

da proteina endégena.

4.4. Extracdo de DNA vetorial

A extragdo do vetor de bactéria foi realizada com o Kit Pure Link TM HiPure

plasmid Maxiprep (Invitrogen) de acordo com as instru¢cdes do fabricante.

4.,5. Clivagem de DNA vetorial

Amostras dos vetores foram digeridas utilizando-se as enzimas de restricao
BamHI, EcoRI e BmsBI, de acordo com as instru¢cdes do fabricante (Fermentas Life

Sciences).
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4.6. Eletroforese em gel de agarose

Em cada amostra de DNA foi adicionado 1/10 de volume de tampéao de
amostra (0,25% azul de Bromofenol; 0,25% xileno cianol; 15% Ficol — tipo 400) e a
amostra foi aplicada em gel de agarose de 0,8% a 1,5%, conforme a resolucéo
necesséaria, em 1X TAE (2 M Tris-acetato e 3 M EDTA) e corada com Gel Red
Nucleic Acid Stain (BIOTIUM). O fracionamento das moléculas foi feito com a
aplicacdo de uma diferenca de potencial de aproximadamente 7,7 volts/cm por
tempo suficiente para que o corante bromofenol migrasse 2/3 do comprimento do
gel. A visualizacdo dos fragmentos foi feita com a incidéncia de luz ultravioleta e

registrada em maquina fotografica digital.

4.7. Determinacédo da sequéncia de nucleotideos de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado no INCA (Instituto Nacional do
Cancer), Rio de Janeiro a partir do protocolo de Sanger e Coulson, 1975 8. As
sequéncias obtidas foram analisadas no software BioEdit Sequence Alignment®©.

4.8. Desenhos das sequéncias guias, clonagem e construcao de vetores

Os desenhos das sequéncias guias foram realizados em colaboracdo com a
Dr2 Patricia A. Possik (INCA). A construcdo do vetor, clonagem e transformacéo
bacteriana e sequenciamento foram desenvolvidos no INCA em colaboracdo com a
Dr2 Patricia A. Possik.

As sequéncias guias de DNA foram desenhadas através da plataforma
(http://www.genome-engineering.org/). Em seguida, a partir da avaliagdo das
sequéncias guias emitidas pela plataforma, as sequéncias de DNA (oligos) melhores
avaliadas foram desenhadas de acordo com as instru¢cdes contidas no protocolo
(Designing Guides for LentiCRISPRv2 and lentiGuide-Puro - Addgene -
http://www.genome-engineering.org/). Posteriormente, estas sequéncias foram
submetidas a andlise nos bancos de dados do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) e Ensembl para conferir a complementaridade da
sequéncia escolhida certamente ao gene AhR.

A parte inicial da clonagem que consiste na digestao do vetor e ligacdo do

inserto foram realizadas de acordo com as instrugcdes do fabricante
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(http://www.genome-engineering.org/) (Target Guide Sequence Cloning Protocol).
Os vetores utilizados neste projeto sédo: pPIC9K (Invitrogen), como controle da
transformacao; lentiCRISPRv2 (Addgene), que contém o sitio de clonagem para o
inserto de interesse; p59, p60 e p6l, sdo os vetores helpers que contém
informacdes para a formacédo da particula viral. As ligacdes dos fragmentos de DNA
foram feitas com T4DNA Ligase (New England Biolabs) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A preparacao de bactérias competentes foi feita com
cloreto de calcio conforme descrito por Sambrook (1989) ©9. A transformacéo
bacteriana foi feita de acordo com as instru¢cdes do fabricante (http://www.genome-

engineering.org/).

4.9. Protocolo CRISPR-Cas9
49.1. Transfeccdao lentiviral de células HEK 293FT

As solugdes utilizadas foram: meio DMEM 10% SFB, solucdo 2x CaClz (0,25
M) mantido a 4°C até o uso, solucédo 2x HBS (8,18 g NaCl, 5,95 g de HEPES, 0,13 g
Na2P04.2H20, com pH final entre 6.95/7.00/7.05). Em seguida, esta solucdo foi
filtrada e mantida a 4°C. E a solucdo de cloroquina 25 nM foi preparada antes do
uso. Foram utilizados os vetores helpers (p59, p60, p61), o vetor com proteina
fluorescente e vetores lentiCRISPRV?2 e lentiCRISPRV2-guia.

Em seguida foram seguidos 0s passos enumerados abaixo:
1.Dia 01

As células HEK293FT (4-4,5x10° células — 80% confluéncia) foram
plagueadas em placas de 10 cm?, sendo 2 placas com culturas que receberam a
particula lentiviral controle (lentiCRISPRV2) e a particula lentiviral de interesse

(contendo as sequéncias guias).
2.Dia 02

Os meios das culturas foram trocados, adicionando cuidadosamente 9 mL de
DMEM 10% SFB com 10 pL de cloroquina 25 nM (10:1000). As células foram
incubadas na estufa 37°C, 5% CO2. O mix de DNA foi preparado em falcon de 15 mL
contendo a solucédo A: 500 pL de 2x CaClz, o volume referente para pegar 3 ug de
cada helper, o volume referente a 0,5 pug do vetor repérter. Adicionou-se 8 pg do

vetor-guia e do vetor lentiCRISPRV2, nos respectivos tubos. O material foi vortexado
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por 5 segundos com a solucéo A. Foi adicionado (gotejando) 500 pL de HBS no mix
de DNA na solugéo A, ainda vortexando. Em seguida, borbulhamos o mix de DNA
com pipeta sorolégica (de 2 ou 5 mL) por 10 segundos e adicionamos 0 mix
cuidadosamente e de forma homogénea por toda a placa de HEK293FT. As placas
foram homogeneizadas suavemente e incubadas por 6 horas. Em seguida, o volume
de meio DMEM foi trocado.

3.Dia 03

O meio das placas transfectadas foram trocados e as linhagens de melanoma

plaqueadas (1 milhdo de células, 30-50% confluéncia).
4.Dia 04

O meio foi coletado através de uma seringa de 10 mL e centrifugado a 3000
RPM por 15 minutos. Em seguida, o volume coletado foi filtrado usando filtros de
0,45 uM na tentativa de pegar menos células possivel. As placas que nédo se
mostraram com 100% de confluéncia tiveram o meio trocado e no dia seguinte foi
realizada mais uma coleta das particulas lentivirais. Este material coletado foi

aliguotado em tubo de congelamento com 1 mL do meio com a particula lentiviral.

49.2. Infeccdo de células tumorais

As solucdes usadas nesta etapa foram: meio DMEM 10% SFB, polybrene
(Sigma Aldrich), solucdo de puromicina (concentracdo da solucdo méae -10 mg/ml -
Gibco).
5.Dia 01

Plagueamento das células que receberao as particulas lentivirais.
6.Dia 02

As particulas lentivirais foram adicionadas as culturas alvo nas diluicdes de
1:3 ou 1:6 em meio DMEM (no volume total de 8 ml). Com o auxilio de uma seringa
a titulacdo viral foi coletada e a esta foi adicionado polybrene (1:1000 - 8 pl em 8
mL). A seringa foi invertida por 3 vezes e entdo o conteudo foi gotejado sobre a
cultura de células a serem infectadas. Em seguida, as placas foram entéo incubadas

overnight.
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7.Dia 03
O meio das placas transfectadas foram trocados.
8.Dia 04

Iniciou-se a selecdo das linhagens com o antibiotico. De acordo com a curva
de puromicina (dados ndo mostrados) iniciamos com 0,5 ug/mL em cada placa de

cultura.

4.10. Sintese de dimetiltriptamina (DMT)

A sintese de DMT foi realizada com suporte do técnico especialista Felipe
Augusto Dorr e colaboracdo com a doutoranda Isadora Oliveira, no laboratério do
professor Dr. Hélio Alexandre Stefani, da FCF-USP. A sintese que tem como produto
o DMT em forma de sal (DMT-acido fumarico (2:1)). Este protocolo de sintese foi
escolhido por favorecer maior precisdo no uso e na determinagédo da concentracéo
do material conforme descrito em Cameron (2018) (100),

Em uma solucéo de triptamina (0,50 g; 3.1 mmol) em metanol (49 mL) em
gelo, foi adicionada a &cido acético glacial (0,89 mL; 15 mmol; 5 equiv) e
cianoborohidreto de sdédio (0,39 g; 6.2 mmol; 2 equiv). Em seguida, adicionou-se
formaldeido (aq) 37% (0,66 mL; 8,1 mmol; 2.6 equiv). A reacédo foi realizada em
temperatura ambiente por 5 horas antes de ser concentrada a pressao reduzida. O
material ndo purificado foi diluido em 50 mL de diclorometano (CH2Cl2) em 100 mL
de 1 molar de NaOH (aq). As fases foram separadas e a fase aquosa foi extraida 2
vezes com 50 mL de diclorometano (CH2Cl2). A fase organica foi adicionado sulfato
de sodio (Na2SO4). Em seguida a solugéo foi filtrada e concentrada sob presséo
reduzida. O material ndo purificado foi dissolvido em acetona (15 mL) e adicionou-se
a uma solucdo em ebulicdo de acido fumarico (0,26 g; 2.2 mmol; 0,7 equiv) em
acetona (50 mL). O precipitado formou-se, e a solucéo foi resfriada a temperatura
ambiente. Em seguida, o material foi deixado em geladeira para melhor precipitagéo
e rendimento, antes de ser filtrada. O solido resultante foi seco em presséo reduzida
para produzir o composto puro com o sal fumarato (2:1).

O sal produzido foi encaminhado para verificacdo analitica de pureza e
estrutural, por cromatografia gasosa com espectrometro de massa (GC-MS) e RMN

(ressonéncia magnética nuclear) do carbono e hidrogénio. O composto foi estocado
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a -20°C, protegido da luz até o uso. O fluxograma de sintese encontra-se na figura
11.

G F E

Figura 11 - Fluxograma do processo de sintese de DMT. Em A, a solu¢éo de triptamina,
acido acético glacial, metanol, cianoborohidreto e formaldeido; B, material ndo purificado
diluido em CH.CL (diclorometano) e NaOH (aq) no funil de extracdo; C, material coletado
apos extracbes; D, filtracdo da fase orgénica combinada com Mg,SOs; E, material
concentrado ap6s pressao reduzida; F, material dissolvido em solucéo de acetona e &cido
fumarico; G, solido branco precipitado apos diminui¢cdo da temperatura.

