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Ciéncias Biologicas e da Salde

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

O livro “O Fortalecimento Intensivo das Ciéncias Biolégicas e suas Interfaces 2” € uma
obra cujo foco principal est4 na interrelacao das diferentes areas das Ciéncias Biologicas
e em suas interfaces com outras areas na produgéo de conhecimento. O presente volume
abordara em seus vinte capitulos o conhecimento interdisciplinar que compde a grande
area de Ciéncias Biologicas através de artigos cientificos originais, pesquisas, relatos de
casos e/ou revisoes.

Cada um dos estudos selecionados foi desenvolvido em reconhecidas instituicdes
de ensino e pesquisa do pais, e aborda as diferentes areas da Biologia e areas correlatas,
que possuem interface com ela - Parasitologia, Microbiologia, Farmacologia, Zoologia,
Boténica, Medicina, Educacdo em Saude, Biologia Celular e Molecular, Genética entre
outras. E necessario destacar que mais que nunca, bidlogos tém estado presentes cada
vez mais em areas de pesquisa antes consideradas especificas de outras profissbes. Esta
interdisciplinaridade é extremamente importante, pois pesquisas com olhares de diferentes
profissionais tendem a ter mais éxito e gerar melhores frutos. Por isto, trabalhos diversos
sdo aqui discutidos com a proposta de ampliar o conhecimento cientifico e académico,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto também da comunidade em geral.

Acreditamos que esta obra sera importante para a difusdo do conhecimento e da
ciéncia e, assim como todas as demais obras da Atena Editora, esta também passara por
julgamento de um corpo editorial formado por mestres e doutores. Esperemos que que
vocé faca bom proveito!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: Tem sido amplamente discutido que
0 melanoma, um dos tipos mais letais de cancer,
pode adaptar temporariamente seu fenotipo
apods ciclos de tratamento quimioterapico ou
devido a pressdo microambiental para um
fenétipo que apresenta maior resisténcia ao
tratamento e se torna mais invasivo. Os dados
disponiveis sugerem que processos recorrentes
de reprogramacdo metabdlica estdo ativos
em células resistentes que sao dependentes
do metabolismo mitocondrial, apresentando
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alteracdes na sua morfologia e dindmica. Por
um lado, ha um fendtipo glicolitico baseado
no efeito Warburg, caracterizado por células
fermentadoras e com alta proliferagdo. Por outro
lado, existe um fenoétipo mais oxidativo, onde a
principal fonte de produgéo de ATP é a fosforilagao
oxidativa mitocondrial. Este fendtipo pode ser
representado por células com taxas de divisao
lenta (também chamadas de células slow-cycling)
e alta expresséo do fator epigenético JARID1B
(enzima histona lisina demetilase) e o regulador
mestre da diferenciacdo de melanécitos (MITF).
Aqui, revisamos aspectos da reprogramacéao
metabdlica do cancer, com foco no melanoma,
e sua relagao com a resisténcia a quimioterapia.

PALAVRAS-CHAVE: Melanoma, adaptacéo
metabolica, mitocondria, OXPHOS, quimio-
resisténcia.

METABOLIC REPROGRAMMING
IN MELANOMA CHEMOTHERAPY-
RESISTANT CELLS

ABSTRACT: It has been widely discussed that
melanoma, one of the most lethal types of cancer,
can temporarily adapt its phenotype after cycles
of chemotherapy or due to micro-environmental
pressure for a phenotype that is more resistant
to treatment and becomes more invasive. The
available data suggests that recurrent metabolic
reprogramming processes are active in resistant
cells, which are dependent on mitochondrial
metabolism, with changes in their morphology
and dynamics. On the one hand, there is a
glycolytic phenotype based on the Warburg
effect, characterized by fermenting cells with
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high proliferation. On the other hand, there is a more oxidative phenotype, where the main
source of ATP production is mitochondrial oxidative phosphorylation. This phenotype can be
represented by cells with slow division rates (also called slow-cycling cells) and high expression
of the epigenetic factor JARID1B (histone lysine demethylase) and of the master regulator of
melanocyte differentiation (MITF). Here, we review aspects of metabolic reprogramming in
cancer, with a focus on melanoma, and its relationship with resistance to chemotherapy.
KEYWORDS: Melanoma, metabolic adaptation, mitochondria, OXPHOS, chemotherapy-
resistance.

