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RESUMO

As neoplasias malignas estdo aumentando com o controle progressivo de outras doengas € o
consequente envelhecimento da populagdo. A busca de agentes anti-cancer ainda ¢ uma
necessidade vez que os farmacos disponiveis, até agora, ndo sdo suficientes para controlar a
doenca. Além disso, muitos compostos tém efeitos secundarios indesejaveis bastante
pronunciados ou bem como, as células desenvolvem resisténcia, o que limita o tratamento. Os
pterocarpanos representam a maior classe de isoflavonoides, depois das isoflavonas e estudos
mostram atividades tais como: antifingicas, antibacterianas, insecticidas e antitumorais. O
presente estudo avaliou o efeito antiproliferativo do pterocarpano dextrogero (PTC (+)) em
linhagens tumorais de prostata, com maior destaque para a linhagem de PC3, utilizando de
abordagem farmacologica, fenotipica e protedmica. Os resultados evidenciam a potencial
atividade anti-cancer que o PTC (+) causou contra as linhagens de prostata, causando parada
na divisao celular (Go/M) em prometafase, diminuindo, assim, a proliferagdo celular. A
disposi¢ao dos fusos mitoticos em monopolos foram, em sua maioria, presentes nos tratamentos
de 2,5 uM e 7,95 uM. O tratamento com PTC (+) causou desorganizagdo dos centrossomos,
comprometendo sua integridade, entretanto, o tratamento nao impediu a divisdo dos centriolos.
Ainda, ap6s longo periodo de exposi¢ao ao PTC (+), a rede de actina foi comprometida pela
desorganizacao das fibras e polarizacdo em regides corticais € em pontos focais no citoplasma
celular. O tratamento com PTC (+) modificou o proteoma de PC3. As proteinas
diferencialmente expressas foram analisadas em termos de seus processos bioldgicos, funcao
molecular, componente celular, vias e classe de proteina. As proteinas associadas aos processos
de citoesqueleto, dobramento/desdobramento, rede de actina e divisao celular foram, em sua
maioria, reguladas negativamente no tratamento. Curiosamente a proteina do gene CHD3
(subregulada) ¢ apontada como potencial desencadeador de todos os efeitos fenotipicos
observados. O PTC (+) apresentou resultados que levam a crer que seu mecanismo de acao
envolva mais de um alvo, tornando-o, assim, um modelo na pesquisa e desenvolvimento de

compostos multi-alvos e de agdo multi-segmentada.

Palavras-chave: neoplasia; drug discovery; isoflavonoides; atividade anti-cancer



ABSTRACT

Malignant neoplasms are increasing with the progressive control of other diseases and
consequent aging of the population. The search for anticancer agents is still necessary since the
drugs available so far are not enough to control the disease. In addition, many drugs have quite
pronounced side effects or the cells develop resistance, which limits a therapy. Pterocarpans
(PTC) represent the major class of isoflavonoids after isoflavones and studies show activities
such as: antifungal, antibacterial, insecticidal and antitumor. The present study evaluated the
antiproliferative effect of PTC (+) on prostate cancer cell lines, most prominently for a PC3 cell
line. A pharmacological, phenotypic and proteomic approach was used. The results showed a
potential anti-cancer activity that the PTC (+) caused against prostate cell lines, causing cell
cycle arrest in (G2/M) in prometaphase, decreasing cell proliferation. The arrangement of
mitotic spindles in monopoles, for the most part, was present in 2.5 uM and 7.95 uM treatments.
The treatment with PTC (+) caused disorganization of the centrosomes, compromising their
integrity; however, the treatment did not prevent the division of the centrioles. Furthermore,
after a long period of exposure to PTC, the actin network was compromised by fiber
disorganization and polarization in cortical regions and at focal points in the cellular cytoplasm.
The treatment with PTC (+) modified the PC3 proteome. Differentially expressed proteins were
analyzed in terms of their biological processes, molecular function, cellular component,
pathways and class of protein. Proteins associated with cytoskeletal processes,
folding/unfolding, actin network and cell division were, for the most part, negatively regulated
in the treatment. Interestingly, a CH3 (downregulated) gene’s protein is identified as a potential
trigger for all observed phenotypic effects. The PTC (+) results presented suggest that its
mechanism of action involves more than one target, making it a model in the research and

development of multi-target compounds and multi-segmented action.

Keywords: neoplasia; drug discovery; isoflavonoids; anti-cancer activity
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

As células estdo constantemente expostas aos agentes mutagénicos do ambiente os
quais sdo capazes de provocar danos ao material genético. A frequéncia destes danos depende
dos tipos de agentes que causam mutagao, da intensidade de exposicao a estes agentes, do tecido
sob exposicao, entre outros O cancer ¢ uma das doengas resultantes a exposi¢do daqueles
agentes. E caracterizado pela perda do controle normal da proliferagio celular, desse modo, a
manutenc¢do de toda a organizagado celular e tecidual € prejudicada (Burstein et al., 2017).

A origem da palavra cancer, conceito introduzido por Hipocrates na Grécia antiga,
que significa caranguejo, faz analogia ao comportamento infiltrante da populacdo de células
malignas e, dai a forma de caranguejo. O conceito atual determina que o cancer ¢ resultante de
linhagens de células clonais malignas que surgiram devido as alteragdes somaticas. Tais
alteragdes promovem a proliferagdo e sobrevivéncia celular dessas células. Embora o
organismo promova sele¢do natural no cancer, ha favorecimento do crescimento de clones
malignos com imortalidade e alto poder replicativo, sendo que a sobrevivéncia das células
tumorais ¢ geralmente limitada pelo tempo de vida do seu hospedeiro. As células cancerigenas
diferem das células normais devido as suas vantagens e aos processos moleculares que as
permitem se dividir com mais velocidade, ocupando e competindo por espago e por nutrientes.
Essas células podem ainda ganhar a circulagdo, o que se denomina de metastiza¢do, para
diferentes sitios do organismo, causando, em curto espaco de tempo, a morte do hospedeiro
(Brown; Attardi, 2005).

O cancer pode ser causado tanto por fatores internos (mutagdes genéticas herdaveis,
condigdes de respostas hormonais e imunes, etc) quanto fatores externos (consumo de tabaco,
bebidas alcoolicas, dietas nao saudaveis, etc). Geralmente, levam dez anos ou mais para que
esses fatores de exposi¢do causam alteragdes significativas e promovam alguma formagao e
transformag¢do neoplasica (American Cancer Society, 2016).

Atualmente, j& foram descritos mais de 100 tipos de cancer, cada um com
diagnéstico e tratamento especificos (Who, 2016). Dentre esses, o cancer de pulmao (13%), o
de mama feminino (12%), o colorretal (10%) e o de prostata (8%) sd@o os mais prevalentes,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma. Esses quatro tipos de cancer sdo os
responsaveis por 4 em cada 10 novos casos diagnosticados no mundo (Cancer Research UK,

2015; CDC, 2015).
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No Brasil, assim como no resto do mundo, ¢ incontestavel que o cancer seja um
problema de saude publica. A estimativa indica que nos anos de 2016 e 2017 ocorram
aproximadamente 596 mil novos casos de cancer, incluindo os casos de pele ndo melanoma. O
cancer de pele do tipo ndo melanoma (176 mil novos casos) sera o mais incidente da populacao
brasileira, seguido pelos canceres de prostata (61 mil), mama feminina (58 mil), colorretal (34

mil), pulmao (28 mil), estomago (20 mil) e colo do ttero (16 mil) (Figura 1) (Inca, 2016).

Figura 1 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de canceres mais incidentes estimados para
2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma, na populagdo brasileira
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Fonte: INCA, 2016.

1.2 Biologia do cancer

A transformagdo celular maligna leva ao desenvolvimento de cancer. Este ¢ um
processo complexo que pode ser iniciado por uma variedade de eventos, tais como perfis
mutagénicos induzidos pela radiacdo ultravioleta (UV) — ou irradiacdo e/ou agentes
intercalantes de DNA (Inca, 2016). Tipicamente, o cancer surge depois de uma aquisicao de
varias etapas de muitas mutagdes genéticas ou epigenéticas que, em ultima instancia, conduzem
a uma desregulagdo fatal de processos celulares envolvidos na reparagdo do DNA, na
sobrevivéncia celular, na proliferacdo e na motilidade. Como resultado, uma célula saudavel
adquire a capacidade de acumular, em diferentes graus, mutagdes e proliferar de uma maneira
descontrolada. Essa proliferagao forma uma massa tumoral, a partir da qual, células individuais
disseminam para formar metastases em locais distantes no corpo. Esse diferencial da doenca
frequentemente leva a morte do paciente (Burstein et al., 2017).

Muitas destas mutagdes estdo localizadas nos chamados oncogenes e genes
supressores de tumor (Croce, 2008; Sherr, 2004). Os oncogenes sao genes que, apos varias
ativacoes de forma cronica, por exemplo, devido a muitos eventos mutacionais, conferem
vantagem de crescimento a célula, ao passo que, a mutagcdo em genes supressores de tumores

permitem o crescimento celular descontrolado.
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E importante ressaltar que muitas proteinas, produtos dos referidos genes, podem
abrigar mutacdes em varias regiodes, indicando a sua importancia para a tumorigénese. Em geral,
muitos tumores compartilham os padrdes de mutagdo equivalentes, proporcionando-lhes
caracteristicas semelhantes os quais levaram a classificagdo das marcas (hallmarks) do cancer

por Hanahan e Weinberg (Hanahan; Weinberg, 2011), sendo discutidas em seguida.

1.3 Marcas gerais do cancer (Hallmarks)

Como apresentado anteriormente, a instabilidade genética que as células
neoplésicas adquirem podem causar uma quantidade tremenda de mutagdes genéticas e
epigenéticas, concedendo as células tumorais seu crescimento anormal e, mais tarde, um
comportamento de disseminag¢do (Vogelstein et al., 2013). Hanahan e Weiberg em 2000
propuseram, a principio, uma organizacdo mostrando que mutagdes durante oncogénese
servem, basicamente, uma de seis marcas principais (Hanahan; Weinberg, 2006). Devido a
importancia das caracteristicas adicionais emergentes em 2011, uma nova versdo com duas
novas marcas e duas caracteristicas foram lancadas (Figura 2) (Hanahan; Weinberg, 2011).
Devido a importancia dessas caracteristicas para a biologia do cancer, estas serdo introduzidas

de forma sucinta:

Figura 2 — Caracteristicas essenciais do cancer
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metdstase
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Fonte: Adaptado de HANAHAN E WEINBERG (2011).
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1.3.1 Proliferacdo ilimitada

As células tumorais adquirem um estado de imortalidade. Normalmente, depois de
muitas etapas de divisdo celular, os telomeros dos cromossomos ficam excessivamente
truncados e agregam, levando a morte celular. As células do tumor, ao contrario de células nao
imortalizadas, ndo expressam uma telomerase funcional, este processo cromossomal ¢ evitado
por uma proteina que, constantemente, adiciona repeti¢cdes de nucleotideos a extremidade dos

cromossomos em células tumorais (Greider, 1998).

1.3.2 Invasao tecidual e metdstase

Os tumores primarios frequentemente iniciam uma sequéncia de etapas conhecidas
como cascata de invasao - metastases, levando a disseminac¢ao de células tumorais individuais.
Estes sdo transportados via vasos linfaticos ou vasos sanguineos para oOrgdos distantes,
colonizando-os. Este processo complexo apresenta uma regulacdo através da adesdo de
moléculas, como E-caderina, mas também, tumores infiltrantes de células derivadas da medula
Ossea, tais como macrofagos podem fornecer enzimas que degradam a matriz, facilitando,

assim, o estabelecimento de metéstases (Wittekind; Neid, 2005).

1.3.3 Angiogénese

As células cancerosas sdo metabolicamente muito ativas, um tumor precisa
permanentemente de nutrientes, fornecidos de forma adequada com varios metabolitos
importantes e, além disso, requer uma troca gasosa bem estabelecida. Ambos os processos sao
mediados pela corrente sanguinea. Assim, o crescimento sustentado dos tumores necessita de
um sistema de vascularizagdo sanguinea, cuja geragdo ¢ denominada de angiogénese ou neo-
angiogénese. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), neste contexto, ¢ uma
molécula prototipica pro-angiogénica, participando no desencadeamento do processo como

“interruptor” (Nishida et al., 2006).

1.3.4 Resisténcia a morte celular

Como sinalizagdo proliferativa sustentada, a resisténcia leva a indu¢cdo de morte

celular, por exemplo, através via Bcl-2, fatores anti-apoptdticos, os quais s3o necessarios para
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manter as células malignas vivas. Esses processos sao possiveis também pela auséncia de p353,
a superexpressdo de fatores anti-apoptoticos tais como na leucemia de células B/linfoma ou
mesmo na sub-regulacao dos fatores pro-apoptéticos tais como Bim ou Bax. (Igney; Krammer,

2002)

1.3.5 Autossuficiéncia de sinais de crescimento

As células normais constantemente necessitam receber sinais de crescimento e/ou
de sobrevivéncia. Isto ¢ garantido, por exemplo, através da estimulagdo autdcrina por fatores
de crescimento, isto €, sinalizacdo de receptores ligante-independente e sinalizacao de
receptores para fatores de crescimento. No processo para a transformacdo oncogénica, as
células adquirem essa capacidade de sintetizar esses fatores de crescimento de forma mais

acentuada, logo, a produgdo desses fatores impedem que as células cancerosas dependam de

outras cé¢lulas para tal (Fedi et al., 1997).

1.3.6 Evasdo do Sistema Imune

Na sinalizagdo proliferativa sustentada, as células tumorais também necessitam
evitar a supressdo da sinalizacdo de crescimento. Um exemplo muito famoso € o gene supressor
de tumor: p53, conhecido como "Guardido do genoma". Quando ha dano ao DNA, proteinas
que controlam os processos que podem levar as c€lulas a senescéncia ou apoptose, mantém
todos esses processos sob controle. Por outro lado, as mutagdes genéticas sdo cumulativas.
Dessa maneira, p53 ¢ uma das proteinas de controle mais frequentemente mutadas em cancer,
destacando em cerca de 50% de todos os tumores sequenciados. A aquisi¢do dessas seis marcas
importantes ¢ crucial para as células cancerosas, mas eles podem ocorrer em varias ordens e
com diferentes tempos nos diferentes tipos de cancer (Hanahan; Weinberg, 2011). Todas as seis
marcas aqui introduzidas podem se manifestar por causa de outras importantes caracteristicas

seguintes:

1.3.7 Inflamacgdao

Infiltrado de células inflamatorias no tumor pode ser encontrado em um dado tumor.

Apesar da presenga de muitas células no interior do tumor, o processo inflamatério pode

contribuir para ajudar as células a avancar nos estagios de proliferagao celular e estadgios de
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malignidade. O ambiente inflamatério contribui para a modificacdo da matrix extracelular,
levando a uma neovascularizagao, além de apresentar moléculas como as espécies reativas de
oxigénio (ROS). Essas moléculas aumentam a instabilidade genomica das células no local,
proporcionado pelos danos causados ao DNA e, assim, aumentando ainda mais o carater

maligno das células (Coussens; Werb, 2002).

1.3.8 Reprogramacdo do metabolismo genético

As células tumorais necessitam de muitos nutrientes para o seu crescimento
excessivo. Por outro lado, o microambiente tumoral, geralmente hipoxico, ¢ muitas vezes
resultado do uso do ciclo do acido citrico, que depende criticamente da oxigenagdo normal.
Este fato foi proposto em 1930 por Otto Warburg (1956). Desde entdo, tornou-se cada vez mais
claro que na hipoxia, por exemplo, a sinalizagdo Ras pode aumentar de forma independente do
fator indutor de hipoxia 1 alfa (HIFla) que, posteriormente, supra regula a glicélise. Juntos
com a superexpressdo de transportadores de glucose como o transportador de glucose-1
(GLUT-1), este fendmeno fornece energia suficiente para conduzir a proliferagao descontrolada

de células tumorais em estados de hipoxia tecidual (Semenza, 2007).

1.3.9 Resisténcia a sinais anti-proliferativos

Demonstrou-se com sucesso em modelos experimentais que linfocitos T citotoxicos
(CTL) e células NK podem controlar o crescimento do tumor in vivo (Gorelik; Flavell, 2001).
Em consonancia a isso, foi demonstrado que os individuos imunodeprimidos, por exemplo
receptores de o6rgaos, também apresentam um maior risco de desenvolver cancer. Além disso,
varios estudos relataram que geralmente, em nivel de infiltragdo de tumor nos tecidos, células
NK e/ou T estao correlacionadas com melhor progndstico (Kuribayashi ef al., 1981; huang, et

al., 2005).

