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Resumo
A agressividade do cancer de pancreas estd intimamente relacionada com niveis elevados de
mediadores pro-sobrevivéncia, que corroboram com a rapida progressdao da doenga, resisténcia e
metastase. A elevada taxa de mortalidade deste cancer (84%), se deve, principalmente, a
dificuldade em se obter diagndstico precoce. Além disso, praticamente nenhum progresso tem sido
feito no sentido de tratar pacientes com tumores em estagio avancado. Neste contexto, o
conhecimento das alteragdes moleculares que ocorrem no cancer pancreatico permitem a
identificacdo de potenciais alvos terapéuticos, o que possibilita desenvolver farmacos mais
seletivos e com grande potencial para o controle da agressividade deste cancer. Apds uma breve
revisdo dos fatores associados com a agressividade do cancer de pancreas, apresentamos o estudo
da atividade antitumoral in vitro e investigamos os mecanismos, pelos quais, novas moléculas
podem combater a agressividade do cancer de pancreas. O calix[6]areno, um composto
macrociclico de unidades fendlicas, aparece como um potente agente quimioterapico contra essa
agressividade. O tratamento com calix[6]areno de células de cancer de pancreas resultou na
redugdo da viabilidade, proliferacdo, adesdo e migracdo celular. Este efeito foi, em parte,
relacionado com a modulacao negativa de importantes proteinas envolvidas com esses processos
celulares, como por exemplo, a inibi¢cao da transducdo do sinal dependente de receptores tirosina
quinases (Mer, AXL e PDGFR), resultando na inibi¢ao da via de sobrevivéncia PI3K/AKT/mTOR
e na modulacdo de FAK e MMP-2 e -9. Adicionalmente, o estresse de reticulo endoplasmatico
induzido pelo composto pode também ter contribuido para a indug¢do de morte celular autofagica
nas células Panc-1. Contudo, o desenvolvimento de novos farmacos, a partir de produtos naturais,
também aparece como uma boa estratégia para o tratamento do cancer. A investigagdo do efeito
sobre a viabilidade celular da goniotalamina, piplartina e andlogos sintetizados, revelou moléculas
potencialmente ativas, uma vez que a sobrevivéncia, a proliferagdo, e a capacidade de formacgao
de colonia foram fortemente reduzidos apos o tratamento. Estes efeitos foram acompanhados com
a modulagcdo de importantes proteinas que culminam com a indu¢do de apoptose. Este estudo
destaca a importancia de uma investigacdo preliminar da modulag@o de proteinas associadas com
a agressividade e resisténcia do cancer de pancreas, e abre uma possibilidade de compostos

bastante interessante, a fim de melhorar a eficacia do tratamento deste cancer.
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Abstract

Pancreatic cancer aggressiveness is closely related to high levels of pro-survival mediators, which
corroborate with rapid disease progression, resistance and metastasis. The high mortality rate of
this cancer (84%) is mainly due to the difficulty to obtain an early diagnosis. Furthermore, minimal
progress has been made to treat patients with advanced-stage tumors. In this context, knowledge
of the molecular changes that occur in pancreatic cancer allow the identification of potential
therapeutic targets, to develop more selective drugs with great potential to control the
aggressiveness of this cancer. After a brief review of the factors associated with the aggressiveness
of this neoplasm, we present the study of antitumor activity in vitro and investigate the mechanisms
by which, new molecules can combat the aggressiveness of pancreatic cancer. Calix[6]arene, a
compound macrocyclic phenolic units appears as a potent chemotherapeutic agent. Pancreatic
cancer cells-treatment with calix[6]arene resulted in reduced cell viability, proliferation, adhesion
and migration. This effect was partly related to downregulation of key proteins involved in cellular
processes, such as, the inhibition dependent signal transduction receptor tyrosine kinases (Mer,
AXL and PDGFR), resulting in inhibition of PI3K/AKT/mTOR survival pathway and modulation
of FAK, MMP-2 and -9. Additionally, endoplasmic reticulum stress compound-induced may also
have contributed to the induction of autophagic cell death. Nevertheless, the development of new
drugs from natural products also appears as a good strategy for cancer treatment. The investigation
of the effect on cell viability of goniothalamin, piplartine and synthesized analogs revealed
potentially active molecules, as survival, proliferation and colony formation were strongly reduced
after treatment. These effects were accompanied with modulation of important proteins which lead
to apoptosis cell death. This study highlights the importance of investigate the structure activity
relationship, which aids in the definition and the search for more active compounds with greater
selectivity. Moreover, a preliminary investigation of the modulation of proteins associated with
aggressiveness and resistance of pancreatic cancer, opens a possibility of finding very interesting

compounds.
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Introducdo Geral

Aspectos epidemiolégicos do cancer

O cancer ¢ o nome dado a um conjunto de doengas que tém em comun o crescimento
desordenado de células. Estas células podem ainda invadir os tecidos adjacentes e se espalhar
para outras regides do organismo caracterizando um quadro de metastase (INCA, 2013). Por
muito tempo, o cancer foi amplamente considerado uma doenca dos paises desenvolvidos e com
grandes recursos financeiros. No entanto, atualmente com o continuo crescimento populacional,
somado ao aumento da expectativa de vida nos paises em desenvolvimento, o impacto do cancer
tem representado uma mudanca no mundo (Jemal et al., 2011).

Nas ultimas décadas, o cancer tem se destacado aparecendo como um evidente problema
de saude publica. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude (WHO, 2012), estima-se que
12 milhdes de pessoas em todo o mundo sido diagnosticadas com algum tipo de cancer, a cada
ano, sendo que 7,6 milhdes irdo a dbito (63%). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA, 2012), no ano de 2012 cerca de 520 mil novos casos de cancer foram
diagnosticados. Dentre esses novos casos, a exce¢do do cancer de pele do tipo ndo melanoma, os
canceres de prostata, de pulmdo e estdbmago sdo os mais incidentes no sexo masculino, e os
canceres de mama, colo do tutero e glandula tiredide no sexo feminino.

O cancer de pancreas ¢ uma das mais comuns neoplasias do trato gastrointestinal, sendo a
quarta causa de morte relacionada a cancer nos Estados Unidos (Siegel et al., 2012; 2013). No
ano de 2013 estima-se que mais de 45.000 novos casos serdo diagnosticados neste pais (Siegel et
al., 2013). No Brasil, no ano de 2010, foram registradas 7.440 mortes por cancer de pancreas, e,
nos ultimos anos cerca de 10 mil casos da doenca foram confirmados, fazendo com que o cancer
de pancreas represente 2% de todos os tipos de canceres do pais. Raro antes dos 30 anos, o

cancer de pancreas torna-se mais comum a partir dos 60 anos de vida. Segundo a Unido



Introducdo Geral

Internacional Contra o Cancer (UICC), os casos da doenga aumentam com o avanco da idade: de
10/100.000 habitantes entre 40 e 50 anos para 116/100.000 habitantes entre 80 e 85 anos, sendo

que a incidéncia ¢ mais significativa em homens.

Biologia do cancer de pancreas

Mesmo apos décadas de estudos, a origem do cancer de pancreas ainda nao é totalmente
compreendida. Algumas evidéncias sugerem que a origem do cancer de pancreas, principalmente
na por¢ao do ducto (adenocarcinoma do ducto pancreatico, ACDP - 85% dos casos de cancer de
pancreas), decorre de lesdes precursoras, dentre as quais a neoplasia intraepitelial pancreatica
(NIPan) constitui um dos tipos mais comuns, sendo os outros tipos conhecidos como neoplasia
mucinosa papilar intraductal (NMPI) e neoplasia mucinosa cistica (NMC). NIPans sdo lesdes
microscopicas do ducto pancredtico que se desenvolvem no epitélio colunar e mucoso, e
apresentam crescente desorganizagdo do epitélio e aquisicao de atipia nuclear (Hruban, Wilentz e
Kern, 2000).

Estudos prévios sugerem que, em um estado pré-invasivo, NIPans adquirem um nimero
crescente de alteragdes genéticas que progridem até a invasdo da membrana basal pelas células
(Figura 1). Dentre as alteracdes genéticas relacionadas com o desenvolvimento de ACDP a partir
de NIPan estdo a ativacdo do proto-oncogene KRAS e inativagdo de genes supressores de tumor,
incluindo P16™%*4 p53 e SMAD4 (Hruban et al., 2001). No estigio avancado, as mutagdes e
delecdes de KRAS, P16™K*A P53 ¢ SMAD4 sio encontradas em aproximadamente 90%, 90%,
75% e 53% de ACDP, respectivamente (Rozenblum, et al., 1997). Além disso, essas e outras

vias envolvidas na regulacdo de apoptose, controle de danos no DNA, ciclo celular e invasao,
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tais como Hedgehog e Notch, estdo também alteradas no cancer de pancreas (Hidalgo, 2010;

Mihaljevic et al., 2010).
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Figura 1. Progressio de ACDP a partir de NIPan. As células pancredticas adquirem
sucessivas alteracdes moleculares que desenvolvem no epitélio colunar e mucoso, € apresentam
crescente desorganizacdo do epitélio e aquisicdo de atipia nuclear . Em um estdgio avangado as
células invadem a membrana basal, caracterizando a fase invasiva de ACDP. a) Desenho
esquematico das caracteristicas histopatologicas da progressdo de NIPan em ACDP. b)

Alteragdes genéticas conhecidas na progressdo de NIPan em ACDP, (adaptado de Mihaljevic et
al., 2010).

Apesar dos avangos na terapia do cancer, o tratamento de pacientes com cancer de

pancreas ainda € um desafio, devido a dificuldade em se obter diagndstico precoce. Além disso,
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0 prognostico para pacientes com este tipo de cancer em estagio avangado permanece ruim por
causa da alta recorréncia e metastase (Hidalgo, 2010), o que justifica a elevada taxa de
mortalidade, que praticamente se iguala a incidéncia, do cancer de pancreas (Siegel et al., 2012).
Até o momento, a cirurgia de retirada do tumor continua sendo o Unico tratamento que oferece
alguma vantagem em termos de sobrevida (intervalo de sobrevida de cinco anos, para 15-25%
dos casos). No entanto, na maioria dos casos (80-90%) quando a doenca se manifesta
clinicamente, ndo ¢ mais possivel realizar cirurgia. Nestes casos, a quimioterapia combinada com
a radioterapia ¢ a unica opg¢do de tratamento, visando a inibi¢do da progressao tumoral e redugdo
dos efeitos colaterais (Gillen et al., 2010).

Dada a agressividade de ACDP, a grande maioria dos pacientes depende de um
tratamento paliativo com quimioterdpicos convencionais (Gencitabina e 5-Fluoracil), que apesar
de fornecerem uma melhora na qualidade de vida podem resultar em uma sobrevida média de
apenas alguns meses (Stathis e Moore, 2010). Esta limitagdo no tratamento convencional ¢
principalmente devido a resisténcia que as células cancerosas adquirem, por um desbalango entre
proteinas pro e antiapoptotica que resulta em uma reduzida resposta a apoptose (Wong e
Lemoine, 2009; Fulda, 2009a). Uma vez que a maioria das estratégias estabelecidas na terapia do
cancer depende da eliminacdo de células tumorais por apoptose, a capacidade que essas células
adquirem de escapar da morte resulta no principal obstaculo ao tratamento anticancer (Hanahan e
Weinberg, 2000; Fulda, 2009b).

Neste contexto, o conhecimento das alteragdes genéticas e moleculares que ocorrem no
cancer pancreatico tem permitido a identificagdo de potenciais alvos terapéuticos, o que
possibilita desenvolver farmacos mais seletivos e com grande potencial para o controle da

agressividade do cancer de pancreas.
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Aspectos moleculares associados a agressividade do cancer de pancreas

A agressividade tumoral estd intimamente relacionada com a capacidade invasiva e
metastatica das células tumorais dentro de um microambiente que envolve a matriz extracelular
(MEC), moléculas de adesao e o citoesqueleto, os quais modulam a motilidade da célula tumoral
e células adjacentes (Sawai et al., 2008). A metastase é um problema central no cancer, uma vez
que os mecanismos responsaveis pela habilidade das células em extravasar do tumor primario,
circular, e invadir novos tecidos permanecem pouco compreendidos (Segura et al., 2009).
Enquanto a remogdo cirargica e terapia adjuvante podem curar de maneira eficiente tumores
primarios que estejam localizados (confinados), tumores metastaticos s3o praticamente
incurdveis devido a natureza sistémica e resisténcia das células a agentes terapéuticos. Este fato
explica porque mais de 90% das mortes por cancer resultam de metastases (Gupta e Massagué,
2006). Portanto, o grande desafio para o tratamento eficiente do cancer ¢ impedir e/ou reverter o
processo metastatico.

No geral, a disseminagdo metastatica envolve mudangas progressivas no fendtipo do
tumor primario, que permitem a disseminacdo (linfatica e hematogénica) e a busca por novos
sitios. Durante a disseminacdo metastatica, células do tumor primario passam por uma série de
eventos, coletivamente chamados de cascata invasdo-metdstase, o qual se da nas seguintes
etapas: a) invasdo localizada, que envolve a re-estruturacdo do microambiente tumoral; b)
intravasdo, no qual a célula do tumor primario atinge a circulacdo sanguinea; c) sobrevivéncia na
circulacdo sanguinea; d) extravasdo, no qual a célula tumoral sai do vaso sanguineo; ¢) formacao
de micrometastases e colonizacdo; adesdo das células no novo sitio (Figura 2) (Fidler, 2003;
Chaffer e Weinberg, 2011; Valastyan ¢ Weinberg, 2011). Neste conjunto de eventos, ndo apenas

os sinais da célula tumoral, mas também das demais células que constituem o microambiente
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tumoral, regulam a interacdo de componentes celulares com a matriz e membrana basal
estimulando a migragdo e promovendo a proliferacdo e sobrevivéncia celular (Hanahan e

Weinberg, 2000; Sawai et al., 2008).
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Figura 2: Etapas da disseminacdo metastiatica. O tumor primario se desenvolve em um sitio
primario, onde uma série de sinais que parte da célula tumoral estimulam a invasdo local e
posterior distribuigdo linfatica e sanguinea das células tumorais. Através da circulacdo sanguinea
estas células alcangam novos sitios e por e xtravasao inicia-se a formagdo de um novo tumor em
um ou mais sitios (adaptado de Alexander e Friedl, 2012).

Com relagdo ao cancer de pancreas, que tem como caracteristica a rapida progressao
metastatica, a forma pela qual as células tumorais interagem com o microambiente t€ém ganhado
consideravel aten¢do. O estroma do cancer de pancreas caracteriza-se por ser denso e fibroso.
Um conjunto diverso de c€lulas tém sido identificado por constituir este estroma, € por isso, a
maneira pela qual células do adenocarcinoma de pancreas interagem com as células inflamatdria,
células indiferenciadas (stem cells), fibroblasto, entre outras, provoca interesse. At€¢ 0 momento
sabe-se que as células de ACDP podem produzir varios componentes da MEC, que por sua vez
estimulam outras células do estroma tumoral sintetizarem outros componentes, por exemplo,
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e TGF-B-2 (Bachem et al., 2005), que contribuirdo na

re-estrutura¢do de um microambiente denso. Além disso, ao contrario de muitos outros tumores,

ACDP parece ser um tumor pouco vascularizado que juntamente com o fato do tumor ser denso
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e fibroso dificulta a entrega de quimioterdpicos, tornando-se um fator que explica a resisténcia
deste cancer a quimioterapia.

Uma série de vias de sinalizagdo estdo envovidas nesse processo de metastase, dentre as
quais algumas proteinas parecem exercer papel chave. A sinalizagdo via integrinas e a secrecao
de metaloproteinases (colagenases) sdo eventos desse processo de metastase, estando acoplados a
mecanismos de transducdo de sinal que modulam a atividade/funcdo de diferentes proteinas e
transcrigdo génica (O’Toole, 2001).

As metaloproteinases (MMPs) fazem parte de uma familia de endopeptidases
dependentes de Zn** e representam a maior classe de enzimas responsaveis pela degradacio ou
reabsorcao de componentes da MEC (Jones et al., 1999). O aumento na expressdo de MMPs tem
sido relatado para diversos tumores sélidos, incluindo cancer de pancreas, e pode resultar na
destrui¢do excessiva da matriz extracelular, neo-vascularizagdo ¢ metastase (Jones et al., 1999).
Dentre as MMPs, a MMP-2 (72 kDa) e MMP-9 (92 kDa) estdo envolvidas na protedlise e
rompimento de membranas basais, degradacao de colagenos tipo IV e V, colagenos desnaturados
(gelatinas), fibronectina e elastina (Kahari e Saarialho-Kere, 1997) e aparecem na forma ativa em
células de cancer de pancreas se comparadas com células normais (Satoh et al., 1994).

As integrinas sdo proteinas transmembranares constituidas por subunidade o e B que
regulam uma variedade de fungdes celulares necessarias para a formagao de metastase do tumor
(Hynes, 2002). No crescimento tumoral alteragdes na expressdo das integrinas tém sido
observadas. Algumas integrinas sdo superexpressas, enquanto outras se tornam fosforiladas,
afetando a sua relagdo com o citoesqueleto e proteinas extracelulares (Fawcett e Harris, 1992).
Diversos estudos tém mostrado o papel das integrinas no processo de metastase. Estudo in vitro
com células de cancer de mama mostrou a correlagdo positiva do aumento da expressao de asf3s-

integrina com a capacidade das células de migrar e aderir (Rolli et al., 2003). No cancer de
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pancreas, o comportamento de metastase foi relacionado com o aumento da expressdo de asf1-
integrina induzido por interleucina la (Sawai et al., 2003). Além disso, a alta expressdo da
subnunidade Bi-integrina em células tumorais € essencial para os varios estadgios de metastase,
incluindo adesdo, invasdo e migracdo (Yang et al, 2003; Sawai et al., 20006).

Além disso, outros mecanismos garantem a sobrevivéncia da célula tumoral corroborando
para seu carater agressivo. Dentre os mecanismos pelos quais as células de cancer de pancreas
escapam as terapias convencionais, 0 mais relevante parece ser a protecdo antiapoptotica (Arlt et
al., 2010). Células de cancer de pancreas t€ém adquirido resisténcia aos estimulos apoptoticos via
receptores de morte (FasL, TRAIL) ou as drogas anticancer (no caso a gencitabina) por um
grande numero de alteracdes moleculares que pertubam a inducdo de sinal para apoptose ou
contrariam a execu¢do desse tipo de morte (Hamacher et al., 2008). Além disso, o cancer de
pancreas apresenta alteracdes nas vias de sobrevivéncia celular, EGFR/MAPK/Ras/rafl,
PI3K/AKT, TRAIL/TRAF2 e IKK/NF-kB, acompanhado pela desregulacdo na expressdo de
proteinas reguladoras de apoptose, como c-IAP, BCL2, XIAP ou Survivin, que levam ao

bloqueio de ativagdo das caspases (Hamacher et al., 2008; Muerkoster et al., 2008) (Figura 3).
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Figura 3. Principais vias de sinalizacio moduladas durante a progressao de ACDP em
decorréncia das alteracoes genéticas, principalmente relacionadas com as proteinas K-Ras,
pl6 e p53. A ativagdo de K-ras leva a ativagdo de importantes vias de sobrevivéncia como
EGFR/MAPK, PI3K/AKT e IKK/NF-kB, essas vias, por sua vez, levam a inibi¢do de morte
celular tanto por autofagia (via mTOR) como apoptose (via inibi¢cdo de proteinas pro-apoptoticas
e ativagdo de proteinas antiapoptoticas). Além disso, a ativagdo de ERK e JNK leva a sintese de
proteinas de sobrevivéncia que contribuem ainda mais com a ativagdo das vias anteriormente
citadas. A perda de p16 colabora para a progressao do ciclo celular e a perda de p53 compromete

o ciclo celular e também a indu¢do de apoptose, propiciando a proliferacdo e sobrevivéncia das
células de cancer de pancreas (adaptado de
http://www.genome.jp/kegg/pathway/hsa/hsa05212.html, acessado em 10/03/2013).