11 INTRODUGAO

O melanoma é a forma de cancer de pele mais agressiva. Originada dos
melanocitos, células responsaveis pela produgcdo de melanina e derivadas da crista
neural, que sdo encontradas principalmente na camada basal da epiderme e nos foliculos
capilares (LEONARDI et al., 2018). O risco de desenvolvimento desta neoplasia &
predominantemente ambiental, estando geralmente associado a exposi¢cdo cronica da
pele ao sol. O melanoma possui alta capacidade metastatica e aproximadamente 10% dos
pacientes sdo diagnosticados ja no estagio avancado, o que implica em baixas taxas de
sobrevida (LEONARDI et al., 2018). Por isso ha a necessidade de amplas campanhas de
conscientizacao da populagao para estimulo do autoexame de pele, conhecido como ABCD,
que busca a presenca de nevos com Assimetria, Bordas irregulares, heterogeneidade de
Cores e com crescimento Dindmico (SHAIN; BASTIAN, 2016).

Devido a eficiéncia limitada das quimioterapias convencionais, alguns
biomarcadores vém sendo utilizados para determinar a elegibilidade do paciente para
tratamentos direcionados. As principais mutacdes genéticas presentes em melanomas
estdo relacionadas aos proto-oncogenes BRAF (B-Raf), NF1 (Neurofibromina 1) e
NRAS (N-Ras), que resultam em células adictas a via de sinalizagao MAPK (RAF/MEK/
ERK) (LEONARDI et al., 2018). Em pacientes com a expressédo do oncogene BRAF, que
representa 37 a 50% dos casos, de melanoma portadores de uma mutacéo somatica (GRAY-
SCHOPFER; WELLBROCK; MARAIS, 2007). Foi demonstrado que os inibidores de BRAF,
dabrafenibe (GSK2118436) ou vemurafenibe (PLX4032), e o inibidor de MEK, trametinibe
(GSK1120212), em terapia combinada, melhoraram a sobrevida geral de pacientes de
melanoma. No entanto, a regresséo tumoral inicial & sucedida por uma recidiva rapida do
tumor causada pela sobrevivéncia (e sele¢ao) de células tumorais residuais com resisténcia
adroga (SULLIVAN; FLAHERTY, 2013). Logo, a identificacdo dos mecanismos subjacentes
de resisténcia a medicamentos tem sido foco de intensa pesquisa a nos ultimos anos.

Surpreendentemente, as adaptacdes metabdlicas nessas células cancerosas que
s@o responsaveis pela recidiva do tumor ndo segue a concepcgao classica do fenétipo
celular dependente de altas taxas glicoliticas como principal fonte de energia, também
conhecido como Efeito Warburg (CANTOR; SABATINI, 2012; VOGEL et al, 2019).
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Portanto, & amplamente aceito que as mutagcbes em BRAF levam a uma reprogramacao
do metabolismo das células de melanoma de glicoliticas (fermentadoras) para oxidativas
(dependentes da atividade da mitocéndria); e como consequéncia, os inibidores de BRAF
também alteram profundamente o metabolismo dessas células (HAQ et al., 2013; ROESCH
et al., 2013). Assim, este capitulo discutirda os processos de adaptacdo bioenergética
relacionadas a resisténcia do melanoma, a terapia alvo e sua capacidade de desafiar o
Efeito Warburg, apresentando um metabolismo oxidativo e dependente da mitocéndria.

21 METABOLISMO ENERGETICO DO MELANOMA

Ha quase um século, o bioquimico aleméo Otto Warburg propds que a dependéncia
das células neoplasicas pela glicolise para obtengdo de energia era causada por uma
suposta disfungdo mitocondrial. Estudos subsequentes mostraram que as células tumorais
podem usar a respiracdo mitocondrial, entretanto ha uma preferéncia metabdlica por
converter glicose em lactato, mesmo na presenca de oxigénio, um fenémeno cunhado como
glicdlise aerodbica ou Efeito Warburg. Embora a glicélise produza uma menor quantidade
de moles de ATP por mol de glicose, quando comparada com o processo de fosforilagcéo
oxidativa, esta via metabdlica também permite o fornecimento de biomassa (na forma de
derivados de carbono) para a biossintese de macromoléculas, fundamentais para suportar
a alta taxa de proliferacéo celular. Assim, a alta atividade da via glicolitica € responséavel
pela alta atividade mitética de células cancerosas (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Além
disso, essa rota metabdlica, juntamente com a via das pentoses fosfato (PPP), recicla
os niveis de NADPH, que é fundamental para fornecer poder redutor essencial para os
processos anabolicos necessarios para sustentar essa alta replicacao celular.