1.4 Divisao celular e cancer

O ciclo celular é uma sequéncia ordenada de eventos, conhecidos como fases, em
que uma célula cresce, replica seu DNA e produz, no caso da mitose, duas células
geneticamente idénticas. O ciclo celular, didaticamente, possui quatro fases a saber: fase G1,

fase S, fase G2 e fase M (Figura 3). Alguns autores consideram uma quinta, a fase G0. Defeitos
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na regulacdo do ciclo celular podem causar proliferagdo ndo programada e instabilidade
genOmica, dando origem as cé€lulas cancerigenas (Ruchaud et al., 2007; Cerveira et al., 2012).
No final da mitose, a célula sofre citocinese, processo pelo qual ha formacao de duas células,
cada uma com um genoma completo. Das quatro fases, as trés primeiras ndo originam
alteragdes morfoldgicas que possam ser observadas por microscopia Optica. Em contraste, a
fase M produz uma alteragao dramatica na forma da célula e na condensagdo cromossomica,
onde, facilmente, sdo observadas pela técnica citada anteriormente. Essas caracteristicas levam

a classificacdo do ciclo celular: interfase (fases G1, S e G2) e mitose (fase M).

Figura 3 — Visualizagdo genérica do ciclo celular
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As quatro fases do ciclo celular e sua ordem sdo mostradas. O genoma ¢ duplicado durante a fase S e segregado
em duas copias separadas durante a fase M. No final da fase M, as células sofrem citocinese para formar duas
células filhas. A transi¢do da fase G2 para a fase M ¢é regulada por um dos pontos de verificagdo de dano ao DNA.
Na presenca de DNA danificado, as células permanecem na fase G2

Fonte: Adaptado de RUCHAUD et al., (2007).

1.4.1 Interfase

As células humanas, como a maioria das células eucarioticas, iniciam o ciclo celular

em G1, fase que ocupa a maior parte do tempo no ciclo celular (Norbury; Nurse, 1992). Durante
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a fase G1, a célula cresce pela sintese de biomoléculas, como proteinas e lipidios (mas nado de
DNA), quase duplicando seu tamanho original (Vermeulen et al., 2003). A sintese de DNA ¢
especifica para a fase S do ciclo celular (fase de sintese) (Cerveira et al., 2012). Durante a fase
S, todo o genoma ¢ duplicado pelo processo de polimerizacao dirigida pela fita molde. Depois
que as duas copias de DNA sdo sintetizadas, a célula sai da fase S e entra na fase G2. Durante
esta fase, a célula pode crescer, mas prepara-se especificamente para entrar na fase M, através
da sintese de proteinas especificas da referida fase. Embora as caracteristicas bioquimicas
distintivas das fases G1, S e G2 estejam bem descritas, a morfologia da célula muda pouco

durante essas fases (Cerveira et al., 2012).

1.4.2 Fase M

A ultima fase do ciclo celular ¢ a fase M. Nesta fase, uma copia completa do genoma
¢ cuidadosamente segregada e distribuida para pélos opostos de uma célula. Este processo ¢
coordenado com a citocinese para garantir que cada célula filha tenha uma cépia completa do
genoma original (Rieder; Khodjakov, 2003). A mitose € caracterizada por varios processos bem
definidos: condensacdo de eucromatina em cromossomos mitdticos; reparticio do envelope
nuclear; alinhamento de cromossomos emparelhados; seguido pela separacao das cromatides
irmas para os polos opostos da célula e reestabelecimento nuclear (Rieder; Khodjakov, 2003).

As células em mitose tém uma morfologia arredondada que as distingue das células
em interfase (Harris et al., 1973). O arredondamento permite que a célula gere um fuso
mitotico, o qual ¢ essencial para uma divisao celular bem-sucedida (Lancaster et al., 2013).

A mitose também pode ser caracterizada por muitas vias bioquimicas, além de
alteracdes na morfologia celular. Por exemplo, as células mitéticas tém niveis elevados de
atividade de ciclina B1, Cdk1 e niveis elevados de SER10 fosforilado (Pines; Hunter, 1989,
Meijer et al., 1989, Hendzel et al., 1997). Essas caracteristicas tornam possivel identificar e
acompanhar as células, a medida em que entram em mitose, tanto naquelas em divisdo normal
(Juan et al., 1998) quanto nas que contém DNA danificado (Syljuasen et al., 2006; Kubara et
al., 2012).

1.4.3 Reguladores do ciclo celular

A transi¢do entre as fases do ciclo celular ¢ rigorosamente regulada por quinases

dependentes de ciclina (cyclin dependent kinases - Cdk). O papel das Cdks ¢é controlar a
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progressao do ciclo celular pela fosforilagdo de substratos, proteinas especificas em seus
residuos de aminoacidos serina e treonina. Os substratos proteicos t€ém papéis especificos que
contribuem para os eventos celulares que ocorrem durante o ciclo celular. Por exemplo, a
proteina lamina B ¢ fosforilada por Cdk1 durante a mitose, o que provoca a desorganizacao do
envoltorio nuclear (Nigg, 1995). O momento correto das alteragcdes de fase do ciclo celular é
regulado por complexos especificos de proteina quinase dependente de ciclina. As cinases
dependentes de ciclina sdo compostas por duas proteinas: uma subunidade catalitica conhecida
como Cdk e uma subunidade de proteina reguladora conhecida como ciclina. As proteinas
ciclinas ndo tem atividade enzimatica, contudo, ligam e ativam as subunidades cataliticas
(Kastan; Bartek, 2004). Globalmente, uma série de fosforilagdes e vias de sintese de proteinas
convergem para regular quinases dependentes de ciclina. A complexidade dessas etapas fornece
as células a oportunidade de garantir que seus genomas sejam copiados e distribuidos com
precisdo para as células filhas, evitando a mudanca do genoma.

As ciclinas de fase G1 incluem as ciclinas do tipo D e do tipo E que desempenham
as suas fungdes ligando-se respectivamente a CDK4/6 ¢ CDK2. Embora as ciclinas D1, D2 e
D3 tenham demonstrado papéis distintos em diferentes sistemas celulares (Ciemerych et al.,
2002; Cooper et al., 2006; Cole et al., 2010; Jirawatnotai et al., 2011), elas compartilham
homologia significativa e sdo criticas para a progressao da fase G1 (Sheer, 2000). O mecanismo
indutor de expressao, bem como o tempo de ativacao, sdo distintos para as ciclinas tipo D e tipo
E. As ciclinas de tipo D sdo expressas na parte inicial da metade da fase G1 e servem como
elementos de ligagdo funcionais entre a maquinaria do ciclo celular e os sinais mitogénicos
externos que regulam a sua expressao. Varios fatores de crescimento demonstraram estimular
os niveis de ciclina D1, incluindo o factor de crescimento epitelial, o factor de crescimento de
insulina I e IT e os hormonios multiplos (Albanese et al., 1999; FU et al., 2002; Holnthoner et
al.,2002). Uma vez ativada, a ciclina D se liga a CDK4/6 e desencadeia a fosforilagao de Rb,
o produto do gene supressor de tumor de Retinoblastoma, que posteriormente leva a liberagao
de fatores de transcricdo de E2F. A ativacdo de fatores E2F ¢ um evento essencial para
promover a progressao através da fase G1 a S devido a sua capacidade de transcrever uma
bateria de genes, incluindo a ciclina E (Ohtani ef al., 1995; BOTZ et al., 1996; GENG et al.,
1996). A expressdo de ciclinas E1 e E2 comec¢a no periodo tardio da fase G1. A ativacao de
CDK?2 pela ciclina E (Koff et al., 1991; Koff et al., 1992) mantém o estado hiperfosforilado de
Rb, levando a sua repressdo transcripcional. Véarias fungdes adicionais de ciclina E-CDK2,

incluindo papéis na duplicagdo de centrosomos, biossintese de histonas e carregamento do



28

complexo de pré-replicacdo nas origens de replicacio de DNA (Gladden; Diehl, 2003),
participam da progressao para a fase S.

A atividade do complexo ciclina E-CDK2 e a entrada na fase S pode ser inibida por
uma familia de inibidores de cinase Cip/Kip dependentes de ciclina. p21Cipl, p27Kipl e
p57Kipl podem inibir uma ampla gama de complexos de ciclina-CDK (Nakayama et al., 1996;
Di Stefano et al., 2011). P27Kipl mostrou-se que liga ndo apenas a ciclina E-CDK2, mas
também a ciclina A-CDK2 e ciclina D-CDK4/6. Este ultimo ¢ conhecido pelo sequestro de
p27Kipl em um complexo trimérico (Koh ef al., 1995; Montagnoli ef al., 1999). Quando o
estimulo mitogénico cessa, o grupo sequestrado de p27Kipl ¢ liberado e livre para se ligar e
inibir a atividade da ciclina E-CDK2 (Labaer et al., 1997; Sherr; Roberts, 2004). Por sua vez,
o complexo ciclina E-CDK2 pode fosforilar p27Kipl em Thr-187, um residuo alvo para
degradacdo de p27Kipl, mediada pela via da ubiquitina ligase de SCFSkp2 (Pagano et al.,
1995; Sheaff et al., 1997).

1.4.4 Pontos de checagem do ciclo celular

Além dos reguladores do ciclo celular, a progressdao adequada através do ciclo ¢
rigorosamente monitorada por uma série de pontos de controle (checkpoints). Os pontos de
verificacdo do ciclo celular sdo vias bioquimicas que detectam alteragdes fisioldgicas nas
células. A célula deve entdo responder a essas mudancas antes que ela possa prosseguir para a
proxima fase, por exemplo, antes que possa sair da fase G2 e entrar na mitose (Hartwell;
Weinert, 1989). Existem pelo menos trés pontos de controle em células eucaridticas, cada uma
com seus papéis distintos, mas, por vezes, sobrepostos. O primeiro € o ponto de restricdo, que
¢ um caso especial, pois esse determina se uma célula entrara na divisdo celular ou ndo. Na
transi¢do entre as fases G1 e S, o ponto de restri¢ao acontece quando as células sao “verificadas”
quanto aos padrdes normais de crescimento, limitagdes espaciais potenciais e integridade do
genoma (Weinert, 1998). A célula responde como se tomasse uma decisdo sobre se deve
dividir-se, atrasar a divisao ou sair do ciclo celular para a fase GO. Quando as condi¢des nas
células estiverem corretas, o ponto de restricdo sera passado e a célula sera comprometida a

entrar na fase S e, consequentemente, na fase M (Figura 3) (Abraham, 2001).
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1.4.5 Ponto de checagem para montagem do fuso

A montagem das fibras do fuso ¢ o segundo ponto de verificagdo no qual ocorre
monitoramento da ligag@o e a segrega¢ao cromossomica durante a mitose. Isso assegura que as
células filhas recebam um conjunto cromossdmico completo (Rudner; Murray, 1996). Defeitos
na estrutura do fuso, ou falha de um ou mais cromossomos durante o alinhamento, serdo, desse
modo, detectados no ponto de verificagdo da montagem do fuso, retardando a mitose até que
os defeitos sejam corrigidos (Gonzalez et al., 2012). O mau funcionamento no ponto de
verificagdo da montagem da fibra do fuso pode levar a segregacdo inadequada dos

cromossomos, aneuploidia, cancer ou mesmo morte celular (Abraham, 2001).

1.4.6 Ponto de checagem dano ao DNA

As células com DNA danificado iniciam uma via bioquimica denominada "ponto de
controle de dano ao DNA", causando atraso no ciclo celular durante a fase S ou fase G2, a fim
de permitir o devido reparo (Galgoczy; Toczyski, 2001; Weinert, 1998). Acredita-se que o
papel dos pontos de verificagdo de dano do DNA ¢ impedir que o acido desoxirribonucléico
danificado seja transmitido as células filhas (Bartek; Lukas, 2007). O ponto de verificacao de
dano do DNA ¢ composto de varios sistemas de pontos de verificacdo sobrepostos. Um ponto
de verificagdo da fase S proporciona monitoramento continuo do DNA durante a replicagdo, a
fim de assegurar que os complexos de replicagdo bloqueados, ou 0 DNA danificado, sejam
reparados antes da replicagdo (Palou et al., 2010).

A conclusdo bem sucedida da replicacdo do DNA ¢ avaliada no ponto de verificagao
em G2. O ponto de verificagdo G2 permite que as células detectem o DNA ndo replicado, ou o
DNA que pode ter sido danificado por varias maneiras, tais como agentes genotoxicos
(Vermeulen et al., 2003), por exemplo. A célula retardara sua progressao através do ciclo

celular na fase G2 até que os erros sejam corrigidos.

1.5 Cancer de prostata

O cancr de prostata ¢ uma doenga mais comumente diagnosticada entre os homens
tanto no Brasil, como também na América do Norte (Gronberg, 2003; Inca, 2016) e o segundo
cancer que mais atinge os homens no mundo (Siegel et al., 2016). Estatisticamente, um em cada

seis homens desenvolvem cancer de prostata e, surpreendentemente, cerca de 50% dos casos
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sdo diagnosticados em autopsias. No entanto, existem formas agressivas da doenca que, muitas
vezes, levam a obito. O cancer de prostata € inicialmente diagnosticado com o exame fisico
retal, seguido pelo teste soroldgico de identificacdo do antigeno especifico da prostata
(prostate-specific antigen - PSA) (Diamandis, 2008; Sardana ef al., 2008). O PSA ¢é um dos
biomarcadores mais conhecidos disponiveis. Por outro lado, tem suas limitacdes quanto ao
teste. O PSA no soro pode ser encontrado alterado em outras condi¢des patologicas as quais
sdo0: outras patologias prostaticas como a hiperplasia benigna da préostata (HBP) e prostatites.
Ainda, ndo ¢ considerada uma ferramenta poderosa no diagndstico e como biomarcador
progndstico, sendo, portanto, um teste que ndo discrimina doengas indolentes e formas
agressivas de cancer de prostata (Diamandis, 2008; Sardana et al., 2008). Pacientes que
apresentam testes de PSA positivos sao submetidos a bidpsias da prostata, em que a avaliacao
histologica do tecido prostatico ¢ analisado para determinar se o cancer ¢ detectado ou ndo. Nao
surpreendentemente, 75% dos casos de pacientes PSA positivos ndo apresentam cancer,

indicando a falta de especificidade do biomarcador.

1.5.1 Patobiologia do cdncer de prostata

1.5.2 Modelo de progressdo do cincer de prostata

Uma prostata normal requer niveis basais de andrégeno para crescimento e
sobrevivéncia. Do mesmo modo, durante o desenvolvimento do cancer, as células cancerosas
sdo inicialmente dependentes de andrégenos (Webber, 1986). A Figura 4 ilustra um modelo
simplificado de progressdo do cancer de prdstata. No inicio, varios processos cancerigenos
ocorrem, em que, algumas células estdo alteradas e comegam a proliferar fora de controle.

Caso detectado precocemente, a terapia de ablacdo de androgenos pode ser
utilizada, quer através de castracdo quimica, utilizando anti- androgenos, quer por meio de
remogao cirargica dos testiculos, os maiores produtores de androgenos. Essa terapia ¢ muito
eficaz na destruicao de células dependentes de androgenos (Balter ez al., 1993). No entanto, ao
longo do tempo, esta ablacdo de androgenos continua resulta na selecao de sub-populacdes de
células, as quais podem sobreviver na auséncia de andrégenos. Isso leva o surgimento de um
cancer independente de andrégenos (Sun et al., 2010; Hornberg et al., 2011).

Além disso, a evolugdo destas células independente de androgenos pode resultar
em aumento da angiogénese, as quais as cé¢lulas migram e metastatizam para locais distantes,

principalmente para os ganglios linfaticos e ossos (Sun ef al., 2010). As alteragdes moleculares
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especificas que regem essas mudangas ainda permanecem desconhecidas, mas uma coisa
permanece clara, o receptor de androgeno € o grande protagonista envolvido neste processo

(Hornberg et al., 2011

Figura 4 — Progressdo de células tumorais independente de andrégenos no cancer de prostata

Q@@
et

1) As células sofrem diversas alteragdes mutacionais, processos esses pelos quais algumas células da prostata
proliferam fora de controle. 2) as células cancerosas da prostata sdo inicialmente andrégeno-dependentes. Portanto,
a terapia de privacdo de androgénio ¢ bem sucedida em destruir estas células cancerosas. 3) Algumas células sdo
capazes de sobreviver a esse tratamento e continuam proliferando. 4) As células sdo agora androgeno-
independentes e ganham novas alteragdes, resultando em aumento da angiogénese. 5) As células androgeno-
independentes comegam formar metastases para locais distantes

Fonte: Adaptado de SUN et al., (2010) e HORNBERG et al., (2011).

1.5.3 Sinalizacgdo do receptor de androgeno — um regulador chave na progressdo do cincer
de prostata

A testosterona ¢ o principal andrégeno produzido pelo organismo, sendo
predominantemente liberado pelas células de Leydig dos testiculos (Radmayr et al., 2008).
Pequenas quantidades sdo também produzidas nas glandulas supra-renais. A testosterona livre
circulante, que nao estd ligada a proteina de ligacdo de hormoénio esteroide (steroid hormone

binding protein - SHBP), pode entrar nas células da prostata, onde ¢ convertida no seu mais
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potente metabolito, di-hidrotestosterona (DHT), o qual, por sua vez, se liga a proteina receptora

de andrégeno (AR) (Figura 5) (Radmayr ef al., 2008; Tan et al., 2015).