Morte celular e cancer de pancreas

Como descrito anteriormente, um dos mecanismos pelo qual o cancer de pancreas € tao
agressivo se deve ao fato da resisténcia aos estimulos que desencadeiam a morte por apoptose.
Dessa forma, muitos grupos de pesquisa tem se concentrado na busca de novos alvos para o
cancer de pancreas que poderiam induzir morte celular, principalmente por um mecanismo

diferente de apoptose, por exemplo, autofagia, e assim, contribuir para o desenvolvimento de
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novas estratégias terapéuticas (Ali et al., 2009; Arlt et al., 2010; Dalby et al., 2010; Wu et al.,
2012).

Desde as primeiras descri¢des de mecanismos de morte celular programada nos anos 60,
vérias tentativas foram feitas para que a classificag@o do tipo de morte celular fosse baseada em
caracteristicas morfoldgicas das células. No entanto, recentemente, tem se tornado claro, que na
maioria das vezes, a morte celular com caracteristicas morfologicas similares apresenta um alto
grau de heterogeneidade funcional, bioquimico e imunoldgico. Somado a isto, em vista do
progresso substancial na analise bioquimica e genética da morte celular tem-se sugerido que a
classificacdo do tipo de morte celular seja baseada em aspectos moleculares. Portanto, o comité
“Nomenclature Committee on Cell Death 2012” recomenda que os pesquisadores da area adotem
a nomenclatura ja estabelecida para classificar os tipos de morte celular e que também utilizem
inibidores especificos, como estratégia para definir o mecanismo de morte. De acordo com a
revisdo publicada por Galluzzi et al (2012), sdo propostos 13 tipos de morte celular: anoikis,
autofagia, apoptose intrinseca dependente de caspase, apoptose intrinseca independente de
caspase, cornificagdo, entose, apoptose extrinseca por receptores de morte, apoptose extrinseca
por dependéncia de receptores, catastrofe mitotica, necroptose, netose, partanatos e piroptose.
Neste trabalho serdo abordadas com mais detalhes a morte celular por autofagia e apoptose tanto
por via extrinseca, como intrinseca.

A autofagia € um processo evolutivamente conservado e altamente regulado que envolve
a degradacdo lisossomal de proteinas com longa vida, macromoléculas, ribossomos e organelas,
como o reticulo endoplasmatico, aparelho de Golgi e mitocondrias. Com relagdo a morfologia, o
termo “morte celular autofagica” ¢ amplamente empregado para indicar morte celular
acompanhada de uma intensa vacuolizagdo citoplasmatica, que geralmente (nem sempre) indica

aumento do fluxo autofagico (Galluzi et al., 2007). Fisiologicamente, a autofagia ¢ considerada
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um mecanismo que pode contribuir para a sobrevivéncia temporaria da célula, uma vez que a
reciclagem de componentes celulares pode gerar energia diante de uma condigdo de estresse,
como inanicdo (falta de aminoacidos e privacdo de nutrientes), hipoxia e estresse metabdlico. Ou
ainda pode conduzir a célula a morte celular quando um fluxo continuo de estresse ¢ dado, como
por exemplo, xenobidticos (Denton, Nicolson e Kumar, 2012).

O processo autofagico (Figura 4) se inicia com o isolamento de membrana para formacao
do autofagossoma com membrana dupla (Suzuki e Ohsumi, 2007; Yang e Klionsky, 2010), este
processo € disparado com a ativacdo das quinases ULKI1 e ULK2 em resposta a inibicdo da
atividade de mTOR (Hosokawa et al., 2009; Ganley et al., 2009) (Figura 4b). Uma vez ativada
ULK1/2 participa da formagdo do complexo ULK1/2-Atgl3-FIP200-Atgl01, que permite a
relocalizagdo de diversas proteinas (ATGs) para o local de formacdo do autofagossoma
(Wirawan et al., 2012) (Figura 4a). Dentre as proteinas que sdo recrutadas estdo a Beclin 1, que
em complexo com Vps34 e Vpsl5S atuam no processo de nucleagdo (Figura 4c). Em seguida,
Atgl2 é conjugada com Atg5 que se associa com Atgl6L formando um complexo denominado
Atgl6 (Mizushima et al., 2003) (Figura 4d). O complexo Atgl6 se associa com a membrana do
autofagossoma onde a sua atividade permite a expansao e progressao da autofagia (Mizushima et
al., 2003). Além disso, em um processo semelhante a ubiquitinagdo, a proteina LC3 € clivada por
Atg4 para expor um residuo de glicina C-terminal, originando a LC3-I, que ao ser conjugado
com fosfatidiletanolamina (PE) por um processo de ativacdo, origina LC3-II (Kabeya et al.,
2004) (Figura 4d); esta, por sua vez, € recrutada a membrana do autofagossoma. Por participar da
fase de progressdo da autofagia, a LC3-I/Il é considerada um importante marcador deste
processo (Kabeya et al., 2004). Uma vez formado o autofagossoma, este pode se fundir com
lisossomas, resultando na formagdo do autolisossomo, estrutura na qual ocorrera a degradacao

(Suzuki e Ohsumi, 2007).
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O papel da autofagia no cancer ¢ complexo e pode variar dependendo do tipo de tumor ou
do contexto. Tumores primdrios e linhagens celulares de cancer de pancreas mostram elevada
autofagia em condigdes basais (Fujii et al., 2008). Neste cancer, quando a autofagia ¢ inibida, um
aumento de espécies reativas de oxigénio, danos no DNA e disfun¢do mitocondrial sdo
observados, o que acaba culminando com a redug¢fo do crescimento tumoral e, portanto,
indicando a participacdo da autofagia no processo de sobrevivéncia celular (Yang et al., 2011).
Por outro lado, induzir morte celular autofagica pode ser uma estratégia promissora para o
tratamento do cancer pancreatico, uma vez que foi demonstrado que a inibicdo de PKCH
(proteina kinase C delta) conduz, de forma eficiente, a morte celular por autofagia (Ozpolat et
al., 2007). Embora a autofagia seja um interessante alvo na terapéutica, o ponto chave no qual a
autofagia deixa de ser importante para o crescimento do cancer de pancreas, € passa a participar
do processo de morte celular, ainda ndo estda compreendido (Grasso et al., 2012). Enquanto
promotores de autofagia podem induzir a morte celular mediada por autofagia em tumores
apoptose-resistentes, os inibidores de autofagia podem aumentar a eficicia dos quimioterapicos

(Dalby et al., 2010).
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Figura 4. Etapas da autofagia. (a) Formag¢ao do autolisossoma. (b) A iniciacdo ocorre a partir
da ativacdo do ULK1 e ULK2, que permanecem inibidas por mTOR. (c) A nucleacido depende
do complexo Beclin 1-Vps34-Vpsl15. (d) O alongamento do fagossoma ¢ mediado por dois
sistemas de conjugacdo ubiquitina-like que, juntos, promovem a montagem do complexo ATG16
e processamento de LC3-PE. A matura¢do do autofagossoma ¢ promovida pela LC3, Beclin 1 e
outras proteinas que permitem a fusdo com o lisossoma, (adaptado de Kang et al., 2011).
Apoptose ¢ um mecanismo de morte celular geneticamente programado e conservado
evolutivamente, que capacita as células a desencadearem um processo de morte altamente
regulado em resposta a estimulos inerentes ao desenvolvimento normal ou em situacdes de

estresse celular. O suicidio celular, como ¢ conhecido, ocorre a partir de uma série de eventos

bioquimicos como ativagdo de caspases e inibi¢ao de vias de sobrevivéncia (como PI3K/AKT)

15



Introducdo Geral

que levam a célula a altera¢cdes na morfologia como arredondamento, reducdo do volume celular
e condensacdo da cromatima, todos estes eventos resultando na fragmentagdo do DNA e na
formag@o dos corpos apoptoticos, que por sua vez conduzem a morte celular.

Segundo a classificagdo descrita por Galluzzi e colaboradores (2012), a morte celular por
apoptose pode ocorrer (i) por via intrinseca dependente ou independente de caspase; ou (ii) por
via extrinseca através dos receptores de morte ou receptores dependentes de ligante (Galluzzi et
al., 2012).

A via intrinseca (via mitocondrial) de morte celular por apoptose, € um processo mediado
pela permeabilizagdo da membrana externa da mitocondria e, portanto, esta sempre associada a
dissipacdo do potencial da membrana mitocondrial generalizada e irreversivel, aumento de
proteinas mitocondriais no citosol (e sua possivel relocalizacio em outros compartimentos
subcelulares), e inibi¢do da cadeia respiratdria. O processo intrinseco ocorre entdo, em resposta
as multiplas condicdes de estresse intracelular, como por exemplo, algum dano ao DNA e
aumento da concentracdo citosolica de Ca*™. Neste sentido, sinais a favor da inducdo de morte ou
de sobrevivéncia convergem ao mecanismo de controle centralizado na mitocondria (Kroemer,
Galluzzi e Brenner, 2007). A liberagdo do citocromo c¢ ocorre, principalmente, por um
desbalanco entre as proteinas pré-apoptotica (BAX) e anti-apoptotica (BCL2). Uma vez liberado,
o citocromo ¢ interage com o fator de ativa¢do de proteases pré-apoptdticas-1 (Apaf-1) e dATP
resultando na formag¢do do apoptossomo, um complexo multiproteico que desencadeia a ativacao
de caspase-9, que por sua vez, ativa caspase-3 em uma cascata proteolitica. A proteina DIABLO,
também conhecida como segundo ativador de caspase derivado da mitocondria (SMAC) e a
proteina HTRA?2 facilitam a ativag@o de caspase por sequestrar e/ou degradar varios membros da
familia de proteina IAP, que exercem funcdes inibitdrias da apoptose. Além disto, o fator de

inducdo de apoptose (AIF) e endonuclease G (ENDOG) exercem suas funcdes em favor da
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apoptose, de maneira caspase-independente por translocarem-se para o nucleo e mediar em
grande escala a fragmentagdo do DNA (Figura 5A).

A outra forma pela qual a apoptose pode ser iniciada é por via extrinseca que ¢ mediada
por receptores de morte na membrana celular, os quais transmitem um sinal para o interior da
célula (Ashkenazi e Dixit, 1999). Essa sinaliza¢do pode ocorrer via receptor de morte [TNFR,
Fas (CD95), DR3 e DR6], ou por receptores dependentes de ligacdo (por exemplo, receptores de
netrina) que sé exercem sua fung¢do de sinalizacdo de morte, quando o ligante atinge
concentragdes muito baixas (Mehlen e Bredesen, 2011). No caso da sinalizagao por receptores de
morte, quando transduzido para o interior do citoplasma o sinal € reconhecido pelo dominio de
adaptadores associado ao receptor Fas (FADD) e TRADD que ativam os complexos indutores de
morte, denominados DISC. Em adicdo aos dominios que recebem o estimulo de morte, os
adaptadores FADD contém dominios efetores de morte, os quais interagem formando um
complexo e sequestrando as pro-caspases 8 ou 10 para o complexo DISC. Uma vez ativadas,
estas caspases (8 e/ou 10) podem (i) ativar as pré-caspases executoras 3, 6 ou 7; ou (ii) estimular
a permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, através da clivagem do dominio BH3 da
proteina BID (Figura 5B). Proteinas c-IAPs e c-FLIPs exercem funcdo prd-sobrevivéncia
acopladas ao complexo DISC, caso o estresse extracelular ndo persista. Além disso, a apoptose
extrinseca também pode ocorrer por receptores dependentes de ligante, tais como DCC ou
UNCS5B, que transmitem sinais letais na auséncia de seu ligante (netrina-1). No caso de DCC e
UNCSB, a sinalizagdo pro-apoptotica prossegue através da montagem de um complexo entre
TUCAN e caspase-9 ou pela ativagdo mediada por desfosforilacio da proteina quinase 1
associada a morte (DAPK1) pela proteina fosfatase 2A (PP2A). DAPKI1 pode mediar a ativagao
direta de caspases ou via permeabilizacdo da membrana mitocondrial através da clivagem de
BID (Figura 5B).
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Figura 5. Inducido de apoptose pelas vias intrinseca e extrinseca. (A) A via intrinseca de
inducdo da apoptose envolve a ativagdo da pro-caspase 9 pela liberacdo de proteinas
apoptogénicas da mitocondria para o citoplasma, como o citocromo c¢. Com interacdo do fator de
ativacdo de proteases pro-apoptoticas-1 (Apaf-1) e formag¢do do apoptossomo, ocorre a
consequente ativacdo da caspase 9. Uma vez ativada, a caspase 9 ativa uma série de outras pro-
caspases como, por exemplo, as caspases 3, 6 € 7 que levam a execucao do sinal apoptdtico. AIF
e endonuclease G que também sdo liberadas quando ocorre permeabilizagdo da membrana
mitocondrial translocam-se diretamente para o nucleo no qual executardo a fragmentacdo do
DNA (fun¢do independente de caspases). (B) A via extrinseca de indu¢do da apoptose ¢ mediada
pelos receptores de morte, os quais transmitem um sinal de morte para o interior da célula que
podem culminar com a ativagdo de caspase 8 (ou 10) quando ocorre via receptores de morte, ou
caspase 9 via receptores dependentes de ligantes. Uma vez ativadas, estas caspases ativam as
proé-caspases executoras 3, 6 ou 7 seja diretamente ou via mitocondria. Abreviaturas contidas na
figura: IM, membrana interna da mitocondria; IMS, espaco intermembrana da mitocondria; OM,
membrana externa da mitocondria;, MOMP, permeabilizacgio da membrana externa da
mitocondria (adaptado a partir de Galluzzi et al., 2012).

No cancer de pancreas, a liberacdo de produtos mitocondriais estd sempre envolvida no
mecanismo apoptdtico, independentemente do estimulo inicial envolver ou nio receptores de

morte ou estresse ambiental (Adrian, 2007). Isso se deve ao fato da alta expressdo de proteinas
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(FAP-19 e c-FLIP) que tem a capacidade de inibir os sinais de morte, tornando assim o cancer
pancredtico insensivel a apoptose por via extrinseca (Elnemr et al., 2001). Somado a isso, a
resisténcia ao sinal apoptdtico pode estar envolvida com o estado inativo do precursor, pro-
caspase 3. Seu estado inativo ¢ mantido por um bloqueio de residuos de dcido aspartico
essenciais para a catalise (Roy et al., 2001). Além disso, essa protease é altamente expressa em
células pancreaticas cancerosas e esta expressao esta relacionada, ndo apenas com a resisténcia a
inducdo de apoptose, como também com a capacidade de invasdo desse tumor (Satoh et al.,
2000). Por conta dessa dificuldade em induzir apoptose em células de cancer de pancreas, varios
estudos tém sugerido a indugcdo de morte autofidgica como estratégia terapfutica vidvel em

tumores apoptose resistente.
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Objetivos Gerais

O cancer de pancreas surpreende por sua agressividade, que estad principalmente
associada as diversas altera¢cdes moleculares que contribuem para a rapida progressdo da doenga,
bem como, para a elevada resisténcia a quimioterapia. Desta forma, uma descricio do
mecanismo molecular responsavel pelo efeito bioldgico de novos compostos, abre uma nova
possibilidade para melhorar a eficdcia terapéutica contra o cancer pancreatico.

Neste sentido, dividimos este estudo em dois capitulos, dos quais os objetivos gerais

foram:

Capitulo 1 - Investigar a atividade antitumoral do calix[6]areno em células de cancer de
pancreas, bem como, definir os mecanismos envolvidos nesta atividade, principalmente
relacionada com a redugdo da viabilidade e proliferacdo celular, somado a inducdo de morte e

inibicdo da adesdo e migracdo de células humanas de cancer de pancreas (Panc-1);

Capitulo 2 - Buscar moléculas ativas que superem a resisténcia do cancer de pancreas a
inducdo de morte celular por apoptose, a partir do estudo de estrutura-atividade realizado com

derivados de goniotalamina e piplartina;
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Capitulo 1

Avaliacao da atividade antitumoral in vitro e estudo da
modulacio de vias de sinalizacao por Calix[6]areno

em células humanas de cancer de pancreas
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Resumo

O cancer de pancreas ocupa a quarta posi¢ao entre as mortes relacionadas ao cancer na América
do Norte. Praticamente nenhum progresso tem sido feito no sentido de diagnosticar e tratar
pacientes com tumores em estagio avancado. Somado a isso, a agressividade do cancer do
pancreas esta intimamente relacionada com niveis elevados de mediadores prd-sobrevivéncia,
que propiciam a rapida progressdo da doenga, resisténcia e metastase. O principal objetivo deste
estudo foi definir os mecanismos pelos quais calix[6]areno (CLX6) diminui, de forma eficiente,
a agressividade da linhagem humana droga-resistente de cancer de pancreas (Panc-1). CLX6 foi
potente na redu¢do da viabilidade celular de Panc-1 (ICso = 17,9 uM), enquanto que o tratamento
com gencitabina e 5-fluorouracil ndo resultou em redugdo significativa da viabilidade destas
células. Em relacdo aos mecanismos moleculares, CLX6 levou ao bloqueio do ciclo celular na
fase GO/G1 através da reducdo nos niveis de Pim-1, CDK2, CDK4 e inibicdo da proteina
retinoblastoma. CLX6 ainda reduziu significativamente os niveis de receptores tirosina quinases
(Mer e AXL), ambos superexpressos no cancer de pancreas. Consequentemente, houve inibi¢ao
da PI3K e mTOR, estas proteinas sdo conhecidas por serem positivamente moduladas por Mer e
AXL. Apesar de diminuir a fosforilagio de AKT em Thr308, CLX6 causou um incremento de
fosforilagdo em Serd73. Estes resultados, em conjunto com um aumento de BiP, IREl-a e
redu¢do nos niveis de HSP90 constituem a base molecular para explicar a capacidade de CLX6
no desencadeamento de estresse do reticulo endoplasmatico e da morte celular autofagica. CLX6
foi também um inibidor potente da adesdo celular e da migracdo associada a inibicdo de PDGFR
e niveis reduzidos de integrina. Por fim, a inibi¢do de PDGFR, resultou em um aumento da
atividade da proteina fosfatase LMWPTP que, juntamente com a diminui¢do dos niveis de
integrina, levou a inibicdo de FAK. A modulagdo da FAK pode ser responsavel pela reducao dos
niveis de expressio de MMP-2 e MMP-9. Nossas descobertas indicam CLX6 como um
candidato potencial para superar a agressividade do cancer de pancreas. E importante ressaltar
que fornecemos evidéncias de que CLX6 afeta as principais vias que sdo geralmente
disfuncionais no cancer de pancreas, uma caracteristica altamente desejavel para

quimioterapicos.
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1. Introducao

O cancer de pancreas ¢ a quarta principal causa de mortes relacionadas ao cancer na
América do Norte (Siegel, Naishadham, Jemal, 2013). Este tipo de cancer ¢ extremamente
agressivo, devido a alta capacidade de invasdo local e metastases, mesmo durante os estagios
iniciais da doenga (Stathis e Moore, 2010). Além disso, a grande heterogeneidade do cancer de
pancreas, causada pela desregulacdo em multiplas vias de sinalizagdo, culminam na resisténcia
intrinseca ou adquirida a quimioterapia, radioterapia, ou ambos (Mimeault, Hauke e Batra, 2008;
Kim e Siomeone, 2011). Atualmente, as abordagens terapéuticas para o cancer de pancreas sao
bastante ineficientes e incapazes de reverter a biologia agressiva da doencga. Assim, a falta de
novas estratégias de quimioterapicos ¢ refletida no pequeno aumento na sobrevida dos pacientes
com cancer de pancreas, ao longo dos ultimos 30 anos (Siegel, Naishadham e Jemal, 2012). A
partir desta perspectiva, a busca de novas drogas para tratamento do cincer de pancreas e a
defini¢do do mecanismo molecular de a¢do sdo cruciais para melhorar a eficacia do tratamento
desta neoplasia. Neste contexto, calix[n]arenos tém emergido como agentes antitumorais
promissores.

