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RESUMO

Introducao: O melanoma € um tipo de cancer de pele com alto potencial metastatico e resistente as terapias
convencionais. A maioria destes tumores apresenta a via de MAP Quinase constitutivamente ativa, o que
permitiu o desenvolvimento de terapias alvo-especificas voltadas para a inibicao desta via. O tratamento com
inibidores de BRAF (iBRAF), proteina cujo gene é frequentemente mutado em melanomas, ou com a combinacao
de inibidores de BRAF e MEK, demonstram um importante aumento na sobrevida dos pacientes. Entretanto, a
resisténcia terapéutica ainda representa um grande desafio clinico. Resultados preliminares do nosso grupo
demonstram que células de melanoma resistentes aos iBRAF sao mais sensiveis ao AZD7762, inibidor das
qguinases Chkl e Chk2, quando comparadas com suas respectivas células parentais. Essas proteinas sao
essenciais no controle da progressao do ciclo e sinalizacao celular frente a danos ao DNA, orquestrando
mecanismos de reparo ou, caso as lesdes sejam irreparaveis, de morte programada. Atualmente, pouco se sabe
sobre a participacao davia de resposta a danos ao DNA na resisténcia aos iBRAF. Entretanto, devido a auséncia de
terapias eficientes para pacientes que desenvolvem resisténcia, o potencial da inibicao de Chkl1l/2 como
estratégia terapéutica merece um estudo mais aprofundado. Este trabalho pretende investigar o papel de Chkle
seu potencial como alvo terapéutico no tratamento de melanomas resistentes aos iBRAF. Metodologia:
Comparamos células parentais (A375) e resistentes (A375R) quanto a sensibilidade ao GDCO575, inibidor
especifico de Chk1. As células foram expostas a este inibidor e analisadas quanto a morte celular através da
marcacao de DNA fragmentado (Sub-G0O) com lodeto de Propideo (Pl). Para investigar as diferencas na
progressao e controle do ciclo celular, as células parentais e resistentes foram sincronizadas na transicao G1/S
com duplo bloqueio de Timidina e analisadas através da marcacao com Pl e Bromodeoxiuridina (BrdU). Ambas as
analises foram realizadas por citometria de fluxo. Resultados e conclusoes: Nossos dados demonstram maior
efeito citotoxico da inibicao de Chkl em células de melanoma resistentes quando comparadas as suas
respectivas parentais. A analise de Sub-GO comprovou que a diminuicao da viabilidade é causada por morte
celular, sendo mais intensa nas células resistentes. Observamos também que estas células apresentam
alteracoes na progressao do ciclo celular, especialmente no controle do ponto de checagem G1/S. As diferencas
observadas neste estudo podem guiar na busca pelos mecanismos responsaveis pela resisténcia terapéutica.
Além disso, nossos resultados podem levar a potenciais beneficios clinicos, representando uma nova abordagem
terapéutica em melanomasresistentes as terapias atuais.
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Figura 1. Células de melanoma resistentes a inibidores de BRAF sao mais sensiveis a inibicao de Chk. As linhagens A375 e A375 resistente
(A375R) foram plagueadas em mesmo numero e incubadas com 1 uM do inibidor de BRAF PLX4720 (A), com 0,3 uM dos inibidores de Chk1/2
AZD7762 oude Chkl GDCO575 (B) por 6 dias, com reposicao dosinibidores feita no terceiro dia. Como controle negativo foi utilizado o solvente
(DMSO). As células foram coradas com solucao de Cristal Violeta 0,1%.
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Figura 3. Células de melanoma resistentes a inibidores de BRAF escapam do bloqueio na transi¢do G1/S. A) Representacdo esquematica do
protocolo de Sincronizagao Celular. As células A375 (P) e A375R (R) foram incubadas com Timidina 2 mM por 24 horas, lavadas com PBS 1X,
cultivadas em meio sem Timidina por 8 horas e novamente incubadas com Timidina por 16 horas. Anterior a coleta dos pontos, as células foram
submetidas a um pulso com 10 uM de Bromodesoxiurudina (BrdU) por 30 minutos para marcar células em replicacdo. As amostras foram
fixadas com etanol 70% e marcadas com Pl e anti-BrdU. B) Imagem da analise de um dos experimentos representando os pontos de execucao do
bloqueioede 4,8 e 12 horasapodsas 16 horasdeincubacao. As frequéncias de cada populacao nasfases G1,S e G2 estao representadas em cada
histograma. Analise por Citometria de Fluxo (FACS Calibur, BD). C, D) Média (+/- DP) da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular
(n=3).
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Figura 2. A morte causada pela inibicao de Chk1 é mais severa em células resistentes a inibidores de BRAF. A) Representacdo esquematica do
protocolo de analise de Sub-GO. As células A375 e A375R foram incubadas com 0,3 uM do inibidor de Chkl GDCO0575 por 72 horas, fixadas com
etanol 70% e marcadas com lodeto de Propidio (Pl). Como controle negativo foi utilizado DMSO. B) Imagem representativa da analise de um dos
experimentos. As frequéncias das populacdes em Sub-GO0 estao representadas em cada histograma. Andlise por Citometria de Fluxo (Accuri C6,
BD). C) Média (+/- DP) da porcentagem de células em Sub-G0 apds tratamento com GDC0575 (n=3).
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