4.10.1. Anédlise em espectrometria de massas

O material sintetizado foi submetido a identificacdo através do espectro de
massas (GS/MS - cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de
massas) no laboratério do professor Dr. Hélio Alexandre Stefani com a colaboracéo
da doutoranda Isadora Oliveira. Desta forma, para analise GS/MS, foi solubilizado
em 500 puL de metanol 10,66 g do produto de sintese, vortexado e enviado para
analise em GCMS (GCMS-5977 — MassHunter GC/MS Acquisition B.07.04.2260 —
Agilent Technologies).

A quantificacdo da substancia psicoativa foi realizada através de com
colaboracdo do professor Dr. Mauricio Yonamine e da doutoranda Gabriela de
Oliveira Silveira, da FCF-USP. A quantificacdo foi realizada através de uma analise
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comparativa da amostra sintetizada com uma curva de concentracdo de DMT puro.
Foi realizada uma curva de calibracdo de 1.5 a 400 ng/mL e os controles de
qualidade a 160 ng/mL e 320 ng/mL (variagdo aceitavel de +- 15%). Em seguida, foi
preparada uma solucdo do DMT sintetizado a 1 mg/mL (solucédo A) e essa solucdo
passou por uma diluicAo seriada em quatro etapas para que chegasse a

concentragéo de 250 ng/mL.

4.10.2. Analise em RMN (ressonancia magnética nuclear)

Inicialmente, foi pesado uma por¢ao do produto de sintese, aproximadamente
510 ng (nanogramas). Esta quantidade de produto foi solubilizada, por vértex, em
500 pL de solvente metanol deuterado (MEOD - Sigma-530530-0.75 mL) para
andlise H! e CDCI3 (cloroférmio-q1) para analise C'3, em tubo especifico para analise
de RNM. Verificar se a solucao esta com cerca de 4,5 a 5,0 centimetros de altura no
tubo. O tubo foi limpo para retirar marcas e identificado com papeletas contendo:
nome do solicitante da andlise, numero de solicitacdo de andlise, solvente e
experimento(s). Em seguida a amostra foi encaminhada para anélise no RMN
(espectrometro de RMN Bruker Avance -DPX 300 MHz com sonda de 5 mm
multinuclear).

Foram feitas andlises dos nucleos de H! (hidrogénio) e C!3 (carbono)

provendo resultados sobre a estrutura do produto sintetizado.

4.11. Anélises de bioinformatica
4.11.1. Anélise in silico de AhR no banco de dados
A analise in silico utilizando o banco de dados de genbmica de cancer
multidimensional, através do CbioCancer Center Genomics Portal, que usa banco de
dados do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e do NIH (National Institute of Health)

foi realizada para avaliar a expresséo de AhR entre amostras de pacientes (101.102),

4.11.2. Boxplot da expressdo de AhR nos estagios do melanoma

Para avaliar a expressdo de AhR nos estagios de desenvolvimento do
melanoma: nevus comum, nevus displasico, melanoma RGP (fase de crescimento
radial), melanoma VGP (fase de crescimento vertical) e metastatico, utilizamos dois

bancos de dados publicos localizados no repositorio Gene Expression Omnibus
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(GEO) do National Center for Biotechnology Information. Utilizamos os repositorios
GSE12391 e GSE46517. O script para analise de expressdo de mRNA de AhR
usando a linguagem de programacdo ‘R’, encontra-se em anexo. Este ensaio foi
realizado em colaboracdo com Ms. Luis Roberto Masao Watanabe, do laboratério de
Citopatologia, FCF-USP.

4.11.3. Interactoma entre AhR e DMT

As analises de interatoma foram realizadas em colaboracdo com o Dr.
Glaucio Monteiro Ferreira e Dr. Victor Fernandes de Oliveira, do laboratorio
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicado ao Diagnéstico (LABMAD), FCF — USP.

Para a analise inicial do interactoma foi utilizada a ferramenta STRING para
analisar a associacao de proteina-proteina através das redes de interacdo. Em
seguida, utilizamos o repositério STITCH. O STITCH utiliza os mesmos bancos de
dados do STRING, contudo apresenta informagfes sobre a interagdo entre proteinas
além de outras moléculas, como farmacos. Foi inserido manualmente todos os

genes: AhR, NRAs, juntamente com o DMT tendo o genoma de referéncia humano.

4.12. Anédlise estatistica

A significancia estatistica das diferencas entre os valores médios de todos os
grupos experimentais foi calculada utilizando Teste t de Student. Valores de p,
sendo p <0,05 foram considerados como estatisticamente significativos.

O bloxplot teve suas caixas comparadas através da analise estatistica One-

Way Anova, e pelo teste de Tukey. *p<0.05 foram considerados significativos.
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5. RESULTADOS

Os resultados da tese serdo separados em trés capitulos de acordo com os
objetivos da tese. Em seguida, segue-se a discussao referente aos resultados dos
respectivos capitulos.

O primeiro capitulo retrata os resultados obtidos acerca da avaliagdo da
expressdo basal do receptor aril de hidrocarbonetos nas linhagens de melanoma
mutadas para NRAS, BRAF e BRAF resistentes ao Vemirafenib. O segundo capitulo
se remete a construcdo das linhagens de melanomas editados geneticamente para o
receptor AhR pela ferramenta CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats- associated protein-9 nuclease). E o terceiro capitulo aborda o
papel de AhR nos efeitos bioldégicos de metabdlitos do triptofano sobre linhagens de

melanoma, objetivando a interac&o do receptor com o DMT.

46



Capitulo |

Expressao do receptor aril de hidrocarbonetos em linhagens de
melanoma mutadas para NRAS, BRAF e BRAF resistentes ao
Vemurafenib47
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5.1. Avaliacdo dos niveis basais de expressdo mRNA de AhR em células
de melanoma e melanaocito

A partir dessa analise podemos identificar quais linhagens de melanoma
apresentaram variacdo de expressado basal de AhR em relacdo ao melandcito, célula
considerada como perfil de expressédo basal para as células derivadas tumorais, 0s
melanomas.

Inicialmente, observamos que as linhagens parentais de melanoma mutadas
para NRAS e BRAF apresentaram, em sua maioria, valores maiores de mRNA que o
melanécito. Apenas as linhagens SK-Mell03, SK-Mel28 e SK-Mel29 parental
apresentaram menor valor de mRNA quando comparadas ao melandcito. Somam-se
entdo 5 linhagens, com expressao superior de AhR, que séo as linhagens BRAF
mutadas, a SK-Mel19, WM164, A375, WM793 e UACCG62. Ainda, podemos destacar
gue a maioria das linhagens que apresentaram expressdo de mRNA de AhR
superior ao melandcito, contém a mutacdo BRAFVE, Dentre as linhagens mutadas
em NRAS apenas a linhagem SK-Mell173 apresentou maior quantidade de mRNA,
cerca de 7 vezes maior, em relagao ao controle (figura 12).

Estes resultados nos levam a discutir a importancia de AhR em processos
biolodgicos durante para a transformacédo maligna, ja que melanomas apresentam um
namero de copias de mRNA superior ao melandcito. Ainda, nos sugere que hd uma
maior expressdo de mRNA de AhR nas fases iniciais de desenvolvimento e
principalmente na fase metastatica do melanoma (ver linhagens UACC257 e
WM793). Também, que a presenca da mutacdo em BRAFVYE pode estar associada

a um aumento da expressdo de mRNA de AhR em melanomas.

Estes dados corroboram com nossa analise in silico, utilizando o banco de
dados de genbmica de cancer multidimensional, identificamos que 18% dos
pacientes apresentavam alteracdes na expressado de AhR. A presenca de alteracao
em AhR é muito frequente (18%). A plataforma mostrou que existe variagdo na
expressdo de AhR derivada do aumento de mRNA de AhR, ou ainda da alterag&o
derivada da amplificacdo (barras vermelhas) e também a ocorréncia de mutacéo

missense (barras com marcacao verde) (figura 13).
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Figura 12 - Analise do transcrito de AhR em linhagens de melanoma mutadas para
BRAF e NRAS em relacdo ao melanécito. O melanécito (MP) foi considerado como uma
célula de controle para avaliar a expresséo mRNA basal de AhR nas linhagens de
melanoma. #, linhagem derivada de desenvolvimento primério e as demais s&o
metastaticas. As barras representam a média + erro padrdo (SEM) do nimero de cépias do
transcrito de AhR normalizado pelo nimero de cépias do transcrito de gapdh (n=9). *p<0,05;
**p<0,001; ***p<0,0001.
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Figura 13 - Analise in silico de AhR. A analise do banco de dados através do The
CbioCancer Center Genomics Portal mostrou que em 18% dos pacientes, a variacdo da
expressao de AhR se deve a variacdo no mRNA (barras rosa), ou pela alteracdo derivada
da amplificacdo (barras vermelhas) e também pela ocorréncia de mutacdo missense (barras
com marcacgao verde).

Uma vez que existe diferenca da expressdo de AhR entre as linhagens de
melanoma, avaliamos a expressao de AhR entre os estagios de desenvolvimento do
melanoma: nevus comum, nevus displasico, melanoma RGP (fase de crescimento
radial), melanoma VGP (fase de crescimento vertical) e metastatico. Para isto,
utilizamos dois bancos de dados publicos localizados no repositorio Gene
Expression Omnibus (GEO) do National Center for Biotechnology Information,

49



conforme mencionado em material e métodos. Aqui, mostramos apenas o boxplot,
construido mediante andalise no banco GSE12391, que apresentou diferenca
significativa de mRNA de AhR.

Como pode ser observado na figura 14, existe uma diferenca da expressao de
MRNA do receptor entre os estagios de nevo comum e de melanoma em
crescimento vertical (melanoma VGP). Dentre as demais comparacdes nao foi
possivel observar diferenca significativa dentre as amostras de pacientes nos
diferentes estagios.

GSE12391 - Expressfo génica de AHR do nevo & metasiase de melanomsa

= ! Estage
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Figura 14 - Boxplot da expressdo de AhR nos estagios do melanoma: nevus comum,
nevus displasico, melanoma RGP (fase de crescimento radial), melanoma VGP (fase
de crescimento vertical) e metastatico. Sendo que, cada ponto representa uma amostra
de paciente; em cada box, as barras inferiores, barras médias e superiores representam 0s
primeiros, as medianas e 0s terceiros quartis, respectivamente. As caixas foram
comparadas através da andlise estatistica One-Way Anova, e pelo teste de Tukey. *p<0.05
foram considerados significativos.