Por conseguinte, as células de melanoma com a mutagdo BRAFY®%E apresentam
niveis elevados do fator de transcricdo induzido por hipéxia 1 alfa (HIF1a), molécula
classicamente descrita por induzir a transcricdo de genes envolvidos com proliferagéo,
sobrevivéncia celular e metabolismo da glicose, principalmente pela hiperativacdo da via
MAPK (Fig. 1a) (HAQ et al., 2013; MARCHETTI et al., 2018; YEUNG; PAN; LEE, 2008). Essa
hiperativacdo ndo é exclusiva das células que contém mutacdes BRAF, visto que até 90%
dos melanomas apresentam um estado de ativacao aberrante da via MAPK (LEONARDI et
al., 2018). A enzima piruvato desidrogenase cinase (PDK), que é um dos alvos de HIF1aq,
contribui para a baixa atividade mitocondrial no melanoma. A PDK controla a utilizagdo de
carbono da glicose no ciclo do &acido tricarboxilico (TCA) via inibicdo da enzima piruvato
desidrogenase (PDH). Essa inibic&o resulta em altos niveis de lactato sérico observados em
pacientes de melanoma com mutacao para BRAF (HAQ et al., 2013; RATNIKOV, B. I. et al.,
2017). Também foi identificado no melanoma o aumento na expressao dos transportadores
de glicose, bem como de varios genes glicoliticos, resultando em fenétipo classicamente
Warburg devido a ativagéo aberrante da via MAPK (THEODOSAKIS et al., 2015).
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Esse fendmeno (hiperativacdo da via glicolitica) é tdo pronunciado que pode ser
utilizado para diagndéstico de areas tumorais em imagens obtidas por tomografia por emisséao
de positrons/tomografia computadorizada com fluoro-deoxi-glicose (FDG-PET/CT). Assim,
se identifica in vivo a enorme captagéo de glicose em diferentes tipos de céancer, quando
comparada ao tecido saudavel. Em melanoma, as imagens FDG-PET/CT de pacientes
apos o tratamento com inibidores BRAF e MEK mostram uma diminuigéo substancial na
captacéo de FDG (SCHMITT et al., 2018).

Alteragcbes metabolicas no melanoma se estendem além da glicélise aerobica;
essas células também podem se tornar dependentes da glutamina, independentemente do
histérico oncogénico (RATNIKOV et al., 2015). A oncoproteina c-Myc regula positivamente
a enzima glutaminase (GLS), que catalisa a conversdo de glutamina em glutamato néao
apenas para abastecer o ciclo do TCA, mas também para induzir a biossintese de prolina
a partir da glutamina (LIU et al., 2012). Além disso, foi demonstrado que células BRAFY6®E
apresentam ativagdo de Oct-1 (POU classe 2 homeobox 1) para promover a regulagao
positiva das enzimas mitocondriais cetogénicas 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoAsintase 1 e liase
(HMGCS1 e HMGCL, respectivamente), evidenciando um importante papel da cetogénese
no cancer (Fig. 1a). A ativacdo de Oct1 aumenta os niveis intracelulares de aminoacidos
e, especificamente, promove a ligagdo de BRAFV®E a MEK1 e, subsequentemente,
a fosforilagdo de MEK1 (KANG et al., 2015). Além disso, Oct-1 diminui 0 metabolismo
mitocondrial através da inibicdo do fator de transcricdo PGC1a (coativador de receptor
gama ativado por proliferador de peroxissoma 1), reforcando o Efeito Warburg (GIRNUN,
2012). O estado anabdlico também é sustentado evitando a ativagdo da proteina cinase
ativada por AMP (AMPK), um sensor essencial nas vias de estresse energético celular, que
estimula a produgdo de ATP nas vias catabélicas. Em células BRAFVYS®E, a serina/treonina
cinase LKB, que fosforila e ativa diretamente a AMPK, é inibida pela atividade de ERK,

favorecendo o uso de recursos energéticos por vias anaerdbias (ZHENG et al., 2009).