Calixarenos sdo compostos macrociclicos de unidades fendlicas unidas por grupos
metilenos ou sulfuricos, nas posigdes 2 e 6 orto a hidroxila (de Fatima et al., 2009). O nome
calixareno foi sugerido por Gutsche (1990), sendo que calix significa vaso e areno presenca de
anéis aromaticos. Estes compostos permitem a inclusdo de compostos variados em seu anel
macrociclico, o que torna os calixarenos interessantes na quimica supramolecular, possibilitando
reconhecimento molecular, catdlise, transporte de moléculas e ions metalicos. Os calixarenos

apresentam alto ponto de fusdo, baixa solubilidade e elevada acidez (Lazzarotto et al., 1995).
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Por serem utilizados como plataformas para o desenvolvimento de novos farmacos e
como carreadores de farmacos, varias propriedades bioldgicas dos calixarenos substituidos tém
sido reportadas, tais como, atividade antiviral (Motornaya et al., 2006), antifingica (Paquet et al.,
2006), antibacteriana (Conforth et al., 1955; Jain e Jahagirdar 1985; Hart et al., 1996; Colston et
al., 2004), além da atividade anti-angiogénica e antitumoral (Blaskovic et al., 2000; Sebti e
Hamilton, 2000; Dings et al., 2006; Zhou et al., 2006; Viola et al., 2008; Dings et al., 2012).
Com relagdo a atividade antitumoral, o calix[4]areno tem sido até o momento o mais estudado.
Este composto, bem como, seus derivados apresentaram interessante atividade antitumoral in
vitro ¢ in vivo (Blaskovic et al., 2000; Sebti e Hamilton, 2000; Dings et al., 2006; Zhou et al.,
2006; Dings et al., 2012). O tratamento diario de camundongos nude injetados com células
U87MG (glioblastoma humano) com calix[4]areno substituido resultou em significativa redugdo
tumoral e resultados similares foram observados com células A-549 (adenocarcinoma de pulmao
humano) (Blaskovic et al., 2000; Sebti e Hamilton, 2000). O tratamento diario com o
calix[4]areno ndo causou efeitos toxicos nos animais, mesmo apds um més de administragao.
Além disso, Dings e colaboradores (2006) observaram uma diminui¢do do crescimento do tumor
de ovario (58-65%) e melanoma (42-57%) em camundongos tratados com derivado de
calix[4]areno. Adicionalmente, derivados do calix[8]areno inibiram a migracdo e proliferacao de
glioma de ratos (Viola et al., 2008).

A respeito do calix[6]areno (CLX6) (Figura 1), Kamada e colaboradores (2010),
utilizando derivados, reportaram um aumento da atividade do fator de transcri¢do, proteina p53,
através da estabilizacdo da sua forma tetramérica. No entanto, pouco ou praticamente nenhum
estudo relata a atividade biologica de calixarenos na sua forma precursora. Recentemente nosso
grupo avaliou a atividade do CLX6 sobre células leucémicas que promoveu efeito concentracao-

dependente, reduzindo a viabilidade celular em 50% (ICso) com valores entre 1-5 uM para
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células K562, e entre 5-10 uM para a linhagem Lucena-1 (células resistentes a quimioterapicos).
Além disso, o CLX6 induziu morte celular por apoptose nas células leucémicas, e foi mais tdxico

para células tumorais do que para células normais (Ferreira, 2010).

|\ I\
ARG
| on OH

OH HO
OH OH

Figura 1. Estrutura quimica do calix[6]areno.
Neste contexto, a investigacdo da atividade antitumoral do CLX6 em células de cancer de
pancreas, bem como, o estudo dos mecanismos envolvidos nesta atividade coloca este composto

como um candidato em potencial para a superacdo da agressividade do cancer de pancreas.
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Objetivos

O principal objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antitumoral e definir o

mecanismo de a¢do do CLX6 em uma linhagem humana de cancer de pancreas altamente

agressiva e resistente (Panc-1).

a)

b)

d)

2

Objetivos especificos

Avaliar a atividade citotoxica in vitro do CLX6 frente a diferentes linhagens de
cancer de pancreas (Panc-1, MiaPaca-1 e BxPC-3);

Avaliar o efeito do CLX6 na proliferacdo celular;

Investigar a modulagdo de proteinas envolvidas na progressdo ciclo celular de
Panc-1 frente ao tratamento com CLX6;

Analisar a expressdo e atividade de proteinas envolvidas na agressividade e
sobrevivéncia de Panc-1 tratadas com CLX6;

Definir o tipo de morte celular induzido pelo composto nas células Panc-1;
Avaliar a capacidade de adesdo e migracdo das células Panc-1 tratadas com
CLX6;

Investigar a modulagdo dos marcadores de adesdo e migragcdo induzidos por

CLXe6.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes

Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), sulfato de
estreptomicina e penicilina foram obtidos da Nutricell (Campinas, SP, Brasil), enquanto que o
Soro Fetal Bovino (SFB) foi obtido da Gibco (Invitrogen, NY, EUA). 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), albumina de soro bovino (BSA), cloreto de sddio (NaCl), Tween 20,
desoxicolato de sodio, o-vanadato, fluoreto de sddio (NaF), aprotinina, leupeptina, ditiotreitol
(DTT), dodecilsulfato de sddio (SDS), tris(hidroximetil) aminometano (Tris), 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazina acido etanosulfonico (HEPES), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), cloreto de
potassio (KCl), cloreto de magnésio (MgCly), acido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido
etilenoglicoltetracético (EGTA), fosfato de sédio monobasico (NaH2POy4), glicina, hidréxido de
sddio (NaOH), bicarbonato de sdédio (NaHCO3), cloreto de célcio (CaCly), gelatina, acrilamida,
bis-acrilamida, kit para dosagem de atividade fosfatdsica (Protein Tyrosine Phosphatase Assay
Kit - PTP 101), ribonuclease (RNase) tipo I, iodeto de propideo (PI) e cloroquina foram obtidos
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Coomassie Blue R-250, azul de bromofenol,
Triton X-100, glicerol, metanol e etanol foram obtidos da Merck Sharp & Dohme (Whitehouse
Station, NJ, EUA). Kit para avaliar a proliferacdo celular - Cell Proliferation ELISA, BrdU
(chemiluminescent) foi obtido da Roche Applied Science (Mannheim, Germany). Os anticorpos
primarios para a Ciclina D1 (Cat. N° #2978S), CDK2 (Cat. N° #2546), CDK4 (Cat N° #29006),
Caspase-3 (Cat. N° #9665), BAX (Cat. N° #2772), BCL2 (2870), fosfo-fosfatidilinositol-3
quinase subunidade 85 (PI3K-p85 — Tyr 458/ p55 — Tyr 199) (Cat. N° #4228S), PI3K p85 (Cat.
N° #4257), GAPDH (Cat. N° 2118), LC3B (Cat. N° #2775), Mer (Cat. N° #9178S), fosfo-mTOR
(Ser 2448) (Cat. N° #2971S), MMP2 (Cat. N° #4022), MMP9 (Cat. N° #3852), fosfo-PTEN
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(Ser380/Thr382/383) (Cat. N° #9549S), PTEN (Cat. N° #9559), AKT-1 (Cat. N° #2938S), fosfo-
AKT (Thr 308) (Cat. N° #4056S), fosfo-AKT (Ser 473) (Cat. N° #4060), AXL (Cat. N° #45660),
fosfo-FAK (Tyr576/577) (Cat. N° #3281), FAK (Cat. N° #3285), BiP (Cat. N° #3177), IRE1-a
(Cat. N° #3294), fosfo- SAPK/INK (Thr183/Tyr185) (Cat. N° #9255), SAPK/INK (Cat. N°
#9258), fosfo-RB (Ser795) (Cat. N° #9301S), PP2A subunidade C n3o metilada (Cat. N°
#4957S), Pim-1 (Cat. N° #2907S) foram obtidos da Cell Signaling Technology (Beverly, MA,
EUA). Anticorpos primarios para a LMWPTP (Cat. N° ab26232) e integrina beta 3 (Cat. N°
ab7167) foram obtidos da Abcam (San Francisco, CA, EUA). Anticorpo primario para mTOR
(Cat. N°2949) fo1 obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Anticorpo primario para
HSP90 (Cat. N° sc-27987) foi obtido da Santa Cruz Biotechnology. Os anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase anti-coelho (Cat. N° #7074) e anti-camundongo (Cat. N° #7076)
foram obtidos da Cell Signaling Technology, anti-ovelha (Cat. N° ab6895) da Abcam. Anticorpo
secundario conjugado a Alexa-456 utilizado na microscopia confocal foi obtido da Invitrogen
Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA). Os reagentes utilizados na microscopia eletronica de

transmissao foram comprados da Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA, USA).

3.2. Cultura de células

Trés linhagens de cancer de pancreas foram utilizadas nesse trabalho, todas elas de
origem humana. Uma breve descricdo genotipica e fenotipica das trés linhagens pode ser
observada na tabela 1. A linhagem celular Panc-1 foi adquirida no Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRIJ) enquanto que as linhagens celulares BXPC-3 ¢ MIA PaCa-2 foram gentilmente
doadas pelo Dr. Arnold Spek (Amsterdam Medical Center, Amsterdam, Holanda). O cultivo das

linhagens celulares foi realizado em meio DMEM contendo 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
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de sulfato de estreptomicina e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células
foram cultivadas em atmosfera umidificada, 5% CO; a 37°C e o subcultivo foi realizado

periodicamente (2-3 vezes na semana).

3.3. Sintese e diluicao do CLX6

O CLXG6 foi sintetizado no Laboratorio de Estudos em Biologia Quimica e Organica da
Universidade Federal de Minas Gerais sob a coordenagio do Prof. Dr. Angelo de Fatima e nos
encaminhado para avaliar seu potencial efeito antitumoral. O composto foi previamente diluido
em 10% DMSO em meio DMEM sem soro, a fim de se obter uma solu¢do 10 mM. Em seguida,
essa solucdo foi sonicada por 5 min para total solubilizagdo do composto. A concentragdo de
DMSO adicionada ao CLX6 foi utilizada de tal modo que a concentragdo final apds diluicdo em

meio de cultura nao fosse citotdxica (0,1%).

34. Tratamento das células de cancer de pancreas e avaliacio da viabilidade celular

através da funcio mitocondrial (ensaio do MTT)

Para a andlise de viabilidade celular, células de cancer de pancreas (Panc-1, BxPC-3 e
MIAPaCa-2) foram plaqueadas independentemente na densidade de 1 x 10° células/ml em placas
de 96 pocos (volume de plaqueamento por poco: 100 pl), e incubadas a 37°C, 5% CO> por 24 h.
Apos o tratamento com 0,1; 1; 5, 10; 25 ¢ 50 uM de CLX6 por 24, 48 ¢ 72 h o meio de
tratamento foi removido, os pocos foram lavados com PBS, em seguida, foram adicionados aos
pocos meio sem soro contendo MTT (0,5 mg/mL). Apds incubacdo por 4 h a 37°C, o meio foi
retirado cuidadosamente e foi adicionado 100 pL de etanol para solubilizagdo do formazan. As
placas foram agitadas por 10 min e a absorbancia correspondente a cada poco foi lida em leitor
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de placas (ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens de
reducdo de MTT, em relagio ao controle DMSO 0,1% (células ndo tratadas com CLX6)
(Mosmann, 1983). Os resultados foram representados como média + erro padrdo da média de 3

experimentos independentes conduzidos em triplicata.

3.5. Avaliacao da viabilidade celular de Panc-1 tratadas com CLX6 ao longo do tempo

Para avaliar se o tratamento com CLX6 comprometia a proliferacdo celular e/ou induzia
morte celular, células de cancer de pancreas (Panc-1) foram plaqueadas e tratadas da mesma
forma como descrito anteriormente (Materiais € Métodos 3.4). No entanto, neste experimento a
viabilidade celular foi avaliada desde o tempo 0, que corresponde ao momento em que o meio de
tratamento contendo ou ndo o composto foi adicionado a placa. Outras mensuragdes foram
realizadas apds 3, 6, 12 e 24 h de tratamento. Da mesma forma como descrito anteriormente
(Materiais e Métodos 3.4) a viabilidade celular foi avaliada através do ensaio de reducdo do
MTT. Neste caso, os valores foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT em relagcao
ao tempo 0 para as diferentes concentracdes testadas. Os resultados foram representados como

média + erro padrdo da média de 3 experimentos independentes conduzidos em triplicata.

3.6. Analise da proliferacao celular pelo ensaio de incorporac¢ao do BrdU

Para a andlise de proliferagdo celular, células Panc-1, BxPC-3 e MIAPaCa-2 foram
plaqueadas, independentemente, e tratadas com 0,1; 1; 5, 10; 25 e 50 uM de CLX6 por 24 h.
Apds o tratamento o protocolo de marcacdo com bromodesoxiuridina (BrDU) foi seguido
conforme instrugdes do fabricante (Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemiluminescent), Roche

Applied Science). Os valores foram expressos em porcentagens de incorporacdo de BrDU, em

42



Capitulo 1

relagdo ao controle DMSO 0,1% (células ndo tratadas com CLX6). Os resultados foram
representados como média + erro padrao da média de 3 experimentos independentes conduzidos

em duplicata.

3.7. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

Com o objetivo de avaliar o efeito do CLX6 no ciclo celular de Panc-1, as células foram
plaqueadas em placas de 6 pocos, numa densidade de 3 x 10° células/mL (1 mL/pogo), incubadas
por 24 h em estufa timida a 37°C e 5% CO». Em seguida, as células foram incubadas por mais 18
h em meio DMEM sem soro, para sincroniza¢do do ciclo celular. O tratamento com CLX6 se
deu nas 24 h seguintes, utilizando 3 concentragdes abaixo da ICso (concentragdo que reduziu a
viabilidade celular em 50%), previamente determinada. Ao final do tratamento, as células Panc-1
foram tripsinizadas, lavadas com PBS, e ressuspendidas em solugdo de trabalho (1 g/L de citrato
de sddio, 0,5 mg/mL de ribonuclease A, 50 pg/mL de iodeto de propideo e 0,01% de Triton X-
100). Apds incubagdo no escuro por 60 min, a temperatura ambiente, as amostras foram
analisadas em citometro de fluxo Gallios (Beckman Coulter, EUA). Os resultados foram

representados como média =+ erro padrdo da média de 2 experimentos independentes.

3.8. Analise da expressao de proteinas por Western Blotting

A fim de avaliar a expressdo de proteinas associadas com vias de sobrevivéncia, ciclo
celular e morte das células Panc-1 apos o tratamento com CLX6, amostras para Western Blotting
foram preparadas. Para isso, 1,87 x 10° células/mL (10 mL/placa) foram plaqueadas em placa de
100 mm, e incubadas por 24 h em estufa imida a 37°C e 5% de CO,. Em seguida as células

foram tratadas por 24 h com 10 e 20 uM de CLX6. Apos o tratamento as células foram coletadas
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das placas com o auxilio de um raspador de células (“cell scraper”), transferidas para tubos do
tipo eppendorf, centrifugadas, lavadas com PBS (3X) e lisadas com tampao de lise apropriado
contendo antiproteases. As amostras foram, entdo, homogeneizadas com sonicador e mantidas
em banho de gelo durante 2 h, com agitagcdes a cada 30 min, com o objetivo de aumentar a
eficiéncia da extragdo de proteinas. Apds centrifugacdo do extrato celular a 21.255 g por 10 min
a 4°C, o precipitado foi descartado e o contedo de proteinas foi determinado por
espectrofotometria através do método de Bradford, utilizando kit comercial (Sigma) e BSA como
padrdo. Apos a dosagem de proteinas as amostras foram acrescidas de tampdo de amostra na
propor¢do 1:1 [Tris-HCI 100 mM (pH 6,8), DTT 200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,1 % e
glicerol 20%)]. A seguir, as amostras foram fervidas por 5 min e aplicadas em gel de
poliacrilamida (8 - 12%) contendo SDS (SDS-PAGE).

Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(previamente ativadas com metanol) na presenga de 20% de metanol e 0,02% de SDS durante 1
h e 30 min, para proteinas de baixo peso molecular, e 4 h para proteinas de alto peso molecular,
em amperagem constante de 400 mA. As membranas foram bloqueadas com BSA a 5%
preparado em tampao Tris contendo tween 20 a 0,05% (TBST) e incubadas overnight com
anticorpos primarios diluidos 1:1000 em BSA 3%. Em seguida, as membranas foram lavadas
com TBST (3X de 5 min) e incubadas com anticorpo secundario especifico conjugado com
peroxidase-HRP (1:10000) por 1 h e 30 min. Apos lavagem das membranas com TBST (3X de 5
min), as bandas foram detectadas por quimioluminescéncia no equipamento ImageQuant LAS
4000 (GE Healthcare Life Science). A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria
com o auxilio do programa Image J. Os valores resultantes foram corrigidos pelo valor obtido

para o controle interno (gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase - GAPDH) correspondente a cada
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banda. As intensidades finais foram expressas relativamente ao controle DMSO 0,1% e como

Unidades Arbitrarias (u.a.).

3.9. Microscopia Eletronica de Transmissao

Células Panc-1 foram tratadas com CLX6 (10 e 20 uM) por 24 h e, em seguida,
processadas para microscopia eletronica. Apds o tratamento as células foram coletadas e lavadas
duas vezes com PBS, fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M a 4
°C. Apés a fixagdo as células foram lavadas em tampao cacodilato 0,1 M pH 7,2, e pds-fixadas
em uma solucdo contendo 1% tetréxido de 6smio (OsOa) e 0,8% ferrocianeto de potdssio por 1 h.
Em seguida, foi realizada a desidratacdo das amostras em gradiente crescente de acetona e
inclusdo em resina Epon ®. Em seguida, cortes ultrafinos foram obtidos em um ultramicrétomo e
coletados em grades de cobre com 400 mesh, as amostras foram contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo e as imagens foram obtidas em microscopio eletronico de

transmissdao JEOL JM 1400.