Em outra abordagem dos dados de expressio de mRNA de AhR,
comparamos a expressdo de mRNA entre as respectivas linhagens parentais e
resistentes. Assim, observamos que a as linhagens resistentes de SK-Mel29, SK-
Mell19, WM164, SK-Mel28 e UACC62 apresentaram maior expressao de mRNA de
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AhR em comparacdo as parentais (figura 15). Apenas a linhagem A375 resistente
apresentou resultado contrario. Apenas a linhagem A375 resistente apresentou
resultado contrario. E interessante notar que todas estas linhagens apresentam a
mutacdo BRAFV6E Este dado nos leva a hipétese de que o AhR esta relacionado a

resisténcia tumoral em linhagens mutadas para BRAFV600E,
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Figura 15 - Comparacdo da expressdao relativa do numero de cépias do transcrito AhR
em diferentes linhagens de melanoma parentais e resistentes. A célula parental e sua
linhagem derivada resistente foi considerada como controle para avaliar a expressdao mRNA
basal de AhR. As barras representam a média + erro padrao (SEM) do niumero de copias do
transcrito de AhR normalizado pelo nimero de cdpias do transcrito de gapdh (n=9). *p<0,05;
**p<0,001; **p<0,0001.

5.2 Discussao

Ao avaliar os niveis basais de mMRNA de AhR no painel de linhagens mutadas
para NRAS e BRAF (figura 12), observamos que ha uma maior expressao de mRNA
de AhR nas linhagens em relacdo ao melandcito. Nossa hipotese € que esta
variacdo de AhR pode estar relacionada a participacdo do receptor nos processos
iniciais de formacéo tumoral.

Estudos realizados com camundongos nocautes para AhR mostraram que a

perda do receptor esta associada a uma diminuicdo da taxa de proliferacdo e um
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aumento do numero de células na fase GO/G1 do ciclo celular. Esta diminuicdo na
proliferacdo, pode ser devido a formagdo de um complexo entre o receptor com a
proteina pRb, resultando na modulagdo de efeitos relacionados ao ciclo celular de
linhagens tumorais ©7).

Além disso, o knockdown de AhR em linhagens tumorais humanas mostrou
uma reducdo do crescimento celular e este resultado foi acompanhado pela
diminuicdo da regulacéo de varios genes relacionados ao ciclo celular como, ciclinas
D1 e E, cdk2 (quinase dependente de ciclina 2) e cdk4 (quinase dependente de
ciclina 4). Embora estes resultados sustentam nossa hipétese da relacdo da
participacdo de AhR nos processos iniciais de formacao tumoral, h4 registros na
literatura que apontam que o receptor pode ter acdo dubia em processos bioldgicos
importantes e na tumorigénese, agindo de forma a depender do contexto celular ©7),

O aumento da expressdo de mRNA de AhR no painel de células mutadas,
também foi encontrado tanto quando fizemos a andlise in silico de um conjunto de
amostras de melanomas de pacientes usando o banco publico (figura 13). Além de
ambos os resultados se sustentarem, a analise do receptor nas linhagens pode ser
correlacionada com o que acontece em pacientes, corroborando a importancia do
papel de AhR no processo tumorigénico.

O aumento da expressédo de AhR em linhagens de melanoma parentais em
relacdo ao melandcito, se deu tanto em linhagens derivadas da fase de
desenvolvimento primario e metastatica. No processo de invasdo e migracao, acoes
iniciais da metastase, ha uma reprogramacdo celular que permite que a célula
tumoral exiba fatores necessarios ao desprendimento da massa celular, a contracédo
celular, o deslocamento, além da invasdo e fixacdo em novo microambiente
metastatico (103),

De acordo com nossos resultados, a maior expressédo de AhR em linhagens
metastaticas, além de maior expressdo em amostra de pacientes derivadas de
melanoma de crescimento vertical (figura 14), apontam para a participacdo do
receptor em processos de migragdo e invasdo celular. O resultado mostrado no
bloxplot é bastante interessante, ja que a maior expressao de mRNA de AhR na fase
de crescimento vertical antecede o estagio de metastizacdo tumoral. Assim, AhR
desempenha papel de destque na adesdo e migracdo celular. Um exemplo da
funcdo do receptor no contexto metastatico sdo os fibroblastos AhR” que
apresentavam maior area e menor polarizagdo celular do que fibroblastos AhR**.

Este dado se conecta a morfologia celular, que tem relacdo com a organizacédo dos
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filamentos de F-actina e com as interacdes célula-célula e célula-substrato, com
participacdo das proteinas de adeséo focal (Fas). Os fibroblastos nocaute para o
receptor apresentaram mais fibras de actina e Fas, exibindo uma interrelacdo de
AhR e o citoesqueleto. A familia de proteinas RhoA/Racl GtPase séo reguladoras
essenciais da adesao, disseminacao e migracao celular. De forma que RhoA regula
a formacéo das fibras de actina e aderéncias, e Racl promove a formacgédo de
lamelopddios de membrana (104,

Uma vez que o AhR é ativado, dois caminhos de sinalizagdo podem ser
desencadeados, tanto pela acdo do receptor como fator transcricional, bem como
reacdes ndo-gendmica iniciadas pela ativacéo do receptor.

Avaliando o potencial transcricional de AhR, podemos apontar entre 0s seus
genes alvos o proto-oncogene vav3 (fator de troca nucleotideo guanina 3 vav), que
expande a participacdo do receptor na morfologia, adesédo e migracdo celular. E
relatado na literatura a relevancia funcional de vav3/Racl/RhoA. Em condi¢des
fisiologicas, a atividade de AhR endbégeno pode induzir constitutivamente a
expressdo do gene vav3, por conter em sua regido promotora sequéncias consensos
responsivas a interacdo de AhR e xenobidticos (XRE). Tal condicdo favorece o
aumento da atividade de Racl (pequena GTPase 1 da familia RAC) e RhoA
(membro A homdélogo da familia RAS) dependente de vav3, promovendo a protrusédo
da membrana, reorganizacdo do citoesqueleto e estimulos de migracdo celular
(104105)  Tais condicGes relatadas sdo bastante relevantes durante o processo de
transicdo epitélio - mesenquimal (EMT) 109,

Considerando as modificacdes que o complexo estavel do AhR no citoplasma
sofre levando a liberagcdo da proteina c-SRC, poderiamos propor um importante
papel para a via ndo-genémica de ativacdo de AhR. Uma vez liberada, a c-SRC
participa de uma cascata de fosforilacdo em proteinas parceiras e € capaz de
interagir com outras proteinas, dentre elas a proteina FAK (quinase de adeséo focal)
69, A FAK é uma tirosina quinase citoplasmatica que desempenha papel
fundamental na proliferacdo (através da interacdo com as ciclinas D e E, ERK, p27
(proteina p27) e p21 (proteina p21)) e migracdo de células normais e tumorais. A
proteina FAK associa-se com outras proteinas e recruta outras moléculas formando
um complexo de sinalizacdo que transmite sinais da matriz extracelular para o
citoesqueleto %), Tem sido mostrado na literatura a habilidade de FAK promover a
invasdo celular através de c-SRC através da expressdo de metaloproteinase de

matriz, tais como MMP2 (metaloproteinase de matriz 2) (197,
53



Outro ponto importante, confere a participacdo da proteina c-SRC na
transformacao celular, uma vez que é capaz de ativar indiretamente AKT e ERK
(70), ja que FAK interage com efetores da via de MAPK promovendo a proliferacao
celular e a supresséao da apoptose celular mediada por p53 (108).

De outra forma, em células de tumores mamarios, € sabido que as dioxinas
(ligante de AhR) sdo capazes de induzir a reorganizacdo do citoesqueleto e
aumentar o namero de lamelopdodios, que sdo fatores associados a alta taxa de
migracado destas células. Mecanisticamente tais efeitos observados, mediados pela
interacdo dioxina-AhR, estéo relacionados a reducao da expressao das proteinas de
interacdo célula-célula, as E-caderinas, por exemplo. Ainda, a dioxina esta
relacionada a inducdo da expressdo de membros da familia de proteinas CAS
(susceptibilidade a apoptose celular), que tem sido eleita como um gene pro-
metastatico em melanomas (14, desempenhando papel fundamental na regulagdo
da proteina FAK envolvida na migracéo celular (%),

Partindo de uma segunda organizagéo dos resultados de mRNA obtidos por
nés, observamos que a maioria das linhagens resistentes, mutadas em BRAFV600E,
apresentaram maiores valores de AhR em relacdo a sua correspondente linhagem
parental (figura 15). Este dado nos leva a hipotese de que o AhR esta relacionado a
resisténcia tumoral em linhagens mutadas para BRAFY6E  Este resultado é
bastante importante, uma vez que nos propde a pensar 0 que ocorre na clinica. Ja
que cerca de 50% dos melanomas contém a mutacdo BRAFY6'E e que esta
mutacdo € considerada no uso de terapia direcionada com administracdo do
Vemurafenib ». E que mesmo com efeitos iniciais satisfatorios ha registros
recorrentes de recidiva Gb.

Varios sdo os meios de manter a via da MAPK constitutivamente ativa em
células mutadas para BRAFY6%E (conforme mostrado na introdugdo). Ha relatos na
literatura que MAPK/ERK ativa constitutivamente levam a uma superexpressao do
receptor. Contudo, ndo se tem certeza se a BRAFVY6%E induz um aumento da
expressao ou estabilidade do receptor ou se reduz a sua degradacgao. A partir disso,
a superexpressao de AhR pode estar associada com o0 consequente favorecimento
da expresséo génica modulada por AhR, atuando como fator de transcrigdo (9.

Além disso, varios ativadores de AhR também tem como alvo a via de MAPK
em diferentes niveis e sistemas celulares 199, O TCDD, um dos ligantes classicos de
AhR, pode ativar ERK e JNK (quinase N-terminal Jun), outros importantes

mediadores de transducao de sinal celular, e consequentemente estimular a via de
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MAPK (109.110) Este estimulo na via de MAPK pode ser através da atividade de AhR
e da expressdo génica dependente do receptor (11, Entretanto, muito embora esta
ativacdo de MAPK seja viavel por AhR, ha relatos de que este processo possa
ocorrer de forma independente do receptor (110),

De certa forma, assimilando toda a literatura apresentada, poderiamos sugerir
um croosstalk na regulacdo de AhR-MAPK, de forma que o AhR ativado por seus
ligantes desenvolve uma cascata de reagdes que culmina na ativacao de MAPK. E
gue ao mesmo tempo, MAPK pode ser ativada por TDCC, um agonista de AhR. Uma
vez que a via de MAPK encontra-se ativa, seja pelo préprio AhR ativado ou pela
ativacdo constitutiva de BRAFV6E a MAPK também é capaz de manter alta
expressdo do receptor e assim promover respostas bioldégicas dependentes da
participacao deste receptor.