Figura 5 — Mecanismo de a¢do dos androgenos e sinaliza¢do do receptor de androgeno em
c€lulas de prostata
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T, testosterona; DHT, di-hidrotestosterona; HSP, proteina de choque térmico (heat-shock protein); AR, receptor
de androgeno; ARE, elemento responsivo a androgeno (androgen responsive element). Para uma explicagdo
detalhada das vias, consulte o texto

Fonte: Adaptado de TAN et al., (2015). Glandula (hipotadlamo), SETA, descri¢ao da célula e nticleo

A testosterona pode ligar-se ao receptor de androgeno, mas a DHT tem uma
afinidade superior (Radmayr et al., 2008). O receptor de andrégeno ¢ um fator de transcri¢do
nuclear que pode ativar e regular a expressao de muitos genes envolvidos no crescimento e na
proliferacdo celular. A proteina AR consiste de trés dominios: um dominio central de ligagao
ao DNA, um dominio de ligacao no C-terminal ¢ um dominio de transativacao no N-terminal.
O dominio do N-terminal desempenha um papel critico na atividade de transativacdo
transcricional do AR. Estudos de inibicdo deste dominio mostraram diminui¢ao da atividade
transcricional do AR (Andersen et al., 2010). O dominio de ligacao no C-terminal € o local onde
interagem os androgenos. Essa ligacdo resulta numa alteragdo conformacional no AR, onde
esse receptor se dissocia das proteinas de choque térmico (heat shock proteins - HSP) no
citoplasma, e passa a se localizar, posteriormente, no nucleo (Cardozo et al., 2003). No nucleo,

o AR se liga a sequéncias de DNA especificas, chamadas de elementos responsivos a andrégeno
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(androgen responsive element - ARE), via dominio de ligacdo ao DNA, promovendo uma maior
associacao de fatores dentro de um complexo, o que conduz a transcrigdao de genes (Powell et
al., 2004). Varios genes sao regulados pelo AR, incluindo calicreina-3 (KLK3) e o PSA.
Como mencionado anteriormente, a maioria dos canceres de prostata comegam em
um estado dependente de andrégenos, em que esses sdo necessarios para o AR ser ativado e
regular seus efetores. Por outro lado, durante a privacdo de andrégeno, o AR € ativado
prontamente, resultando em diminui¢ao do crescimento e proliferacdo de células cancerosas
(Denmeade et al., 1996). Os receptores de androgenos, bem como fatores da via de sinalizagdo
do receptor de andrégeno, foram encontrados como expressos de forma aberrante ou com
mutacdes em muitos canceres da prostata, levando a especulagdo de que estas proteinas
permanecem como moléculas-chave na progressdao do cancer de prostata (Taplin; Balk, 2004;

Mcphaul, 2008; Devlin; Mellado et al., 2009; Mudryj, 2009; Attar et al., 2010).

1.5.4 Mutacgoes no receptor de androgeno

Uma das principais mutacdes e alteragdes importantes que ocorrem na patobiologia
do cancer de prostata acontece no receptor de androgeno. Essas alteracdes podem ocorrer nas
células cancerosas da prostata, processos esses que culminam em células androgeno-
independentes. O gene AR est4 localizado no cromossomo X e a perda de fungdo do gene resulta
na sindrome de insensibilidade androgénica. As frequéncias de mutagdes genéticas nos loci do
AR sdo tipicamente raras em tumores da prostata em fase inicial (0-4%) (Gleason, 1966), mas
tornam-se mais frequentes nos tumores avancados e recorrentes (Taplin et al., 1995). As
mutagdes no AR sdo relatadas em 10-20% dos pacientes com tumores independentes de
andrégeno e esse processo funciona como modelo, ajudando na proliferagdo e sobrevivéncia
em condicdes de privagao de andrégeno (Taplin et al., 1995).

A mutacdo no AR relatada pela primeira vez foi descrita na linhagem celular de
cancer de prostata humano dependente de hormoénio (LNCaP). Essa linhagem deriva de
metastase de nddulo linfatico (Wilding et al., 1989). LNCaP contém uma mutagdo missense no
codon 877 do RNAm de AR, o que resulta numa substituigdo de aminoacidos treonina em
alanina (Wilding et al., 1989). Essa mutagdo ocorre no dominio de ligagdo do ligante,
resultando em diminuicdo da especificidade do ligante, portanto, outros hormdnios tais como a
progesterona, estrogénios e varios anti-androgénios podem ligar-se e ativar o fator de

transcricao.
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Durante a ablagdo androgénica, tal mutagdo torna-se benéfica para as células
cancerosas, pois aumenta a especificidade para a ativagdo, conferindo vantagem de crescimento
e sobrevivéncia sobre as células que nao possuem esta mutagao. Num estudo inicial, Gaddipati
et al. (1994) verificaram que 6 de 24 amostras tumorais metastaticas abrigavam esta mutagao,
T877A, indicando que a alteragdo ¢ comumente encontrada em pacientes com células
androgeno-independentes. Além disso, a frequéncia e natureza das mutagdes do AR em cancer
de prostata parecem ser dependentes do estagio e de pressdes seletivas exercidas sobre os tipos
de cancer. Canceres localizados exibem uma menor frequéncia de mutacdes, enquanto que os
tumores que metastatizaram, apresentam aumento da incidéncia de mutagdes no AR (Taplin et
al., 1995). Um estudo realizado por Marcelli ef al. (2000) mostrou que mutacdes pontuais foram
encontradas em 8 de 38 pacientes submetidos a terapia hormonal, com metastases em
linfonodos, enquanto que nenhuma mutacgdo foi encontrada em 99 pacientes com glandulas

removidas por prostatectomia, sem terapia hormonal.

1.5.5 Tratamentos para o cincer de prostata

As opcodes de tratamento para cancer de prostata dependem se o cancer ¢
clinicamente localizado ou se metastatizou. Tumores clinicamente localizados representam
desafios para o tratamento. Como uma grande parte destes casos permanecem em estado
indolente, ndo necessitando de tratamento imediato, a maioria destes tumores sdo de
crescimento lento. No entanto, 15% destes casos sdo conhecidos por serem agressivos na
natureza, o que requer alguma forma de tratamento direto (Cooperberg et al., 2010; Chang et
al.,2014).

Um dos principais problemas para o tratamento ¢ a definicdo de doenga de alto
risco. Embora a literatura sobre o cancer de prostata de “alto risco” seja extensa, um esquema
de classificagdo conjunto que permita definir o tipo de tratamento com base nos resultados para
os pacientes de alto risco deve ser determinado de forma confidvel. Porém, atualmente tal
esquema permanece indefinido. Isso também ¢ confundido pelos varios métodos de diagndstico
utilizados para classificar os pacientes, e por variagdes nas proprias modalidades de tratamento,
com base principalmente em cirurgia ou radioterapia (Pienta; Esper, 1993).

As opgdes de tratamento variam com base na pontuacao de Gleason. O escore de
Gleason varia de 2 a 10. Um escore de 2 estd associado com o melhor prognoéstico, enquanto o
escore de 10 com o pior (Epstein ef al., 2005). E bem aceito que os pacientes que apresentam

grau de Gleason de 6 ou menos sdo considerados "baixo grau" ou indolentes. Para esses
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pacientes, uma abordagem de acompanhamento referido como "vigilancia ativa" ¢ realizada.
Os pacientes sao direcionados a um programa de acompanhamento clinico, em que o tamanho
do tumor e progressao ¢ medida por testes de PSA no soro rotineiramente (Ganz et al., 2012).
Se héa suspeita de elevado PSA no soro e, aumento na progressdo do tumor, bidpsias
subsequentes sdo realizadas e o tecido resultante ¢ avaliado para deduzir se o tumor se tornou
mais agressivo. Isso exigird tratamentos diretos. Para muitos pacientes idosos que apresentam
tumores localizados e de baixo grau ou indolentes, a abordagem de vigilancia ativa pode parecer
a op¢do melhor, a fim de evitar o excesso de tratamento. Verificou-se que os pacientes
submetidos ao tratamento convencional de cancer de prostata com tumores localizados,
submetidos aos protocolos de vigilancia ativa, exibiram sobrevivéncia de 94% para 10 anos.
Estes pacientes mostraram escore de Gleason 2 a 4 e, quando em comparagdo com pacientes
com escore de 8-10, a sobrevivéncia foi de 45% (Lu-Yao et al., 1997).

Muitos pesquisadores estdo trabalhando para identificar moléculas bioldgicas, tais
como proteinas e marcadores de RNA em tumores de amostras de biopsia, para refinar ainda
mais a avaliagdo dos riscos em cancer de prostata (Cooperberg et al., 2013). Esses incluem
marcadores de proliferacao celular tais como Ki-67, alteragdes nas vias especificas, como a
cascata de sinalizagao PI3K/PTEN e alteragdes do nimero de copias a nivel de DNA. Além
disso, o PCA3, um RNAm nao codificante especifico do cancer de prostata, € sub-expresso em
compara¢do com o tecido normal benigno e detectado na urina. Essa molécula tem potencial
como marcador e também tem sido utilizada eficazmente em uma opgdo na estratégia de
vigilancia ativa (Durand et al., 2013; Ploussard et al., 2012). Embora os niveis de PCA3
correlacionem bem com o grau de Gleason e o alto volume do tumor, esses sao parametros
ainda incertos para definir o risco da doenga. Para os pacientes que apresentam cancer de
prostata de alto risco, as opg¢des de tratamento imediatas sdo necessarias. As opgdes de
tratamento para cancer de prostata agressivo incluem: prostatectomia radical, radioterapia,

terapia de privacao de androégeno e quimioterapia.

1.5.6 Prostatectomia radical

Desde o advento dos testes de PSA, os diagnoésticos de cancer de prostata sdo elevados
na doenga clinicamente localizada, muitos dos quais sdo relevantes (Lu-Yao ef al., 1997). A
prostatectomia radical ¢ a remogdo completa do 6rgao para tratar o cancer localizado e de alto
risco, como também, na obstrucdo urindria devido a HBP. Uma extensa dissecagdo pélvica do

linfonodo também ¢ normalmente realizada para remover o potencial tecido canceroso,
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comumente encontrado em areas circundantes. O beneficio na sobrevivéncia de pacientes que
passaram pela prostatectomia radical varia. O paciente pode morrer de cancer de prostata ou de
outras condic¢des patoldgicas, mais notavelmente doengas cardiovasculares ou em decorréncia
da velhice. Dois grandes estudos independentes avaliaram se os homens que foram submetidos
a prostatectomia radical, versus espera em protocolos de vigilancia ativa, tinham beneficios
mediante esse procedimento cirurgico. O primeiro estudo conhecido como a Intervencao do
cancer de prostata versus Observagao Trial, distribuiu, aleatoriamente, 731 homens com cancer
de prostata diagnosticado. Foi estabelecida terapia de vigilancia ativa ou prostatectomia radical.
Surpreendentemente, nenhum beneficio global nos pacientes cirtrgicos foi observado, muito
embora a sobrevivéncia em pacientes livres de metastase Ossea foi maior no grupo de
prostatectomia radical (Wilt et al., 2012). O segundo estudo foi na Escandinavia, onde, os
pacientes foram distribuidos aleatoriamente para receber a prostatectomia radical ou a terapia
de vigilancia ativa (Bill-Axelson et al., 2011). Este estudo mostrou que, apds 15 anos, a
prostatectomia radical diminuiu a mortalidade por cancer de prostata, e a incidéncia de

metastases 0sseas.

1.5.7 Terapia de radiagdo

Outra opcao de tratamento tipicamente utilizada para tratar pacientes com cancer
de prostata € a terapia com uso de radia¢do. Existem duas terapias com radiagdo, sendo as mais
largamente utilizadas para esse tipo de cancer a radiagdo com feixe externo e a braquiterapia.
A terapia de radiagdo fundamenta-se no conceito de que a radiagdo dirigida para uma regiao
especifica maligna da prostata causard danos no DNA, levando a instabilidade genética,
resultando na destrui¢ao das células alvo. As células cancerosas, normalmente, tem uma maior
susceptibilidade a radiagdo, uma vez que geralmente tém defeitos nos mecanismos de reparo
celular, tipicamente resultando em maior morte celular em comparagao com as células normais
(D'amico et al., 1998; King et al., 2000).

O feixe de radiag¢do externo tem sido utilizado ha muitos anos para tratamento de
cancer de prostata (D'amico et al., 1998; Shipley et al., 1999). Essa terapia consiste na
administracao externa e diaria de raios X ou gama, com duragdo de 6 a 10 semanas. O uso de
técnicas de imagem na radioterapia permitiu maior precisdo em localizar o alvo, o que por sua
vez, reduziu a quantidade de tecido saudavel no campo de tratamento (Zelefsky et al., 1998).
As imagens tridimensionais de alta resolucao da prostata e de tecidos circundantes sao geradas

usando imagens computadorizadas. A partir dai, a dose e a distribuicdo ideais de radiag@o sdo
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determinadas e administradas (Fuks et al., 1991). O feixe de radiacao externo ¢ frequentemente
administrado em pacientes com aumento do PSA, ou mesmo quando detectavel apos a
prostatectomia radical.

Contrariamente, a braquiterapia ¢ uma forma de radioterapia que utiliza uma fonte
de radiagdo, colocada no interior ou ao lado da 4rea que necessita de tratamento (Blasko et al.,
1993; Porter et al., 1993; Ragde et al., 1998). Muitas vezes, representa uma abordagem
vantajosa quando a radiacdo estd confinada as areas malignas da prostata. A taxa de
sobrevivéncia da braquiterapia ¢ semelhante ao da radiacdo de feixe externo ou da
prostatectomia radical. A braquiterapia ¢ também, muitas vezes, administrada em conjung¢ao
com radiacdo de feixe externo. O procedimento também ¢ concluido mais rapidamente e os
pacientes sdo capazes de ir para casa no mesmo dia do tratamento (King et al., 2000). Alguns
dos efeitos colaterais mais comuns na radiagdo de feixe externo e na braquiterapia incluem
incontinéncia, impoténcia, infertilidade, problemas intestinais e fadiga (D'amico et al., 1998;

Ragde et al., 1998; King et al., 2000).

1.5.8 Terapia de Deprivacio de Androgeno

Tanto as células da prostata normais e quanto as malignas requerem androgenos
para o seu crescimento e desenvolvimento. A descoberta de que o crescimento do cancer de
prostata se baseou em elementos tais como andrdgenos, resultou na atribuicdo ao Dr. Charles
Huggins com o Prémio Nobel em 1966 (Huggins; Hodges, 1972). Desde entdo, sabe-se que
essas células privadas de androgenos tem diminui¢ao da proliferacdo e taxas de apoptose
elevadas, enquanto que as células da prostata normais sofrem atrofia, resultando numa reducao
do tamanho total da glandula. Em consequéncia, os métodos para bloquear as agdes dos
androgenos tornaram-se uma estratégia muito eficaz para esse tipo de cancer, especialmente na
doenca metastatica (Taplin et al., 1995).

Existem varios métodos utilizados para diminuir os niveis de androgenos globais,
incluindo orquiectomia (castragdo cirurgica) e castracdo quimica. O padrao ouro para cancer de
prostata metastatico tem sido orquiectomia bilateral. Por este método, 95% dos niveis de
testosterona no soro sdo eliminados, resultando num aumento permanente dos hormonios
luteinizante (LH) e dos hormoénios foliculo-estimulante (FSH), ambos os quais sdo parte
integrante do mecanismo de feedback para a producao de testosterona. Alguns dos agonistas e
antagonistas utilizados na clinica mais comum de glandula liberadora de hormonio luteinizante

incluem leuprolida, goserelina, triptorelina, histrelina e degarelix (Lavorato, 2012) Essas drogas
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sdo normalmente injetadas no sangue, obtendo resultados semelhantes ao da castragao
cirtirgica. Outro método para a privagao de androgeno € o uso de anti-androgénios.

O androgeno ¢ o substrato para a proteina do gene AR. Esse ¢ um fator de
transcri¢do nuclear que regula a expressdo de muitos genes (Radmayr et al., 2008). Muitas
moléculas que podem inibir a atividade de AR também tem sido utilizadas, e sdo conhecidas
como anti-androgénios. Moléculas anti-androgénicas podem entrar nas células do cancer de
prostata e prevenir a ligagdo da testosterona com o AR, devido a uma maior afinidade para esta
proteina. Isso efetivamente inibe a funcdo das proteinas e impede-o de exercer as suas fungdes
normais como um fator de transcri¢do. Os anti-androgénios mais comumente usados incluem
flutamida, bicalutamida, nilutamida, sendo todas administradas por via oral (Saez; Galceran,

2004).