31 MECANISMOS METABOLICOS NO PROCESSO DE RESISTENCIA DO
MELANOMA

Recentemente, muitos estudos relataram uma adaptacdo metabdlica em resposta
ao tratamento com inibidores BRAF/MEK/ERK relacionado a um aumento nas taxas
metabdlicas mitocondriais, o que leva a recorréncia da doenca (HAQ et al., 2013; LEBLEU
et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2016; VOGEL et al., 2019). Clinicamente, o aumento da
expressao de genes relacionados a rede de biogénese mitocondrial foi observado em duas
coortes independentes, tendo sido associadas a pior sobrevida geral de pacientes com
melanoma (ZHANG et al., 2016). A literatura apresenta indicios que a resisténcia a drogas,
caracterizada por alto metabolismo oxidativo mitocondrial (OXPHOS, fosforilagcdo oxidativa),
pode estar relacionada a dois estados de diferenciacdo: (1) um fenétipo desdiferenciado
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comumente caracterizado pela alta expressao da enzima histona lisina demetilase (KDM)
JARID1B e baixa expressao do fator de transcricéo indutor de melandcitos (MITF); ou (2)
um fendtipo diferenciado caracterizado por alta expressao de MITF e de PGC1a. Delgado-
Goni e colegas demonstraram que a reativacdo do metabolismo mitocondrial durante o
tratamento com vemurafenibe ndo € uniforme. Em seu estudo, a inibicdo de BRAF deu
origem a trés clones de células de melanoma com diminuicdo do consumo de glicose;
um com metabolismo OXPHOS por meio da atividade anaplerética da enzima piruvato
carboxilase; os outros dois clones se redirecionaram para o metabolismo lipidico e
aumentaram a sintese de prostaglandina E2, sendo mais responsivos ao inibidor BRAF
quando co-tratados com um inibidor de EGFR (receptor do fator de crescimento epidérmico).
Isso indica a importancia do metabolismo lipidico e das vias EGFR na reativagdo de ERK
nessas células (DELGADO-GONI et al., 2019).

Os melanomas com JARID1Ba®* s&o intrinsecamente resistentes a quimioterapia.
Este fenotipo ocorre espontaneamente em baixa frequéncia na massa tumoral, mas
a porcentagem desta subpopulacdo pode aumentar sob tratamentos como cisplatina,
vemurafenibe ou temozolamida (ROESCH et al., 2013). O perfil protedmico desse fenétipo
revelou a regulacgédo positiva de varios membros da cadeia transportadora de elétrons (CTE),
como a NADH desidrogenase (Complexo 1), ubiquinol citocromo ¢ redutase (Complexo 1l1),
citocromo c¢ oxidase (Complexo V) e ATP sintase; assim com a regulagdo negativa de
enzimas glicoliticas, como a hexoquinase | (HK1) e 2 (HK2) (ROESCH et al., 2013). Nesse
sentido, as células com superexpressao de JARID1B apresentam OXPHOS alta (Fig. 1b),
dependente de glicose, glutamina e acidos graxos, apresentando niveis intracelulares
elevados de substratos da B-oxidagdo, concomitantemente a niveis reduzidos de lactato
(HAQ et al., 2013; VOGEL et al., 2019).

Outro programa metabdlico adaptativo que limita a eficacia dos inibidores de BRAF
ocorre ao ativar o fator de transcricao MITF, que se transloca para o nucleo e ativa a
expressao de PGC1la (VAZQUEZ et al., 2013). Esse feno6tipo também parece ser um
fator chave no processo de metastase, uma vez que as células cancerosas circulantes
apresentaram dependéncia da expressdo elevada de PGC1a para desenvolver um
potencial invasivo (LEBLEU et al., 2014). Clinicamente, as bidpsias de pacientes tratados
com inibidores de BRAF mostraram expressao aumentada de MITF (HAQ et al., 2013).