Nossos resultados sao bastante relevantes para contribuir na especulacdo do
papel de AhR no melanoma, a sua associagdo com a mutacdo BRAF e com a

resisténcia ao Vemurafenib.
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Capitulo I

Construcao da linhagem nocaute para o receptor aril de
hidrocarbonetos
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5.3 Construcao do vetor e da sequéncia guia — CRISPR-Cas9

A construcdao do vetor lentiviral com a sequéncia guia e as etapas
subsequentes a obtencéo da linhagem nocaute seréo detalhadas nesta secéo.

Para estabelecer a ferramenta de edicdo CRISPR-Cas9 utilizamos os vetores
helpers (p59, p60 e p61), que contém as informacdes necessarias para a formacao
da particula lentiviral (estrutura dos vetores em anexo). O vetor lentCRISPRV2
(Addgene) foi usado como esqueleto para ancoragem das sequéncias guias, que
também tem partes de informacBes sobre a montagem da particula lentiviral
(estrutura do vetor em anexo). Ainda utilizamos este esqueleto para ancoragem do
gene reporter (GFP — proteina fluorescente verde) usado como controle da
transfeccdo celular. Também ao processo total de preparo de bactérias
competentes, usamos o0 vetor pPIC9K (Invitrogen) que serviu de controle da
transformacao nos ensaios de transformacdo e clonagem bacteriana (estrutura do
vetor em anexo).

Inicialmente, os vetores lentivirais foram utilizados em protocolos de clonagem
bacteriana. Para aumentar a massa dos vetores foram utilizadas bactérias E.coli
Dhba nos protocolos de clonagem e transformacdo bacteriana apresentados em
material e métodos. Nesta etapa, acrescentamos o uso do vetor pPIC9K para
controle da transformacdo bacteriana, a fim de certificarmos o crescimento de
bactérias transformadas em placas de cultura com pressao de selecdo com o uso de
penicilina (100 mg/mL). Posteriormente, o material vetorial foi extraido das bactérias
através de protocolos de extracédo de acordo com o fabricante.

A segunda etapa do protocolo, consiste em certificar os helpers para posterior
ensaio de transfeccdo. Os vetores helpers (p59, p60 e p61) foram usados em
reacdes de clivagem por endonucleases para confirmagcdo dos mesmos pelo padrao
de fragmentos linearizados observados em gel de agarose (figura 16). Os

fragmentos esperados para cada digestdo encontram-se na tabela 5.
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Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose dos vetores lentivirais helpers p59, p60 e
p6l clivados por EcoRIl e BamHI. Em M, o padrdo molecular (1 kb — New England
Biolabs). Nas canaletas 1-4, p59 néo clivado e clones p59A, p59B e p59E clivados com
EcoRlI, respectivamente. Canaletas 5-8, p60 ndo clivado e clones p60A, p60B e p60C
clivados com BamHI, respectivamente. E nas canaletas 9-12, p61 n&o clivado e clones
p61A, p61B e p61C clivados com EcoRlI, respectivamente.

Tabela 5 — Fragmentos dos vetores helpers clivados com endonucleases para
confirmacgéo por padréo de clivagem.

Vetor helper Enzima de restricdo Tamanho dos fragmentos esperados
p59 EcoRlI 3389 pb e 309 pb
p60 BamHI 1660 pb e 4740 pb
p61 EcoRlI 4341 pb e 4153 pb e 401 pb

Inicialmente, para a montagem do vetor contendo a sequéncia guia um
fragmento de 20 nucleotideos foi gerado através da plataforma (http://www.genome-
engineering.org), de acordo com suas instru¢cdes. O input do nome do receptor
(AhR) no sistema gerou uma lista de sequéncias guias possiveis. Este conjunto de
sequéncias geradas pelo site foi avaliado e ranqueado quanto ao namero de off
target de cada sequéncia. As sequéncias de menor off target foram selecionadas
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para a proxima etapa. Estas sequéncias selecionadas foram usadas como base para

desenhar as sequéncias guias de acordo com as instru¢des contidas no protocolo

(Designing Guides for

lentiCRISPRv2 and

lentiGuide-Puro —

Addgene -

http://www.genome-engineering.org/). Os fragmentos de 20 nucleotideos gerados e

as sequéncias guias forward e reverse desenhadas encontram-se na tabela 6.

Tabela 6 - Sequéncias guias escolhidas e desenhadas para compor o sistema
CRISPR-Cas9 para knockout de AhR em melanoma.

Gui Sequéncia guia Sequéncia guia desenhada Sequéncia guia desenhada
a escolhida Sequéncia sense Sequéncia anti-sense
(site) 5-3 5 -3
1 AAGTCGGTCTCTATG | CACCGAAGTCGGTCTCTAT | AAACAGCGGCATAGAGAC
CCGCT TGG GCCGCT CGACTTC
) TAATACAGAGTTGGA | CACCGTAATACAGAGTTG | AAACAACGGTCCAACTCTG
CCGTT TGG GACCGTT TATTAC

Para validar as sequéncias guias 1 e 2, a sequéncia génica do receptor aril de
hidrocarbonetos foi retirada dos bancos de dados do NCBI e Ensembl. A sequéncia
do RNA mensageiro (MRNA) depositada com o namero de referéncia no NCBI e
para o Ensembl sdo respectivamente, NM_001621.4 e ENST00000242057.8. O
namero do depdsito da sequéncia do gene de acordo com o Ensembl é ENSG
00000106546. Estas informacdes foram usadas para certificar a correspondéncia
das sequéncias guias no alvo genético. Analisando as sequéncias guias observamos
um reconhecimento destas com o segundo éxon de AhR (dados ndo mostrados).

Mediante as sequéncias guias construidas, as células empacotadoras
HEK293FT foram usadas para a producdo da particula lentiviral de acordo com o
protocolo de transfeccédo conforme descrito em material e métodos.

Nesta etapa do protocolo CRISPR-Cas9, adicionamos um vetor controle
contendo um gene reporter para o controle da transfeccdo e da producdo de
particulas lentivirais. Assim, foram adicionados um mix vetorial as células HEK293FT
conforme descrito em materiais e métodos. Como resultado da transfeccéo pode-se
observar uma fluorescéncia verde em toda a extensédo das células empacotadoras

gue receberam junto com o mix de DNA (vetores lentivirais) um vetor com gene
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reporter. A fluorescéncia das células empacotadoras pode ser observada na figura
17.

Como podemos observar na figura 17, as células exibiram uma marcacgéo
verde. Esta fluorescéncia aponta para um sucesso na introducdo dos vetores nas
células HEK293FT, e consequente capacidade de leitura da informacéo contida
nestes vetores pela célula empacotadora. A fluorescéncia observada projeta a uma
possivel eficiéncia na producao das particulas lentivirais por estas células. Ja que as
informacdes do vetor contendo o repdrter foram expressadas conclui-se que, 0S
vetores helpers e o lentCRISPRV2 com as sequéncias guias, também tiveram seus
elementos expressados.

A etapa seguinte compreende a infe¢cdo das linhagens de melanoma pelas
particulas lentivirais. O protocolo de infec¢do foi realizado na linhagem Wide type
(Wt) SK-Mell147. As titulagbes virais usadas foram de 1:3 e 1:6. A selecdo das
células apo6s infeccdo, foi realizada com adicdo de puromicina as culturas na
concentracdo de 0,5 pg/mL.

Nesta etapa, as células ndo estavam de acordo com nosso protocolo de
extracao proteica, necessario para confirmacéo da construcédo de linhagem nocaute.
Foram necessarios ajustes na cultura para obter uma populagéo celular que fosse
capaz de se manter e a partir dela expandir o cultivo, e posteriormente realizar o
ensaio de Western blotting. O ensaio de Western blotting para avaliacdo da
expressdo de AhR na cultura submetida ao protocolo CRISPR-Cas9 esta
apresentado abaixo (figura 18).

Na figura 18, a titulacdo lentiviral de 1.6 mostrou-se mais eficiente na
infeccdo, levando a uma reduzida expressédo de AhR nas células que receberam as
particulas lentivirais contendo o guide 1 em comparacdo com as ceélulas que
receberam a particula contendo o guide 2, ambas comparadas com os controles
selvagem (Wt) e que receberam a particula lentiviral sem guide. Diante desse
resultado, com a titulacdo da particula lentiviral em 1:6, podemos apontar para o

nocaute de AhR, apresentando uma negativa expresséo do receptor.
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Figura 17 - Cultura de células empacotadoras HEK293FT 24 horas poés transfecc¢ao
dos vetores lentivirais. Em associacdo aos vetores helpers adicionamos em A, a
transfeccdo do vetor lentiguidel (vetor contendo sequéncia guia 1); em B, o lentguide2
(vetor contendo sequéncia guia 2); e em C, o lentiguideV2 (vetor controle da transfecc¢ao);
em D, vetor com reporter EGFP (controle da transfeccdo). Imagens tiradas através do

microscopio de fluorescéncia Nikon ECLIPSE TS100 — Cfi60 no aumento de 10X (Plan Fluor
ELWD 40X DIC M N 1. Barra:100 puM.
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Figura 18 - Andlise do nocaute de AhR por western blotting na linhagem de melanoma
SK-Mel147. Na figura A deteccdo do receptor aril de hidrocarbonetos (tamanho predito de
105 kDa) e em B deteccdo do endogeno beta-actina (42 kDa). Temos em M, marcador de
peso molecular; em 1, Sk-Mell47 wilde type; em 2, amostra controle de melanoma
transfectadas com lentCRISPRV2 na titulacdo da particula lentiviral em 1:3; em 3, amostra
controle de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 na titulacdo da particula lentiviral
em 1:6; em 4, amostra de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a
sequéncia guia 1 na titulacdo da particula lentiviral em 1:3; em 5, amostra de melanoma
transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 1 na titulagdo da particula
lentiviral em 1:6; em 6, amostra de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a
sequéncia guia 2 na titulacdo da particula lentiviral em 1:3; e em 7, amostra de melanoma
transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 2 na titulagdo da particula
lentiviral em 1:6. Marcadores de peso molecular foram mostrados nos painéis. Acima da
imagem A, estdo os valores correspondentes a quantificacdo proteica normalizada.