3.10. Microscopia Confocal

Células Panc-1 (6,25 x 10* células/mL — 1 mL/poco) foram plaqueadas 24 h antes do
experimento em laminulas de vidro (12 mm de diametro), inseridas no interior de placas de
cultura de 24 pogos (1 laminula por pogo). No dia seguinte, as células de cancer de pancreas
foram tratadas e mantidas com 20 uM de CLX6 por 24 h em estufa umida a 37°C e 5% COs...
Ap0s este periodo, as células foram lavadas com PBS, fixadas por 20 min com paraformaldeido
(PFA) 4% em PBS, tratadas com glicina 0,1 M em PBS por 20 min, permeabilizadas com triton
X-100 0,2% por 2 min e bloqueadas com solu¢cdo de SFB 10% (solug¢do bloqueadora) por 5 min.
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Subsequentemente, as células foram incubadas com anticorpo primario anti-LC3 (1:200) por 1 h
a 37 °C em camara umidificada. O anticorpo primdrio foi previamente diluido em solugdo
bloqueadora. As células foram, entdo, lavadas 1 vez com PBS e bloqueadas por 1 min. Em
seguida, as células foram incubadas com anticorpo secundario fluorescente por 30 min a 37 °C
em camara umidificada. O anticorpo secundario Alexa-Fluor®456 foi diluido 1:1000 em solugio
bloqueadora. O nucleo das células foi marcado com o cromoforo DAPIL. Apos 3 lavagens com
PBS, as laminulas foram montadas em laminas de vidro, utilizando meio de montagem da
DAKO. As andlises foram feitas no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fotonica
aplicada a Biologia Celular (INFABIC), na Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP.
As amostras foram analisadas usando um confocal Zeiss LSM 780-NLO em um microscopio
Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss AG, Alemanha) equipado com lentes de iMersdo 60X. As
imagens foram adquiridas sob airy-unity 1, garantindo a confocalidade. Foram adquiridas
imagens com 1024 por 1024 pixels e os arquivos foram salvos em formato proprio (Ism) sem

perda de qualidade, sendo posteriormente analisadas utilizando programa Image J (NIH).

3.11. Investigacao do papel da autofagia na morte celular induzida por CLX6

Para confirmar o papel da autofagia na morte celular induzida por CLX6, o inibidor de
autofagia cloroquina (CHL) foi utilizado. Células Panc-1 foram plaqueadas em placas de 96
pocos como descrito no item 3.4. Meio com ou sem cloroquina (concentragdo final 50 pM) foi
adicionado a varias concentragdes de CLX6 ¢ mantido em contato com as células, durante 24 h.
Em seguida, a viabilidade celular foi avaliada por ensaio de reducdo de MTT, como descrito no

método 3.4.
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3.12. Avaliacao da adesao celular

A fim de avaliar a capacidade de células (Panc-1) aderirem apds o tratamento com 10 e
20 pM de CLX6, as células foram plaqueadas (6,25 x 10* células/mL — 1 mL/pogo) em placas de
24 pocos cultivadas em atmosfera umidificada a 37 °C, 5% CO2 em meio DMEM contendo ou
ndo o composto. A adesdo celular foi determinada apds 6 h de incubagdo (tempo em que 100%
das células ndo tratadas, controle, estavam aderidas). Para isso, o meio dos pogos foi removido,
cada pogo foi lavado com PBS e meio sem soro contendo MTT (0,5 mg/mL), foi adicionado.
Apds incubagdo por 4 h a 37°C, o meio foi retirado cuidadosamente e foi adicionado 1,0 mL de
etanol para solubilizagdo do formazan. As placas foram agitadas por 10 min e a absorbancia
correspondente a cada pogo foi lida em leitor de placas (ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm. Os
valores foram expressos em porcentagens de redu¢do de MTT em relagdo ao controle (Mosmann,
1983). A adesdo celular foi estimada comparando-se os valores de absorbancia do controle
DMSO 0,1% com os valores de absorbancia das células tratadas com CLX6, sendo expressos em
porcentagem em relacdo ao controle (100% de adesdo). Os resultados foram representados como

média + erro padrdo da média de 2 experimentos independentes conduzidos em duplicata.

3.13. Avaliacao da migracao celular pelo ensaio de scratch

A fim de avaliar a migrag¢do celular, a linhagem celular Panc-1 foi plaqueada numa
densidade de 3 x 10° células/mL (2 mL/pogo) em placas de 6 pogos, e incubadas a 37 °C e 5%
CO2 por 24 h. Em seguida, um risco no tapete celular foi realizado com a ajuda de uma ponteira
200 pl, o que permitiu a abertura de uma lacuna (drea) ausente de células, e o tratamento com
CLX6 foi realizado nas concentragdes de 5 e 10 uM. Apds 24 h de tratamento imagens foram
obtidas utilizando Microscopio Zeiss Cell Observer Z1 acoplado a uma camera AxioCam MRm.
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Andlises da area de migragdo foram realizadas com o auxilio do programa Image J. Os valores
de porcentagens de migragdo foram realizados em comparagdo ao controle DMSO 0,1%. Os
resultados foram representados como média + erro padrdo da média de 2 experimentos

independentes realizados em duplicata.

3.14. Quantificacao da atividade da proteina fosfatase de baixo peso molecular

(LMWPTP) em células Panc-1 tratadas com CLX6

Apos exposicdo as diferentes concentragdes (10 e 20 uM) de CLX6 por 24 h, as células
(Panc-1) foram lavadas com PBS e lisadas com tampao especifico (50 mmol/L HEPES, pH 7,5,
150 mmol/L NaCl, 1,5 mmol/L MgCl,, 1 mmol/L EGTA, 10% glicerol, 1% Triton X-100, 1
mmol/L PMSF, 1 pg/mL leupeptina e 1 pg/mL aprotinina) por 2 h a 4 °C. A seguir, o extrato foi
clarificado por centrifugacdo a 21.255 g por 10 min 4°C e a concentracdo de proteina
determinada por espectrofotometria através do método de Bradford, utilizando kit comercial
(Sigma) com albumina de soro bovino (BSA) como padrao. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante foi incubado com anticorpo especifico para LMWPTP e Protein A-Sepharose
(proporcao de 3 puL de anticorpo e 50 pL de beads para cada 1 mL de lisado) para
imunoprecipitagdo. Apos 1 h de incubacdo a 4 °C sob agitacdo constante, os imunocomplexos
foram centrifugados a 21.255 g por 5 min a 4 °C e ressuspendidos em tampao HNTG (20
mmol/L. HEPES, pH 7,5, 150 mmol/L NaCl, 10% glicerol e 0,1% Triton X-100) gelado. Os
imunocomplexos foram lavados 2 vezes com tampao HNTG e 2 vezes com tampao acetato 0,1
mol/L. Adicionalmente, a atividade fosfatdsica foi determinada seguindo o protocolo do
fabricante (Protein Tyrosine Phosphatase Assay Kit - Sigma-Aldrich), em tampao acetato 0,1 M

pH 5.0, contendo 0,25 mmol/L de p-nitrofenil fosfato (pNPP) como substrato. A liberagdo de
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fosfato inorgénico foi determinada colorimetricamente apos 45 min de incubacio pela leitura da
absorbancia em 620 nm, que corresponde ao complexo fosfato/molibdato de amoénio-verde
malaquita. A atividade da enzima foi calculada em nmol de POs4/min/mg de proteina e o
resultado expresso em relagdo ao controle DMSO 0,1% (100%). Os resultados foram
representados como média + erro padrdo da média de 2 experimentos independentes conduzidos

em duplicata.

3.15. Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A andlise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA seguida por teste de Tukey. Foi adotado o nivel de

significancia p < 0,05.
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4. Resultados e Discussao

4.1. CLX6 reduz a viabilidade celular de linhagens tumorais de pancreas humano

O cancer de pancreas ¢ considerado um grave problema de saude devido a sua alta
incidéncia e mortalidade associadas ao diagndstico tardio. Em geral, os quimioterapicos
atualmente disponiveis no mercado contribuem apenas para prolongar a vida dos pacientes em
poucos meses, no entanto, esses tratamentos dificilmente levam a cura. Assim, a identificagdo de
novos agentes antitumorais contra este tipo de cancer, bem como a definicio do mecanismo
molecular se faz necessario (Costello et al., 2012).

Neste sentido, os calixarenos aparecem como uma boa alternativa quimioterapéutica, uma
vez que uma sé€rie de resultados demonstra um potencial antitumoral para derivados dessa classe
de compostos. No entanto, para o CLX6 pouca informagdo ¢ encontrada na literatura. Em 2010,
nosso grupo demonstrou o potencial deste composto contra linhagens celulares leucémicas,
inclusive em linhagens altamente resistente (Ferreira, 2010). Além disso, em 2010, Kamada e
colaboradores indicaram que derivados de CLX6 aumentavam a estabilizacdo do fator
transcricional p53, e que isso pode conduzir o desenvolvimento de um candidato para a terapia
do cancer.

A investigacdo da atividade antitumoral do CLX6 teve inicio com a avaliacdo da
viabilidade de trés linhagens humanas de cancer de pancreas (Panc-1, MiaPaca-2 ¢ BxPC-3)
através do ensaio de reducdo do MTT. Os resultados obtidos demonstraram que nas trés
linhagens o CLX6 apresentou significativa redu¢do da viabilidade celular de forma
concentracdo- e tempo- dependente (Figura 2). Os resultados indicaram que no tempo de 24 h a
linhagem BxPC-3 nas concentragdes mais altas (25 e 50 uM) foi mais sensivel ao CLX6 do que
as linhagens Panc-1 e MiaPaca-2, enquanto que a Miapaca-2 foi mais sensivel do que a Panc-1
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na concentagdo de 50 uM. Nos demais tempos de tratamento (48 e 72 h) as trés linhagens, com
relacdo a viabilidade celular, responderam praticamente da mesma forma. Os valores de ICso
(concentracdo que reduz a viabilidade celular em 50%) foram calculados para as diferentes

linhagens nos diferentes tempos e estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. ICso (uM) de CLX6 em células de cancer de pancreas.

24 h 48 h 72 h
PANC-1 17,9+5,2 7,3+£3,9 35+£1,2
BxPC-3 14,7+£0,6 6,719 2,8+1,1
MIA PaCa-2 283+24 4,1+2,6 1,9+0,7

ICso — Concentragdo que reduz a viabilidade celular em 50%.

Caracteristicas genotipicas e fenotipicas dessas trés linhagens de cancer de pancreas estao
apresentadas na tabela 2. Como observado, a linhagem BxPC-3 ¢ wildtype para a mutagao do
gene KRAS, o que poderia explicar sua sensibilidade ao tratamento com CLX6 nas maiores

concentragdes (25 e 50 uM).

Tabela 2. Origem e perfil genético das linhagens de cancer de pancreas.

Linhagem celular Origem KRAS P53 P16 SMAD4 Fenoétipo
Panc-1 Péancreas humano + + - Wt Metastatica
MiaPaCa-2 Péncreas humano + + - Wt Metastatica
BxPc-3 Péancreas humano Wt + - - Nao Metastatica

+ Mutagao; - Dele¢do; Wt Wildtype.
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Figura 2. CLX6 reduz a viabilidade de linhagens celulares humanas de cancer de
pancreas. Panc-1 (A), MiaPaca-2 (B) e BxPC-3 (C) foram plaqueadas (1 x 10° células/mL) em
microplacas de 96 pogos e incubadas por 24 h a 37°C e 5% de COz. As células foram tratadas
com diferentes concentragdes do CLX6 e incubadas nas mesmas condigdes por 24, 48 e 72 h. A
viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do MTT. Os valores foram expressos em
porcentagens de reducdo de MTT em relagdo ao controle DMSO 0,1% (100% de viabilidade).
Resultados representam média + erro padrdo da média de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata.
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4.2. CLX6 inibe a proliferacao de células de cancer de pancreas

Interessados em investigar a resposta proliferativa das células de cancer de pancreas
frente ao tratamento com CLX6, utilizamos a técnica do BrdU. Esta técnica se baseia na
utilizagdo de anticorpo contra bromodeoxiuridina (BrdU) um nucleosideo sintético andlogo a
timidina. BrdU ¢ incorporado as fitas de DNA recém sintetizadas de células em processo de
replicacdo, substituindo a timidina. Assim, quanto maior a incorporagdo de BrdU, maior ¢ a taxa
proliferativa das células analisadas, uma vez que isto indica o aumento da sintese de DNA. A
avaliag@o da incorporacdo do BrdU nas trés linhagens de cancer de pancreas (Panc-1, MiaPaca-2
e BxPC-3) tratadas com CLX6 demonstrou que esse composto inibe significativamente a
proliferagdo nestas células a partir da concentracdo de 1 uM (Figura 3). Nas concentragdes mais
baixas de CLX6 - 0,1 e I uM - a linhagem Panc-1 foi mais sensivel apresentando reducdes de 11
e 15%, respectivamente na proliferacdo celular, quando comparada com as linhagens BxPC-3 e
MiaPaca-2. Na concentracdo de 5 uM de CLX6 a porcentagem de inibicdo da proliferacao
celular foi de aproximadamente 70-75% nas trés linhagens, com a perda completa da

proliferagdao com 10 pM.
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Figura 3. CLXG6 inibe a proliferacio das trés linhagens de cancer de pancreas (Panc-1,
MiaPaca-2 e BxPC3). As trés linhagens celulares (1 x 10° células/mL) foram plaqueadas
independentemente em microplacas de 96 pocos escuras com fundo transparente e incubadas por
24 h a 37°C e 5% de COas. As células foram tratadas com diferentes concentracdes do composto
e incubadas nas mesmas condi¢cdes por 24 h. A proliferagdo celular foi avaliada pela
incorporagdo de BrDU. Resultados representam média + erro padrio da média de 3
experimentos independentes realizados em duplicata.

A linhagem Panc-1 ¢ sabidamente mais resistente ao quimioterapico (Gencitabina) de
uso no tratamento do cancer de pancreas e, além disso, o fenotipo desta célula apresenta um
carater mais agressivo (Hong et al., 2009; Deer et al., 2010). Por conta disso, demos
continuidade ao estudo de mecanismo de acdo com a linhagem Panc-1, por entender que uma
avaliacdo dos efeitos do possivel novo quimioterapico numa linhagem mais agressiva e

resistente podera contribuir no entendimento de vias relacionadas com esses fendtipos, a fim de

suprimi-los.
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Para confirmar o potencial antitumoral do CLX6 contra células Panc-1, os efeitos da
gencitabina e 5'fluorouracil (atuais agentes quimioterapéuticos utilizados no tratamento do
cancer do pancreas) foram também examinados. Ambos os compostos foram avaliados em
concentracdes até 2 mM, durante 24 e 48 horas. A viabilidade de Panc-1 foi afetada apenas a
partir de 48 h de tratamento, sendo observada uma reducdo na viabilidade de 50% das células

em aproximadamente 200 pM para gencitabina e 500 uM para 5-Fluorouracil (Figura 4).

125 —————————r

100

T

~
wn
T

9]
&
T
H-#—
e
L

-»- (Gencitabina - 24 h
-®- (Gencitabina - 48 h
-+ 5-Fluorouracil - 24 h
-¥- 5-Fluorouracil - 48 h

Viabilidade celular
(% do controle)

[\®]
n
T
]

"0 —doo 1000

Concentracdo (UM)

Figura 4. Viabilidade celular de Panc-1 frente ao tratamento com gencitabina e 5-
fluorouracil. Panc-1 foram plaqueadas (1 x 10° células/mL) em microplacas de 96 pogos e
incubadas por 24 h a 37°C e 5% de CO». As células foram tratadas com diferentes concentragdes
do CLX6 e incubadas nas mesmas condi¢des por 24 e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada
pela reducdo do MTT. Os valores foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT em
relagdo ao controle DMSO 0,1% (100% de viabilidade). Resultados representam média + erro
padrdao da média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.3. CLX6 inibe a proliferacao celular e também induz morte celular em Panc-1

A fim de investigar se a reducdo da viabilidade celular ocorreu como um resultado apenas
da inibicdo da proliferacdo celular, ou também pela inducdo de morte, uma avaliagio da
viabilidade ao longo do tempo foi realizada também através do ensaio de redu¢do do MTT para
as células Panc-1. Nesse ensaio consideramos o tempo 0 h (momento em que se adicicionou, ou
ndo, CLX6 nas células) como 100% de viabilidade celular, e em seguida, de tempo em tempo
acompanhamos a viabilidade das células Panc-1 frente ao tratamento (Figura 5). Nas primeiras 3
h de incubag¢do a concentragdo de 50 uM de CLX6 reduziu a viabilidade celular quando
comparada ao grupo controle que mantinha 100% de viabilidade. Apds 24 h, as concentracdes de
25 e 50 uM reduziram 47,6 + 4,6 ¢ 67,3 £ 3,5%, respectivamente, o percentual de células
viaveis, no qual as células ndo tratadas apresentavam 169,2 + 2,4% de viabilidade, o que indica
que nestas concentragdes CLX6 induziu, provavelmente, morte celular em Panc-1. Por outro
lado, a concentragdo de 10 uM de CLX6 resultou, ao final do tratamento, em 92,5 + 6,8% de
células viaveis, e ao longo do tempo nao foi observado nenhuma alteragdo da linha base (100%)
(Figura 5), indicando que 10 uM de CLX6 ndo induz morte celular em células Panc-1, mas inibe
a proliferacdo celular. Este resultado esta de acordo com o ensaio do BrDU, uma vez que, na

concentracdo de 10 uM, praticamente 100% das células ndo proliferaram.
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Figura 5. CLX6 inibe a proliferacdo e induz morte celular em Panc-1. Células Panc-1 (1 x
10° células/mL) foram plaqueadas em microplacas de 96 pogos e incubadas por 24 h a 37°C e
5% de COas. As células foram tratadas com diferentes concentracdes do CLX6 e incubadas nas
mesmas condi¢des por 0, 3, 6, 12 e 24 h. A viabilidade celular foi determinada através do ensaio
de reducdo do MTT. Os valores foram expressos em porcentagens em relacdo ao tempo 0 (100%
de viabilidade). Resultados representam média + erro padrdo da média de 3 experimentos
independentes realizados em triplicata.

44. CLX6 inibe a progressao do ciclo celular em G0/G1

Sabendo que o CLX6 inibe a proliferagao celular, decidimos avaliar a distribuicdo das
células, tratadas ou ndo, nas diferentes fases do ciclo celular através da analise do conteudo de
DNA, por citometria de fluxo. Conforme observado na figura 6, houve um aumento do
percentual de células Panc-1 na fase GO/G1 apds o tratamento com CLX6 em todas
concentragdes avaliadas (Figura 6), enquanto que o percentual de células nas fase S e G2/M
diminuiram. E importante notar que, mesmo na concentragdo mais baixa de CLX6, 2,5 uM, 67,4

+ 1,3% das células estavam em fase GO/G1 em comparacdo com 29,1 + 0,3% das células ndo
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tratadas (***, p < 0,001). Por outro lado, a porcentagem de células na fase S baixou de 40,5 +
1,5% das células ndo tratadas para 14,4 + 4,4% em células tratadas com 2,5 uM de CLX6 (** p

<0,01). O mesmo perfil foi observado com 5 e 10 uM de CLX6 (Figura 6).
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Figura 6. CLX6 bloqueia o ciclo celular na fase G0/G1 de células de cancer de pancreas
(Panc-1). Numero de células Panc-1 em diferentes fases do ciclo celular (fase GO/GI, S e fase
G2 + M) foi determinada por incorporagdo de iodeto de propidio seguido por citometria de fluxo
apds tratamento com concentragdes especificas de CLX6 por 24 h. Resultados representam
média £ erro padrdo da média de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. **
p<0,01 diferenca significativa vs Controle; *** p<0,001 diferenca significativa vs Controle.
ANOVA seguido por teste de Tukey.

A fim de obter mais detalhes sobre o mecanismo molecular pelo qual CLX6 induz a
parada do ciclo celular de Panc-1, proteinas moduladoras da progressao do ciclo também foram
analisadas (Figura 7). Apesar de nenhuma mudanca na expressdo de Ciclina DI ter sido
observada, uma redugdo nos niveis de CDK2, CDK4, seguida por uma reduc¢do na fosforilacdo

da proteina retinoblastoma em Ser795, foi observada. Além disso, uma forte reducdo nos niveis
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da quinase Pim-1, que tem sido descrita como promotora chave da proliferagdo celular, também

foi detectada.
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Figura 7. CLX6 modula a expressiao e/ou atividade de proteinas associadas com a fase G1
do ciclo celular. A expressio de Pim-1, CDK2, CDK4, Ciclina DI e fosforilacio de
retinoblastoma no residuo Ser795 foi determinada por Western blotting. A proteina GAPDH foi
utilizada como controle interno. Analise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada
¢ relativa ao controle interno e expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos
independente, P < 0,05). Valores sdo média + EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 diferenca
significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de Tukey.