A reconexao metabdlica em células de melanoma resistentes a inibidores de BRAF
também é promovida pelo microRNA miR-211. Embora seja um alvo transcricional do
MITF e haja uma correlagcéo positiva de suas expressoes, a atividade do miR-211 néo é
necessariamente devida ao MITF (DIAZ-MARTINEZ et al., 2018). Mazar e colaboradores
demonstraram que a expressdo ectopica de miR-211 regula a respiragdo mitocondrial,
aumentando a converséo de piruvato a acetil-CoA para alimentar o ciclo de TCA nalinhagem
celular A375 pela regulacéo negativa de PDK4 (MAZAR et al., 2016). Como esperado,
ocorre um aumento na taxa de consumo de oxigénio (OCR, do inglés oxygen consumption
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rate), de intermediarios TCA (citrato, a-ceto-glutarato, succinato, fumarato e malato), de
expressao dos complexos respiratorios e diminuigdo da razdo NADP*/NADPH (SAHOO et
al., 2019). Em contraste, a deficiéncia de miR-211 induzida pela dele¢éo via CRISPR/Cas9
diminuiu a OCR sem modificar a taxa de acidificagdo extracelular ou massa mitocondrial
(SAHOO et al., 2019). Além disso, a deficiéncia de miR-211 diminuiu a capacidade de
reserva respiratéria, que é descrita como a capacidade de aumentar a transferéncia de
elétrons pela CTE de acordo com a demanda de energia, sugerindo um comprometimento
da capacidade de responder ao estresse bioenergético. E importante ressaltar que a
delecdo do miR-211 promove a sensibilidade de células de melanoma ao medicamento
vemurafenibe (SAHOO et al., 2019).

Como os tratamentos com inibidores de BRAF causam estresse celular, a autofagia
foi descrita como um dos processos adaptativos em células resistentes (MARTIN ef al.,
2017). Recentemente, foi descrito que alta expressdo de MITF e miR-211 sustenta um
sistema de amplificacdo da autofagia sob inibicdo de mTOR por inani¢cdo ou tratamento
com Torin-1 (OZTURK et al., 2019). Neste contexto, o MITF pode se translocar para o
nucleo para ativar alvos relacionados a autofagia, bem como miR-211. Curiosamente, miR-
211 reforga o processo autofagico ao diminuir o sinal de mTOR, estimulando a localizacéo
nuclear de MITF, bem como o regulador mestre de genes da biogénese lisossomal TFEB
(fator de transcricéo EB) (OZTURK et al., 2019). A secrecéo de ATP mediada pela autofagia
foi observada em células resistentes ao inibidor de BRAF e confirmada por knockdown
de genes de autofagia, que atenuaram os niveis de ATP extracelular (eATP) (MARTIN et
al., 2017). Este eATP, por sua vez, é captado por meio do receptor purinérgico P2RX7,
promovendo vias de invaséo.
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Figura 1: Esquematizacéo de vias metabolicas que estao diferencialmente ativadas e
inibidas nos diferentes fen6tipos celulares em melanoma (a) células glicoliticas, onde ha
redirecionamento de carbono para as vias anapleréticas e, concomitantemente processos de
fissdo mitocondrial. (b) Células com metabolismo altamente oxidativo, que utilizam maior parte
do carbono para oxidag&o total até CO,, havendo alta produgéo de EROS e processos ativos
de fuséo mitocondrial.
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L!I ESTRESSE OXIDATIVO, RESPOSTA ANTIOXIDANTE E MICROAMBIENTE
ACIDO

O alto nivel de estresse oxidativo devido a atividade mitocondrial € uma das
caracteristicas das células de melanoma resistentes, ja que a maioria das EROs (espécies
reativas de oxigénio) celulares sdo subproduto da respiracao mitocondrial (CIERLITZA et
al., 2015; ZHANG et al., 2016). O nivel de malondialdeido, um biomarcador de peroxidacao
lipidica dependente de EROs, encontra-se elevado no plasma de pacientes apds um més de
tratamento com vemurafenibe (CORAZAO-ROZAS et al., 2013). Embora EROs promovam
muitos aspectos do desenvolvimento e progressao tumorais, a ativagdo do sistema de
defesa antioxidante é uma estratégia das células tumorais para modular e controlar
sua acdo (Fig. 1b). O subconjunto de células MITFa°/PGC1a3®* tem niveis aumentados
da enzima superéxido dismutase mitocondrial (SOD2), e sua presenga na membrana
mitocondrial interna permite a dismutacdo imediata de anions superoxido, produzidos
pela atividade da OXPHOS, em peroxido de hidrogénio (VAZQUEZ et al., 2013). Essas
células também apresentam regulagéo positiva do fator respiratério nuclear (NRF2), que
desempenha um papel fundamental na resposta antioxidante contra o estresse oxidativo
(ZHANG et al., 2016). O aumento da atividade do NRF2 leva a ativacédo da PPP e a
producdo de NADPH, que esta envolvido na regeneracdo da glutationa reduzida (GSH),
alterando o potencial redox dependente da glutationa (relacdo GSH/GSSG) (KHAMARI
et al., 2018). Consequentemente, essas rotas protegem as células resistentes MITFat/
PGC1ad® de sua propria alta producdo de EROs por meio do aumento da atividade
mitocondrial, além do estresse oxidativo induzido por moléculas como PEITC (isotiocianato
de fenetil), H,O