A partir deste resultado, optamos por ndo fazer uma selecédo clonal desta
cultura submetida a titulacdo viral de 1:6, devido a grande diferenca de expresséo
observada entre as amostras editadas e as amostras controles, que receberam o
vetor lentiCRISPRV2 e selvagem. Entdo, a etapa seguinte foi a expansédo das
culturas que receberam os guides 1 e 2 na titulacdo (1:6). Durante a manutencao da
cultura, observamos células de melanoma gigantes em relacdo a morfologia padrao,

como pode ser observado na figura 19.
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Figura 19 - Cultura de células da linhagem SK-Mel147 apds protocolo CRISPR-Cas9.
As setas pretas apontam paras as células que apresentam variagdo morfolégica na cultura
dentre as de morfologia padrao (setas vermelhas). Foto tirada em microscopio Nikon Eclipse
NS100, com aumento 20x.

Estas células apresentavam grande citoplasma em relacéo as células vizinhas
(ver as setas direcionando as células), que exibiam o modelo morfolégico padréo da
linhagem. Também, devemos ressaltar que a cultura apresentou um menor
crescimento (obtenc&o de confluéncia celular) em relagédo a cultura selvagem de SK-
Mell47.

Observamos, que além da mudanca morfologica, apds a infeccdo a cultura
das células editadas exibiram menor proliferacdo celular. As células apresentaram
um maior intervalo de tempo para atingir uma confluéncia satisfatéria para manuseio
e expansao da cultura celular. Ap6s um intervalo de tempo superior ao padrao para
cultivo da linhagem SK-Mell47, obtivemos a cultura celular apta ao manejo e
seguimos para a etapa de verificacdo da manutencdo do nocaute na cultura apos

crescimento populacional desejado.

Durante 0 manejo das culturas, varios ensaios de western blotting foram

realizados na tentativa de confirmar o nocaute de AhR. Apesar disso, nao
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conseguimos provar a manutencdo do nocaute de AhR na linhagem SK-Mell147

(figura 20). Para obter estes resultados, testamos varias estratégias, como troca do

protocolo de extracdo proteica, curva de volume de RIPA, variacdo no gel e/ou

tempo de bloqueio por exemplo (tabela 7).

Tabela 7 — VariagOes no protocolo de Western blotting para atingir a

visualizagcdo da proteina (AhR) de linhagens celulares.

Material

Células

Concentracgéo de
proteina total

Solucao de bloqueio
(preparadas em
TBS-T)

Diluicdo anti-AHR
(anticorpo primario)

Lote do anticorpo
primario anti-AHR

Diluicdo anti-AHR

(anticorpo
secundario)

Tampao de
transferéncia

Membrana

Linhagens apresentadas na tabela (exceto 257 e 793) e linhagens
de HelLa (controle endégeno — beta-actina) e SiHa (controle
externo para AHR) como controles positivos para proteinas

40 ug

5% leite em po
desnatado

5% leite em pé
desnatado

5% de albumina

TBS-T 0,125% de

1:500/1:1.000/1:3.000

100 pg

5% - ECL Advanced
TM blocking agent,

CPK1075 GE
Healthcare UK
limited.

TBS-T

Lotes usados: GR237472-3/ GR3174031-1/GR237472-13

1:10.000 e 1:5000 em TBS-T

Adicdo de SDS 0.1 %

Membranas de nitrocelulose e de PVDF
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Figura 20 - Variagdo da expresséo de AhR na linhagem de melanoma Sk-Mel147 apo6s
protocolo CRISPR-Cas9. Em A, a detecgdo do receptor aril de hidrocarbonetos (tamanho
predito de 105 kDa) e em B deteccdo de beta-actina (42 kDa). Sendo que em M, marcador
de peso molecular; em 1 a 3, controle de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 na
titulagdo da particula lentiviral em 1:6; 4 a 6, amostras de melanoma transfectadas com
lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 2 na titulacdo da particula lentiviral em 1:6; 7 a 9,
amostras de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 1 na
titulagdo da particula lentiviral em 1:6; 10 a 12, amostras de Sk-Mell47 wilde type
(selvagens). Marcadores de peso molecular foram mostrados nos painéis.

A figura 20 mostra uma incongruéncia entre as triplicatas bioldgicas
selvagem, e as que receberam as particulas lentivirais controle ou contendo as
sequéncias guias 1 e 2. Também durante estes testes, foi possivel observar uma
grande variagcdo da expressdo do receptor nos ensaios realizados (dados néo
mostrados aqui). Ainda, ao longo do aumento das passagens celulares submetidas
ao protocolo CRISPR-Cas9, continuamos a ndo observar uma equivaléncia da
marcacao proteica de AhR, bem como observamos uma pequena recuperacdo na
expressdo do receptor nas amostras de linhagens anteriormente afirmadas como

nocaute (figura 21).
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Figura 21 - Andlise da recuperacdo do nocaute de AhR por estern blotting na linhagem
de melanoma Sk-Mel147. Em A, a deteccdo do receptor aril de hidrocarbonetos (tamanho
predito de 105kDa) e em B deteccdo de beta-actina (42kDa). Sendo que em M, marcador de
peso molecular; em 1le 2, amostras de Sk-Mel 147 wilde type; 3 e 4, controle de melanoma
transfectadas com lentCRISPRV2 na titulacdo da particula lentiviral em 1:6; 5 e 6, amostras
de melanoma transfectadas com lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 1 na titulacdo
da particula lentiviral em 1:6; 7 e 8, amostras de melanoma transfectadas com
lentCRISPRV2 contendo a sequéncia guia 2 na titulacdo da particula lentiviral em 1:6.
Marcadores de peso molecular foram mostrados nos painéis.

54 Discussao

Analisando os resultados deste capitulo e o objetivo do projeto, realizamos a
padronizacdo dos protocolos que compdem a ferramenta CRISPR-Cas9, sendo
estes de transfeccdo das células empacotadoras e infeccdo das células alvo. As
figuras 17 e 18 confirmam a eficiéncia da ferramenta CRISPR-Cas9 na edicdo
génica de AhR na linhagem de melanoma Sk-Mel147.

A ferramenta CRISPR-Cas9 é bastante eficiente na edicdo de genomas. A
estratégia de aplicar como ferramenta de biologia molecular um sistema de corte e
integracdo de pedacos de material genético encontrado em bactérias foi de
relevancia pro cenario cientifico 2. Nos anos 90, foi descoberto que uma quebra
na dupla fita de DNA no local desejado era prevista para uma edigcdo genémica de
sucesso 12, Desta forma, a primeira estratégia foi o uso de nucleases “zinc-finger”
(ZFNs). ZNFs sao proteinas com dominios para ligagdo ao DNA pelos “dedos de
zinco” e com um dominio de clivagem, retirados de uma enzima de restricdo, que se
liga e corta o DNA em determinada regido. Entretanto, o desenvolvimento de

proteinas ZNFs de alta especificidade no local do corte do genoma foi bastante
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demorado. Em 2009, foram incorporadas ao contexto de edicdo gendémica, proteinas
ativadoras de transcricdo, as TALEs, que usam um coédigo de dominios precisos
para especificos alvos de DNA. Contudo, mesmo com este aprimoramento, era
necessaria uma proteina para cada alvo 112,

Estas duas estratégias iniciais estdo fortemente associadas a efeitos off-
target, levando a possivel rearranjo do genoma, o que limita a utilidade e a
seguranca destas enzimas nos genes ou mesmo quando empregadas na terapia
celular. Uma vez que ocorra a formacdo do complexo da fita de RNA com a Cas9,
tem-se a construcdo de uma endonuclease que cliva sequéncias especificas,
produzindo extremidades “cegas” (blunt), induzindo modificacdo genética na célula.
Este perfil é o encontrado na ferramenta CRISPR-Cas9, o que possibilita total edicdo
do genoma, com apenas a troca da sequéncia guia 113,

As quebras de duplas fitas em extremidades “blunt” podem ser facilmente
corrigidas, por processos de reparo endégeno, em células mamarias 13, Apds
guebra do DNA pela Cas9 no locus génico, ambas as vias podem alcancar o reparo
de edicdo: a NHEJ (via ndo homdloga de unido final) e HDR (reparo dirigido a
homologia), que difere basicamente a primeira por ocorrer na presenca de uma
sequéncia molde 114,

Durante a quebra da dupla fita pela Cas9, e na inexisténcia de uma sequéncia
molde para o reparo, a via de reparo NHEJ é acionada. Desta forma, esta via de
reparo permite o surgimento de mutacfes, delecbes e insercdes. Assim, estas
modificacdes sdo aproveitadas para gerar nocautes, jA que as alteracdes que
ocorrem dentro de um éxon podem levar a mudanca de cddon, mediar delecdes
maiores no genoma e ainda a criagdo de “stop cddons” (cédons de parada)
prematuros 14,

Uma vez que nao realizamos ensaios que especificasse a modificacao
realizada pela nuclease no locus génico do alvo, ndo podemos afirmar a assinatura
genética da cultura celular. Assim, nossa cultura de células pode ser uma populagcéo
mista em relacdo ao perfil genotipico de AhR, que sofreu reparo por ambas as vias
classicas citadas anteriormente. Desta forma, as multiplas configuracdes podem ter
conduzido a subpopulacdes genéticas distintas para AhR na mesma cultura,
resultando inicialmente na apresentacdo negativa do receptor nos ensaios de
expressao proteica (figura 18).

Sob esta Otica de andlise do resultado apresentado na figura 18,

hipotetizamos que apds a infeccao lentiviral a via de reparo NHEJ pode ter sido
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ativada na maioria das células da cultura, conduzindo para uma menor expressao de
AhR quando comparadas com o controle selvagem e com o controle da infeccéo.
Em outras palavras, as amostras que receberam a particula com a sequéncia guia 1
e 2 apresentaram reduzida expressao proteica do receptor nos ensaios de western
blotting, nos levando a acreditar na obten¢&o do nocaute.

Como podemos observar na figura 19, esta modificacdo genotipica levou a
uma mudanca fenotipica na proliferacdo destas células. Esta alteracdo pode ser
observada tanto pela alteracdo da morfologia celular, bem como pela alteracéo da
confluéncia da cultura, mostrando uma mudanca no padrdo de crescimento da
linhagem (dados ndo exibidos). Apesar de nossas especula¢ges, deveriamos ter
feito ensaios para discriminar a mudanca morfolégica observada na cultura, como
por exemplo o0 ensaio de beta-galactosidase, avaliando a possibilidade de
senescéncia celular. E que deveriamos ter analisado a assinatura genética da
cultura. Contudo, € sabido da importancia da participacao do receptor na regulacdo
da sinalizacdo de fatores de crescimento que participam do processo de
proliferacéo, pela regulagdo do ciclo celular, e também na sobrevivéncia (119, Desta
forma, a diminuicdo da expressao do receptor afetou o crescimento da linhagem SK-
Mell47.