A redugdo na taxa de proliferacdo desencadeada por CLX6 pode ser relacionada, em
parte, com a diminuicdo nos niveis de CDK2, CDK4, Pim-1 e inibi¢do da proteina
retinoblastoma (RB), proteinas que ativam a progressao do ciclo celular. A progressdo do cancer
envolve a perda de controle nos pontos de verificacdo do ciclo celular (checkpoint), que regulam
a passagem através das diferentes fases (Hartwell e Weinert, 1989; Molinari, 2000; Yu et al.,
2007). Os resultados obtidos com a citometria de fluxo mostraram parada do ciclo celular na fase

G0/G1, por isso, decidimos avaliar a expressdo/atividade de proteinas ligadas a esta fase do

ciclo. O controle do ciclo celular, na fase G1, ¢ mediado por complexos de proteinas, tais como
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CDKs e ciclinas. As CDK2, -4 e -6 (quinases dependentes de ciclinas) formam um complexo
com ciclina D1 que atua na fosforilacdo de RB, permitindo a passagem através do ponto de
restricdo entre a G1/S. Como observado, CLX6 induziu uma redu¢do na expressdo de CDK2 e -4
e inibicdo de Rb. Uma vez fosforilada, RB libera o fator de transcri¢do E2F, que é responsavel
pela transcricdo de proteinas envolvidas na fase S. Por isso, a reducdo nos niveis de RB
fosforilada indica que o fator de E2F nao ¢ liberado e, assim, havera uma parada do ciclo em
GO/Gl.

Outro dado que reforca a capacidade de CLX6 em bloquear o ciclo celular foi a forte
diminui¢do da quinase Pim-1. A Pim foi descrita por ativar as fosfatases CDC25A e CDC25C,
promovendo a progressdo do ciclo celular de Gl para S e de G2 para M, através da
desfosforilagdo e ativacdo de CDKs (Mochizuki et al., 1999; Bachmann et al., 2006). Além
disso, Pim-1 reprime a expressdo de p27 (um inibidor da progressdo do ciclo celular) e também o
inativa por fosforilagdo (Morishita et al., 2008). Em particular no cancer pancreatico, Pim-1 ¢ um
alvo promissor uma vez que esta quinase foi encontrada estar regulada positivamente em modelo
in vitro de adenocarcinoma do ducto pancreatico (ADCP) (Qian et al., 2005), e por contribuirem
com o crescimento, dependente ou independente de ancoragem, invasdo e radiorresisténcia (Xu
et al., 2011). De forma bastante interessante, vale ressaltar que uma vez que Pim-1 estd expressa
sua atividade € constitutiva (Brault et al., 2010), o que indica que a redu¢ao nos niveis de Pim-1

¢ uma forma de modular sua atividade.
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4.5. CLX6 modula a expressao de receptores tipo tirosina quinases responsaveis por

controlar a sobrevivéncia, proliferacao e agressividade do cancer de pancreas

A andlise de vias de transducdo de sinais tem sido utilizada para estudar diferentes
aspectos bioldgicos, uma vez que entender os mecanismos pelos quais uma célula ou tecido
responde aos diversos estimulos pode servir como base para a identifica¢do de alvos moleculares
para o desenvolvimento de novos farmacos. Nesse contexto, para entender o mecanismo
molecular envolvido no efeito do CLX6 na linhagem celular Panc-1, examinamos a expressao e
status de ativagdo de moduladores chaves das vias de sinaliza¢do associadas com a resisténcia de
c€lulas de cancer de pancreas ao estimulo de morte.

O tratamento das células de cancer de pancreas com CLX6 culminou com a forte redugdo
nos niveis dos receptores tirosina quinase (RTQ), AXL e Mer, e da proteina Heat Shock 90
(HSP90) (Figura 8A). Como esperado, moléculas downstream a estes receptores, como PI3K,
AKT e mTOR foram negativamente moduladas, como observado através da razdo entre a
proteina fosforilada/proteina total (Figura 8B). A ativagdo de PI3K pode ocorrer por ligagdo da
subunidade p85 aos RTQs ativados ou pela ligacdo da subunidade p110 a RAS constitutivamente
ativa no cancer de pancreas (Giroux et al., 2009). A AKT ¢ importante alvo da PI3K e tem como
funcdo fosforilar e regular uma grande variedade de proteinas implicadas na sobrevivéncia/morte
celular. Um dos alvos de AKT é a mTOR, proteina que participa da proliferacdo celular, além de
ser o principal modulador negativo de morte celular por autofagia. Nossos dados confirmam uma
redu¢do na atividade de PI3K como consequéncia da reducdo dos niveis de AXL e Mer, por
conta de uma redugdo na fosforilagao da subunidade p85. Além disso, uma forte inibicdo da

atividade de mTOR também foi observada, porém, a inibicdo de mTOR foi bem mais forte do
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que a inibicdo de AKT. Este achado indica que outros moduladores de mTOR podem também
estar sendo afetados pelo CLX6.

Duas proteinas fosfatases que modulam negativamente a atividade de AKT também
foram investigadas. A PTEN que desfosforila o fosfatidionositol 3,4,5 trifosfato (PI3),
intermediario da ativagdo de AKT por PI3K e PP2A uma serina/treonina fosfatase que
desfosforila diretamente AKT. Os resultados demonstraram que as células tratadas ndo
apresentaram aumento significativo na atividade de PTEN, como indicado por comparacio entre
a fosforila¢do do sitio inibitorio (Ser380/Thr382/Thr383) e a PTEN nao fosforilada (Figura 8C).
Adicionalmente, observou-se uma diminui¢do nos niveis da subunidade C da proteina PP2A nao

metilada, indicando que PP2A pode estar mais ativa (Figura 8D).
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Figura 8. CLX6 modula a expressio de receptores tirosina quinase (Mer e AXL) e
consequentemente inibe a via PI3K/AKT/mTOR de células de cancer de pancreas (Panc-1).
A expressdo e/ou atividade de Mer, AXL, PI3K, AKT, mTOR, PTEN e PP2A foi determinada
por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno (A-D). Anadlise
densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e expressa
como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independente, P < 0,05). Valores sdo média
+ EPM. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido
por teste de Tukey.
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Assim, além da modulacdo de proteinas do ciclo celular, o tratamento de células de
cancer de pancreas com CLX6 também culminou com uma potente diminui¢ao na expressao de
receptores de tirosina quinases (AXL e Mer), ambos envolvidos com a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. AXL é um receptor tirosina quinase (RTQ) ativado pelo fator de
crescimento Gas6, um membro das proteinas dependentes de vitamina K. Esta quinase foi
originalmente identificada em leucemia mieldide cronica e tem sido relatada por estar
superexpressa em muitos tipos de tumores humanos, incluindo glioma, melanoma,
osteossarcoma, carcinomas do pulmao, colon, prdstata, mama, ovario, esofago, estbmago e rins
(revisado por Verma et al., 2011). Recentemente, Song et al., (2011) mostraram que AXL e Gas6
sdo frequentemente superexpressas tanto em adenocarcinoma do ducto pancredtico, como em
linhagens celulares humanas de adenocarcinoma do pancreas e desempenham papel anti-
apoptotico além de contribuirem para a invasdo do cancer de pancreas. Anteriormente, Koorstra
e colaboradores (2009) relataram que a downregulation estavel de AXL resultou em redugao
significativa na viabilidade das células, no crescimento independente de ancoragem, bem como a
atenuagdo da migracdo e invasdo da linhagem celular MiaPaCa-2.

A proteina Mer também ¢ um RTQ associado com vérios canceres humanos. A ativacao
anormal dessa proteina tem sido implicada no desenvolvimento do cancer através da ativagdo de
vias de proliferacdo, inibi¢do da apoptose e migragdo/metastase. A expressao aumentada de Mer
foi detectada em tumores solidos, incluindo cancer de pulmdo, mama, prostata, rim,
osteosarcoma, ovario, utero e pancreas (Rochlitz et al., 1999; Nakano et al., 2003; Shieh et al.,
2005). Nestes canceres estudos tém mostrado que a inibi¢ao de Mer diminui significativamente a
ativacdo da PI3K e ERK1 reduzindo assim a sinalizag¢do de vias de sobrevivéncia (Shankar et al.,

2003; Shankar et al., 2006).
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O mecanismo pelo qual CLX6 diminue os niveis de Mer e AXL precisa ser mais bem
investigado, no entanto, a nossa hipdtese ¢ a de que a degradagdo de ambos os receptores ¢
estimulada na presenga do composto. Esta hipotese baseia-se no fato de que também foi
observada uma redugdo nos niveis da proteina HSP90 nas células tratadas com CLX6 (Fig. 8A).
Recentemente, Krishnamoorthy e colaboradores relataram que a inibi¢ao da proteina HSP90 com
17-alil-amino-17-demetoxigeldanamicina  induziu a  degradacdo de AXL  via
ubiquitina/proteassoma, e que a estabilidade e a translocagdo de AXL na membrana ¢ dependente
da HSP90 (Krishnamoorthy et al., 2013).

Em continuidade deste trabalho, foi avaliada a expressdo/atividade de proteinas
associadas a ativacdo de receptores tirosina quinase, tais como PI3K, AKT e mTOR que
demonstraram ser negativamente moduladas pelo tratamento com CLX6. AKT desempenha um
papel importante em muitos processos biologicos, incluindo a diferenciacdo, proliferacdo e
sobrevivéncia celular (Vivanco e Sawyer, 2002). A desregulacdo desta quinase parece ter um
papel fundamental na natureza agressiva desta doenca, incluindo a resisténcia a quimioterapia
(Bardeesy e DePinho, 2002; Agbunag e Bar-Sagi, 2004; Asano et al., 2004; Chadha et al., 2006).
Portanto, a capacidade de CLX6 em modular promotores do cancer, tais como AKT, reforca o
potencial antitumoral deste composto. Curiosamente, apesar de observar inibicdo da AKT, ndo
foi detectado efeito na atividade de PTEN. Por outro lado, uma ativagao de PP2A foi observada,
o que poderia ser responsavel pela modulagdo negativa de AKT. Além disso, a PP2A foi
demonstrada por ser um importante regulador da estabilidade e da fun¢do de Pim-1 (Losman et
al., 2003). Assim, a ativacdo de PP2A por CLX6 pode ser responsavel, ndo so pela inibi¢do da

AKT, mas também por controlar os niveis de Pim-1.

65



Capitulo 1

4.6. Autofagia participa da morte celular induzida por CLX6

Levando-se em consideracdo a atividade citotoxica de CLX6, o tipo de morte celular
desencadeada pelo composto foi investigada. Inicialmente, marcadores de apoptose foram
avaliados quanto a expressdo. As proteinas pro-apoptdtica BAX e anti-apoptdtica BCL2
permaneceram inalteradas, além disso, ndo foi observada clivagem da prd-caspase 3 (Figura 9).
Caspase-3 ¢ considerada um efetor critico da via apoptotica, sua ativagdo requer a clivagem da
pro-caspase nos fragmentos ativos pl7 e pl12 (Nicholson et al., 1995). Uma vez ativadas as
caspases desempenham um importante papel no processo de ativacdo de DNases, inibi¢do de
enzimas de reparo do DNA e degradagdo de proteinas estruturais no nucleo. Dessa forma, como
ndo foi detectada nenhuma alteracdo nos niveis de BCL2, BAX e clivagem de caspase-3,

sugerimos que o CLX6 nao induz morte celular em Panc-1 através da via classica de apoptose.
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Figura 9. CLX6 nao induz apoptose dependente de caspase. A expressio de BCL2, BAX e
Pro-caspase-3 foram determinadas por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como
controle interno. Andlise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao
controle interno e expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independente, P
<0,05). Valores sao média = EPM. ANOVA seguido por teste de Tukey.
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Uma vez que ndo foi observada indugcdo de apoptose e que vias de sinalizagdo
AKT/mTOR envolvidas na regulagdo da sobrevivéncia e morte celular foram inibidas, avaliamos
o efeito do CLX6 em marcadores da autofagia.

A potente reducio na viabilidade de Panc-1 induzida por CLX6 resultou no aumento nos
niveis da proteina LC3-II (Figura 10A). A proteina LC3 ¢ considerada um dos principais
marcadores de autofagia (Kabeya et al., 2004). Uma vez no citosol LC3 ¢ convertida em LC3-I,
ao passo que ao ocorrer sinalizacdo para formacdo de autofagossoma, a proteina LC3-I ¢
modificada em LC3-II direcionando a formagdo do autofagossoma. Dessa forma, os resultados
obtidos indicam que a autofagia pode ser o tipo de morte induzido por CLX6 nestas células.
Confirmando a participagdo da LC3 no autofagossoma um aumento no numero de pontos
positivos para LC3 foi observado por microscopia confocal nas células tratadas com CLX6 por
24 h (Figura 10C), enquanto que a célula controle apresentou uma menor marcacdo (Figura
10B).

Adicionalmente, identificamos por microscopia eletronica de transmissdo a formacgado de
vacuolos autofagicos em diferentes pontos de maturacdo (Figura 11B-C), que correspondem a
vesiculas com membrana dupla, carregadas de material citoplasmatico ou organelas ainda
integras (insertos de 11B-C). A ultraestrutura de Panc-1 nio tratada pode ser observada na figura

11A.
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Figura 10. CLX6 aumenta os niveis de LC3-II e a marcacao positiva de autofagossoma em
Panc-1. (A) LC3B expressdo I/ II foi determinada por western blotting. A proteina GAPDH foi
utilizada como controle interno. Andlise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada
¢ relativa ao controle interno e expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos
independente, P < 0,05). Valores sdo médias + EPM. ***p<(,001 diferenga significativa vs
controle. ANOVA seguido por teste de Tukey. (B) Marcaciao de LC3 observada por microscopia
confocal corresponde ao controle e (C) corresponde as células tratadas com 20 uM de CLX6 por
24 h. Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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Figura 11. CLX6 induz a formacao de vacuolos tipicos de autofagia em células Panc-1.
Analise ultraestrutural de células Panc-1, (A) Controle (B) tratadas com 10 uM e (C) tratadas
com 20 uM de CLX6 por 24 h. As imagens foram obtidas através de microscopia eletronica de
transmissdo (A-C) foram obtidas com um aumento de 12.000X. Insertos representam tipicas
estruturas autofagicas, inserto de B foi obtido em um aumento de 50.000X, enquanto o inserto de
C foi obtido em um aumento de 30.000X. Barra de A, B e C = 1 um, Barras dos insertos de B ¢
C=0,5 pum.
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Por outro lado, o aumento de LC3-II e o acimulo de vactolos autofagicos nido sdo
suficientes para dizer se o fluxo autofagico esta induzido ou inibido. A autofagia é um processo
dindmico que pode ser modulado em diferentes passos, seja de forma positiva como de forma
negativa. Um acimulo de autofagossoma (medido por microscopia eletronica, fluorescéncia de
LC3, ou acumulo de LC3 por Western blotting) pode, por exemplo, refletir induc¢do de autofagia,
inibi¢do de autofagia por falha no turnover de autofagossomas (revisado por Klionsky et al.,
2012), ou na incapacidade de manter a formagao de autofagossoma (Chu, 2006). Dessa forma, a
melhor opcao ¢ utilizar inibidores de autofagia e avaliar a resposta ao tratamento com CLX6 na
presenca deste inibidor. O inibidor escolhido foi a cloroquina que eleva/neutralisa o pH
lisossomal bloqueando a fusdo entre autofagossoma e lisossomo. Como podemos observar na
figura 12, a adicdo de Cloroquina anulou o efeito citotdxico de CLX6, indicando que a morte

celular induzida por este composto ocorre via autofagia.
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Figura 12. Cloroquina protege as células de cincer de pancreas da morte celular induzida
por CLX6. Células Panc-1 foram tratadas com CLX6, na presenca ou na auséncia de cloroquina
(50 uM) durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pela redu¢do do MTT. Os valores foram
expressos em porcentagens de reducdo de MTT em relagdo ao controle DMSO 0,1% (100% de
viabilidade). Resultados representam média + erro padrio da média de 3 experimentos
independentes realizados em triplicata. ***p<0,001 diferenca significativa vs sem CHL.
ANOVA seguido por teste de Tukey.

A autofagia ¢ um processo pelo qual os componentes citoplasmaticos, incluindo
macromoléculas e organelas, sdo degradados pelo lisossoma. O papel da autofagia nas células
cancerosas ¢ controverso, por um lado a autofagia parece ser importante para a sobrevivéncia da
célula tumoral exposta ao estresse, por outro pode mediar a morte celular. Apesar dessa questao
ainda ser motivo de discussio, a autofagia parece ser responsavel pela morte de algumas células
cancerosas, em especial quando moduladores essenciais de apoptose, tais como BAX e Bak ou

caspases sdo disfuncionais (Shimizu et al., 2004; Fazi et al., 2008). Especificamente em relacao

ao cancer de pancreas, alguns estudos mostram que este tipo de cancer apresenta altos niveis de
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procaspase-3, Bcl-XL e FAP-1, o que estd associado a resisténcia a morte celular por apoptose
(Roy et al., 2001; Hu et al., 1998). Somado a isso, diferentes grupos de pesquisa tém mostrado
um numero diversificado de agentes antitumorais que promovem a morte celular por autofagia
(Kondo et al., 2005; Ruela-de-Sousa et al., 2010; Salazar et al., 2009). De acordo com os
resultados obtidos, a autofagia parece ser um mecanismo importante para induzir a morte celular

em células resistentes a apoptose, como Panc-1.

4.7. CLXG6 induz estresse de reticulo endoplasmatico em Panc-1

Na andlise por microscopia eletronica de transmissdo, além de mudancgas na ultraestrutura
celular com caracteristicas de estruturas autofagicas, observamos também significativa alteracao
na estrutura do reticulo endoplasmatico (RE). De fato, CLX6 induziu dilatagdo e linearizacdo
desta organela, tipicos sinais de estresse de reticulo (Figura 13). Para obter mais informagdes
sobre a ocorréncia deste processo, a expressao de duas proteinas reconhecidas como marcadores
de estresse de reticulo, IRE1 e BiP foram analisadas. O tratamento com CLX6 das células Panc-1
aumentou os niveis de IRE-1 seguido pelo de BiP (Figura 16A-B). Além disso, as células de
cancer de pancreas tratadas com CLX6 apresentaram ativacdo de JNK2 e ativagdo da AKT como

evidenciado pelo aumento de fosforilagdo no residuo Ser473(Figura 14).
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Figura 13. CLX6 induz dilatacdo e linearizacdo de reticulo endoplasmatico de Panc-1.
Andlise ultraestrutural de células Panc-1, (A) Controle (B) tratadas com 10 uM e (C) tratadas
com 20 uM de CLX6 por 24 h. As imagens foram obtidas através de microscopia eletronica de
transmissdo (A-B) foram obtidas com um aumento de 12.000X e (C) foi obtida com um aumento
de 15.000X. Setas em B ¢ C indicam altera¢cdes no RE como dilatacdo e linearizacdo. Barra de
A,BeC=1pum.
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Figura 14. CLX6 induz estresse do reticulo em células de cincer de pancreas. (A) A
expressdo de IRE1 e BiP e ativacdo de JNK2 foram determinadas por western blotting. A
proteina GAPDH foi utilizada como controle interno. (B) Anélise densitométrica dos blottings. A
intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e expressa como unidades arbitrarias (u.a.)
(n = 3 experimentos independente, P < 0,05). Valores sao média + EPM. **p<0,01 diferenga
significativa vs controle, ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por
teste de Tukey.