haja nenhuma evidéncia clara de que o NRF2 é regulado positivamente nas células de

,»» Piperlongumina e vemurafenibe (VAZQUEZ et al., 2013). Embora né&o
melanoma JARID1B2%, este fen6tipo muda o uso de carbono da glicolise para um fluxo
elevado através da PPP, reciclando o NADPH, que entdo contribui para uma capacidade
antioxidante dependente de GSH aumentada (VOGEL et al., 2019).

A plasticidade do melanoma permite que ele sobreviva em microambientes
hostis. Sob microambiente acido, a expressdo de SOX2 é estimulada e contribui para
o0 metabolismo OXPHOS. O knockdown de SOX2 em células de melanoma expostas a
ambiente acido inibe a atividade de PGC1a e aumenta a expressao de transportadores
de glicose (GLUTs), HK2, PDK1 e lactato desidrogenase A (LDHA) (ANDREUCCI et al.,
2018). Consequentemente, foi relatado que as linhagens celulares de melanoma A375 e
SK-MEL-28 adquiriram resisténcia a cisplatina em condi¢des de cultura em pH baixo (6 a
7) (NOGUCHI et al., 2017).

51 DINAMICA MITOCONDRIAL NA AGRESSIVIDADE DO MELANOMA

Ao longo dos processos de progressdo do melanoma e aquisicao de resisténcia
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ao tratamento quimioterapico, as alteragdes metabolicas estdo diretamente associadas as
diferencas morfoldgicas encontradas nas mitocdndrias, pelos processos de fusédo e fissédo
mitocondriais (Fig. 1) (KASHATUS et al., 2015). Enquanto a hiperativacdao da via BRAF/
MAPK/ERK induz um fenétipo altamente glicolitico no melanoma, células resistentes aos
inibidores BRAF/MAPK apresentam alterag6es no metabolismo para um perfil de OXPHOS
(HAQ et al., 2013; MARCHETT!I et al., 2018; YEUNG; PAN; LEE, 2008).

Essa readaptagdo metabdlica é acompanhada por uma alta expressao de PGC1a,
que modula a biogénese mitocondrial (HAQ et al., 2013). PGC1a se liga a muitos fatores
de transcricdo associados a fungéo respiratéria mitocondrial, induzindo a expresséo de
genes envolvidos nestes processos, ao passo que os niveis de mtDNA se mantém. Isso é
seguido por ativagcédo da fusdo mitocondrial de forma rapida na grande maioria das células
(FRIEDMAN; NUNNARI, 2014; SERASINGHE et al., 2018).

Um estudo sobre a relacdo entre a produgéo de melanina e a dindmica mitocondrial
mostrou que ERK tem um efeito anti-melanogénico e induz fragmentacdo mitocondrial
pela ativagdo de Drp1 (proteina 1 relacionada a dinamina) (KIM et al., 2014). A Drp1 é
uma GTPase que regula a fissdo mitocondrial, sua fosforilacao na serina 616 (S616) induz
ativacédo e translocacao para a mitocondria, enquanto a fosforilagdo na serina 637 (S637)
inibe ambos os processos (REHKLAU et al., 2017). ERK1/ERK2 podem fosforilar S616
de Drp1, e esta atividade é um pré-requisito para tumorigénese induzida por alteracéo
de MAPK. Assim, a expresséo aberrante de proteinas da via de sinalizacdo MAPK/ERK
no melanoma aumenta a expressdo de Drp1 e fosforilacdo de S616, levando a fissao
mitocondrial, enquanto diminui a OCR (KASHATUS et al., 2015; SERASINGHE et al., 2015).
A fosforilagdo Drp156'® em nevos displasicos € um biomarcador promissor, juntamente com
a mutacdo BRAFV®E para determinar quais lesGes apresentam maior probabilidade de
se transformar em melanoma (WIEDER et al., 2015). No entanto, um exame qualitativo
das mitocOndrias por microscopia eletrdnica em células resistentes ao inibidor de BRAF
mostrou alteragcdes morfologicas, incluindo significativamente mais cristas com amplo
espaco intracrista, quando comparadas as mitocondrias de células sensiveis (CORAZAO-
ROZAS et al., 2013, 2016).