1.5.9 Quimioterapia para o cdncer de prostata agressivo e avangado

Embora muitos dos tratamentos acima mencionados sao eficazes, os pacientes que
se apresentam com cancer de prostata independente de androgeno (CPIA) e agressivo, muitas
vezes, ndo possuem opgdes de tratamento disponiveis definitivos, que ndo as quimioterapias
convencionais. Agentes quimioterapicos atuais utilizados para o tratamento de CPIA/agressivo
nao demonstraram beneficios na sobrevivéncia, mas fornecem cuidados paliativos e melhoram
a qualidade de vida global. Os atuais agentes quimioterapicos disponiveis para o cancer de
prostata avangado incluem: mitoxantrona, prednisona, docetaxel e paclitaxel (Petrylak et al.,
2004). A grande maioria destes agentes tem como alvo células de crescimento rapido e alteram
importantes mecanismos da maquinaria celular. Por exemplo, o docetaxel e o paclitaxel inibem
a formagdo de microtibulos do fuso, o que resulta em defeitos na mitose. Muitos desses
mecanismos serdo discutidos nos itens subsequentes. Embora todos eles parecam ter uma ligeira
vantagem sobre a sobrevivéncia (geralmente meses), eles sdo ndo-especificos, pois afetam
outras células ndo-cancerosas. Por essas razdes, que a pesquisa continua na prospec¢ao de
moléculas € necessaria para melhor identificar potenciais alvos no cancer de prostata, a fim de
descobrir novos compostos anti-cancer, os quais possam ser melhor utilizados na terapia, com

menos efeitos colaterais e tOxicos.
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1.5.10 Terapias Emergentes para o cdncer de prostata

Desde 2010, varios ensaios clinicos abordando cancer de prostata, resistente a
castracdo metastatico, foram publicados com resultados favoraveis. Sipuleucel-T, vacina
autdloga imunoterapéutica de células dendriticas CD54-positivo, demonstrou influéncia
significativa na sobrevivéncia em doentes com cancer de prostata metastatico resistente a
castragdo (Kantoff et al., 2010). Cabazitaxel, um novo taxano semi-sintético, aumentou a
sobrevida média por > 3 meses e mostrou significativa eficacia ap6s falha no uso do docetaxel
(De Bono et al., 2010). Foi observado que o denosumabe, um anticorpo monoclonal humano
contra o receptor ativador do fator nuclear kappa-B (receptor activator of nuclear factor kappa-
J3- RANK), retardou o aparecimento dos efeitos adversos, influenciando de forma significativa
no tratamento do cancer de prdstata resistente a castragdo metastatico, em relagdo ao uso do
acido zolendronico (Fizazi et al., 2011).

Uma terapia fundamentada no uso do isétopo radio-223 foi observada como
paliativa da dor nos 0ssos, visto que houve melhora nas condi¢des de sobrevivéncia de pacientes
com cancer de prostata resistente a castragdo metastatico, (Nilsson et al., 2012).

No entanto, os resultados de ensaios clinicos obtidos com compostos que atuam na
sinalizagdo AR ganharam mais aten¢do. MDV-3100 (enzalutamida), um novo antagonista de
AR, reduz a ligagdo do ligante e, consequentemente, ha acimulo nuclear de AR, resultando em
declinio de PSA, pelo menos, 50% em ambos os doentes sem tratamento prévio e tratados com
docetaxel (Scher et al., 2010). Ensaios de Fase IIl com MDV- 3100 foram concluidos com éxito
em 2010 e foi anunciado que a droga melhora a sobrevivéncia de pacientes tratados com cancer
de prostata resistente a castracdo por quase cinco meses de quimioterapia. MDV-3100 ¢ uma
droga que espera receber a aprovagdo da U.S. Food and Drug Administration’s (FDA).

O acetato de abiraterona, que bloqueia uma etapa chave da sintese de androgénio
catalisada por 17,20-liase (CYP17A1), recebeu a aprovagao da FDA em 2011 para uso em
tratamento de pacientes com cancer de prostata resistentes a castracdo metastaticos e que
falharam na quimioterapia. O acetato de abiraterona resultou em quase quatro meses de
sobrevivéncia nos ensaios clinicos iniciais (De Bono et al., 2011; Vasaitis; Bruno; NJAR,
2011).

Muitos outros compostos que atuam na sinalizacdo de AR estdo atualmente em
desenvolvimento clinico, incluindo outros inibidores 17,20 liase (TAK-700, TOK-001)
(Vasaitis; Bruno; Njar, 2011) e antagonistas de AR (ODM-201, ARN-509) (Fizazi et al., 2014).

Apesar desses avangos, uma parte da populacdo com cancer de prostata resistente a castragdo
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apresenta resisténcia intrinseca também para os novos agentes terapéuticos ou a resisténcia se
desenvolve durante o curso do tratamento. As razdes para estes mecanismos de resisténcia a
terapia podem estar relacionadas com a diversidade e heterogeneidade genética de genomas
para o cancer de prostata resistente a castrag@o e plasticidade gendmica dos canceres (Grasso
et al., 2012; Zhang et al., 2011). O conhecimento aprofundado da Biologia Molecular e dos
perfis protedmicos do cancer de prostata podem, assim, abrir novas opg¢des de tratamento.

Outro grupo de substancias utilizadas no tratamento do cancer de prostata sdao as
drogas estatinas - Statins. As estatinas sao medicamentos que reduzem o colesterol, prevenindo
doengas cardiovasculares. Estas drogas estdo entre os medicamentos mais prescritos em todo o
mundo (Mann et al.,, 2008). Estatina inibe a 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase
,uma enzima que controla a conversao de 3-hidroxi-3-metilglutaril- coenzima A (HMG-CoA)
em mevalonato, esse sendo o precursor essencial de colesterol (Chao et al., 2013). Isso resulta
em aumento da expressdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) em receptores no figado,
logo, aumentando a eliminacao de LDL a partir do sangue (Bilheimer et al., 1983).

Os efeitos da inibicao pleomorfica da HMC-CoA redutase sdo o impedimento da
ativacdo de importantes reguladores do ciclo celular, tais como as proteinas Ras e da familia
Rho. A desregulagdo dessas proteinas tem sido associada a carcinogénese (Benitah ez al., 2003;
Jackson et al., 1977). As regulagdo do colesterol com uso das estatinas pode também afetar
indiretamente a carcinogénese da prostata através de vias parcialmente reguladas pelo colesterol
como Akt e produ¢do de androgeno (Chao et al, 2013; Dillard et al., 2008). As estatinas
mostraram atividade anti-cancer em numerosos estudos in vitro e in vivo, apresentando
atividades anti-neoplasicas, tais como na inducao de apoptose (Hoque et al., 2008), na
supressao da angiogénese (Dulak; Jozkowicz, 2005), na supressdo de crescimento tumoral

(Weis et al., 2002) e na inibi¢cdo do potencial metastatico (Kusama et al., 2002).

1.5.11 O citoesqueleto como alvo de novas drogas contra o cdncer de prostata

Como dito anteriormente, o tratamento da deprivacdo de andrdégeno ¢ umas das
estratégias empregadas no tratamento do cancer de prostata. Infelizmente, na maior parte dos
casos, os pacientes sofrem de recidiva do tumor, este tornando-se independente de androgeno
e reativando a sinalizacdo do AR. Consequentemente, vias envolvidas com a proliferacao
celular e outras que favorecem os processos de carcinogénese sdao ativadas. Superar essa
resisténcia terapéutica e promover o correto direcionamento no tratamento destes tumores € um

grande desafio clinico e envolve o uso de agentes citotoxicos/citostaticos que tenham como
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alvo os microtubulos, por exemplo, estabelecendo-se, assim, uma quimioterapia de primeira
linha para os casos da doenc¢a avancada (Sella et al., 1994).

O citoesqueleto ¢ uma estrutura dinamica de polimeros interligados por uma
variedade de microfilamentos. Em quase todas as células o citoesqueleto estd em constante
mudanga, o que resulta em um arranjo muito adaptavel. Esta capacidade de adaptagdo permite
ao citoesqueleto cumprir trés tarefas principais: a distribui¢ao espacial dos conteudos da célula,
a resisténcia e a transmissao de tensdo, o que liga a célula para o meio ambiente, além da
geracdo de forgas dentro da célula, o que resulta em alteragdes na forma e na migracao celular
(Elson, 1988). O citoesqueleto consiste em trés principais polimeros filamentosos,
microtabulos, actina, e filamentos intermédiarios. Cada um deles pode montar, desmontar e
interligar entre si e aos outros, formando diferentes tipos de redes com a ajuda de proteinas de
regulacdo e de ligacdo. Essas redes podem interagir umas com as outras e proporcionar, ainda,
uma maior gama de propriedades. Os trés componentes do citoesqueleto diferem nas suas
propriedades mecanicas, na sua polaridade, na dinamica de montagem e desmontagem dos seus

monomeros (Elson, 1988).

1.5.12 Actina

O componente principal do citoesqueleto ¢ a actina. A actina ¢ constituida a partir
de monomeros de actina globular (actina G), que podem polimerizar e formar filamentos
helicoidais com um didmetro de cerca de 7-9 nm, chamado F-actina. Como actina G ¢
assimétrica, F-actina tem polaridade. As duas extremidades diferem em sua taxa de
crescimento, com a extremidade do filamento que termina com ponta de flecha designada de
extremidade penetrante, enquanto a extremidade oposta ¢ designada de extremidade farpada.
Dessa forma, os filamentos apresentam uma extremidade na qual, preferencialmente, ocorre o
crescimento (extremidade +), enquanto na outra (extremidade -) a perda de monomeros ¢
favorecida. A extremidade de maior crescimento do filamento (+) coincide com a extremidade
farpada, enquanto a de remog¢ao mais rapida dos mondmeros (-) coincide com a extremidade
penetrante (Carvalho ef al., 2013). Existem varias isoformas de F-actina, denominadas como
a-, B-, ou y-actina, que sao extremamente semelhantes na sua estrutura e diferem apenas na sua
regido N-terminal (Kashina, 2006). No entanto, as func¢des sdo diferentes, por exemplo, a a-
actina ¢ usada em células de musculo e desempenha um papel importante para a contragao
muscular, B-actina pode ser encontrada na parte da frente das células e as formas de y-actina

formam as fibras em movimento e sdo necessdrias para manutencdo do citoesqueleto
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(Belyantseva et al., 2009; Karakozova et al., 2006). Os filamentos de actina podem alongar de
forma constante, a fim de exercer forcas ou desmontar. Isso depende da quantidade de
monomeros disponiveis e da necessidade da célula, a qual transmite sinalizagao para que os
processos ocorram. A polimerizag¢do de actina e despolimerizagdo ¢ altamente regulada dentro

de diferentes regides da célula (Naumanen et al., 2008).

1.5.13 Microtubulos

Os microtibulos s3o os componentes mais rigidos do citoesqueleto. Os
microtiibulos tém comprimento variados e possuem cerca de 25 nm de diametro. Esses
comprimentos ajudam o microtibulo a percorrer toda a célula formando longos tubos,
utilizados, por exemplo, no fuso mitdtico durante a divisao celular (Brangwynne et al., 2006).
Além desempenhar papel essencial no movimento, no transporte € na segregacdo de
cromossomos durante a divisdo celular (Downin; Nogales, 1998), as subunidades de
microtibulos sdo assimétricas gerando, assim, polaridade. Essas subunidades sao
heterodimeros e consistem de a- e B-tubulinas, ambas componentes possuem um sitio de ligagao
nucleotidica para GTP, o chamado N-site e E-site, para a- e P-tubulinas, respectivamente.
Viarios heterodimeros ligados em conjunto, formam um protofilamento, em que, o lado que
termina em oa-tubulina, é geralmente identificado como (-) e o lado que termina em B-tubulina,
como (+), porcdo final. Treze protofilamentos em conjunto, formam um nico microtibulo, um
tubo oco que tem um didmetro de 25 nm. Dentro da célula, os microtibulos sao organizados
por centros de organizacdo de microtibulos, onde a regido (-) dos microtibulos sdo
centralizadas. As células podem ter varias regides organizadoras de microtiibulos, as quais,
mais proeminentes, sdo chamadas de centrossomos. A montagem e desmontagem de
microtibulos ¢ bastante complexa e tem principalmente duas condi¢des dinamicamente
estaveis, crescimento ou dissociagdo (desmontagem). Os microtubulos estdo crescendo e
encolhendo na porc¢do final (+) (Mitchison; Kirschner, 1984), e podem alternar rapidamente
entre os dois processos, 0 que permite aos microtubulos se reorganizar rapidamente (Holy;

Leibler, 1994).

1.5.14 Filamentos Intermedidrios

Os filamentos intermediarios sdo o terceiro componente principal do citoesqueleto.

Com comprimento de cerca de 1 um proporciona estabilidade mecanica para a célula (Miicke
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et al., 2004). Os filamentos resistem a forcas de tragdo mais elevadas do que os microtibulos
ou actina e sdo muitas vezes observados em resposta ao estresse, por exemplo, nas células
epiteliais do pulmao para resistir a fortes tensoes (Flitney et al., 2009).

As subunidades dos filamentos intermedidrios sdo compostas por dois dimeros
simétricos e, portanto, constituem filamentos apolares. O didmetro destes filamentos ¢ de cerca
de 10-12 nm. Existem diferentes classes de filamentos intermediarios. Os exemplos de maior
destaque sdo vimentina e queratina. A organizacdo dos filamentos intermediarios depende do
tipo de célula, essa organizacdo pode ser distribuida por toda a célula, como no caso da
queratina em células epiteliais ou assimetricamente e orientadas para o exterior da célula, como
para o caso da vimentina. A montagem nao ¢ tdo dindmica como na actina ou nos microtubulos.
Os filamentos intermediarios podem desempenhar um papel ativo na dinamica celular, em
geral, dependendo do tipo, quantidade e ligacdo (Helfand et al., 2004). A quantidade e a
distribuicao dos filamentos intermediarios pode ser diferente com os tipos de células e se refletir
em suas propriedades mecanicas, especialmente para casos de grandes deformagdes celulares.
Um bom exemplo s@o os queratindcitos que podem resistir a grandes forcas, devido a sua forte

rede de queratina (Fudge et al., 2008).

1.5.15 Centrossomo

Outro alvo de drogas bastante pesquisado € o centrossomo. O centrossomo ¢ o
principal centro de organizagio de microtibulos (microtubule-organizing center - MTOC). E
uma organela celular de grande importancia em muitos processos dependentes de microtabulos
durante a interfase e a mitose. Na interfase, o centrossomo organiza o citoesqueleto dos
microtibulos e esta envolvido na formacdo do cilio primario. Na mitose, o centrossomo
estabelece matrizes de microtibulos nos podlos do fuso (Bettencourt-Dias; Glover, 2007; Pihan,
2013).

O centrossomo ¢ constituido por um par de centriolos orientados ortogonalmente,
com comprimento de 200 nm cada, esses incorporados em uma rede de material pericentriolar
(pericentriolar material - PCM) e localizado préximo ao nucleo. Os dois centriolos nao sao
idénticos, pois estdo em diferentes estadios de maturacao. Um totalmente maduro, denominado
de mae, pode ser distinguido pela presenca de dois conjuntos de apéndices de proteinas,
utilizadas para a ancoragem dos microtubulos. O centriolo menos maduro, filho, em contraste,
nao possui as mesmas estruturas (Figura 6) (Azimzadeh; Bornens, 2007; Bornens, 2002;

Mazzorana et al., 2011). E importante destacar que os centriolos tem um papel no recrutamento
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do material centriolar. Sem eles, ha dispersao do PCM e perda da integridade centrossomal
(Basto, 2006; Bettencourt-Dias; Glover, 2007; Dammermann et al., 2004).

Durante a mitose, 0s centrossomos, subsequentemente, movem-se para os polos
opostos do nucleo, enquanto continuamente aumentam de tamanho. Um estudo em embrides
de C. elegans estimou um didmetro maximo de 500 nm (Jaensch et al., 2010). Além de
desempenhar importante papel na mitose, o centrossomo também influencia nos processos
dependentes de microtibulos, incluindo a forma da célula, polaridade e motilidade (Knockleby;

Lee, 2010; Nigg, 2007).

Figura 6 — Os principais componentes do centrossomo sdo aqui representados
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Material Pericentriolar

Centriolo Filho

Centriolo Mae

Os centriolos mae e filho, orientados a 90°, um em relag@o ao outro, estdo incorporados no material
pericentriolar. O centriolo mde apresenta apéndices distais e sub-distais. O centriolo filho esta ligado a

extremidade proximal do centriolo mée
Fonte: Adaptado de AZIMZADEH; BORNENS, (2007).

Como DNA, os centriolos normalmente duplicam de forma semiconservativa uma
vez por ciclo celular durante a fase S, garantindo que cada célula filha herde um centrossomo
no final da divisdo celular (Firat-Karalar; Stearns, 2014). O ciclo do centrossomo pode ser
subdividido em cinco etapas distintas: segregacdo do centrossomo (fase M), desengajamento

do centriolo (Fase M tardia/fase G1), duplicagdo dos centriolos (fase S), maturagdao do
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centrossomo e separacao do centrossomo (fase G2) (Figura 7) (Bettencourt-Dias; Glover, 2007,
Blagden; Glover, 2003; Rosenblatt, 2005).