O reticulo endoplasmatico (RE) ¢ uma organela que desempenha um papel importante na
manutencdo da homeostase do calcio intracelular, na sintese de proteinas, nas modifica¢des pds-
traducionais e enovelamento correto de proteinas, bem como seu trafego intracelular
(Groenendyk et al., 2006). Estimulos diferentes podem ser responsaveis pela indugdo de estresse
de RE, tais como alteragdo na homeostase de célcio e acumulo de proteinas desenoveladas.
CLX6 aumentou os niveis de IRE1 e BiP, confirmando que as alteracdes na ultraestrutura de RE
podem estar relacionadas com a inducdo de estresse nessa organela.

Curiosamente, apesar da inibi¢do de AKT no residuo Thr 308, anteriormente apresentado,
registramos um aumento na fosforilacdo do residuo Ser473 desta mesma proteina. AKT pode ser
ativada por fosforilacdo em dois residuos: Thr308 e Ser473 (Yung, Charnock-Jones e Burton,

2011). E importante realgar que a atividade maxima da AKT depende da relagio de fosforilagio

dos dois residuos (Yung, Charnock-Jones e Burton, 2011). Essa relacdo tem sido descrita por
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orientar a modulacdo de mediadores downstream a AKT. E que o aumento da fosforilacio
Ser473, em resposta ao estresse de reticulo, determina a especificidade da AKT pelo substrato,
incluindo uma menor afinidade por mTOR (Yung et al., 2011). Dessa forma, este resultado de
AKT Serd73 em relagdo a inibi¢do de AKT Thr308 pode explicar a forte inibicido da mTOR.
Assim, estes dados sugerem um envolvimento de estresse ER sobre o efeito de CLX6. Qin e
colaboradores (2010) também demonstraram que o estresse de RE modula negativamente
mTOR, e assim aumenta autofagia. Este achado corrobora com nossa observagdo de CLX6
medeia a indugdo de autofagia em células Panc-1. Adicionalmente, a ativagao de JNK tem sido
relacionada com a fase inicial do estresse de RE via upregulation de IRE1 e indugdo de autofagia
(Ogata et al., 2006). Dessa forma, os dados obtidos reforcam a hipdtese de que autofagia
participa da resposta celular final frente ao composto. Além disso, a associacdo entre a atividade
de JNK2 e a autofagia foi descrita em células de cancer coloretal tratadas com bufalina que
exibiram um aumento dos marcadores de autofagia, tais como LC3-II, estimula¢do do fluxo
autofagico e ativagdo de JNK2 (Xie et al.,, 2011). Os mesmos autores demonstraram que a
ativacao de JNK2 aumenta a expressdo de ATGS e Beclin-1, proteinas envolvidas na ativacao de

autofagia, e que o silenciamento de JNK2, por siRNA, atenua autofagia induzida por bufalina.

4.8. CLX6 inibe adesao e migracao celular através da modulacdo de integrina/FAK e

metaloproteinases

A agressividade tumoral estd diretamente relacionada com a capacidade de adesdo,
invasdo e migragdo celular. Importantes mediadores da agressividade tumoral, como receptores
tirosina quinases (AXL e Mer) e a via de sobrevivéncia PI3K/AKT/mTOR, foram moduladas por

CLX6. A desregulagdo de vias de sinalizagdo downstream aos RTQs esta associada com o
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aumento da migra¢do e metastase (Verma et al., 2011). Dessa forma, hipotetizamos que CLX6,
ao inibir a via PI3K/AKT/mTOR, poderia também inibir processos metastaticos como adesdo e
migracdo de células humanas de cancer de pancreas.

No ensaio de adesdo, as células Panc-1 foram plaqueadas na presenca ou auséncia de 10 e
20 uM de CLX6. Apds 6 h de incubagdo, periodo em que 100% das células nio tratadas
(controle) estavam aderidas na placa, avaliamos através do ensaio de reducdo do MTT a
viabilidade celular. Aproximadamente 60% das células tratadas, em ambas as concentracdes,
aderiram na placa ao final de 6 h de incubag¢do (Figura 15), indicando que o composto inibiu a

adesdo celular dos tratados quando comparados com o controle.
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Figura 15. CLX6 inibe a adesao das células Panc-1 apés 6 h de incubacio. Células Panc-1
(6,25 x 10* células/mL) foram plaqueadas em placas de 24 pogos e incubadas por 6 h na
presenca ou auséncia do CLX6 a 37°C e 5% de COs. A viabilidade celular foi avaliada pelo
ensaio de reducdo do MTT. Os valores foram expressos em porcentagens de reducdo de MTT
em relagdo ao controle (100%). Resultados representam média £+ erro padrdo da média de 3
experimentos independentes realizados em triplicata. ***p<0,001 diferenga significativa vs
controle. ANOVA seguido por teste de Tukey.

76



Capitulo 1

Adicionalmente ao dado de adesdo celular, investigamos a influéncia do CLX6 na
migracdo de Panc-1. O aumento da taxa de migracdo é uma das principais caracteristicas das
células cancerigenas metastaticas (Hanahan e Weinberg, 2000; 2011). O cancer de pancreas ¢ um
problema de saude devido ao seu elevado risco de metastases, dessa forma, avaliar a capacidade
de um composto em inibir a migrag¢do celular ¢ um ponto chave em estudos de mecanismo de
acdo que visam reduzir a agressividade deste tumor.

Foi observado, através do ensaio de migragdo por Scratch, que CLX6 foi capaz de inibir a
migragdo celular em aproximadamente 70% nas duas concentracdes avaliadas, 5 ¢ 10 uM
(Figura 16). Este ensaio consiste na mensuragdo da area ocupada pelas células apds a abertura de
uma lacuna no tapete celular e subsequente tratamento com CLX6. A escolha de duas
concentracdes inferiores ao ICso se deve ao fato de que neste tipo de teste nosso objetivo era
garantir que as células estivessem viaveis e, portanto, o efeito observado na migragdo ndo

decorresse da morte celular induzida pelo composto.
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Figura 16. CLX6 inibe a migracao de células Panc-1. Uma lacuna no tapete celular foi
realizada, em seguida as células foram incubadas na auséncia ou na presenca do composto
durante 24 h. Quantificacdo da area ocupada foi mensurada utilizando o programa Image J, os
resultados representam a média =+ EPM de 2 experiéncias independentes em duplicata.
*#%p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de Tukey.
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Os mecanismos moleculares envolvidos na resposta de perda de adesdo e inibicdo de
migra¢do, mediados por CLX6, também foram investigados. Como observado, o CLX6 reduziu
significativamente os niveis de expressdo de integrina 33, MMP-9 e MMP-2 (Figura 17A). Além
disso, a proteina de adesdo focal (FAK) teve sua atividade inibida, como observado na
comparagdo entre proteina fosforilada em tirosina 576 e 577 (sitio de ativacdo) e proteina total

(Figura 17B).
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Figura 17. CLX6 modula proteinas envolvidadas na adesdo e migracao de Panc-1 (A) A
expressdo de Integrina 3, MMP9 e MMP2 foi determinada por Western blotting. (B) A
atividade de FAK foi determinada por western blotting, comparando proteina fosforilada com
proteina total. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno. Andlise densitométrica
dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e expressa como unidades
arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independente, P < 0,05). Valores sdo média £ EPM,
*#%p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de Tukey.
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Os dados discutidos at¢ o momento evidenciam o efeito do CLX6 na proliferacido e
sobrevivéncia celular, além de fornecer informagdes consistentes do envolvimento da autofagia
no processo de morte celular induzido pelo composto. Contudo, dados adicionais também
demonstraram que CLX6 modula importantes mediadores envolvidos no processo metastatico,
como integrina, metaloproteinases e FAK.

As integrinas participam diretamente do processo de adesdo, migracdo e invasdo celular
uma vez que comunicam a sinalizacdo entre célula e a matrix extracelular. Em particular, a
expressdo de integrina a5B3 tem sido relacionada com a capacidade de aderéncia das células, e
por participar da migragdo (Cluzel et al., 2005).

A proteina de adesdo focal (FAK) ¢ uma tirosina quinase que participa da sinalizagdo
mediada por integrina, e que estd envolvida na motilidade celular e prote¢do contra a apoptose
(Sanders e Basson, 2000; Crowe e Ohannessian, 2004; Schmitz et al., 2005; Kirsch et al., 2002;
Mukhopadhyay et al., 2005). FAK sofre fosforilacdo no residuo de tirosina 397, que constitui o
principal sitio de fosforilacdo dessa proteina. A fosforilagdo deste sitio cria um local de ligacao
de alta afinidade reconhecido pelo dominio SH2 das proteinas da familia Src quinase (Gilmore e
Romer, 1996; Richardson et al., 1997). O recrutamento de Src leva a fosforilagdao dos residuos de
tirosina 576 e 577 de FAK que correspondem a ativacdo do sitio catalitico desta quinase. No
cancer de pancreas, Sawai e colaboradores (2005) demonstraram que a ativagao de FAK aumenta
a adesdo e invasdo de células de cancer de pancreas.

Ainda com relagdo a este cancer, analises demonstraram o envolvimento de integrina
aSP3, em sitios metastaticos, com a ativacdo de MMP-2 (Hosotani et al., 2002).
Interessantemente, em células tumorais como um todo, a ativagdo de FAK ¢ importante para

promover expressdo de VEGF e metaloproteinases como MMP-2 e MMP-9. Dessa forma, a
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modulacdo destas proteinas por CLX6, somado aos efeitos observados no teste de adesdo e
migracdo com células humanas de cancer de pancreas reforcam ainda mais o potencial

quimioterdpico do composto.

49. CLX6 aumenta a atividade de LMWPTPs nas células tratadas

A fim de entender com mais detalhes a modulagio de FAK por CLX6, a atividade e
expressdao de LMWPTPs foi quantificada. As LMWPTPs sdo importantes moduladoras de vias
de sinalizagdo associadas a sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, além de
participarem da inibi¢do da adesdo celular o que envolve desfosforilacio de FAK (Souza et al.,
2009).

Os resultados obtidos demonstraram (Figura 18A) um aumento nos niveis de LMWPTPs
e uma forte reducdo na fosforilagdo do receptor do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGFR). Adicionalmente, a atividade de LMWPTPs isoladas das células Panc-1 expostas ao
CLX6, apresentou um aumento de cerca de 10 vezes quando o composto foi utilizado na

concentracao de 20 uM (Figura 18B).
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Figura 18. Aumento da atividade de LMWPTP de Panc-1 induzido por CLX6. Apos o
tratamento das células com varias concentragdes de calix[6]aremo por 24 h, o extrato celular foi
preparado e submetido a andlise por Western blotting, utilizando anticorpo especifico para
LMWPTP e p-PDGFR o(Tyr849)/B(Tyr857) (A). GAPDH foi utilizada como controle de
aplicacdo. Analise densitométrica das bandas mostradas em normalizadas em funcdo da GAPDH
e expressas em relacdo ao controle (atribuido valor 1). A atividade fosfatdsica foi determinada
colorimetricamente como descrito em “Material ¢ Métodos” (B). Resultados sdo representativos
de 3 experimentos independentes. Os experimentos para determinagao da atividade da LMWPTP
foram realizados em duplicata. *p < 0,05, ***p < 0,001 em rela¢do ao controle (ANOVA, teste
de Tukey).

A modulagdo da atividade de LMWPTP pode se dar através da
fosforilagdo/desfosforilagdo dos residuos de tirosina 131/132 e pela oxidagdo reversivel do
residuo de cisteina, presente no sitio ativo da enzima. O papel da LMWPTP em células tumorais

ainda ¢ controverso. De um lado, a forma cataliticamente ativa de LMWPTP ¢ capaz de

desfosforilar receptores e moléculas de sinalizacdo, resultando na inibicdo da proliferagdo
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celular. Por outro lado, a forma cataliticamente inativa de LMWPTP pode também atuar como
uma proteina suporte para moléculas contendo dominio SH2, contribuindo assim, para a positiva
regulacdo da sobrevivéncia e proliferacdo celular. Contudo, cabe mencionar que a real
contribuicdo da LMWPTP para o desenvolvimento e progressdao de um tipo de cancer especifico
necessita ser analisado considerando o status da atividade catalitica da enzima, seus niveis de
expressdo e provaveis mutagdes.

Tem sido demonstrado que a ativagdo de fatores de crescimento em célula de cancer de
pancreas, por exemplo, PDGFR, induz um aumento transitorio de espécies reativas de oxigénio
(EROs) induzido pela ativacdo de NADPH oxidase (Catarzi et al., 2005). Além disso, uma nova
via de sinalizagdo foi sugerida por Lee e colaboradores (2007), no qual espécies reativas de
oxigénio produzidas pela NADPH-oxidase, em especial Nox4 no cancer de pancreas, atuam na
inibicdo oxidativa de PTPs, como LMWPTP. Esta inibicdo por sua vez conduz a fosforilagao
aumentada e sustentada de quinases, tais como JAK?2 e supressdo de apoptose.

Adicionalmente sabe-se que a LMWPTP também ¢ responsavel por desfosforilar e assim
inativar FAK, porém uma vez que LMWPTP esta inibida, FAK mantém a ativagdo e colabora no
processo de metastase. Isso leva a hipdtese de que a oxidagao reversivel de LMWPTP por EROs,
no cancer de pancreas, colabora para a manuten¢do da agressividade tumoral.

Adicionalmente, calixarenos t€m sido utilizados como inibidores da interacdo do ligante a
receptores de fatores de crescimento (Blaskovich et al., 2000; Sun et al. 2005; Zhou et al. 2006)
que, por sua vez previne especificamente a fosforilagdo de tirosina do receptor do fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), exercendo atividade antiangiogénica e
anticancerigena (Blaskovich et al. 2000). Dessa forma, CLX6 pode exercer sua funcdo em
células de cancer de pancreas através da inibicdo de PDGFR, o que resulta na reduc¢do nos niveis

de EROs e, consequentemente, ativagdo de LMWPTP.
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5. Conclusao

Os avangos cientificos tém contribuido de forma inestimavel para a terapia de diversas
doengas. Isso se deve particularmente a identificagdo de alvos moleculares, bem como, a
definicdo do mecanismo de agdo do candidato a firmaco no microambiente celular. Os
resultados apresentados nesse estudo permitiram a identificacdo dos mecanismos moleculares
pelos quais o CLX6 reduz a viabilidade e proliferagdo celular, somado a indu¢do de morte e
inibi¢do da adesdo e migragdo de células humanas de cancer de pancreas (Panc-1).

O CLX6 aparece como um potente agente quimioterapéutico contra a agressividade do
cancer de pancreas, principalmente por inibir a transdug@o de sinal dependente de receptores de
tirosina quinases (Mer, AXL e PDGFR), que sdo geralmente superexpressos neste tumor, € por
inibir a via PI3BK/AKT/mTOR. Além disso, o estresse de reticulo induzido por este composto
parece contribuir para a morte celular autofagica. O CLX6 também reduziu a adesdo e migracao
e este comportamento foi associado com a modulacdo de integrina/FAK, metaloproteinase e
LMWPTP (Figura 19). O estudo demonstra a importancia de uma descricdo profunda do
mecanismo molecular responsavel pelo efeito bioldgico dos novos compostos, € abre uma nova

possibilidade para melhorar a eficacia terapéutica contra o cancer pancreatico.
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Figura 19. Mecanismo molecular proposto para o efeito do calix[6]areno nas células de
cancer de pancreas (Panc-1). CLX6 inibe a transdu¢do de sinal dependente de receptores de
tirosina quinases (Mer, AXL e PDGFR), que s3o geralmente superexpressos neste tumor, e
consequentemente, inibe a via PI3K/AKT/mTOR. Além disso, o estresse de reticulo induzido
por este composto parece contribuir para a morte celular autofagica. CLX6 também levou ao
bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1 através da redugdo nos niveis de Pim-1, CDK2, CDK4 e
inibicdo da proteina retinoblastoma. Enquanto que a reducdo na adesdo e migragdo foi associada
com a modulacdo de integrina/FAK, metaloproteinase e LMWPTP.
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Resumo

O desenvolvimento de novos farmacos a partir de produtos naturais tem sido uma boa estratégia
para o tratamento do cancer. O potencial antitumoral das moléculas goniotalamina e piplartina,
obtidas principalmente de plantas do género Goniothalamus e Piper, respectivamente, ja foi
descrito na literatura contra uma série de células tumorais. O presente estudo fornece evidéncias
sobre o grande potencial da goniotalamina, piplartina e os analogos sintéticos 25 e 44 contra
células humanas de cancer de pancreas (Panc-1). Em resumo, a investigacdo do efeito sobre a
viabilidade celular da goniotalamina e andlogos sintetizados, demonstrou que a atividade
bioldgica da goniotalamina reside em sua unidade d-lactona a,-insaturada, que pode atuar como
aceptor de Michael. Além disto, a substitui¢do de um oxigénio (“O”) por um grupo “NH” no anel
lactonico da goniotalamina resultou em uma lactama o,B-insaturada, porém sem atividade
bioldgica. Em contrapartida, a acilagdo do “N” dessa nova estrutura resgatou o potencial
bioldgico, sendo que a presenga de mais uma dupla tornou o composto ainda mais ativo. A
avaliacdo da piplartina, uma lactama o,B-insaturada N-acilada, e seus derivados, confirmaram
também o potencial desse tipo de molécula contra as células Panc-1. No estudo molecular,
observamos que a goniotalamina, piplartina e seus derivados modularam negativamente a
agressividade de células de cancer de pancreas, uma vez que a sobrevivéncia, a proliferacao, a
capacidade de formagdo de colonia foram fortemente reduzidos apos o tratamento. Tanto
goniotalamina, piplartina como os andlogos 25 e 44 reduziram significativamente os niveis do
receptor tirosina-quinase (AXL), sabidamente superexpresso no cancer de pancreas. Proteinas
downstream a AXL foram também negativamente moduladas, os compostos foram capazes de
reduzir a atividade de ERK. Além disso, a modulagdo de importantes marcadores apoptdticos
revela participacdo da apoptose no mecanismo de morte induzido pelos compostos. Este estudo
destaca a importancia da investigacdo de estrutura atividade que auxilia na defini¢do e na busca
por compostos mais ativos e com maior seletividade. Além disso, uma investigacdo preliminar
da modulagdo de proteinas associadas com a agressividade e resisténcia do cancer de pancreas,
permite a selecdo de compostos que possam ser utilizados como base para sintese de moléculas

mais potentes.
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1. Introducao

O adenocarcinoma do ducto pancreatico (ACDP), principal tipo do cancer de pancreas,
caracteriza-se por se tratar de uma doenca com alta mortalidade, que até o0 momento ndo dispde
de um tratamento eficaz (Vincent et al., 2011). A alta heterogeneidade deste cancer se deve,
principalmente, pela desregulacio de maltiplas vias que regem os processos celulares
fundamentais (Kim e Simeone, 2011), dentre os quais, a resisténcia a inducdo de morte por
apoptose caracteriza a principal limitacdo no tratamento atual. A continua busca por novas
estratégias terapéuticas para o tratamento do cancer, em geral, desempenha papel central como
alternativa para combater essa resisténcia, além da agressividade tumoral, relacionado com a
rapida progressdo da doenca e metastase.