Retomando a proposta de uma cultura celular mista geneticamente,
acreditamos que uma pequena por¢ao de células sofreu reparo da quebra de DNA
pela via DHR. Desta forma, esta porcdo celular pode recompor a fita mediante
sequéncia molde e, como consequéncia, manter a concentracédo proteica de AhR.
Assim, estas células podem ter contribuido para a retomada do crescimento da
cultura em detrimento da diminuicdo da subpopulacédo reparada pela via NHEJ. A
subpopulacdo DHR pode ter proporcionado, mediante este comportamento
proliferativo padréo, a confluéncia necessaria para a realizagdo dos testes
mostrados na tabela 7 e resultado representado pela figura 20. Além disso,
postulamos que a subpopulacdo reparada pela via DHR sustenta a retomada da
expressao génica observada na figura 21.

Nossos esforgcos em reproduzir e comprovar a obtencdo do nocaute do
receptor falharam, como pode ser observado pelos testes realizados na tabela 7.
Diante disso, postulamos que associado a possibilidade de reparo da sequéncia pela
via NHEJ e DHR mutuamente na cultura, conforme discutido acima, nossa
incongruéncia na afirmagédo do nocaute pode estar associada a uma questao

técnica. Muito embora o resultado pareca satisfatorio inicialmente como visto na
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figura 18, devido a dificuldade de uniformizacdo das bandas referentes a expresséo
de AhR no ensaio de western blotting, ndo conseguimos validar a producédo de
linhagens editadas para o receptor. Assim, diante destes resultados, seria mais
assertivo a analise da assinatura genética das culturas que receberam os diferentes
guides, na tentativa de compreender melhor a causa das divergéncias dos ensaios
de expressao proteica. Na auséncia destes ensaios genéticos ndo podemos afirmar
certamente se houve uma falha técnica como a perda de especificidade do anticorpo
usado. J& que seguimos as etapas subsequentes a infeccdo lentiviral com uma
populacao celular heterogénea.

Diante dos dados incongruentes de expressao de AhR durante os ensaios de
western blotting, ndo afirmamos o sucesso na obtencdo da edicdo génica de AhR e
apesar de nossas especulacbes mais ensaios devem ser feitos para comprovar
nossas hipoteses.

Muito embora tenhamos obtido estes resultados negativos, a habilidade de
induzir modificacbes em genomas e a criar organismos modelo através da CRISPR-
Cas9 é promissora em estudos bioguimicos e aplicagdes biotecnoldgicas (116),
Apesar de afirmarmos negativamente para o nocaute, o desenvolvimento do nocaute
do receptor em outra linhagem através da metodologia de CRISP-Cas9 pode ser
satisfatorio. De forma que este resultado pode ser inerente a linhagem SK-Mell147
escolhida como base de trabalho. AhR ¢é possivel de ser nocauteado em
camundongos e modelo tumoral, como as células tumorais mamarias humanas
MDA-MB-468. Estudos realizados mostraram que a perda do receptor esta
associada a uma diminuicdo da taxa de proliferagdo. Esta diminuicdo na
proliferacdo, pode ser devido a formacdo de um complexo entre o receptor com a
proteina pRb, resultando na modulagédo de efeitos relacionados ao ciclo celular de
linhagens tumorais 7). Apesar dos resultados mostrados aqui, acreditamos que
silenciar AhR em outra linhagem pode apresentar resultado esperado.

O emprego da ferramenta CRISPR-Cas9 para obtencdo de mutantes e
nocautes de AhR em organismos considerados ndo modelo 7 além de C.
elegans, “zebrafish”, leveduras e células de mamiferos 18, é empregada para

obtencao de informacdes acerca das areas da ecologia e bioquimica e fisiologia.
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Capitulo Il

O receptor aril de hidrocarbonetos e a identificacéo do ligante
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O objetivo deste capitulo é avaliar a dimetiltriptamina como ligante de AhR em
linhagens de melanoma mutadas para NRAS, realizando uma intersecdo entre os
trés pilares da tese: AhR e a identificacdo de seus ligantes associada a muta¢des no
melanoma. E assim, inter-relacionar os capitulos Il e Ill. Esta hipétese foi elaborada
com base nos resultados anteriores do grupo que mostraram a possibilidade dos
metabolitos do triptofano, da via das aminas-tragco DMT e triptamina,
desencadearem respostas anti e pro-tumorais em linhagens de melanoma SK-Mel19
e SK-Mel147 8, Além disso, o DMT néo é explorado no contexto tumoral, sendo
base de estudos relacionados a areas da psiquiatria e comportamentais.

Diante disso, a obtencdo da linhagem mutada para NRAS nocauteada para
AhR, através da metodologia de CRISPR-Cas9, seria bastante interessante para
agregar valor aos ensaios biologicos propostos de proliferacdo, invasao e migracao,
por exemplo. Assim, o capitulo Il se conecta ao capitulo Ill, com a constru¢do e uso
da linhagem SK-Mel147 (mutada para NRAS - AhR”) compondo as andlises de
bioinformética e ensaios bioldgicos.

Desta forma, realizamos inicialmente a analise do interactoma entre DMT e
AhR. De acordo com os resultados obtidos, a préxima etapa consiste na andlise de
docking entre DMT e o receptor, e subsequentes ensaios bioldgicos com a linhagem
nocaute do receptor. Apesar de ndo alcancarmos clareza e sucesso na confirmacao
do nocaute, como exposto no capitulo anterior, os resultados de interactoma
mostrado a seguir sdo de extrema relevancia para desencadear novas hipéteses e

estratégias experimentais.
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5.5 AhR e identificagdo de ligante

Inicialmente, realizamos o protocolo de sintese, estabelecido por Cameron
(2018), que tem como produto o DMT em forma de sal (DMT-&acido fumarico (2:1))
conforme descrito em material e métodos. A escolha deste protocolo foi devido ao
resultado final de sintese ser o DMT como um sal, 0 que garante precisdo da
determinacao da concentracdo do material e por sua diluicdo em solugéao salina nos
ensaios bioldgicos futuros, ao invés do uso de DMSO (dimetilsulféxido). Problemas
esses que foram destacados anteriormente em trabalhos realizados pelo nosso
grupo de pesquisa.

O precipitado branco produzido (fluxograma; G), de aparéncia estrelada
(detalhes ndo mostrados), foi encaminhado para analise de espectrometria de
massas e ressonancia magnética. O material sintetizado foi utlizado para
identificagdo em GC/MS. Esta etapa foi realizada conforme descrito em material e
métodos. O resultado do cromatograma mostrou um pico Unico (figura 22),
mostrando que a pureza do sal produzido. No relatério de analise quantitativa, foi
observado um pequeno pico no espectro contagem vs.massas-carga em 188.1m/z
(de baixa resolucéo) e 189.0m/z (massa de alta resolucéo), evidenciando que com
massa de 189g, provavelmente o produto tenha protonado (dados ndo mostrados).

Figura 22 - Analise do DMT sintetizado. Cromatograma mostrando o pico Unico
correspondente ao DMT produzido.

Os resultados da andlise por RMN mostram que o produto sintetizado
apresenta duas moléculas de DMT para uma de acido fumarico, como podde ser

observado na figura 24 e 25. Diante da contagem dos picos, em ambas as analises
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de H! e C'3, temos a comprovacédo da estrutura correspondente aos atomos que
compdem a estrutura quimica do DMT (figura 23), conforme obtido de acordo com o
protocolo de sintese seguido.

N
H

Figura 23 — Estrutura quimica da dimetiltriptamina. Tem como férmula molecular
Ci12H16N2 e peso molecular de 188,279.

O DMT sintetizado foi analisado por RMN em relacédo ao nicleo de H* (figura
24) e C13 (figura 25). Os resultados foram relatados em partes por milhdo (ppm) e
foram medidos em relagcdo aos sinais para TMS (0,00 ppm). Dados séo reportados
como se segue: deslocamento quimico (6), multiplicidade, constante de acoplamento
(J) em Hertz e intensidade integrada. As abreviacdes para denotar a multiplicidade
de um sinal especifico sdo: s (singleto), d (dupleto), t (trigémeo), g (quarteto) e, m
(multipleto). Os resultados séo reportados da seguinte maneira: 1H NMR (300 MHz,
Methanol-d4) & 7.63 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.40 (d, J =8.0 Hz, 1H), 7.22 (s, 1H), 7.18 —
7.06 (m, 2H), 6.74 (s, 1H), 3.47 — 3.39 (m, 2H), 3.35 (s, 1H), 3.28 — 3.20 (m, 2H),
2.92 (s, 6H).

Para a analise de RMN da figura 24, € importante saber que cada numero de
sinais mostra quantos tipos diferentes de hidrogénio estdo presentes na amostra. A
localizacdo dos sinais mostra como o nucleo de hidrogénio € ou ndo protegido. A
intensidade do sinal mostra o numero de hidrogénios do mesmo tipo e o
desdobramento do sinal mostra o numero de hidrogénios dos atomos adjacentes.
Desta forma, seguindo a faixa de ppm de 0 a 9, observamos o pico que representa
os hidrogénios da acetona contida na solucdo antes do resfriamento e formacéo do
sélido branco. O proximo pico 2.92 (s, 6H) representa os dois grupos metil do DMT,
fruto da dimetilacdo. Os picos 3.47 — 3.39 (m, 2H), 3.28 — 3.20 (m, 2H) representam
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os hidrogénios anteriores ao radical metil, sendo que o pico 3.35 (s, 1H) retrata a
protonacdo do produto de sintese. O pico préximo a 5ppm corresponde aos atomos
de hidrogénio do &cido fumarico. O pico em 6.74 (s, 1H) refere-se ao hidrogénio
ligado ao nitrogénio. E os demais picos, 7.63 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.40 (d, J =8.0 Hz,
1H), 7.22 (s, 1H), 7.18 — 7.06 (m, 2H), estdo relacionados aos hidrogénios do anel

aromatico.
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Figura 24 - Resultado da espectrometria de RMN do produto de sintese em relacdo ao
nlcleo H. A cada pico corresponde ao atomo que compdem a estrutura do DMT.