O controle desregulado na separacdo central do centrossomo pode causar eixos
mitoticos monopolares e multipolares e podem ser a causa da instabilidade gendmica (Ganem;
Godinho; Pellman et al, 2009) e cancer (Basto ef al., 2008; Castellanos; Dominguez; Gonzalez
et al, 2008). Foi proposto que o PCM tem um papel importante na duplicacao dos centriolos,
controlando a formacao e estabilizagdo do centriolo filho (Dammermann et al., 2004; Loncarek
et al., 2008), levando a crer que os centriolos e 0 PCM tém uma relacdo simbiotica para a sua

montagem e estabiliza¢do do centrossomo.
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Para que todos esses processos ocorram de maneira regulada e ordenada, varias
proteinas sdo responsaveis pela progressdo na modulagdo e regulagdo da mitose € no
desenvolvimento centrossomal. As quinases mitdticas medeiam a duplicacdo, segregagao e
maturacdo dos centrossomos. Quatro familias de proteinas quinases estdo envolvidas no
centrossomo e na regulacdo mitotica, tais como: Aurora, Polo-Like-Kinases (PLKs), never-in-
mitosis cinases de A. nidulans (NIMA) relacionadas as quinases e quinases dependente de
ciclinas (LACEY et al., 1999). Quinases centrossomicas, tais como Aurora A, também
interagem com outras moléculas onde formam complexos de multi-proteicos transitorios. Além
disso, a localizagdo de proteinas no centrossomo assim como o seu estado de fosforilagdo
indicam a importancia desta modificagdo pds-transcricional no controle da funcao
centrossomal. Nesse sentido, o centrossomo atua como uma “plataforma” através da qual as
enzimas e substratos podem ser recrutados, processados e possivelmente relocados, garantindo
assim a correta distribui¢do das proteinas no determinado tempo e no espago (Firat-Karalar;
Stearns, 2014; Mazzorana et al., 2011).

Os centrossomos fornecem o papel estrutural adicional e crucial para a divisdo
celular. Isso reflete quando esta organela mantem a forma correta do fuso, durante a mitose com
o intuito de distribuir o material genético igualmente as células filhas (Bettencourt-Dias;
Glover, 2007; Dammermann et al., 2004). O comprometimento desse mecanismo leva a
fenotipos aberrantes, como a aneuploidia, sendo esses causadores da instabilidade
cromossdmica associada ao inicio do cancer (Godinho et al., 2009). Os centrossomos ¢
microtibulos também recrutam proteinas especificas, tais como moléculas motoras ou fatores
para recrutamento de mais proteinas, os quais concedem a adequada montagem e dinamica
dessas organelas. Portanto, a integridade dos centrossomos requerem ndo apenas a presenga e
a atividade de quinases, mas também de intera¢des proteina-proteina especificas com proteinas
associadas aos microtibulos para o correto funcionamento desta organela (Godinho et al., 2009;

Mazzorana et al., 2011).

1.5.16 Integridade do citoesqueleto sob acdo de drogas no cancer de prostata

Os agentes que tem como alvo os microtibulos, pertencentes a familia dos taxanos,
causam estabilizacdo dos componentes do citoesqueleto, tornando-se a primeira linha de
quimioterapia para cancer de prostata metastatico resistente a castragdo. Uma vez que os

componentes principais do citoesqueleto, actina e microtibulos, possuem papéis vitais na
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mitose, na motilidade celular e no movimento de cargas dentro, fora, € em torno da célula, esses
sdo alvos relevantes para a quimioterapia do cancer (Darshan et al., 2011; Jordan; Wilson, 2004;
Pellegrini; Budman, 2005; Woods ef al., 1995).

O taxol, (paclitaxel), foi o primeiro farmaco taxano descoberto em 1970 como uma
molécula derivada da casca da arvore Teixo do Pacifico (Schiff ez al., 1979). O paclitaxel se
liga com alta afinidade aos microtiibulos (Schiff et al., 1979), estabilizando assim toda a
estrutura e impedindo as células de sofrer mitose, resultando em um bloco de células mitoticas.
Posteriormente, a apoptose acontece nas células que se dividem rapidamente (Jordan; Wilson,
2004; Schiff et al., 1979). O paclitaxel também induz a parada do ciclo celular em dois pontos
diferentes: na fase G1 do ciclo celular e na fase M. Durante a parada do crescimento, uma via
dependente de p53 induz a morte celular, enquanto que, na profase, uma via independente p53
¢ ativada (Woods et al, 1995). O paclitaxel se liga a extremidade (+) da estrutura do
microtibulo, especialmente na subunidade  da tubulina, quando esta se heterodimeriza com a
subunidade o-tubulina (Pellegrini; Budman, 2005). Esta acdo explica a estabilizacdo da
estrutura, uma vez que a subunidade B-tubulina tem de se ligar a um local especifico da
subunidade a, importante para realizar a elongacao (Pellegrini; Budman, 2005).

Evidéncias recentes mostraram mudancgas de paradigma, levando-se em conta um
novo efeito da estratégia de quimioterapia dirigida a tubulina e, como alvo também o AR (Zhu
et al., 2010), proporcionando novas perspectivas mecanicistas para uma resisténcia cruzada
entre anti-androgenos e taxanos em pacientes com cancer de prostata. A andlise de
imunoprecipitacdo de mutantes, na delecdo de AR, revelou que o dominio N-terminal do AR
esta associado com a subunidade a-tubulina do microtibulo. Além disso, tumores da prostata,
apos tratamento com docetaxel, mostraram significante transloca¢do de AR a partir do nucleo
até a porcdo citoplasmatica. Em que em pacientes ndo tratados, o AR foi localizado
principalmente no nucleo (Zhu et al, 2010). Ao direcionar o tratamento para a rede de
microtubulos foi possivel prevenir a translocacao de AR para o nucleo e este foi associado com
a ativagdo transcricional de genes alvo e participantes de fungdes do AR (Darshan et al., 2011;
Zhu et al., 2010).

O cabazitaxel ¢ uma segunda geracao de taxanos, com base no desenho racional da
estrutura a-tubulina por cristalografia (Paller; Antonarakis, 2011). Esse desenho racional, de
um novo taxano, possui grupos metilicos extras, indiretamente ligados a estruturas do anel,
permitindo a droga passar pela barreira hematoencefalica, com importantes resultados para os

tumores que metastatizam para o cérebro (Paller; Antonarakis, 2011).
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As epotilonas sdo uma outra classe de farmacos anti-tumorais que tem como alvo a
estabiliza¢do da estrutura de microtubulos de maneira semelhante aos taxanos (Goodin et al.,
2005). Eles compartilham os mesmos sitios de ligacao na tubulina como paclitaxel. No entanto,
eles também possuem algumas diferengas fundamentais que levam ao seu diferencial no uso
clinico. As células cancerosas que exibem resisténcia ao taxano tem mais expressao de bombas
p-glicoproteina. As epotilonas e seus derivados ndo sdo afetados por estas bombas, de forma
semelhante ao cabazitaxel, portanto, mantendo a sua citotoxicidade (Jordan; Wilson, 2004;
Goodin et al., 2005). Mutagdes em tubulina B geralmente envolvem uma substitui¢do de alanina
para treonina, diminuindo a citotoxicidade dos taxanos. No entanto, a expressdo de outros
isotipos de tubulina B podem conferir resisténcia as epotilonas (Goodin et al., 2005).

A pesquisa farmacoldgica do antagonista o1-adrenoreceptor doxazosin® conduziu
a geragdo de novos compostos a base de quinazolina, como agente de ligacdo, DZ-50, tendo
efeitos como potentes indutores de anoikis contra células de cancer de prostata (Garrison;
Kyprianou, 2006; Garrison et al., 2007). O DZ-50 suprime o crescimento em ensaios
xenograficos em tumores de cancer de prdstata resistentes a castragcdo e anula o seu potencial
metastatico in vivo, ao alterar a angiogénese, migragdo e invasdo através de adesdes focais
(Hensley et. al., 2014). Recentemente, andlises baseadas no estudo do genoma identificaram
efetores criticos de adesdao focal e interacdes nas jungdes, sendo alvos moleculares
fundamentais do novo agente quinazolina. Significativamente, o DZ-50 provoca anoikis de
células cancerosas, tendo como alvo talina e fibrobronectina, em complexos de adesdo focal
(Hensley et al., 2014). Em células de cancer renal, a perda funcional da talina, completamente
bloqueada pela formacao do complexo de adesdo focal, deu-se através da agdo do composto
(Sakamoto et al, 2010). O DZ-50 também exibiu outros efeitos, bloqueando a via de
sinaliza¢do de AKT, permitindo a indugdo anoikis entre células tumorais (Hensley et al., 2014).
Estudos estdo em andamento a fim de caracterizar a a¢ao antitumoral da DZ-50, estando na

Fase I de ensaios clinicos para pacientes com cancer metastatico resistente a castragao.

1.5.17 Modelos para estudo no Céncer de Prostata

O desenvolvimento e utilizacdo de varios modelos de culturas de células de cancer
de prostata tém permitido o estudo e a compreensdo da progressdo da doenga, bem como
realizar ensaios em Drug Discovery, com a finalidade de caracterizar mecanismos de acao e

fenotipos celulares. Esses modelos sdo especialmente uteis para estudar a fungdo mecanica de
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varios genes e proteinas, bem como para comparar condi¢des de tratado e ndo-tratado. Aqui
vamos discutir os modelos de linhagens celulares em relagdo a compreensao patobiologia do

cancer de prostata e efeito do PTC sobre as células de PC3.

1.5.17.1 Modelos de Cultura Celular — In Vitro

A utilizagdo de linhagens celulares derivadas de tumores humanos permite
estabelecer 0 modelo simplificado para estudar patobiologia do cancer de prostata. Existem
muitas linhagens celulares de cancer de prostata disponiveis, sendo a maioria dessas geradas a
partir de tumores metastaticos (Peehl ef al., 2005). As linhagens celulares de cancer de prostata
mais comumente utilizadas incluem a LNCaP (metastase de linfonodo), PC3 (metastase dssea),
DU145 (metastase cerebral), 22Rv1 (tumor primario localizado), VCaP (metéstase Ossea) e
MDA CaP 2b (metastase Ossea). As células RWPE sdo células imortalizadas ndo-malignas
epiteliais da prostata. Estas linhagens celulares podem ser ainda mais sub-classificadas em sua
capacidade de resposta aos androgenos, como andrégeno dependentes: LNCaP, VCaP, MDA
CaP 2b e RWPE; e androgeno-independentes: PC3, DU145 e 22Rv1 (Peehl et al., 2005).

Hé muitas vantagens e desvantagens quando da utiliza¢do de linhagens de células
em comparac¢do aos modelos in vivo, camundongos, por exemplo. Um dos principais beneficios
da utilizacdo de linhagens celulares ¢ que elas sdao mais faceis de manter e crescer em
compara¢do com modelos animais, e, como resultado, sio menos dispendiosos de utilizar. Além
disso, as linhagens celulares sdo versateis nos tipos de estudos moleculares que podem ser
conduzidas. As linhagens podem ser facilmente manipuladas geneticamente, e também ser
tratadas em cultura para avaliar os efeitos de varios estimulantes. Além disso, como
mencionado anteriormente, as linhagens celulares podem ser xenoenxertado em ratos para
avaliar o seu potencial de crescimento in vivo. No entanto, como com qualquer sistema modelo,
as linhagens celulares tem as suas desvantagens e limitagdes. Uma das principais limitagdes de
linhagens celulares ¢ que estas ndo manifestam a heterogeneidade do microambiente do tumor
ou o tumor em si. As linhagens celulares representam na sua maior parte, um grupo homogéneo
de células que atuam de uma forma semelhante. O cancer ¢ uma doenga complexa que envolve
nao s6 as células cancerosas em si, mas também outros tipos de células que compdem o
microambiente do tumor (Hawksworth,1994).

Ainda, para se adaptar ao ambiente artificial, as linhagens de células apresentam

alteragdes genéticas e fenotipicas, as quais, levam-nos a questionar se aquelas linhagens sao
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realmente representantes do tumor original de onde foram extraidas ou ndo. Muitas das
linhagens celulares de cancer de prostata disponiveis ja existem ha décadas, e muitas delas ja
foram caracterizadas quanto as alteracdes genéticas devido ao tempo e o nimero de vezes de
passagens (Hawksworth,1994). No entanto, independentemente dessas questdes, as linhagens
celulares continuam a ser uma ferramenta valiosa e poderosa para a investigagao do cancer de
prostata, uma vez que proporcionam um forte ponto de partida para muitos estudos que buscam
compreender o papel de varios genes, proteinas, vias moleculares e bioquimicas com relagao a
patobiologia do cancer de prostata e potenciais efeitos em testes de compostos anti-tumorais.
Os ensaios baseados em células sdo amplamente utilizados na descoberta de
farmacos, pois a avaliacao da interacao molecular ocorre no contexto de um ambiente celular
vivo (Baker et al., 2007). Muitos compostos bioativos que inibem o crescimento de células
cancerosas foram isolados utilizando linhagens celulares (Kakeya et al., 2002, Kawada et al.,
2009). Na maioria dos casos, o alvo molecular para compostos isolados recentemente
permanece desconhecido. A identificagdo de um alvo plausivel as vezes so € possivel com base
nos resultados de ensaios baseados em células. No entanto, o alvo exato deve ser comprovado
por ensaios enzimaticos, analises de proteinas de ligacdo, ou métodos genéticos empregando
sirna (Kazami et al., 2006; Teruya et al., 2005). A confirmagdo de alvos moleculares, no

entanto, ¢ geralmente um processo dificil e demorado.

1.5.17.2 Proteémica como ferramenta em cancer

O proteoma ¢ definido como o conjunto de proteinas expressas por uma célula,
tecido ou organismo em um determinado tempo sob uma dada condi¢cdo (WILKINS et al.,
1996). Como as proteinas sdo as bases dos processos metabdlicos celulares e,
consequentemente, do organismo como um todo, qualquer alteragao no equilibrio proteico pode
acarretar mudancas fisiologicas e fenotipicas que, muitas vezes, sao associadas a doengas ou
condi¢des ndo fisioldgicas. O uso da protedmica como ferramenta de biologia de sistemas na
pesquisa do cancer continua a se expandir em escopo e profundidade, a medida que a referida
ferramenta evolui rapidamente para um método universalmente aplicavel para a investigacao
de praticamente qualquer processo biologico.

Na pesquisa do cancer, a Protedmica ¢ particularmente atraente para a investigagao
da patologia, pois muitas vezes envolve grandes redes de proteinas envolvidas em processos de

alta complexidade como na tumorigénese, progressao da doenga, regressao tumoral e metastase.
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De fato, em pouco mais de uma década, especialmente as aplicacdes da Protedmica baseadas
em espectrometria de massas na pesquisa relacionada ao cancer, desde a investigacdao
mecanistica até a descoberta de novos alvos terapéuticos, aumentaram exponencialmente (Guo;
Zou; Wang, 2013).

Muitos trabalhos de revisdo abordam diferentes tipos de cancer, tais como: mama
(Sharma; Martin; Mccabe, 2012), pancreatico (Tonack et al., 2009), ovariano (Callesen ef al.,
2012), colorretal (Barderas; Babel; Casal, 2010), gliomas (Kalinina et al., 2011) e outros.
Diversos trabalhos, com base nos tipos de amostras coletadas de pacientes, investigam
componentes subcelulares a exemplo de: tecido (Cazares et al., 2011), soro sanguineo
(Fanayan; Hincapie; Hancock, 2012) e secretoma (Stastna; Van Eyk, 2012). Além disso,
existem revisdes que sugerem metodologias protedmicas inovadoras ou mesmo abordagens
mais tradicionais na pesquisa do cancer, como a fosfoprotedmica (Harsha; Pandey, 2010),
estudos dos mecanismos de resisténcia aos farmacos (Koomen; Smalley, 2011) e busca de
biomarcadores da doenga (Liang et al., 2012).

As abordagens protedmicas tém sido cada vez mais utilizadas no processo de
descoberta pré-clinica de farmacos, para compreender os efeitos dos potenciais candidatos nos
seus alvos protéicos e, para lancar luz sobre os mecanismos celulares por tras do fendtipo
observado. Por outro lado, outros biomateriais, incluindo acido desoxirribonucléico (DNA),
acido ribonucléico (RNA) e carboidratos também podem ser usados como novos alvos de
farmacos com abordagens diferenciadas (Schirle; Bantscheff; Kuster, 2012). Estudos
protedmicos com o principal objetivo de identificar novos alvos druggable para o tratamento
do cancer tém sido relativamente pouco explorados. Nesse contexto, a Protedmica torna-se uma
das principais ferramentas nesta tese para caracterizacdo do perfil proteico da substancia em

estudo.