O mecanismo do recrutamento mitocondrial de Drp1, bem como sua oligomerizagédo
em torno da membrana mitocondrial externa (MME), parece ser conduzido pela
polimerizagdo da actina por estimulagdo da proteina INF2 (formina 2 invertida ligada ao
ER) (CHAKRABARTI et al., 2018). A atividade da actina na fissdo mitocondrial depende
de sua estabilizacdo em sua forma filamentosa (F-actina), processo que é controlado
pela proteina cofilina-1. Quando desfosforilada, a cofilina-1 se liga a F-actina e induz sua
despolimerizacdo em mondmeros de actina livres (G-actina). Assim, a cofilina-1 diminui
a atividade de Drp1 ao desmontar F- em G-actina, regulando negativamente a fissdo
mitocondrial (REHKLAU et al., 2017). Uma rede mitocondrial notavelmente fusionada é

uma caracteristica nas células resistentes aos inibidores BRAF/MAPK devido a perda
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da fosforilacdo em S616 de Drp1, enquanto em células sensiveis sua atividade causa
fragmentagé@o mitocondrial (KASHATUS et al., 2015; SERASINGHE et al., 2015). Embora
existam evidéncias que apoiam a regulagédo da cofilina-1 sobre os processos de fisséo
mitocondrial dependentes de Drp1, essa relacdo em melanoma, especificamente, ainda
€ desconhecida. Além disso, a cofilina-1 foi relatada como reguladora da migragéo celular
tardia e metastase em diferentes tipos de cancer (CASTRO et al., 2010; HENSLEY et al.,
2016; IBANEZ et al., 2019; POPOW-WOZNIAK et al., 2012). Em um trabalho de nosso
grupo de pesquisa apresentamos um modelo celular de melanoma humano composto por
sub-clones estaveis com caracteristicas biologicas distintas, como produgcéo de melanina
e potencial metastatico. Em um subclone metastatico, encontramos maior expressao de
cofilina-1, bem como elevada producdo de ROS (BRACALENTE; SALGUERO; et al.,
2016). Curiosamente, niveis aumentados de ROS podem ser uma estratégia para sustentar
a metéstase por oxidacao da proteina fosfatase slingshot 1 (SSH-1L) que se libera de sua
proteina reguladora e ativa a cofilina-1 por desfosforilagdo (BRACALENTE; SALGUERO;
et al., 2016).

A cofilina-1 desempenha um papel fundamental em varios processos celulares, e
sua concentragéo ou localizagédo subcelular pode influenciar sua fungéo. Li e colaboradores
mostraram que a exposi¢cdo de células cancerosas ao composto Erucin promove nao
apenas a desfosforilagédo da cofilina-1, mas também a translocagéo da cofilina-1 e de Drp1
para a mitocondria, levando a fisséo e apoptose (LI et al., 2015). Outro estudo mostrou que
a fissdo mitocondrial em resposta ao tratamento com estaurosporina/etoposideo/CCCP
sé@o dependentes de cofilina-1 (LI et al., 2018). Este estudo propbés que Drp1 e G-actina
translocam para a mitocéndria para formar o anel helicoidal em locais de constricdo no
inicio do processo de fissdo mitocondrial. Posteriormente, a cofilina-1 se transloca para
a mitocondria para despolimerizar a F-actina. Como resultado, ha uma dissipagéo do
potencial de membrana mitocondrial (LI et al., 2018). Além disso, a cofilina-1 também pode
apresentar localizacdo subcelular nuclear sob estimulos quimicos ou fisicos especificos,
estando correlacionados com resisténcia em adenocarcinomas pulmonares (BECKER et
al., 2013). Recentemente, o0 mesmo fenémeno foi observado em uma coorte de pacientes
de melanoma, na qual a agressividade da doenca foi correlacionada com a localizagéo
subcelular nuclear desta proteina (BRACALENTE et al., 2018). Portanto, ndo € importante
apenas a expressao de cofilina-1 elevada, mas também sua localizacdo, que pode ser usada
como um marcador de prognéstico no melanoma e na progresséo da lesédo (BRACALENTE
et al., 2018; BRACALENTE; IBANEZ; et al., 2016; BRACALENTE; SALGUERO; et al.,
2016; IBANEZ et al., 2019).