A faixa de deslocamento de deslocamento do carbono 13 é mais fraco que os

do hidrogénio, variando de 0 a 220 ppm. Os picos proximos a 120 ppm referrem-se
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ao anel aromatico e os picos proximos 50 ppm estédo relacionados aos carbonos

saturados, como o grupo metil.
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Figura 25 - Resultado da espectrometria de RMN do produto de sintese em relagdo ao
nlcleo C®. A cada pico corresponde ao &tomo que compdem a estrutura do DMT.

O DMT sintetizado foi quantificado com base em uma curva de concentracao
de DMT puro. Para isso, foi realizada uma curva de calibragéo de 1.5 a 400 ng/mL e
os controles de qualidade a 160 ng/mL e 320 ng/mL (variacdo aceitavel de +- 15%).

Em seguida, foi preparada uma solucédo do DMT sintetizado a 1 mg/mL (solugéo A)
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e essa solucdo passou por uma diluicdo seriada em quatro etapas para que
chegasse a 250 ng/mL (teoricamente). Os valores de amostra foi de 117,4 ng/mL. Ao
quantificar a solugdo A, apés corrigir pelo fator de diluicdo, a concentracao
encontrada foi 0,47 mg/mL, com exatidao de 47%.

O interactoma foi realizado em colaboracdo conforme mencionado em
material e métodos, e preliminarmente utilizamos a ferramenta STRING 119 e em
seguida a STITCH @29, Inicialmente, nossa estratégia era avaliar a possibilidade de
interacdo entre DMT e AhR e posteriormente realizar a analise de docking, caso esta
interacao fosse possivel. O interactoma indicou que o receptor aril ndo interage com
a dimetiltriptamina, diretamente, nas linhagens mutadas para NRAS. Como podemos
ver, na figura 26, o DMT (“psichogenic”) nao interage com as proteinas testadas (o
gue é visto pela auséncia de tracos unindo a proteina ao alvo).

Além disso, estes ensaios mostram que o AhR pode ter relacdo com as
demais proteinas de destaque no contexto tumoral, participante de processos
tumorigénicos, como BRAF.

A andlise derivada do interactoma possibilitaram visualizar as interacdes
preditas para o DMT (figura 27). A figura 27 retrata as possiveis interacdes do DMT.
Destaco a interagdo direta com o receptor intracelular sigma ndo haploide 1
(SIGMAR1) dentre os AYP (vasopressina arginina), HTR2B (5-hidroxitriptamina
receptor 2B acoplado a proteina G), HTR6 (5-hidroxitriptamina receptor 6 acoplado a
proteina G), HTR2A (5-hidroxitriptamina receptor 2A acoplado a proteina G), HTR1A
(5-hidroxitriptamina receptor 1A acoplado a proteina G), HTR1D (5-hidroxitriptamina
receptor 2A acoplado a proteina G), HTR2C (5-hidroxitriptamina receptor 2C
acoplado a proteina G), PNKD (disquinésia ndo quinesigénico paroxismal), THAP1

(proteina 1 associado a apoptose contendo dominio THAP).
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ERBB2

PIK3CA

Figura 26 - Analise de bioinformatica (interactoma) de AhR e DMT. A imagem mostra
que DMT (“psychogenic”) nado interage com o receptor aril de hidrocarbonetos, e seu
translocador e as demais proteinas AlIP, HSP90AAL (proteina de choque térmico HSP 90-
alpha), BRAF, RAF1 (RAF proto-oncogene serina/treonina-proteina quinase), NRAS, EGFR
(receptor do fator de crescimento epidérmico), ERBB2 (receptor tirosina-proteina quinase
erbB-2), PI3BKCA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase subunidade catalitica alfa - p110a),
PIBKCG (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3 quinase subunidade catalitica gama). Entretanto, o
receptor aril interage com 2,3,7-8 tetraclorodibenzeno, um agonista classico. As interagfes

podem ser visualizadas pelas conexdes em barras.
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Figura 27 - InteracOes preditas de DMT. A imagem mostra que DMT (psychogenic) interage
com as proteinas AYP (vasopressina arginina), HTR2B (5-hidroxitriptamina receptor 2B
acoplado a proteina G), HTR6 (5-hidroxitriptamina receptor 6 acoplado a proteina G), HTR2A
(5-hidroxitriptamina receptor 2A acoplado a proteina G), HTR1A (5-hidroxitriptamina receptor
1A acoplado a proteina G), HTR1D (5-hidroxitriptamina receptor 2A acoplado a proteina G),
HTR2C (5-hidroxitriptamina receptor 2C acoplado a proteina G), SIGMAR1 (receptor
intracelular sigma nao haploide 1), PNKD (disquinésia ndo quinesigénico paroxismal), THAP1
(proteina 1 associada a apoptose contendo dominio THAP). As interacdes podem ser
visualizadas pelas conexdes das barras.

5.6 Discussao

O protocolo de sintese testado é de facil execucdo e apresentou resultados
muito satisfatorios quanto a producdo do DMT: &cido fumarico em forma de sal. As
analises de RMN e em espectrometria de massas nos certificaram o produto de

sintese, quanto a pureza e estrutura do DMT.

Conforme descrito nos resultados acima, a quantificagdo da solucdo A, apos
corrigir pelo fator de diluicéo, teve concentracao de 0,47 mg/mL quando o esperado

era um valor proximo a 1,0 mg/mL. Acreditamos que esta diferenca pode ser devido
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ao DMT estar associado ao acido fumarico, conforme o produto de sintese descrito
no protocolo de Cameron e colaboradores (2018). O fato do produto de sintese ter a
presenca do acido fumarico, pode ter interferido na quantificagdo mais refinada do
produto. E que diante da estrutura do sal ser composta por duas moléculas de DMT
para uma de acido fumarico, pode ser necessario a adicdo de algum fator de
corregao para a quantificagdo correta do DMT, e seu uso futuro em ensaios
biologicos. Devido a auséncia de confirmagdo sobre a producdo de linhagens
nocaute para o receptor ndo utilizamos o produto de sintese em ensaios biologicos,
que tinham por objetivo completar as andlises in silico da possivel mediacdo de
efeitos anti ou pré-tumorais derivados da associacdo DMT-AhR nas linhagens de
melanoma.

O interactoma foi realizado em colaboracdo conforme mencionado em
material e métodos com o objetivo de elucidar in silico se o AhR interagia
diretamente com DMT nas linhagens mutadas para NRAS. A analise de
bioinforméatica mostrou que o receptor aril ndo interage com a dimetiltriptamina
(“psichogenic”) diretamente, nas linhagens mutadas para NRAS (figura 26), o que é
visto pela auséncia de tracos unindo a proteina a este. Na literatura ndo foi
encontrado nenhum resultado de busca que informe a interagdo direta de AhR com
DMT em linhagem de melanoma, tornando este resultado inédito.

Ainda, podemos observar que o AhR interage com as proteinas AlP, HSP90.
Estas proteinas compdem o complexo proteico ao qual o receptor encontra-se em
sua forma inativa no citoplasma “143), Além disso, a andlise reforca a interacdo de
TCDD como ligante direto do receptor “4).

O AhR pode ter interacdo com as demais proteinas de destaque no contexto
tumoral, participante de processos tumorigénicos, como BRAF, RAF1 (RAF proto-
oncogene serinal/treonina-proteina quinase, também conhecida como proto-
oncogene c-RAF ou c-Raf ou ainda Raf-1), ERBB2 (receptor tirosina-proteina
quinase erbB-2, também conhecida como CD340 (conjunto de diferenciagcdo 340),
ou proto-oncogene Neu), EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico),
NRAS, PISKCA (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-quinase subunidade catalitica alfa -
p110a), PIK3CG (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3 quinase subunidade catalitica
gama). Este resultado agrega a discusséo apresentada anteriormente no capitulo 1.

O interactoma também possibilitou visualizar as interacdes preditas para DMT
(figura 27). Dentre as possiveis interacdes do DMT, tém-se destaque a interacéo
direta com o receptor intracelular sigma néo hapldide 1 (SIGMAR1) e os subtipos
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dos receptores de serotonina (HTR2B, 5-hidroxitriptamina receptor 2B acoplado a
proteina G; HTR6, 5-hidroxitriptamina receptor 6 acoplado a proteina G; HTR2A, 5-
hidroxitriptamina receptor 2A acoplado a proteina G; HTR1A, 5-hidroxitriptamina
receptor 1A acoplado a proteina G; HTR1D, 5-hidroxitriptamina receptor 2A
acoplado a proteina G; HTR2C, 5-hidroxitriptamina receptor 2C acoplado a proteina
G), dentre os demais AVP (vasopressina arginina), PNKD (discinésia néo
cinesiogénica paroxismal) e THAP1 (proteina 1 associado a apoptose contendo
dominio THAP).

Os receptores sigma, descobertos em 1976, caracterizados inicialmente como
receptores opibdides, podem modular fendmenos de sobrevivéncia celular,
excitabilidade e diversas outras funcdes no corpo humano 21, Os dois subtipos
deste receptor sdo distribuidos em diferentes tecidos e apresentam distintos papéis
na fisiologia e farmacologia, como a regulacdo da proliferacdo celular e
sobrevivéncia (inibicdo da apoptose) além de exercer papel crucial na progressao e
no desenvolvimento tumoral. (22)

O subtipo 1 (01 - sigma 1) é ubiquitinamente expresso e apresenta 3
dominios hidrofébicos, sendo dois destes hélices transmembrana com um loop
extracelular proximo a regido C-terminal. Localiza-se na interface do reticulo
endoplasmatico com a mitocéndria regulando a sinalizacdo entre estas duas
organelas e o croostalk entre o nucleo e o reticulo endoplasmatico. Ja o subtipo 2 (o
2 - sigma 2) tem sua localizacdo restrita a mitocéndria, reticulo endoplasmatico e
membrana plasmatica. Ambos subtipos sdo amplamente distribuidos no sistema
nervoso central, mas também em 6érgado periféricos, como figado, coracédo, ovario e
rim por exemplo (122,

Tradicionalmente estudado em questdes relacionadas ao comportamento,
estresse e doengas psiquicas, recentes estudos vém relacionando o receptor a
biologia tumoral e ao desenvolvimento de novas drogas contra o cancer 22,