1.6 Natureza como fonte e painel de compostos bioativos

A natureza, fonte de muitos materiais quimicos e bioldgicos, tem sido visada por
muitos cientistas como uma fonte de produtos biologicamente ativos utilizados para manter a
satde e restaurar os desequilibrios do paciente doente. Um termo genérico para tais sistemas
medicinais ¢ a tradicional medicina herbal (Traditional Herbal Medicine - THM). Muito antes
da medicina ocidental se estabelecer, a natureza era considerada sagrada, e, portanto,

acreditava-se possuir a cura divina e poderes revitalizantes. As pessoas costumavam utilizar de
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plantas, animais e minerais para tratar desequilibrios e restaurar a energia interior (Ichikawa et
al.,2007). Aproximadamente 80% das pessoas que vivem em paises em desenvolvimento ainda
aprendem sobre a estes sistemas/técnicas medicinais. No entanto, o uso de medicamentos a base
dessa medicina em paises industrializados aumentou significativamente na ultima década.
Atualmente, muitos sistemas de saude ao redor do mundo tém incorporado a medicina herbal
como parte dos servigos de saude. Pesquisadores em todo o mundo estdo dedicando seu trabalho
para o isolamento e identificagdo dos constituintes quimicos e caracterizar os potenciais efeitos
bioldgicos dos compostos isolados a partir de fontes investigadas (Ichikawa et al., 2007).

H4é uma notavel diversidade quimica encontrada em milhdes de espécies de plantas,
animais, organismos marinhos, microorganismos, ¢ tem sido uma das principais fontes de
novos compostos terapéuticos candidatos (Cragg et al., 2009; Kinghorn et al., 2009).
Particularmente, as plantas foram amplamente utilizadas como medicamentos tradicionais em
quase todas as culturas antigas para o tratamento de um amplo espectro de doengas. Um
exemplo ¢ o registro conhecido "Ebers Papyrus", datado de 1.500 a.C., onde foi documentada
a medicina egipcia a qual incluiu mais de 700 medicamentos, na sua maioria de origem vegetal.
Outro registro de aproximadamente 1.000 substancias derivadas de plantas foi encontrado na
civilizagdo da Mesopotamia cuja data € estimada em 2.600 a.C. (Borchardt, 2002).

No século XX, o surgimento dos antibioticos produzidos por fermentacao
microbiana, aliado ao desenvolvimento marcante de farmacos sintéticos produzidos pela
industria farmacéutica, logo depois da Segunda Grande Guerra, foram marcantes no declinio
do uso de plantas medicinais e consequentemente, no investimento em farmacos de origem
vegetal. Nas ultimas décadas, uma importante mudanca no paradigma das sociedades ocidentais
fez com que os produtos de plantas passassem novamente a ocupar papel de destaque por
grandes contingentes das populagdes de paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(Montanari; Bolzani, 2001).

Os metabdlitos secundarios produzidos por vegetais, melhor conceituados como
metabolitos especiais, desempenharam um papel fundamental no desenvolvimento da quimica
organica sintética moderna. Historicamente, o desenvolvimento da quimica organica ocorreu
paralelamente ao estudo de plantas, principalmente a partir do século XIX, quando foram
registrados os primeiros estudos, com base cientifica. Isso resultou no isolamento de alguns
principios ativos vegetais, ja entdo conhecidas como medicinais. Desses estudos foram obtidas

algumas substancias que se consagraram como principios ativos eficazes, € que até hoje, ainda



54

sdo muito empregados no tratamento de certas doengas, a exemplo de morfina, quinina, canfora
e cocaina (Decorte, 2016).

Os produtos naturais e seus analogos sintéticos tem seu papel critico na prevengao
e terapia do cancer (Kinghorn ef al., 2009), e mais de 60% do uso atual dos medicamentos anti-
cancer sao de fontes naturais (Cragg; Newman, 2005). Quatro classes principais de compostos
téem sido amplamente utilizadas como agentes anticancerigenos, estes incluem alcaldides
bisindol (vinca), pododifilotoxinas, taxanos e camptotecinas (Kinghorn et al., 2009). Alcaloides
da vinca e seus derivados (vinblastina e vincristina) foram inicialmente isolados da pervinca de
Madagascar (Catharanthus roseus G.Don) e sdo bastante utilizados em terapias combinadas
para tratar linfomas, leucemias, canceres testicular avangado, mama e de pulmao (Gueritte;
Fahy, 2005). Os taxanos e seus derivados (paclitaxel e docetaxel) foram inicialmente extraidos
da casca do teixo do Pacifico (Schiff ef al., 1979) e sao usados para o tratamento de multiplos
canceres (Kingston, 2005). O camptotecinas e seus derivados (topotecano e irinotecano) foram
identificados em extratos da Camptotheca acuminate e sao muito utilizados para o tratamento
de diversos tipos de canceres (Rahier et al., 2005). A podofilotoxina foi isolada das raizes de
Podophyllum peltatum e P. emodi. Os etoposideos e teniposideos sdo derivados de
Podophyllotoxin e sdo largamente utilizados no tratamento de linfomas, canceres de bronquios,
e testiculares (Lee; Xiao, 2005).

Numerosos ensaios pré-clinicos e clinicos na literatura procuram descrever os
mecanismos moleculares inerentes as atividades anti-tumorais de potenciais compostos a
candidatos terapéuticos. A grande maioria dos compostos avaliados ¢ oriunda de fontes naturais
em suas formas estruturais iniciais, como derivados ou como moléculas semi-sintéticas. Como
resultado, os atuais agentes quimioterapéuticos foram inicialmente caracterizados de derivados

de painéis constituidos por compostos naturais (Teiten et al., 2012).

1.6.1 Pterocarpanos

Os Pterocarpanos sdo metéabolitos secundarios derivados da isoflavona e possuem
um sistema de nucleos tetraciclico de anéis de benzofurano-benzopirano (Daniel; Purkayastha,

1995). A estrutura principal contém dois centros quirais em posigdes 6a e 11a que determinam
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a estereoquimica da molécula (Figura 8) e constituem o segundo maior grupo de isoflavonoéides

naturais, desempenhando um papel importante como fitoalexinas'.

Figura 8 — Numeracio e esterioquimica da estrutura dos pterocarpanos. (JIMENEZ-

GONZALEZ et al., 2008)

(-)-Pterocarpano (+)-Pterocarpano Pterocarpene

R=H 6aAR,11aR R=H 6aS,11aS
R=0OH 6aSs, 11aS R=OH 6aR, 11aR

Fonte: elaborado pelo autor

O que aumentou muito o interesse em se estudar os pterocarpanos foi o fato desse
grupo de substancias apresentarem diferentes tipos de atividades biologicas, sendo algumas ja
testadas em estudos in vitro e in vivo (Murugesh et al., 1996). Além disso, esses compostos
apresentam importantes atividades antifiingicas, antibacterianas, atividade inseticida e
antitumoral (Jiménez-Gonzalez et al., 2008). Estudos apontam outras atividades bioldgicas
interessantes tais como: atividade anti-ofidica (Nakagawa; Nakanishi, 1982), propriedades anti-
HIV (Engler et al, 1993), atividades contra protozoarios do género Leishmania spp e
Trypanossoma spp. (Salem; Werbovetz, 2006; Vieira et al., 2008), entre outras.

Com maior relevancia para este trabalho aqui desenvolvido, os compostos do
grupo dos pterocarpanos atuam, em sua grande maioria, como citotéxicos em varias linhagens
de células tumorais. Um exemplo ¢é o composto (£)-3,4-diidroxi-8,9-
metilenodioxipterocarpano, o qual foi sintetizado por NETTO e colaboradores, 2009. Essa
molécula apresentou atividade citotoxica contra cinco linhagens diferentes de células de
leucemia, incluindo algumas ja resistentes aos farmacos atualmente utilizados. Merece destaque
o fato que células resistentes a muitos farmacos representam a maior causa de falha nos
tratamentos de quimioterapia da atualidade (Netto et al., 2009). Pesquisas seminais realizadas

em exemplos importantes de pterocarpanos, com atividade citotoxica contra células tumorais,

ISubstancias com atividade antimicrobiana produzidos por plantas em resposta a um fator de estresse, tal como um fungo ou
invasdo bacteriana, ou a influéncia de agentes externos abidticos, sais de metais pesados ou a radiagdo UV.
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mostraram efeitos em modelos de linhagem de células do cancer de mama (Nguyenet al., 2009),
coOlon, pulmao e de cérvix (Llef al., 2008a); cancer de pancreas (Awale ef al., 2008); carcinoma
cervical humano (LI et al., 2008b), e de figado (Witjen et al., 2007).

Recentes trabalhos sobre a atividade citotoxica e possivel mecanismo de agdo do
composto isolado de Platymiscium floribundum, PTC, foram realizados em linhagens tumorais,
incluindo leucemia, cancer de mama e melanoma (Militao et al., 2006; Militao et al., 2007a;
Militao et al., 2007b; Militao et al., 2014). Nesses estudos, a molécula PTC foi testada contra
a linhagem leucémica HL-60 e mostrou reducdo do niimero de células viaveis em 42,6%, na
concentragdo de 2,5 pg/mL, além da parada do ciclo celular em G2/M e ativagao de caspase 3.
A morfologia das células, observadas em laminas coradas com hematoxilina/eosina, refletia um
padrao apoptdtico de morte celular (Militdo et al., 2006). Em estudos posteriores, especialmente
ensaios sobre o mecanismo de acdo utilizando a linhagem celular MCF-7 (carcinoma de mama),
foi observado que essa droga causa parada o ciclo celular na prometafase, inibindo o fuso
mitotico e impedindo a separagdo das cromatides. Essa longa parada do ciclo leva a célula a
entrar em apoptose (Militdo et al., 2014).

Considerando a relevancia dos dados obtidos e o potencial da molécula de
pterocarpano descrita acima nos trabalhos citados, o PTC, obtido por meio de uma rota sintética
inédita, motivo de um registro de patente?, foi caracterizado quanto aos efeitos farmacologicos
neste trabalho, confirmando os resultados ja publicados por Militdo e colaboradores (2006,
2007a, 2007b e 2014). Isso abre novas perspectivas no desenvolvimento de potenciais drogas

anti-cancer para este grupo particular de substancias bioativas.

2Depésito de patente junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), pela UFC sob numero 221105718268, realizado no dia

30/06/2011, e no PCT BRPI1103116 (A2) — 2013-07-23, intitulado: “Processo de produgao de pterocarpanos composi¢io citomoduladora
compreendendo pterocarpanos, € uso dos pterocarpanos”. E depositada no PCT WO2013000054 (A1) — 2013-01-03 METHOD FOR
PRODUCING PTEROCARPANS, CYTOMODULATING COMPOSITION CONTAINING PTEROCARPANS, AND USE OF
PTEROCARPANS, tendo com aplicantes a Universidade Federal do Ceara, Australian University e Instituto Fraunhofer.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o efeito antiproliferativo do PTC (+), in vitro, em linhagens tumorais de

prostata utilizando plataformas e ensaios farmacoldgicos, de biologia celular e protedmicos.

2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a atividade citotoxica em linhagens tumorais de prostata e determinar
ICso;

b) Caracterizar os efeitos fenotipicos no tratamento com o PTC (+) por meio de
marcacdes em microscopia confocal;

c) Observar a relagao existente entre a biologia celular ¢ molecular das células
tumorais ao(s) putativo(s) mecanismo(s) de agcdo do PTC (+);

d) Identificar o mapa de expressao diferencial dos perfis protéicos no tratamento
com PTC (+);

e) Caracterizar funcionalmente as interagdes proteina-proteina e potenciais vias de

atuagdo dessas proteinas com o provavel mecanismo de acao;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e reagentes utilizados

A descricao detalhada dos equipamentos, dos materiais e dos reagentes estdo

dispostos no ANEXO 1.

3.2 Desenho experimental

Levando-se em consideragdo as atividades citotoxicas ja descritas (MEIRA, 2016)
dos compostos acima mencionados e, utilizando o ensaio de MTT, o composto escolhido foi
(+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano. Para isso, diferentes técnicas foram utilizadas para determinar
as principais atividades do PTC (+) nos fenotipos celulares e nos perfis proteicos gerados sob
o tratamento linhagens de cancer de prostata. O composto acima mencionado foi utilizado nas
linhagens PC3, LNCaP, DU-145, RWPE-1 nessa tese. As demais técnicas de biologia celular e
protedmica foram realizadas em linhagem de PC3 somente, uma vez que esta ¢ independente
de hormonio e considerada com caracteristicas, alto poder de invasividade, ¢ comportamento
tumoral similar ao que ocorre nos tumores em humanos apos ao tratamento de deprivagao

hormonal. Todas as etapas (Figura 9) consistiram basicamente em trés fases:

a) Determinacgdo da ICso e ensaios anti-proliferativos

a. Cultivo celular, ensaio MTT, XCelligence (curva de proliferacao);

b) 2) Microscopia (qualificagdo e quantificagdo fenotipica)

a. Analise celular por microscopia confocal, campo claro e coloragdo por panotico;

c¢) 3) Analise Protedmica

a. Extragdo e preparagdo das proteinas para a analise por espectrometria de massas
(shotgun), com identificacdo das proteinas diferencialmente expressas, bem

como analises in silico para dados em ontologia e interagdo proteina-proteina.
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3.3 Obtencao da amostra

As moléculas de pterocarpano — (+/-)-2,3,9-trimetoxipterocarpano PTC (+/-)
(Figura 10 B), (+)-2,3,9-trimetoxipterocarpano PTC (+) (Figura 10 C) e (-)-2,3,9-
trimetoxipterocarpano PTC (-) (Figura 10 D) foram sintetizadas pela equipe do Prof. Dr. Martin
Banwell, da Australian National University (ANU), tomando como base o composto, 2,3,9-
trimetoxipterocarpano (Figura 10 A), isolado de Platymiscium floribundum, pela equipe do
Prof. Dr. Ediberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara. O método de extragdo e a sintese, bem como a atividade

bioldgica investigada, foram patenteados e o nimero do depodsito ¢ PI 1103116-6.

Figura 10 —Estruturas dos pterocarpanos

(A) PTC isolado de Platymiscium floribundum; (B) Composto rancémico sintetizado, (+/-)-PTC; (C) (+)-PTC
molécula dextrogira isolada (molécula utilizada para os testes nesta tese); (D) (-)-PTC componente levogiro
isolado

Fonte: elaborado pelo autor

3.4 Cultivo e manutencio das linhagens celulares

As linhagens utilizadas nesse trabalho foram cedidas pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos (United States - National Cancer Institute, US-NCI), ou obtidas
através do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). A linhagem epitelial prostatica humana
ndo tumoral RWPE-1 foi obtida da ATCC® CRL-11609™. As linhagens celulares foram

manuseadas em ambiente estéril de camara de fluxo laminar vertical (VECO, modelo Biosafe
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12, classe 1) e mantidas em incubadora de CO; a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE,
modelo TS Autoflow).

As linhagens tumorais foram cultivadas em garrafas de cultura de células de 25 cm?
com volume de 50 mL, ou de 75 cm? com volume de 250 mL em meio. Para as linhagens de
DU145 e LNCaP, o cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10%
de soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibiodtico (penicilina/estreptomicina). Para o cultivo da
linhagem PC3, o meio F12K foi suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de
antibiotico (penicilina/estreptomicina). Finalmente, para a linhagem RWPE-1, foi utilizado
meio de queratindcito livre de soro (Keratinocyte Serum Free Medium - K-SFM), suplementado
com extrato pituitario bovino (bovine pituitary extract - BPE) e fator de crescimento epidermal
recombinante humano (human recombinant epidermal growth factor - EGF) (Life
Technologies). A manutengdo foi feita antes que as células atingissem total confluéncia, na
presenca de espaco entre elas, a fim de manté-las na fase log de crescimento, o qual foi
acompanhado diariamente por microscopio invertido (ZEISS, modelo Axiovert 40C).

Para a manutengao de células aderidas, o meio foi retirado e a garrafa foi lavada 2x
com PBS (Phosphate Buffer Solution) estéril. Em seguida, foi adicionada tripsina-EDTA 0,5%
ou 0,05% de tripsina — 0,53 mM EDTA (Gibco) diluido 10X em solucao tampao PBS, a fim de
suspender as células. Depois de suspensas, a agdo da tripsina foi inibida pela adicdo de meio
suplementado com SBF. Parte das células foi removida da garrafa e o volume foi preenchido

com meio novo.

3.5 Avaliacao da atividade antiproliferativa in vitro — ensaio de MTT

O ensaio do MTT ¢ um método colorimétrico que tem como objetivo quantificar a
atividade mitocondrial por meio da reducao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenilbrometo
de tetrazolico (MTT) soluvel em agua, de cor amarela, resultando na formagao de cristais
insoltiveis de formazan, de cor purpura, em células metabolicamente ativas. Os metabolitos
primarios envolvidos no ciclo de Krebs, NADH2, NADPH e Succinato sdo os principais
envolvidos nesta reacdo, em que a atividade metabolica ¢ dependente do numero de células
vidveis e esta diretamente relacionada com a quantidade de MTT metabolizada, sendo a
quantificagdo realizada por absorbancia em espectrofotometro (Mosmann, 1983).