Neste sentido, os produtos naturais aparecem como uma fonte interessante de moléculas
precursoras para o desenvolvimento de novos compostos para o tratamento do cancer (Newman
e Cragg, 2012). A quimica organica sintética complementa a natureza possibilitando que os
compostos naturais sejam sintetizados em larga escala ou sirvam como prototipos para a sintese
total, ou semissintese de novos e eficientes medicamentos (Newman e Cragg, 2012). Varios
composto originados de produtos naturais ja sdo utilizados atualmente no tratamento de um
amplo espectro de canceres. Dentre estes destacamos, a vimblastina e vincristina que foram
originalmente isolados de Catharanthus roseus, e atualmente sdo utilizadas no tratamento de
linfoma, leucémias e cancer de mama (Revisado por Nobili et al., 2009). O paclitaxel,
inicialmente isolado das cascas de Taxus brevifolia, utilizado no tratamento do cancer de mama,
de ovéario, de pulmdo e de sarcoma de Kaposi (Revisado por Nobili et al., 2009). E as
combretastatinas que foram isoladas das cascas da arvore Combretum caffrum, e apresentaram

potencial atividade contra uma ampla variedade de linhagens celulares de canceres humano,
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inclusive multirresistentes (Revisado por Nobili et al., 2009). Todos esses exemplos ja serviram
de molde para a sintese de analogos mais ativos também utilizados na quimioterapia (Srivastava
et al., 2005; Cragg e Newman, 2009; Yue et al., 2010).

As estirilactonas representam uma classe promissora de potenciais compostos,
estruturalmente simples, com ampla atividade biologica (de Fatima et al, 2006a). A
goniotalamina (Fig. 1), uma estirilactona de seis membros a,B-insaturada foi originalmente
isolada a partir de varias espécies do género Goniothalamus (Annonaceae) (Wattanapiromsakul
et al., 2005), mas também pode ser encontrada em plantas dos géneros Cryptocarya
(Laulareceae) (Cavalheiro et al., 2000) e Bryonopsis (Cucurbitaceae) (Kabir et al., 2003). A
atividade citotoxica e antiproliferativa da goniotalamina ja foi investigada contra uma variedade
de linhagens de células tumorais, incluindo células de cancer de rim, prostata, mama, pulmao,
leucémia e figado (de Fatima et al., 2005; 2006b; Chiu et al., 2011; Al-Qubaisi et al., 2011;
Vendramini-Costa et al., 2010). Além disso, goniotalamina apresenta ainda outras importantes
atividades bioldgicas incluindo antimicrobiana (Khan et al., 1999; Mosaddik et al., 2003),
antifungica (Martins et al., 2009), larvicida (Kabir et al., 2003), inseticida (Senthil-Nathan et al.,
2008; Rajab et al., 2005) e tripanocida (de Fatima et al., 2006¢). Contudo até o momento essa
estirilactona ndo foi investigada contra o cancer de pancreas.

(o)
(o)

Goniotalamina

Figura 1. Estrutura quimica da goniotalamina.
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Estudos prévios a respeito do mecanismo de ag¢do da goniotalamina indicam a indugao de
apoptose em células tumorais por diversos mecanismos, dentre os quais o aumento da atividade
das caspases 3, 7 e 9 (Inayat-Hussain et al., 2003; Inayat-Hussain et al., 1999), o aumento da
expressdo da proteina pro-apoptdtica BAX (Pihie et al., 1998), a inibicdo da expressdo e da
atividade da NO sintase (NOS) (de Fatima et al., 2008).

A piplartina (Fig. 2), também conhecida como piperlongumina, ¢ encontrada em diversas
espécies do género Piper. Este alcaloide apresenta diversas propriedades bioldgicas, incluindo
atividades citotoxica e antitumoral, antifingica e tripanocida (Bezerra et al., 2013). Raj e
colaboradores (2011) identificaram em uma triagem in vitro € in vivo que a piplartina apresenta
um efeito antiproliferativo seletivo contra células tumorais, inclusive neste estudo, piplartina
reduziu significativamente a viabilidade de células de cancer de pancreas (Panc-1). Somado a
i1sso, estudos in vivo mostraram a eficacia em animais inoculados com Sarcoma 180, exibindo
efeitos toxicos moderados e potencialmente reversiveis (Bezerra et al., 2006). Neste sentido, por
conta da alta seletividade que a piplartina tem demonstrado, diversos grupos estdo atualmente
realizando estudos, a fim de, investigar os mecanismos moleculares envolvidos nos seus efeitos.

Adams et al. (2012) demonstraram que a piplartina elevou seletivamente, os niveis
celulares de espécies reativas de oxigénio (EROs) e induziu a morte por apoptose de células
tumorais. Neste mesmo estudo, a realizacdo de uma triagem de pequenas moléculas derivadas de
piplartina, resultou na identificacdo dos grupos farmacoforicos. Foi proposto que a dupla
endociclica do anel lactdmico a,B-insaturado corresponde a porcdo estrutural com maior
potencial na toxicidade celular, sendo responsavel pela elevagdo de EROs e deplecdo de
glutationa no meio intracelular. Por outro lado, a dupla exociclica também se demonstrou

essencial para a atividade tdxica, porém nao ¢ necessaria para a elevagdo de EROs, e seu papel
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foi relacionado com a glutationagdo de proteinas. Outros estudos também indicam a participacio

de morte celular por apoptose induzida por piplartina em células tumorais (Bezerra et al., 2007).

MeO

MeO
OMe

Piplartina

Figura 2. Estrutura quimica da piplartina.

Tendo-se em vista a atuagdo da goniotalamina frente as células tumorais, principalmente
relacionado com o envolvimento da apoptose, como mecanismo de morte disparado por esse
composto, bem como, a identifica¢do da piplartina como um potente e seletivo composto contra
células tumorais (inclusive cancer de pancreas), a sintese de moléculas derivadas desses
compostos pareceu uma estratégia bastante promissora na busca por compostos mais ativos, e

que possivelmente possam ultrapassar a resisténcia de morte por apoptose do cancer de pancreas.
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Objetivos

Diante do exposto, os objetivos desse trabalho foram:

Avaliar a atividade citotoxica in vitro da goniotalamina, seus andlogos e um hibrido,

goniotalamina e piplartina, em células humanas de cancer de pancreas (Panc-1);

Investigar a modulagdo de proteinas envolvidas na progressdo, agressividade e
sobrevivéncia do cancer de pancreas;

Investigar a modulagdo de proteinas apoptdticas nas células Panc-1.
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3. Materiais de Métodos

3.1. Reagentes

Meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), sulfato de
estreptomicina e penicilina foram obtidos da Nutricell (Campinas, SP, Brasil), enquanto que o
Soro Fetal Bovino (SFB) foi obtido da Gibco (Invitrogen, NY, EUA). 1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT), albumina de soro bovino (BSA), cloreto de sédio (NaCl), Tween 20,
desoxicolato de sodio, o-vanadato, fluoreto de sédio (NaF), aprotinina, leupeptina, ditiotreitol
(DTT), dodecilsulfato de sédio (SDS), tris(hidroximetil) aminometano (Tris), 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazina acido etanosulfonico (HEPES), fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), cloreto de
potassio (KCl), cloreto de magnésio (MgCly), acido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido
etilenoglicoltetracético (EGTA), fosfato de sédio monobasico (NaH2POs), glicina, hidroxido de
sodio (NaOH), bicarbonato de sddio (NaHCO3), cloreto de calcio (CaCly), acrilamida, bis-
acrilamida foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Coomassie Blue R-
250, azul de bromofenol, Triton X-100, glicerol, metanol e etanol foram obtidos da Merck Sharp
& Dohme (Whitehouse Station, NJ, EUA). Os anticorpos primdrios para a BAX (Cat. N° #2772),
GAPDH (Cat. N° 2118), AXL (Cat. N° #4566), p44/42 MAPK (ERK1/2) (137F5) (Cat. N°
#4695), p-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (Cat. N° #9101) foram obtidos da Cell
Signaling Technology (Beverly, MA, EUA). Anticorpo primdrio para PARP-1 (cleaved p25)
(Cat. N° 04-576) foi obtido da Millipore Corporation. Os anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase anti-coelho (Cat. N° #7074) e anti-camundongo (Cat. N° #7076) foram obtidos da

Cell Signaling Technology.
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3.2. Cultura de células

A linhagem celular Panc-1 (carcinoma de pancreas) foi adquirida no Banco de Células do
Rio de Janeiro (BCRJ). O cultivo foi realizado em meio DMEM contendo 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina e suplementados com 10% de soro fetal
bovino (SFB). As células foram cultivadas em atmosfera umidificada, 5% CO; a 37°C e o

subcultivo foi realizado periodicamente (2-3 vezes na semana).

3.3. Sintese e diluicao dos compostos

Os compostos goniotalamina, analogos, piplartina e hibrido foram sintetizados no
Laboratorio de Sintese Organica da Universidade Estadual de Campinas, coordenado pelo Prof.
Dr. Ronaldo Aloise Pilli. Os procedimentos de sintese estdo descritos em Barcelos, 2013 (Tese
de doutorado). Apos a sintese e caracterizacao estrutural, os compostos foram encaminhados ao
nosso laboratdrio para serem avaliados com relacao ao efeito sobre a viabilidade celular de Panc-
1. Previamente, os compostos foram diluidos em DMSO, a fim de se obter uma solucdo estoque
100 mM, e mantidos em freezer -20°C. Para os ensaios subsequentes, uma segunda solugado (1
mM) foi preparada a partir da estoque (100 mM) diretamente em meio de cultura (DMEM, 10%
SFB) e submetido ao sonicador por 5 min para total solubilizacdo do composto. A concentracio
de DMSO final nos experimentos, descritos abaixo, nao ultrapassou a concentragdo citotoxica de

0,1%.

34. Anadlise da viabilidade celular através da funcio mitocondrial (ensaio do MTT)

107



Capitulo 2

Para a andlise de viabilidade celular, células de cancer de pancreas (Panc-1) foram
plaqueadas independentemente na densidade de 1 x 10° células/ml em placas de 96 pogos
(volume de plaqueamento por pogo: 100ul), e incubadas a 37°C, 5% COz por 24 h. Apos o
tratamento com 1; 10; 25; 50 e 100 uM dos compostos, por 24 h, o meio de tratamento foi
removido, os pocos foram lavados com PBS, em seguida, foram adicionados aos po¢os meio sem
soro contendo MTT (0,5 mg/mL). Apds incubagdo por 4 h a 37°C, o meio foi retirado
cuidadosamente e foi adicionado 100 pL de etanol para solubilizacdo do formazan. As placas
foram agitadas por 10 min e a absorbancia correspondente a cada pogo foi lida em leitor de
placas (ELx 800 BIO-TEK) em A = 570 nm. Os valores foram expressos em porcentagens de
reducdo de MTT em relagdo ao controle (Mosmann, 1983). A viabilidade das células Panc-1 foi
também investigada apos o tratamento com Gencitabina (até a concentracdo de 2 mM). Os
resultados foram representados como média + desvio padrao de 3 experimentos independentes

conduzidos em triplicata.

3.5. Ensaio de formacao de colonia

Células Panc-1 foram semeadas em placas de seis pog¢os na concentracdo de 200
células/poco e incubadas em estufa umida 37°C, 5% COz. Apds 24 h as células foram tratadas
com diferentes concentragdes dos compostos em estudo. Apos o tratamento por 15 dias, as
c€lulas foram fixadas e coradas com 0,2% de cristal violeta e 2,5% gliceraldeido durante 60 min.

O namero de coldnias foi determinado com o auxilio de um microscopio estereoscopico.

3.6. Analise da expressao de proteinas por Western Blotting
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A fim de avaliar a expressdo de proteinas associadas com agressividade, sobrevivéncia e
morte celular amostras para Western Blotting foram preparadas. Para isso, 1,87 x 10° células/mL
(10 mL/placa) foram plaqueadas em placa de 100 mm, e incubadas por 24 h em estufa imida a
37°C e 5%CO,. Em seguida as células foram tratadas por 24 h com concentragcdes determinadas
pelo ensaio de viabilidade celular. Apos o tratamento as células foram coletadas das placas com
o auxilio de um raspador de células (“cell scraper”), transferidas para tubos do tipo eppendorf,
centrifugadas, lavadas com PBS (3X) e lisadas com tampdo de lise apropriado contendo
antiproteases (50 mM Tris-HCI (pH 7.4) contendo 1% Tween 20, 0.25% deoxicolato de sodio,
150 mM NaCl, ] mM EGTA, 1 mM o-vanadate, | mM fluoreto de sddio, 1 pg/mL aprotinina, 10
png/mL leupeptina, e 1 mM PMSF). As amostras foram, entdo, homogeneizadas com sonicador e
mantidas em banho de gelo durante 2 h, com agitagdes a cada 30 min, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia da extracdo de proteinas. Apds centrifugacdo do extrato celular a 21.255 g
por 10 min a 4°C, o precipitado foi descartado e o conteido de proteinas foi determinado por
espectrofotometria através do método de Bradford, utilizando kit comercial (Sigma) e BSA como
padrdo. Apos a dosagem de proteinas as amostras foram acrescidas de tampao de amostra na
proporg¢ao 1:1 [Tris-HCI 100 mM (pH 6,8), DTT 200 mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,1 % e
glicerol 20%)]. A seguir, as amostras foram fervidas por 5 min e aplicadas em gel de
poliacrilamida (8 - 12%) contendo SDS (SDS-PAGE).

Apos a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(previamente ativadas com metanol) na presenga de 20% de metanol e 0,02% de SDS durante 1
h e 30 min, para proteinas de baixo peso molecular, e 4 h para proteinas de alto peso molecular,
em amperagem constante de 400 mA. As membranas foram bloqueadas com BSA a 5%
preparado em tampao Tris contendo tween 20 a 0,05% (TBST) e incubadas overnight com

anticorpos primarios diluidos 1:1000 em BSA 3%. Em seguida, as membranas foram lavadas
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com TBST (3X de 5 min) e incubadas com anticorpo secundario especifico conjugado com
peroxidase-HRP (1:10000) por 1h e 30 min. Apos lavagem das membranas com TBST (3X de 5
min), as bandas foram detectadas por quimioluminescéncia no equipamento ImageQuant LAS
4000 (GE Healthcare Life Science). A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria
com o auxilio do programa Image J. Os valores resultantes foram corrigidos pelo valor obtido
para o controle interno (gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase - GAPDH) correspondente a cada
banda. As intensidades finais foram expressas relativamente ao controle e como Unidades

Arbitrarias (u.a.).

3.7. Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. A andlise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA seguida de post test Tukey. Foi adotado o nivel de

significancia p < 0,05.
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Reducio da viabilidade celular de Panc-1 apés o tratamento com goniotalamina e seus

derivados

A goniotalamina (1) apresentou interessante atividade citotdxica contra Panc-1, reduzindo
a viabilidade celular em 50% na concentragdo de 65 uM apos 24 h de tratamento. Como
observado na figura 3, as curvas de viabilidade celular em relacdo a concentragdo de
goniotalamina apresentaram os mesmos perfis nos tempos de 24 e 48 h, sugerindo que este
composto nao apresenta um efeito dependente do tempo. Contudo, a avaliacdo da viabilidade
celular de Panc-1 frente ao tratamento com gencitabina, quimioterapico atualmente utilizado no
tratamento do cancer de pancreas, revelou que no tempo de 24 h, até a concentragdo de 2 mM,
nenhum efeito citotdxico foi observado, sendo que em 48 h uma reducio de 50% na viabilidade

celular foi detectada na concentracdo de 200 uM (Figura 3).

Viabilidade celular
(% do controle)
Viabilidade celular
(% do controle)

25 -= Goniotalamina - 24 h 25F - Gencitabine - 24 h E

-+ Goniotalamina - 48 h -+ Geneitabina - 48 h

G 1 1 1 0N n s aaaal " et i F
1 10 100 10 100 1000

Concentragio (pM) Concentragao (uM)

Figura 3. Reducao da viabilidade celular de Panc-1 ap6s o tratamento com goniotalamina e
gencitabina. Células Panc-1 foram plaqueadas (1 x 10° células/mL) em microplacas de 96 pogos
e incubadas por 24 h a 37°C e 5% de CO.. As células foram tratadas com diferentes
concentragdes da goniotalamina (A) e gencitabina (B) e incubadas nas mesmas condi¢des por 24
e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pela redu¢cdo do MTT. Os valores foram expressos em
porcentagens de reducdo de MTT em relagdo ao controle (100%). Resultados representam média
+ erro padrao da média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
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Diante do potencial efeito que a goniotalamina apresentou frente esta linhagem resistente
de cancer de pancreas, o grupo do Prof. Pilli (Departamento de Quimica Organica do Instituto de
Quimica da Unicamp) se propds a sintetizar analogos da goniotalamina com o objetivo de torna-
los mais potentes. Conforme apresentado na Tese de doutorado de Rosimeire Barcelos (2013) a
estratégia inicial foi sintetizar novos andlogos racémicos da goniotalamina com o anel aromatico

contendo grupos hidroxila, metoxila e trifluorometila como substituintes (Esquema 1).

0O
(o)
&
(o]
| E\> Pph
N Z
R/
R = 0-OH, m-OH, p-OH
Goniotalamina (1) 0-CF3, p-CF;

p-OMe, 2,4-OMe, 3,4-OMe
3,5-OMe, 3,4,5-OMe, 2,4,5-OMe

Esquema 1. Estruturas dos novos analogos de goniotalamina (adaptado de Barcelos, 2013).

Todos esses analogos de goniotalamina foram avaliados com relacdo ao efeito sobre a
viabilidade celular de Panc-1 por 24 h. Dentre os andlogos contendo hidroxila no anel aromatico
(2-4), apenas a adi¢cdo de um grugo hidroxil na posi¢do meta (3) representou uma melhora de 2
vezes na atividade citotdxica (ICso: 29,2 £ 8,4 uM) comparada com a goniotalamina (1) (Figura
4). Somado a esses resultados, a adi¢do do grupamento trifluorometil (5-6) ou metoxilas (7-12)
na porcdo fenil da goniotalamina, ndo resultou em nenhuma melhora significativa no efeito

citotoxico dos andlogos contra Panc-1, se comparado a goniotalamina (Figura 4).
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Figura 4. Estrutura quimica dos andlogos da goniotalamina e a concentragdo que reduziu a
viabilidade celular de Panc-1 em 50% apds 24 h de tratamento.
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Muitos trabalhos ja relatam que a atividade citotoxica das di-hidropiranonas, como a
goniotalamina, reside em sua unidade d-lactona a,B-insaturada, pois esse nucleo pode atuar como
aceptor de Michael em sistemas bioldgicos (Bialy et al., 2003; de Fatima et al., 2006a; Kasaplar
et al., 2010). Dessa forma, o efeito observado para a maioria dos analogos apresentados pode
estar relacionado puramente a o,p- insaturagdo do anel lactonico. Dentre as alteragdes estruturais
propostas para a goniotalamina (1), a adicdo do grupamento hidroxila consiste em melhorar a
solubilidade do composto por conta de uma regido mais polar, permitindo assim uma melhor
disponibilidade em meio biologico. Contudo dos trés andlogos hidroxilados (2-4), apenas o
composto com OH na posi¢do meta (3) apresentou melhor efeito citotdxico, sugerindo que neste
caso, a posi¢do do grupamento hidroxila parece ser relevante.

Adicionalmente, Barcelos e colaboradores (2012) demonstraram que o analogo
dimetoxilado de goniotalamina (10) foi potencialmente mais ativo e seletivo contra células
tumorais de mama, ovario e colon do que a goniotalamina (Barcelos et al., 2012). Porém, em
células de cancer de pancreas, os nossos dados ndo demonstraram nenhum efeito citotoxico deste
composto (10) até a concentragdo de 100 puM.

Em um segundo momento houve interesse em substituir o “O” do esqueleto lactonico por
um “NH”, o que caracteriza um anel lactdmico. Na literatura existe relato dessa substitui¢do estar
relacionada, principalmente, com melhora na biodisponibilidade do composto em meio
bioldgico, em decorréncia de uma maior estabilizagdo de hidrdlise no anel, e consequente
melhora significativa da atividade biologica (Mulzer et al., 2008).