Os receptores sigma tem expressao significativa em melanomas malignos e
demais tipos de tumores, como de mama, pulméo, cérebro entre outros, e devido a
isto tem crescido o numero de estudos acerca de seus agonistas e antagonistas
visando aspectos terapéuticos *23). Embora tenha artigos mostrando a semelhanca
das respostas dos receptores sigma dependente do ligante, ha estudos mostrando
gue os receptores sigma produzem, dependente do ligante, efeitos farmacoldgicos
contrarios a apoptose e autofagia de melanoma uveal. De acordo com os resultados

de Longhitano e seus colaboradores (2017), o receptor sigma 2 € relacionado com a
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inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas enquanto o receptor sigma 1,
ativado pelo ligante, aumenta a proliferacéo celular 124,

E sabido que o receptor sigma 1 tem como ligantes compostos endégenos
gue apresentem estrutura alquilamina, como o DMT (25126)  Entretanto ndo se sabe
ao certo como essa associacao ocorre, ja que a constante de dissociacdo (Kd) do
DMT encontrada in vivo € muito maior que a necessaria para ativacdo do receptor
(125) Ainda ha autores que divergem desta afirmacdo apontando para a capacidade
do DMT ser acumulado em vesiculas e desta forma atingir altas concentragdes 27,

O DMT também é ligante enddgeno do receptor de serotonina, sendo
agonista do subtipo 5-HT2A 28), O DMT regula processos imunes e a proliferacéo
tumoral, ja que os receptores de serotonina também se encontram presentes em
muitas células imunes, juntamente com o0s receptores sigma. Agonistas destes
receptores sigma sao capazes de desencadear sinalizagcdo que culminam na
reducdo de citocinas pro-inflamatérias e aumento de citocinas anti-inflamatorias.
Desta forma, o DMT pode ter influéncia no sistema imune através dos efeitos
mediados por 5-HT2a. Estudos mostraram que o DMT, administrado através da
ingestdo da ayahuasca, foi capaz de aumentar o nimero de células natural killer
(NK) circulante na corrente sanguinea. Em analises in vitro, o DMT promoveu 0
aumento do nivel de interferon-gama e interferon-beta secretado em culturas de
células NK e células dendriticas. Sabendo que o interferon pode atuar como fatores
antitumorais, pode-se inferir gue o DMT pode modular o sistema imune contribuindo
para a eliminacdo de células malignas. O desenvolvimento de terapias
farmacoldgicas tendo como base o interferon sdo estudas e somado a isto, 0 DMT
pode ser algo promissor a ser futuramente estudado (129,

Somado a esta discusséo, nosso resultado sugere a interagdo de DMT ao
receptor sigma 1, e ndo ao receptor aril de hidrocarbonetos. Para certificar este
resultado analises de docking associados a ensaios bioldgicos, avaliando o papel do
receptor, devem ser realizados para averiguar a afinidade e seletividade de DMT

como ligante do receptor na linhagem de melanoma.
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As demais possiveis interacdes de DMT, PNKD e THAPL, estédo relacionadas
a distarbios neuroldgicos de movimento. Apesar de menor possibilidade de interacédo
(retas mais finas apresentadas na figura 27) a PNKD (discinesia nao cinesiogénica
paroxismal) é um tipo de discinesia que se caracteriza por desordem do movimento,
gue acomete principalmente na infancia. A doenca pode estar relacionada a desvios
metabolicos ou a falha da supresséao da inibicdo dos interneurdnios gabaérgicos (139,
Acreditamos que PNKD interage com THAP1 devido a correlagdo com as distonias
heterogeneamente hereditarias (39,

A seguinte possivel interacdo do DMT é com a proteina THAP1, que também
tem relevancia em casos de disturbios de movimentos, como as distonias. Dentre as
causas genéticas pode-se destacar as mutacdes no gene que codifica THAPL. Esta
proteina tem 3 dominios, o localizado na regido N-terminal, que atua como uma “zinc
finger” conferindo ligagcdo ao DNA, um dominio central que é rico em prolina e um C-
terminal que conterh um sinal de localizag&o nuclear, podendo assim atuar como um
fator de transcricéo (132,

A fisiopatologia deste disturbio pode estar relacionada a acdo de THAP1
como fator de transcricdo, regulando a expressdo de proteinas que participam do
processamento dos subtipos de receptores dopaminérgicos. Estes receptores sao
transportados até a membrana celular através das vesiculas produzidas pelo
complexo de Golgi e assim interagem com proteinas G levando ao aumento ou
diminuicdlo do mensageiro AMPc (3°5 -adenosina-monofosfato-ciclico) (132,
Associado a isto, sabe-se que sigma 1 pode atuar como chaperona, localizada no
reticulo endoplasmatico, regulando varios processos dependendo do tipo do ligante.
E que sigma 1 é um regulador da neurotransmissdo de dopamina (133),

Na tentativa de fazer um exercicio de correlacdo, nés hipotetizamos que o
DMT, agonista de sigma 1, ativa este receptor. Em consequéncia, sigma 1 atua
como chaperona no reticulo endoplasmatico de células neuronais, regulando os

subtipos dos receptores de dopamina na membrana celular.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados apontam para um aumento de expressao de AhR e sua
importancia nas fases de desenvolvimento do melanoma. A maior expressao de AhR
encontrada entre as linhagens de melanoma quando comparadas ao melanécito
demonstra a participacédo do receptor nos processos iniciais de formacgao tumoral. O
up regulation de AhR, observado na andlise da plataforma ChioCancer Center
Genomics Portal, corrobora com a importancia do papel de AhR no processo
tumorigénico.

O aumento da expressdo de AhR também foi visto entre linhagens derivadas
da fase de desenvolvimento primario e metastatica, além do aumento de AhR em
amostra de pacientes derivadas de melanoma de crescimento vertical. Estes dados
remetem para a relagdo do receptor em processos de migracao, invasao celular e
metastase.

Além disso, o AhR pode ser marcador de resisténcia tumoral em linhagens de
melanoma mutadas para BRAFV6E uma vez que observamos os maiores valores
de mRNA de AhR em linhagens resistentes quando comparada as parentais.

Nossos resultados do interactoma suportam a hipétese que DMT ndo é um
ligante de AhR. Nossas analises, associadas aos dados anteriores do grupo (dados
ndo mostrados) apontam para outro receptor como mediador dos efeitos biologicos,

em destaque para o receptor sigma 1.
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Anexo 3 — Comisséo Interna de Biosseguranca (CIBio)

UNVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comisséo Interna de Biosseguranca

Of CIBio/0342017 /FCF

Sao Paulo, 10 de novembro de 2017

Senhora Professora,

Conforme parecer favoravel do relator, informe a Vossa Senhoria que
em reunido da Comissdo Interna de Biosseguranca da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas realizada no dia 08 de novembro pp., o Projeto O receptor
aril de hidrocarbonetos (AHR) em melanomas: associagdo com mutagdes
BRAF, com a progressdo da doenga e identificagdo de ljgantes fol aprovado.

Atenciosamente,

Prof. Dr. OéRL /t /‘(‘

ONTEIRO D CARVALHO
Presidente da ClBio

lima. Sra.

Profa. Dra. SILMIA STUCCHI MARIA ENGLER

Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas da FCF-USP
NESTA

Av. Prof. Lineu Prestes, n® 580, Bloco 13 A - Cidade Universitiria - CEP 05508-900 - 550 Paulo - 5P
Fone/fax: (011) 3091-3042 - e-mall: atadfcf.usp.be
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8.4 Mapas dos vetores usados no projeto
8.4.1 Vetor plentCRISPRv2 (Addgene)

Vetor de expressado lentiviral para Cas9 de Streptococcus pyogenes e RNA
guia no sistema lentCRISPRv2. As partes de destaque sao: sinal de empacotamento
psi (psi +), elemento de resposta rev (RRE), trato polipurino central (cPPT), promotor
curto do fator de alongamento-1a (EFS), tag de octapeptideo FLAG (FLAG),
peptideo de auto-clivagem 2A (P2A), marcador de selecdo de puromicina (puro),
elemento regulador poés-transcricional (WPRE), marcador de selecdo de blasticidina

(blast) e promotor do fator de alongamento-1a (EF1a) (134,

Ampl prometer

BSamil  ans2)

IentiICRISPR v2
14,872 by

103



8.4.2 Vetor helper p59

O desenho mostra apenas sitios de reconhecimento das enzimas de digestéo.

O RSV-Rev expressa 0 cDNA rev (135),

EcoR | (230)

EcoR | (5839)

Xho! (633)
Sac ! (B36)

PRSY rev
(backbone : pUC 18)

3698 bp Ppub 1(251)

BamH | (827)

Cfr1 01 (2599)
QiBg! i (1222
Afl 1l (1251)
Sea 1(2201) 53 Mar | (1457)
Nde | (1509)

Xmnl020) 4 a4 14781

Map courtesy of Trono Lab:
http://www. tronolakb . unige . ch/index htm

104



8.4.3 Vetor helper p60

O vetor p60 expressa o envelope, codificado por VSV-G (135). HCMV
imediato do citomegalovirus humano; VSV-G, o cDNA que codifica a proteina VSV-

G; PA, sinal de poliadenilagdo do gene b-globina de coelhos; e Amr, gene de

resisténcia a ampicilina do vetor pBR322.

B-glakin
—
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8.4.4 Vetor helper p61

O vetor contém o principal sitio doador de splicing SD, a sequéncia RRE,
expressa ainda o gene gag e pol através do promotor CMV, e intervendo sequéncias
e o sitio de poliadenilagdo do gene da humano B-globina. Como os transcritos de
gag e pol contém sequéncias cis-repressivas, eles sdo expressos somente se Rev

promover sua exportacdo pela ligacdo a RRE (136).

BamH 15 CMY promotor
Moo | (21] SnaBi {517)

SA

EcoR | (1416)
Mool (1436)
Clal {1379)

Mot | (59537
Poly A

Sactt (6156} Gag
RRE
Mot (5765
EcoR | (5757
fsp TAS (4308 ) Eco R {3633)

fsp 715 (49907
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8.4.5 Vetor pPIC9K (Invitrogen)

Comentarios dos 9276 pares de bases do vetor: fragmento do promotor
5’A0X1: 1-949pb; sitio primario 5’A0X1: 855-875pb; sinal (is) de secrecgao fator a:
949-1218pb; sitio primario de fator a: 1152-1172; multiplo sitio de clonagem: 1192-
1241pb; sitio primario 3'’AOX1: 1327-1347pb; terminacdo de transcricdo (TT)
3’AOX1: 1253-1586; ORF HIS4:4514-1980pb; gene de resisténcia a canamicina:
5743-4928pb; fragmento 3’AOX1:6122-6879pb; origem pBR322: 7961-7288pb; gene

de resisténcia a ampicilina: 8966-8106pb (135,

3" AOX1 (TT)
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