Além da morfologia mitocondrial e de sua distribuicdo celular, algumas proteinas
que compbem a estrutura de membrana dupla dessa organela sdo responsaveis pela
sobrevivéncia celular. Enquanto proteinas integrais da membrana mitocondrial interna

(MMI) coordena a OXPHOS, proteinas que interagem com a MME controlam a abertura do
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poro de permeabilidade transitéria e a apoptose. A apoptose é ativada quando a familia de
proteinas pré-apoptoéticas Bel-2 desencadeia aliberacao de citocromo cpara o citoplasma. As
atividades das proteinas da familia Bcl-2 sdo mediadas por meio de interacdes com o canal
aniénico dependente de voltagem 1 (VDACT1), que controla a permeabilidade mitocondrial
(SERASINGHE et al., 2018). O inibidor de BRAF induz a acumulag¢do mitocondrial de ATF2,
que por sua vez induz a dissocia¢do de BIM (proteina pro-apoptética associada a Bcl-2) do
complexo BIM/Mcl-1 (Regulador de apoptose MCL1) resultando na ativagcao dos processos
apoptoticos dependentes da mitocdndria. Finalmente, o BIM interage com VDAC1 para
liberar o citocromo ¢, promovendo a apoptose. E relevante destacar que a oligomerizacéo
de VDAC1 é necesséria para que ocorram as alteracbes mitocondriais. No entanto, células
que adquiriram resisténcia ao inibidor de BRAF apresentam inibicdo da oligomerizacéo
de VDAC1 (GAO et al., 2015). Outra proteina Bcl-2 pré-apoptoética envolvida em células
resistentes ao inibidor de BRAF é a BIK (matador de interagdo com BCL2). A subpopulacao
de células resistentes, caracterizado por uma parada no ciclo celular, apresenta baixos
niveis de mRNA codificante de BIK. A expresséao ectopica de BIK em células resistentes
leva a sensibilidade a exposicao subsequente ao tratamento com vemurafenibe/trametinibe
(BORST et al., 2017). Em concordancia, tumores contendo células com maiores niveis
de sinalizagdo pré-apoptética tornam-se mais sensiveis (0 chamado “priming para
morte”), apresentando uma melhor resposta clinica a diferentes agentes quimioterapicos
(MONTERO et al., 2015).

Em resumo, as evidéncias de pesquisa apresentadas destacam o papel fundamental
da mitocéndria no melanoma ndo apenas como fonte de energia celular, mas também
como coordenadora dos processos de invasao, influenciando o seu arranjo morfologico
e o destino celular, determinando em ultima instancia a progressao tumoral ou apoptose.

61 CONCLUSAO

Coletivamente, existem na literatura muitos indicios de que uma subpopulacéo de
células tumorais que compartilha o mesmo perfil metabdlico pode ser responsavel pela
manutencao, metastase e recidiva do melanoma ap6s o tratamento. Mesmo apresentando
ampla diversidade genética, o fenétipo resistente converge para um conjunto de
caracteristicas semelhantes, em que células apresentam ciclo celular lento, aumento
nas taxas metabdlicas mitocondriais e morfologia mitocondrial fusionada. A existéncia
desta subpopulacéo levanta a possibilidade de um alvo clinico valioso para tratamentos
combinados com quimioterapicos e para terapia alvo. Portanto, &€ necesséario um esforco
coordenado para melhorar nossa compreensao da dindmica desse fenétipo agressivo e
sua relagcdo com o metabolismo tumoral. Assim, serd possivel, alcangar um tratamento
majoritariamente eficiente e que tenha como alvo vérias das vantagens metabdlicas

apresentadas por células tumorais responsaveis pela recidiva.
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