As células foram incubadas em placas de 96 pocos, sendo a concentragao de

plaquemanto determinada de acordo com o que € preconizado pelo National Institutes of Health
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(NIH). As linhagens testadas sdo descritas na Tabela 1. Apos 24 horas de incubacdo em estufa
a 37°C e 5% de CO,, 100 pL de amostras testes (1 mg/ml; 10 mg/mL; 50 mg/mL) foram
diluidos em meio completo, adicionados em novas placas e novamente incubados por 24, 48 ¢
72 horas em estufa sob condigdes de cultivo padrdo. As placas foram centrifugadas a 1.500 rpm
por 5 minutos e, em seguida, o sobrenadante foi retirado. Foi adicionado em cada pogco 150 pL
de solugdao de MTT (0,5 mg/mL), diluido em meio de cultura correspondente a cada linhagem,
e as placas colocadas na incubadora por 3 horas. Apos o periodo de incubagdo, as placas foram
novamente centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante retirado. Para realizagao
da leitura em espectrofotometro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880) com
absorbancia de 595 nm, o formazan foi ressuspenso em 150 pL. de Dimetilsulféoxido (DMSO)
adicionado em cada pogo. Para leitura foi utilizado o programa Multimode Detection Software

(Beckman Coulter Inc.).

Tabela 1 — Linhagens utilizadas com suas respecivas origens e concentragoes de

plaqueamento
Linhagem Concentracio de
Doenca Organismo
Celular Plaqueamento (céls./mL)
PC3 Adenocarcinoma de Prostata Humano 1,0x 10°
LNCaP Adenocarcinoma de Prostata Humano 1,0x 10°
DU-145 Adenocarcinoma de Prostata Humano 1,0 x 10°
RWPE-1 Céls. epiteliais ndo-malignas da Humano 2.5x 10°
Prostata

Fonte: elaborado pelo autor

Para a analise dos dados, foi utilizado o programa GraphPad Prism versdo 6.0. Os
valores das absorbancias, resultantes dos testes das fragdes em concentracdo unica, foram
transformados em porcentagem de inibi¢do, sendo comparado ao controle negativo. Estes dados
foram analisados com base na média + erro padrao da média da triplicata de no minimo trés
experimentos. Quando testadas em dilui¢ao seriada, foi feita a determinagdo da concentragao
inibitoria média (Clsp) com os respectivos intervalos de confianga (IC 95%), obtidos por

regressao nao linear.
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3.6 Analise morfolégica — Coloracao diferencial por Panético rapido

Para uma investigacao e sugestdo de alteracdes celulares causadas pela substancia
testada, foram analisados padrdes morfologicos das células apds serem coradas com o kit
pandtico rapido (Laborclin®). Essa coloracdo permite a visualizacdo de caracteristicas
morfologicas por meio da marcagdo diferenciada do citoplasma e do nucleo.

A marcagdo baseia-se na capacidade que um dos corantes tem de marcar o nicleo
em cor azulada devido ao seu carater alcalino. J4 ao citoplasma ¢ conferida uma cor

avermelhada devido ao carater dcido do segundo corante presente no Kkit.

Procedimento Experimental

As células PC3 foram plaqueadas em laminulas circulares de 13 mm em placas de
48 pocos na concentracdo de 40.000 células/mL e incubadas por 24h e 48h com PTC (+),
Monastrol, Taxol e Nocodazol nas concentragdes de 7,95 uM, 50 uM (MEIRA, 2016), 0,1 uM
(Dong et al., 2013) e 0,25 uM (Choi; Zhu, 2012), respectivamente. A doxorrubicina foi
utilizada como controle do experimento na concentracao de 0,22 uM, e o controle negativo foi
tratado apenas com o veiculo (DMSO). Decorrido o periodo de incubacao, o meio de cultivo
foi removido e as células lavadas com PBS estéril. Em seguida, as laminulas foram fixadas com
solu¢do de triarilmetano a 0,1%, coradas com solucdo a 0,1% de xantenos e com solugao de
0,1% de tiazinas (Laborclin®). O tempo de imersdo em cada solugdo foi de aproximadamente
30 segundos. As laminas foram lavadas com agua destilada para remover o excesso de corante.

Depois de secas, a montagem se deu com Entellan®.

Analise de Dados

A andlise morfoldgica do nucleo e do citoplasma celular ocorreu com o auxilio de
um microscopio optico (ZEISS) com aumento de 200X. O registro das alteragdes foi feito por
fotografia (AxioVert). As imagens escolhidas para exposicao representavam o que se mostrava

mais constante nas laminas.



64

3.7 Monitoramento dinimico da proliferacio e viabilidade celular em tempo real-

XCelligence System

O uso de ensaios in vitro com células ¢ crucial para o entendimento da eficdcia,
especificidade, permeabilidade, solubilidade, estabilidade e mecanismo de agdo da interacao
entre uma substancia e seus alvos celulares, porém, a maioria desses ensaios apresentam varias
limitagdes. Entre elas estdo passos que envolvam a lise ou fixacdo celular, levando a uma
possivel diminui¢do do controle da viabilidade celular antes e depois do tratamento. Outro fator
importante ¢ que alguns desses ensaios podem prover uma informacdo limitada sobre o
mecanismo de interacao do farmaco com seus alvos celulares.

O XCELLigance System RTCA DP (Dual Plate) permite uma monitoracao dinamica
e livre da proliferacdo e viabilidade celular em tempo real. Esse equipamento ¢ capaz de
quantificar a proliferacdo e viabilidade de células aderidas em tempo real utilizando um sistema
eletronico de leitura, denominado impedancia. As células sao plaqueadas em placas de 16 pogos
que contém sensores microeletronicos. A interacdo das células com esses biosensores
eletronicos geram uma resposta de impedancia que ndo apenas indica o status de viabilidade
celular como também correlaciona com o numero de células no poco.

A medicao da impedancia ndo € um processo invasivo, fazendo com que as células
permanecam em seu mais normal estado fisiologico durante o ensaio de proliferacdo e
citotoxidade. Resumidamente, a técnica permite a avaliagdo da proliferagdo, viabilidade, morte

e mudancas morfoldgicas nas células.

Procedimento experimental

Seguindo as sugestdes do fabricante, foi realizada uma curva de concentragao de
células para a escolha do nimero de células ideal para o experimento com XCELLigance System
RTCA DP (Dual Plate). Para tal, as células PC3 foram plaqueadas nas E-plates de 16 pogos em
concentragdes que variaram de 4 x 103 a 0,625 x 10° células/mL. A aderéncia, a disposi¢do e
proliferacdo das células foram monitoradas a cada 30 minutos utilizando o R7-DP system. A
proliferagao celular foi monitorada desde a adi¢ao dos compostos até 78 horas. Apos o final
dessa etapa, o numero de células por poco foi escolhido baseado no Index celular maximo

encontrado, chegando a concentracao 6tima de 5.000 células/poco.
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O namero de células/poco selecionado foi plaqueado em 190 pL de meio na placa.
A aderéncia, disposi¢do e proliferagdo das células foi monitorada a cada 30 minutos pelo
sistema RT-DP. Aproximadamente 24 horas depois do plaqueamento, quando as células
estavam em sua fase de crescimento logaritimica, as células foram tratadas com 10 pL dos
compostos dissolvidos em meio de cultura. As células do controle foram tratadas com DMSO,
o qual serviu de veiculo para a substancia. A concentracio final de DMSO nao excedeu 0,2%
em nenhum tratamento, mas para o Monastrol, houve um discreto excesso de DMSO devido a
alta concentracdo de droga administrada (50 uM). O Monastrol (50 uM), o Taxol (0,1 uM) e o
Nocodazol (0,25 pM) foram utilizados como controles positivos. A concentragdo do PTC (+)

foi de 7,95 uM.

Analise de dados

O resultado de impedancia celular foi expresso como uma unidade arbitraria
chamada de Indice Celular (do inglés, Cell Index). O indice celular de cada ponto foi definido
como (Rq-Rp)/ 15, onde R, ¢ a impedancia do pogo com célula e Ry, ¢ a impedancia do pogo
apenas com o meio. As curvas de crescimento foram comparadas para uma possivel elucidacao

do mecanismo de citotoxicidade.

3.8 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma ferramenta que possibilita um meio de mensuragao de
atributos fisicos e quimicos das células de forma rapida e com alta acuracia. Trata-se de um
experimento utilizado comumente para a analise de ciclo celular, através da mensuracdo do
conteudo de DNA; integridade de membrana, além da medi¢do de outras marcagdes com
fluorocromos especificos (Darzynkiewicz; Zhao, 2014).

O principio basico da citometria resume-se a passagem individual de células que
sao conduzidas em um canal de corrente fluida e na utilizagdo de uma radiacdo laser
direcionada. O feixe de luz produzido pelo laser excita substancias fluorescentes
(fluorocromos) presentes nas células, emitindo uma luz que possui um comprimento de onda
caracteristico. Os sistemas Opticos e eletronicos coletam essa luz excitada e as converte em
parametros de dispersdo de luz e fluorescéncia emitida. Dentre os pardmetros estdo o Forward

SCatter (FSC) captado pelo detector frontal ao feixe, responsavel pela mensuragao do tamanho
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relativo da célula, e o Side SCatter (SSC) captado pelos espelhos laterais, responsavel por medir
a granulosidade e complexidade celular. Quando analisados conjuntamente esses parametros
levam a uma idéia da morfologia celular. Além disso, a detec¢cdo da fluorescéncia emitida pelos
diversos marcadores classifica cada célula como um evento (Shapiro, 2003; Ferraz, 2000;

Bacal; Faulhaber, 2003).

Procedimento experimental

Para os experimentos realizados no citometro de fluxo, as células PC3 foram
plaqueadas em placas de 24 pogos na concentragio de 1 x 10° células/mL. O tratamento do PTC
(+) foi de 7,95 uM. O Nocodazol (0,25 uM) foi utilizado como controle positivo a fim de
evidenciar a parada do ciclo em G2/M. Todos os tratamentos duraram 24 horas. As células do
controle negativo receberam a mesma concentracdo do veiculo que a maior concentragdo da
substancia testada. Apos transcorridas 24h de tratamento, as células foram transferidas para
tubos eppendorfs e centrifugadas a 2.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante resultante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS.

As células foram analisadas utilizando o citdometro BD FACSVerse®. Para todos os
parametros avaliados, um total de 10.000 eventos foram levados em consideragcdo por cada
replicata de cada amostra. Os debris foram omitidos das andlises. Cada experimento foi

realizado por pelo menos duas vezes em triplicata.

Analise dos dados

Os dados foram expressos como a média + erro padrao da média (E.P.M). Para
verificacdo da ocorréncia de diferengas significativas entre os grupos, os dados foram
comparados por analise de variancia (ANOVA) seguida por teste de Tukey, com nivel de

significancia de 5% (p<0,05).

3.9 Microscopia confocal

A microscopia confocal utiliza fluorescéncia para aquisicdo das imagens. A
imagem criada por um microscopio confocal tem um maior contraste e resolu¢ao que a de um
microscopio Optico convencional, devido a exclusdo da luz emitida por outros pontos que nao

estdo no plano focal. Esse tipo de microscopio apresenta um conjunto de lentes capazes de focar
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um cone de luz em uma profundidade predeterminada da amostra a ser estudada. Mudando-se
o ponto focal e, mantida a profundidade, ¢ possivel iluminar todo o plano em estudo, ponto a
ponto e, assim, construir imagens tridimensionais (Samwogerere; Weeks, 2005; Metz, 2004).
O principio de fluorescéncia ¢ baseado no uso de compostos quimicos chamados
de fluor6foros. Os fluordforos geralmente sdo especificos e sdo utilizados com o intuito de
localizar uma area predeterminada da amostra (como uma proteina, por exemplo) ou para
responder a um estimulo especifico. A fluorescéncia acontece por um fendmeno onde os
elétrons do fluor6foro absorvem os fotons de energia provindos da fonte do microscépio, que

por sua vez capta o foton emitido pelo elétron ativado e com ele gera uma imagem (metz, 2004).

Procedimento experimental

As células PC3 foram cultivadas em laminulas em 6 pocos ap6s incubagdo a 37°C
durante 24 horas e tratadas com PTC (+) com 2,5 uM e 7,95 uM. Para os controles positivos,
o monastrol (50 uM) e nocodazol (0,25 uM). Para a imunofluorescéncia, as células foram
fixadas em metanol a 100% durante 30 minutos a -20°C e depois permeabilizadas bloqueadas
durante 30 minutos em tampao de bloqueio contendo 2% de albumina de soro bovino, 0,1% de
Triton X-100 (Sigma-Aldrich) em PBS ou fixadas e permeabilizado em solu¢do de formaldeido
a 3,7% (Sigma-Aldrich, F1635) contendo 0,2% de Triton X-100 em solucao salina tamponada
com fosfato (PBS) 1x a temperatura ambiente durante 20 min. Para a fixacdo do formaldeido,
as amostras foram mergulhadas em solu¢cdo com 7,5 mg/mL de glicina, logo apos, o processo
de reidratacdo com PBS a temperatura ambiente durante 5 min. e bloqueadas em tampao de
bloqueio contendo BSA a 3%, Triton X-100 a 0,5%, em PBS1x a temperatura ambiente durante
30 min. As células foram incubadas durante 1 h a temperatura ambiente com anticorpos
primarios diluidos em tampao de bloqueio: TUBBrabbit (abcam - ab15568, diluicao 1:500);
TUBArabbit (Santa Cruz - sc-8035; dilui¢ao 1:500); AURAmouse (abcam - ab13824, diluigao
1:200); PCNT (abcam - ab28144, diluicao 1:250); CNTROBmouse (abcam - ab 70448, diluicao
1:200); TUBGgoat (Santa Cruz - sc-7396 1:500 diluicao); EgSmouse (Santa Cruz - sc-365681,
diluicao 1:200); Lamin Arabbit (Santa Cruz - sc-20680, diluicao 1:500).

Os anticorpos primarios foram removidos por lavagem com PBST-AT e revelados
usando anticorpos secundarios relacionados aos anticorpos secundarios diluidos em PBS-AT:
anti-mouse chicken Alexa Fluor 488 (A21200); chicken anti-goat Alexa Fluor 488 (A21467);
donkey anti-rabbit Alexa Fluor 546 (A10040); chicken anti-mouseAlexa Fluor 647 (A21463);
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donkey anti-goatAlexa Fluor 546 (A11056); chicken anti-rabbit Alexa Fluor 488 (A21441)
(todos da Life Technologies) foram incubados durante 40 min. As células foram coradas com
Hoescht 33258 para visualizar nucleos € marcagdo para actina - FITC-phalloidin (Sigma).
Depois de lavar em PBS 1x, as células foram mantidas em meios de montagem ProLong Gold

(Life Technologies) e seguidas para a microscopia confocal.

Analises das imagens

A partir das laminulas, uma série de imagens em Z-stack de células
interfasicas/profase/prometafase/metafase foram capturadas a partir de seccdes de 0,7 um de
espessura utilizando o microscopio confocal Carl Zeiss LSM 780, equipado com objetiva Plan-
Apochromat 100x/1,40 Oil DIC M27. Os valores de P foram gerados por teste t ndo pareado
utilizando Prism 6 (GraphPad). * P <0,05 foi considerado como estatisticamente significativo.

Ainda para a andlise das imagens, o programa de processamento de imagem Java
de codigo aberto inspirado pelo NIH Image foi utilizado. O ImageJ] FIJI tem uma base de
usudrios forte e bem estabelecida, com milhares de plug-ins para executar uma grande
variedade de tarefas (Schindelin, 2012); no contexto deste trabalho, o software foi essencial no
aprimoramento de imagens, visualizagdes, calculo de areas e de volumes de subunidades
estruturais celulares importantes para elucidagao de potenciais alteragdes na atividade anti-

tumoral contidas nesta tese.

3.10 Ensaios proteomicos

3.10.1 Tratamentos das células

Com base nos resultados de MTT (ICso = 7,95 uM), as cé€lulas foram tratadas em
dois tempos diferentes (24h e 48h). Os grupos controle receberam apenas meios sem qualquer
tratamento. Apds o tratamento, as células receberam tripsina-EDTA 0,5% ou 0,05% de tripsina
— 0,53 mM EDTA (Gibco) diluida 10X em solugdo tampao PBS, durante 10 min., e os lisados
transferidos para tubos conicos de 15 mL. Adicionou-se o tampao de lise (uré¢ia 8M, NaCl 75
mM, Tris 50 mM, pH 8,2) e um comprimido de inibidor de coquetel de protease (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA) por 25 mL de tampao (VILLEN; GYGI, 2008). As células

foram submetidas a ultra-sons 3 x 60s a 4°C com 2 min. de repouso. Em seguida, as células
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foram centrifugadas a 2.500 g durante 10 min a 4°C para eliminar restos celulares e o
sobrenadante foi transferido para novos tubos. A concentragdo de proteina foi medida através

do sistema Qubit®.

3.10.2 Espectrometria de Massas

O espectrometro de massas (MS) usado para os ensaios protedmicos foi o Synapt
G2 Si (Waters Corp., Milford, EUA), figura 11, equipado com uma fonte de ionizacao do tipo
eletrospray (electrospray ionization - ESI). O Synapt é uma aparelho do tipo Q-TOF, ou seja,
possui dois tipos de analisadores hibridizados, um quadrupolo (Q) seguido de um analisador do
tipo tempo de voo (time of flight - TOF). Esse MS também possui uma cela de mobilidade
ionica (IM) do tipo travelling wave ion mobility - TWIM.