Na molécula de goniotalamina a introducao do anel lactamico (a partir de agora chamado
de azagoniotalamina (13)) reduziu significativamente a atividade antiproliferativa observada para
a goniotalamina em 24 h, ndo apresentando qualquer atividade citotoxica contra Panc-1 até a

concentracdo de 100 uM (Figura 5). Neste caso, os resultados demonstram a importancia da
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presenca da unidade estrutural farmacofdrica J-lactona ,f-insaturada em detrimento da o-
lactama ¢, f-insaturada. Como relatado por Barcelos (2013), a substitui¢do do dtomo de oxigénio
por um nitrogénio provavelmente aumentou a densidade eletronica da carbonila devido a
ressonancia com o par eletronico do atomo de nitrogénio. Dessa forma, o carbono £ da lactama
o,f-insaturada apresentou menor deficiéncia em elétrons e foi menos suscetivel ao ataque
nucleofilico em uma adi¢cdo de Michael, influenciando dessa forma o perfil bioldgico desse

analogo.
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Figura 5. Estrutura quimica dos aza-analogos da goniotalamina e a curva de viabilidade celular
de Panc-1 apds 24 h de tratamento.

Da mesma forma, que para a goniotalamina (1), foram sintetizados andlogos da
azagoniotalamina (13) contendo grupo trifluorometil e metoxil no seu anel aromatico (14-21).
Conforme observado na figura 6, essas alteracdes estruturais ndo surtiram efeito positivo na
atividade biologica da azagoniotalamina (13) (Figura 6). O menor efeito bioldgico dos andlogos
de azagoniotalamina (13), também ja foi descrito para outras células tumorais (Barcelos et al.,

2012).
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Figura 6. Estrutura quimica dos andlogos de azagoniotalamina (13) e a concentragdo que reduziu
a viabilidade celular de Panc-1 em 50% apos 24 h de tratamento.

A fim de confirmar que a perda da atividade bioldgica observada para a azagoniotalamina

(13) e seus analogos (14-21) era decorrente da menor deficiéncia eletronica do sistema o,/f-

116



Capitulo 2

insaturado, foram sintetizados andlogos de azagoniotalamina N-acilados no 4tomo de nitrogénio

do anel lactamico (Esquema 2).

R =H, OMe, CF; analogos N-acilados

Esquema 2. Sintese dos derivados N-acilados da azagoniotalamina (adaptado de Barcelos, 2013)

A sintese desses analogos N-acilados (22-29) foi bastante interessante e melhorou
significativamente a atividade citotoxica contra Panc-1, ndo somente com relagdo a
azagoniotalamina (13), mas também se comparados a goniotalamina (1) (Figura 7). O analogo
25, que apresenta um grupo crotonoila, demonstrou ser o mais ativo, no entanto, a metoxilagao
do anel aromatico dessa molécula (30-37) ndo resultou em melhora significativa da atividade

bioldgica, como observado na figura 7.
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Figura 7. Estrutura quimica dos andlogos de azagoniotalamina N-acilados e a concentragdo que
reduziu a viabilidade celular de Panc-1 em 50% apds 24 h de tratamento.
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Conforme descrito por Barcelos (2013), a sintese dos analogos 22 e 23 teve como
objetivo avaliar a importancia do nucleo aceptor de Michael para a atividade citotdxica, uma vez
que a acilacdo do nitrogénio com o grupo acetila ou na forma de um carbamato diminui a
ressonancia do par de elétrons do nitrogénio com a carbonila do anel lactdmico. Dessa forma,
esse par eletronico estd agora também comprometido na ressonancia com a carbonila oriunda da
acilacdo. Consequentemente, o sistema o,-insaturado tornou-se mais deficiente em elétrons,
podendo atuar como um melhor aceptor de Michael em sistemas bioldgicos. Somado a isso, a
sintese dos analogos 24-29 resultou em compostos ainda mais potentes, € isso se deve ao fato de
um segundo nucleo aceptor de Michael presente nas moléculas. Por outro lado, a adi¢do de
substituintes no anel aromatico (30-37) ndo indicou nenhum efeito, revelando aqui novamente a

importancia do nacleo aceptor de Michael no efeito biologico.

4.2. Reducido da viabilidade celular de Panc-1 ap6s o tratamento com piplartina e seus

derivados

Como ja abordado na introducdo deste capitulo, a literatura relata uma interessante
atividade bioldgica da piplartina (38), uma lactdma ¢,f-insaturada N-acilada, que foi importante
para definir a sintese dos analogos de azagoniotalamina N-acilados. Em fun¢@o de sua estrutura,
contendo uma por¢do idéntica aos compostos N-acilados propostos, o grupo do prof Pilli
sintetizou uma série de analogos da piplartina, bem como a sintese de uma molécula hibrida
entre piplartina e goniotalamina (Esquema 3), a fim de fornecer novos compostos mais potentes

contra o cancer de pancreas.
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Esquema 3. Sintese dos derivados de piplartina (A) e um hibrido goniotalamina-piplartina (B)
(adaptado de Barcelos, 2013)

A atividade da piplartina (38) ja foi avaliada contra células de céncer de pancreas
apresentando um ICso de ~5 uM (Raj et al., 2011). No presente estudo também confirmamos a
potencial atividade anti-cancer de pancreas da piplartina, sendo o valor de ICso estimado em 3,2
+ 0,3 uM. As alteragdes estruturais propostas para a piplartina, pelo grupo do prof Pilli, tais
como hidrogenagao da dupla exociclica (estrutura 39) e/ou endociclica (estrutura 41), foram

recentemente também propostas por Adams e colaboradores (2012). Da mesma forma, 0s nossos
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resultados corroboram o proposto por Adams et al., que permitiram identificar o grupo
farmacoforico da molécula piplartina para linhagens celulares tumorais de adenocarcinoma
cervical e endometrial, osteosarcoma e pulmao. Conforme observado na figura 8, a hidrogenagao
da dupla exociclica (estrutura 39) da piplartina resultou em uma perda de 6 vezes da atividade
contra Panc-1, enquanto a hidrogena¢do da dupla endociclica (estrutura 41) resultou em uma
perda de 18 vezes. Dessa forma, as ligagdes duplas demonstraram ser essenciais para a atividade
bioldgica da piplartina, ja que o ICso da tetra-hidropiplartina (estrutura 40), molécula ausente de
duplas ligacdes, foi superior a 100 uM. Com isso, a ligacdo dupla endo (estrutura 41) € mais
importante para o efeito citotéxico contra Panc-1 do que a presenga da dupla exo (estrutura 39).
Com relagdo aos derivados fendlicos da piplartina, observou-se que o composto 42, com duas
hidroxilas levou a uma perda na atividade de 2 vezes em relacdo a piplartina, por outro lado, a
molécula com uma hidroxila e uma metoxila (estrutura 43) exibiu atividade similar a piplartina,
com valor de ICsoigual a 3,1 uM (Figura 8).

Como citado anteriormente, foi sintetizada uma molécula hibrida de goniotalamina e
piplartina, que apresentou um excelente efeito, reduzindo a viabilidade celular em 50% em uma
concentracdo de 2,7 = 0,5 uM. Por conta disso, decidimos investigar os mecanismos moleculares
pelos quais esse hibrido reduziu a viabilidade celular de Panc-1.

E importante mencionar que os 4cidos trimetoxicinamico (45), fertlico (46) e cafeico
(47) também foram avaliados e como observado na figura 8, apresentaram valores de ICsg
superiores a 100 pM, indicando que a atividade bioldgica observada para os andlogos de
azagoniotalamina N-acilados e o hibrido goniotalamina-piplartina esta de fato associado com o

anel lactamico a,B-insaturado N-acilado.
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Figura 8. Estrutura quimica da piplartina (38) seus derivados e do hibrido goniotalamina-
piplartina (44), e a concentracdo que reduziu a viabilidade celular de Panc-1 em 50% apos 24 h

de tratamento.

Diante desse quadro de compostos sintetizados, decidimos escolher algumas moléculas

que poderiam nos fornecer informacdes sobre seu papel bioldgico, principalmente com relacio

ao mecanismo pelo qual esses compostos induzem morte das células de cancer de pancreas.

Dentre os diferentes grupos de compostos, derivados de goniotalamina (1) e derivados de

piplartina (38), escolhemos o analogo 25 e a molécula hibrida entre goniotalamina e piplartina

(estrutura 44), que se destacaram em relagdo ao efeito da goniotalamina contra Panc-1. Neste

sentido, a fim de comparar o efeito desencadeado pelos derivados decidimos utilizar

goniotalamina e piplartina como compostos de referéncia.
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4.3. Efeito dos compostos 25 e 44 na formacio de colonia

O ensaio de formagdo de coldnia € baseado no principio de que certos estimulos causam
bloqueio do ciclo celular ou morte celular, resultando numa reducdo no nimero de colonias. Para
este ensaio foram escolhidas concentragdes inferiores as citotoxicas em 24 h, a fim de determinar
a viabilidade e proliferacdo celular ao longo do tempo. A exposi¢do de Panc-1 a goniotalamina
(1), piplartina (38) e derivados (25 ¢ 44) por 15 dias foi suficiente para causar uma reducdo
expressiva no numero coldnias nas concentragdes mais altas (Fig. 9). E importante mencionar
que o tamanho das colonias € menor nas concentracdes mais baixas, comparando-se ao tamanho
das colonias do controle. Isso revela o efeito desses compostos ndo s6 na sobrevivéncia, mas
também na proliferacdo celular. Além disso, a piplartina foi a mais potente, j4 que na

concentracdo de 0,3 uM os tamanhos das colonias foram bem menores.
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Figura 9. Ensaio de formacao de colonia de células Panc-1 tratadas com Goniotalamina (1),
Piplartina (38) e derivados 25 e 44. Células Panc-1 foram tratadas durante 15 dias. O nimero
de coldnias foi determinado por contagem apos coloragdo com cristal violeta. Os valores foram
expressos em porcentagens de numero de colonias em relacdo ao controle (100%). Resultados
representam meédia £ erro padrdo da média de 3 experimentos independentes realizados em
duplicata.

44. Mecanismo molecular dos derivados 25 e 44 da goniotalamina e piplartina em

células Panc-1

Devido a acdo inibidora sobre a proliferagdo e sobrevivéncia das células Panc-1 um

importante mediador desses processos, o receptor tirosina quinase AXL, foi investigado. Como
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observado na figura 10, os derivados 25 e 44 foram capazes de reduzir significativamente a

expressdo de AXL, bem como a goniotalamina (1) e piplartina (38).
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Figura 10. Modulacao da expressao do receptor tirosina quinase AXL em células Panc-1
tratadas com os compostos Goniotalamina (1), Piplartina (38) e derivados 25 e 44. As
c€lulas foram tratadas por 24h com os compostos nas concentragdes indicadas. A expressdao AXL
foi determinada por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno.
Analise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e
expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independentes, P < 0,05). Valores
sao média = EPM. ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de
Tukey.
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O receptor AXL estd altamente expresso no cancer de pancreas, e representa um
importante alvo na busca por novos quimioterapicos. Vias de sinalizacdo downstream a AXL
contribuem para uma variedade de mecanismos oncogénicos, incluindo a sobrevivéncia e
proliferacdo celular, migragdo e invasao, angiogénese, quimioresiténcia e metastase. O potencial
oncogénico de AXL ¢ atribuido, principalmente a ativacdo do dominio tirosina quinase que
desencadeia uma série de vias de sinalizagdo anti-apoptdtica e proliferativa (Sainaghi et al.,
2005; Sawabu et al., 2007). Mais especificamente, a ativacdo de AXL resulta na fosforilagido de
AKT e ERK (Lee et al., 2002; Hong et al., 2008; Eisenman et al., 2010) e na inibicdo de
proteinas pro-apoptoticas, por exemplo BAX (Lee et al., 2002; Hong et al., 2008). Estudos
indicam que a inibicdo de AKT e ERK requer inibi¢do concomitante de AXL e de outros
receptores tipo tirosina quinases como, por exemplo, membros da familia EGFR (Liu et al.,
2009; Qi et al., 2009).

Neste sentido, investigamos se a redug¢do nos niveis de AXL pelos compostos foi
suficiente para modular a atividade de ERK. Como observado na figura 11, goniotalamina,
piplartina e os outros dois derivados inibiram significativamente a ativadade de ERK, levando-se
em consideracdo a razdo entre a fosforilacdo no sitio de ativagdo de ERK (Thr202/Tyr 204) e a

ERK total.
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Figura 11. Modulacao da atividade de ERK em células Panc-1 tratadas com os compostos
Goniotalamina (1), Piplartina (38) e derivados 25 e 44. A expressdo e atividade de ERK foi
determinada por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno.
Analise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e
expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independentes, P < 0,05). Valores
sdo média = EPM. ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de
Tukey.

Muitos estudos associam o potencial oncogénico da ativagdo de ERK com o aumento da

sobrevivéncia celular, principalmente através da promog¢do da atividade de proteinas anti-

127



Capitulo 2

apoptdticos, tais como Bcl-2, Bel-XL, Mcl-1, TAP, e reprimindo proteinas pro-apoptdtica, como
BAX e Bim (Balmanno ¢ Cook, 2009). A expressdo de BAX ¢ reduzida em cerca de 50% no
cancer de pancreas (Evans et al., 2001; Magistrelli et al., 2006). Uma vez que nossos resultados
indicaram até o momento, downregulation de AXL e ERK por esses compostos, decidimos
investigar se goniotalamina (1), piplartina (38) e derivados (25 e 44) seriam capazes de modular
a expressdo da proteina pro-apoptotica BAX. Conforme observada na figura 12, houve um
aumento significativo na expressdo de BAX apds o tratamento com goniotalamina (1), piplartina
(38) e o derivado 25, enquanto que o derivado 44 aumentou discretamente os niveis de BAX. O
desequilibrio entre os niveis de proteinas pro-apoptdtica e anti-apoptotica conduz a ativagdo de
apoptose através da perturbacdo da integridade da membrana mitocondrial externa (Adams e
Cory, 2007). Essa indugdo dispara a liberacdo de proteinas apoptoticas no citoplasma, que por
sua vez, podem participar da ativagcdo de caspases que levardo a apoptose. Como observamos um
aumento significativo de BAX, decidimos investigar se isso era suficiente para disparar

apoptose.
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Figura 12. Modulaciao da expressio da proteina pré-apoptética BAX em células Panc-1
tratadas com os compostos Goniotalamina (1), Piplartina (38) e derivados 25 e 44. A
expressao BAX foi determinada por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como
controle interno. Analise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao
controle interno e expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independentes, P
< 0,05). Valores sdo média £ EPM. ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA
seguido por teste de Tukey.
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A Poli (ADP-Ribose) Polimerase, ou PARP, ¢ uma enzima que reconhece quebras no
DNA e desempenha um importante papel no processo de reparo do DNA (Fernandes-Alnemri et
al., 1994). Uma vez que determinada célula dispara apoptose, uma série de caspases cliva PARP,
impossibilitando, dessa forma, que sua fun¢do reparadora ocorra, consequentemente o DNA
sofre fragmentagdo. Sendo assim, analisando os niveis de PARP clivada podemos inferir sobre o
fato da apoptose estar induzida ou ndo. Tanto os compostos de referéncia goniotalamina (1) e
piplartina (38), como os dois derivados estudados (25 e 44) foram capazes de induzir clivagem
de PARP (Figura 13), confirmando a nossa hipotese de que a apoptose foi induzida apds o
tratamento com estes compostos. Este fato ainda sugere, que apesar do derivado 44 ndo ter
aumentado significativamente a expressdo da proteina BAX, outros moduladores da resposta

apoptotica poderiam estar envolvidos com a ativagdo de PARP por essa molécula.
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Figura 13. Modulacio dos niveis de PARP clivada em células Panc-1 tratadas com os
compostos Goniotalamina (1), Piplartina (38) e derivados 25 e 44. Os niveis de PARP clivada
foi determinada por Western blotting. A proteina GAPDH foi utilizada como controle interno.
Analise densitométrica dos blottings. A intensidade apresentada ¢ relativa ao controle interno e
expressa como unidades arbitrarias (u.a.) (n = 3 experimentos independentes, P < 0,05). Valores
sdo média = EPM. ***p<0,001 diferenca significativa vs controle. ANOVA seguido por teste de
Tukey.

A indugdo de apoptose por goniotalamina ja foi relatada para uma variedade de células
tumorais, como cancer renal e de pulmao, no entanto, levando-se em consideragdo a resisténcia

que células de cancer de pancreas apresentam a inducdo de apoptose, ficamos bastante
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interessados em investigar se o efeito sobre a viabilidade celular de Panc-1, seria uma
consequéncia da inducdo de apoptose. Conforme observado todos os nossos dados em conjunto
apontam que de fato goniotalamina também foi capaz de induzir apoptose em células resistentes
a esse mecanismo de morte, como ¢é a Panc-1. Isso revela o potencial de goniotalamina, e coloca
esse composto como uma interessante molécula para um estudo de terapia combinada.

Em adicdo, a piplartina também ja foi descrita por induzir apoptose em uma série de
linhagens tumorais, principalmente pela modulacdo negativa de BCL2 (proteina anti-apoptotica)
e aumento expressivo de p53 (Raj et al, 2011). Sendo assim, ndés ndo descartamos a
possibilidade do hibrido 44 ter modulado negativamente a expressao de BCL2, uma vez que o
aumento de BAX foi discreto. Porém estudos adicionais devem ser realizados a fim de investigar
o mecanismo pelo qual esse composto induz apoptose. Por outro lado, o derivado N-acilado de
azagoniotalamina (25) foi capaz de mediar a modulagdo positiva para inducdo de apoptose
aparentemente pelos mesmos mecanismos que goniotalamina e piplartina. Adicionalmente, a
desregulagdo da maquinaria apoptdtica e evasdo de apoptose € um mecanismo de resisténcia bem
caracterizado no cancer de pancreas (Hamacher et al., 2007). Dessa forma, a identificagdo de

novas moléculas que promovam a apoptose nessas células deve ser estimulada.
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5. Conclusoes

A investigagdo do efeito sobre a viabilidade celular da goniotalamina, piplartina e
analogos sintetizados, demonstra que a atividade biologica da goniotalamina estd de fato
associada com seu anel lactonico, uma vez que a substituicdo desse anel por uma lactama
resultou em perda total da atividade. Além disso, apenas a adigdo de uma hidroxila na posi¢ao
meta do anel aromatico da goniotalamina resultou em melhora na atividade citotoxica contra
Panc-1. Adicionalmente, a N-acilagdo do analogo azagoniotalamina indicou uma recuperagao do
potencial eletrofilico da dupla ligagdo endo do anel lactamico, sendo que a adigdo de
substituintes com mais uma dupla proporcionou um segundo nucleo de reagdo, aumentando
significativamente a atividade citotoxica. A piplartina junto com a molécula hibrida (44)
apresentaram uma potencial atividade citotoxica contra Panc-1. A investigacdo com os analogos
de piplartina confirmam os dados da literatura, no qual indicam os grupos farmacoforicos da
piplartina.

Tanto goniotalamina, piplartina como os analogos 25 e 44 reduziram significativamente
os niveis do receptor tirosina-quinase (AXL) sabidamente superexpresso no cancer de pancreas.
Proteinas downstream a AXL foram também moduladas, os compostos foram capazes de reduzir
a atividade de ERK. Além disso, a modulacdo de importantes marcadores apoptdticos revela

participacdo da apoptose no mecanismo de morte induzido pelos compostos.
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