Figura 11 — Synapt G2. Compartimentos do espectrometro de massas

IFm.'lte cfe Analisador
?_mzagao tempo de voo
E TOF
. Tri Wave Empurrador Detector
, - T
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Trap Transfer ‘EJ ks =
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Célula de
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=

Fonte: Waters Corporation

Com esse equipamento foi possivel reralizar os experimentos do tipo andlise
independente de dados (data-independent analysis-DIA), o qual consiste em espectrometria de
massas de forma sequencial (MSe, ou tandem MS), envolvendo a fragmentacao dos peptideos
e, logo em seguida, de posterior analise de sua sequéncia de aminoacidos. O processo de
fragmentacao mais utilizado ¢ MSe, sendo esta uma técnica de dissociagdo induzida por colisdo
(collision induced dissociation-CID); acontece quando os peptideos sdao selecionados no

primeiro analisador, nesse caso o quadrupolo, e acelerados em uma regido do espectrometro de



70

massas com um gas inerte (hélio, argénio ou nitrogénio), o que leva colisdo entre os ions e as
moléculas desse gas, fazendo com que a energia dessa colisdo seja transferida para as ligagdes
presentes nos ions, os quais sao fragmentados (Levin et al., 2011).

Essas fragmentagdes podem ser classificadas em tipos especificos: 1) se a carga no
ion se concentrar no N-terminal, a fragmentacdo pode ser dos tipos a, b e ¢, dependendo em
que ligagdo ocorre a fragmentagdo desse ion, 2) se a carga do ion se encontra na regido do C-
terminal, € classificada como x,y e z, também dependendo do local de fragmentagao, sendo os
pares de fragmentacdo x/a, y/z e ¢/z. Os locais de fragmentagao e o tipo de classificacdo podem
ser visualizados na figura 12. Como a ligacao peptidica ¢ a ligacdo mais label nessas moléculas,
espera-se que haja uma maior formacao do par de fragmentos do tipo —b/-y em procedimentos

do tipo CID (Roepstorff; Fohlman, 1984).

Figura 12 —Esquema dos tipos de fragmentagdo por dissociagdo induzida por colisao (CID)

—
h i i 5 = o F
T1 Tz | T3
CHz% CHzi CH,
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HoN—CH—C——+NH-—+CH-——C——NH-—CH—COOH
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Fonte: Martin-Luther-Universitidt Halle-Wittenberg Naturwissenschaftliche Fakultit I — Biowissenschaften.
(http://pharmtech.pharmazie.uni-halle.de/english/ag-biopharm/elastin-methoden.htm)

Para a analise, foram considerados os seguintes parametros: minimo de 4 peptideos
contados para cada proteina; confidence score < 3; p value < 0,05; Infinity & Fold change <2
e taxa de falso descoberta (FDR) inferior a 1%. Para critérios de super-expressao, sub-expressao
e ndo diferencialmente expressas, o valor para FoldLog2 baseou-se da seguinte maneira:
proteinas superexpressas (up-regulated) valor de FoldLog2 > 1; proteinas subexpressas (down-
regulated) valor de FoldLog2 < -1 e proteinas sem expressao diferencial (unchanged) valor de

FoldLog?2 no intervalo -1 < FoldLog2 < 1.
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3.10.3 Preparacdo das amostras proteicas

As amostras controle foram constituidas por células ndo tratadas com o composto
(PTC), mas somente com o veiculo DMSO. Na condi¢do de tratado: PTC (+) com 7,95 uM.
Para os controles positivos, o monastrol (50 uM) e nocodazol (0,25 pM). Essas amostras foram
preparadas e analisadas em paralelo com as amostras de células tratadas. A troca de tampado em
bicarbonato de amonio 50 mM foi realizada utilizando colunas de rotagdo (Millipore, EUA)
com um cutt-off de 5 kDa a fim de quebrar as ligagdes dissulfureto das proteinas. As amostras
foram reduzidas usando ditiotreitol 100 mM (Sigma, UK) durante 30 minutos a 60°C. As
amostras, ainda, foram alquiladas com iodo-acetamida 200 mM (Sigma), no escuro, a
temperatura ambiente, durante 30 min. As proteinas foram digeridas enzimaticamente
utilizando tripsina porcina (Promega, EUA) na propor¢do de 1:50 (p/p tripsina/proteina)
durante 17h a 37°C. As reagdes foram interrompidas por adi¢do de HCI 8,8M (propor¢do =
1:60) para cada amostra e as amostras foram armazenadas a -80°C. Os peptideos extraidos
foram ressuspensos em solugdo aquosa de acido formico (FA) a 0,1%. O perfil LC-MSE foi
realizado no modo de expressdo utilizando um espectrometro de massa Waters quadripolo de

tempo de voo (QToF) Premier (Waters, UK), como descrito anteriormente (Levin ef al., 2010).

3.10.4 Identificagdo e quantificacdao por LC-MS/MS

Andlises protedmicas qualitativas e quantitativas foram realizadas em uma
plataforma bidimensional nanoUPLC tandem nanoESI-MSE por experimentos multiplexados
de aquisi¢do independente de dados (data-independent acquisitions -DIA). Os peptideos (1 pg)
foram injetados em um Sistema 2D-RP/RP Acquity UPLC M-Class (Waters Corporation,
Milford, MA) acoplado a um espectrometro de massa Synapt G2-Si (Waters Corporation,
Milford, MA). As amostras foram fracionadas em cromatografia de primeira dimensao com
uma Coluna XBridge Peptide BEH C18 NanoEase (130 A, 35 pm, 300 pm X 50 mm, Waters
Corporation, Milford, MA). As eluigdes dos peptideos foram realizadas utilizando passos
descontinuos de acetonitrila (11%, 14%, 17%, 20% e 50% de acetonitrila) durante 10 minutos,
a uma taxa de 2.000 nL/min. Apds cada passo, os peptidios carregados eletricamente foram
separados na segunda dimensdo numa coluna de nanoACQUIDADE ACQUITY UPLC HSS T3
(100 , 1,8 um, 75 pm X 150 mm, Waters Corporation, Milford, MA). Para as eluicdes de
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peptideos foi utilizado um gradiente de acetonitrila de 7% a 40% (v/v) durante 54 minutos a
uma taxa de 500 nL/min. diretamente no Synapt G2-Si.

Para cada medigado, o espectrometro de massa foi operado em modo de resolugao
com um poder de resolu¢do m/z de cerca de 35.000 FWHM, utilizando mobilidade i6nica com
uma poténcia de resolucdo de sec¢do transversal de pelo menos 40Q/AQ. A resolugdo eficaz
obtida com a mobilidade i6nica conjunta foi de 1.800.000 FWHM. As analises de MS/MS
foram realizadas por ionizagao por nano-eletropulverizagdo em modo de ion positivo nanoESI
(+) e uma fonte de ionizacdo NanoLock Spray (Waters, Manchester, UK). O canal de massa de
bloqueio foi testado a cada 30 segundos. O espectrometro de massa foi calibrado com um
espectro MS/MS de solu¢do humana de [Glul] -Fibrinopeptideo B (Glu-Fib) que foi fornecida

através do pulverizador de referéncia da fonte NanoLock Spray.

3.10.5 Anadlises In Silico — biologia de sistemas (Banco de Dados, Ontologia e Interagdo

proteina-proteina)

As proteinas foram identificadas e os dados quantitativos foram processados
utilizando algoritmos dedicados e pesquisando contra a base de dados proteica humana
UniProt/Swiss-Prot/TrEMBL 3 (552.884 entradas), com os padrdes para contabilidade e
quantificagdo de ions (LI et al., 2009). As bases de dados utilizadas foram invertidas "on the
fly" durante as consultas ao banco de dados e anexadas ao banco de dados original para avaliar
a taxa de identificagdo falso-positiva. Para processamento de espectros de forma adequada e
respeitado as condi¢des de pesquisa de banco de dados, usamos o pacote de software
Progenesis® QI versdo 4.0 com Apex3D, peptideo 3D e de contabilidade ionica (Waters) € a
avaliacdo estatistica foi realizada com o teste t pareado. Este software carregou os dados de LC-
MS, entdo realizou o alinhamento e a deteccao dos picos, criando uma lista de ions peptidicos
(peptideos) os quais foram explorados dentro Peptide Ilon Stats por métodos estatisticos
multivariados. O passo final foi a identidade proteica e a estatistica proteica. No passo final foi
realizada a identidade e a estatistica proteica.

Os seguintes parametros foram considerados na identificacdo de peptideos: 1)

Digestdo por tripsina com no maximo uma clivagem perdida; 2) modificagdes varidveis por

3Banco de dados proteicos que consiste em duas se¢des, uma o Swiss-Prot, que é manualmente anotado e revisado; e o

TrEMBL que ¢ anotado automaticamente e ndo ¢ revisado (APWEILER et al., 2004).
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oxidagdo (M), fosforilacdo (STY) e modificacao fixa pelo carbamidometilo (C); 3) taxa de
descoberta falso (FDR) inferior a 1%; e 4) peptideos/proteinas (N) iguais a 3 na quantificacao
de proteinas pelo método de quantificacdo relativa com HI-N. Identificagdes que nao
satisfaziam esses critérios foram rejeitadas.

Para a caracterizacdo ontoldgica, foi utilizada a plataforma AmiGO 2

(http://amigo.geneontology.org/amigo), definido como conjunto de ferramentas baseadas na

web para pesquisar e navegar no banco de dados de ontologia génica (GO), o qual consiste de
um vocabulario controlado de termos que cobrem conceitos bioldgicos, e um grande niimero
de genes ou produtos génicos cujos atributos foram anotados utilizando termos GO (Carbon et
al., 2009). Além disso, foi utilizado o banco de dados PANTHER (Protein ANalysis THrough

Evolutionary Relationships, http://pantherdb.org), versdao 11, onde contém informagdes

abrangentes sobre a evolucdo e func¢do dos genes codificadores de proteinas de 104 genomas
completamente sequenciados. As ferramentas de software PANTHER permitem classificagdes
de novas sequéncias de proteinas e analise de listas de genes obtidas em experimentos de
gendmica/protedmica em larga escala (MI et al., 2016).

As redes de proteinas e vias as canonicas associadas a proteinas diferencialmente
expressas foram identificadas pelo STRING, versao 10.0, European Molecular Biology
Laboratory - EMBL, http://string-db.org/). O STRING ¢ um banco de dados de interagdes

proteina-proteina conhecidas e previstas. As interacdes incluem associagdes diretas (fisicas) e
indiretas (funcionais); elas derivam da previsdo computacional, da transferéncia de
conhecimento entre organismos e de interacdes agregadas de outras bases de dados (primarias).
Este programa ¢ baseado em um algoritmo que utiliza informacdes de conectividade de
predicdes em contexto gendmico, de experimentos de laboratorio em high-throughput, de
experimentos de co-expressao e de conhecimento prévio em banco de dados para determinar a
rede de interacdes entre as proteinas diferencialmente expressas e caminhos canonicos em que
eles estdo envolvidos (Szklarczyk et al, 2014). A base de dados do STRING abrange
atualmente 9.643.763 proteinas de 2.031 organismos (janeiro de 2017).
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio da inibicao da proliferacao pelo MTT

A avaliacdo da atividade de inibicdo do crescimento foi realizada contra trés
linhagens de células tumorais e uma nao tumoral de préstata humana através do ensaio de MTT,
apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo com o composto PTC (+). Os valores em pg/mL e uM
estdo apresentados na Tabela 2 e os graficos na Figura 13. O controle negativo recebeu a mesma

concentracao de veiculo (DMSO), utilizado para dilui¢do da amostra, que os tratamentos.

Tabela 2 — Avaliagdo de inibicao da proliferacdo in vitro do PTC (+) em linhagens tumorais
de prostata humana apds 24, 48 e 72 horas de incuba¢do?®

PTC(+)

Linhagem Origem LIGITD Clso
(h) pg/mL pM
24 b > 50
PC-3 Adenocarcinoma da Préstata 48 10,9 £ 0,6 34,6
72 2,5+ 0,04 8,0
24 12,1 £0,6 38,6
LNCaP Adenocarcinoma da Prostata 48 6,4+0,4 20,4
72 1,8+0,3 5,6
24 -b > 50
DU-145 Adenocarcinoma da Prostata 48 b >50
72 10,2 +0,3 32,5
, T . 24 11,3+£0,4 30,0
RWPE-1 Céls epltehals’nao-mahgnas da 48 3,7+0,2 118
Loz 72 1,102 3,6

20s dados estdo apresentados em valores de ICso (concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento celular)
(ng/mL [uM]) e o intervalo de confianga de 95% (IC 95%) de trés experimentos independentes realizados em
triplicata pelo método do MTT apos 24, 48 e 72 horas de incubagdo. Os valores foram calculados a partir de
regressdo ndo linear, utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0. °Nio determinado.

Fonte: elaborado pelo autor
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A anélise dos resultados revelou que o enantiomero dextrogiro possui atividade
citotoxica superior a mistura racémica, como descrito por MEIRA (2016). Esse enantidmero, o
positovo, € o componente da mistura responsavel pelo efeito da inibi¢do da proliferagdo em
ensaios anteriormente realizados. Tendo em vista que a linhagem PC3 corresponde, em relagao
as outras linhagens, células que crescem independentes de hormonio, com alto poder invasivo
e ndo expressam o gene p33, logo, essa linhagem foi escolhida como modelo para dar
continuidade do estudo.

Para os demais estudos, as substancias controle (Monastrol, Taxol e Nocodazol)
ndo foram testadas em PC3 no MTT uma vez a literatura ja fornece os valores de concentragao
em uM para esta linhagem. Para tal, as amostras de PC3, nos experimentos seguintes,
receberam as seguintes concentragdes: 50 uM para Monastrol (estudos prévios realizados por
MEIRA (2016)), 0,1 uM para Taxol (Dong et al.,2013) e 0,25 uM para Nocodazol (Choi; Zhu,
2012).

4.2 Avaliacao da morfologia celular em cultura e pela coloracio com panético rapido

A coloragdo por kit pandtico rapido ¢ um método que permite analisar as
caracteristicas morfoldgicas das células e sugerir potenciais fendtipos celulares apds exposi¢ao
a compostos.

A avaliacdo dos aspectos morfologicos das células PC3 foi realizada através da
coloragdo utilizando o kit Panotico rapido e microscopio optico de luz (Figura 14). Os grupos
analisados foram: controle negativo, PTC (+) (7,95 uM), Monastrol (50 uM), Taxol (100 nM)
e Nocodazol (250 nM), ap6s 24 e 48 horas de incubagdo. As células do controle receberam a
mesma concentracao de veiculo (DMSO) que as células tratadas. Nas figuras 14, as células no
tratamento de 24 horas, tanto para o PTC (+), quanto para as substancias controle, aparecem,
sua maioria, paradas na divisdo celular (células arredondadas) quando comparada a condigao
das células controle (DMSO). As células controle apresentaram, em maior propor¢ao, células
aderidas (flat) e com poucas células em processo de divisdo (Figura 14). No tratamento de 48
horas, havia ainda células em processo de divisdo presentes, mas muitas da populagdo entraram
em processo de morte, o que pode ser visualizado nas células fragmentadas, na presenca de
grande quantidade de debris celulares e grande rarefagao celular (redugdo do nimero de células
totais). Por outro lado, no grupo controle (DMSO), esses achados ndo foram observados de

forma aparente. Na Figura 15, as células no tratamento de 24 horas, tanto para o PTC (+), quanto
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para as substancias controle, aparecem, em sua maioria, também, paradas na divisao celular
(células fortemente coradas e arredondadas — setas em preto), porém em maior quantidade no
farmaco testado PTC (+) e nos controles positivos. E importante destacar que os farmacos
controle (monastrol, taxol e nocodazol) causam esse efeito cistostatico nas células de PC3

durante 24 horas, efeito esse que sera mostrado em outros experimentos descritos nesta tese.
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4.3 Avaliacao do efeito do PTC (+) sobre o numero de células viaveis, na integridade de

membrana e no perfil no ciclo celular de PC3 apds tratamento de 24 horas

A andlise de citometria de fluxo objetivou avaliar a integridade de membrana
celular, a densidade de células e o ciclo celular apds 24 horas de tratamento. O experimento de
citometria de fluxo € muito mais sensivel e apresenta uma maior acuracea, quando comparado
a outros testes como o azul de tripan, pois esta relacionado a entrada ou nao do corante iodeto
de propideo nas células, dependendo da integridade da membrana das mesmas. Por se tratar de
um corante hidrofilico, as células com a membrana rompida permitem a entrada de iodeto de
propideo, tornando-se coradas pelo corante. Para a avaliagdo do ciclo celular, o corante iodeto
de propideo penetrou através das células com a utilizagao de reagentes a base de detergentes.
Nesse caso, o Triton X foi utilizado neste experimento.

Apos 24 horas de incubagdo, todos os tratamentos nao foram capazes de reduzir o
numero de células totais quando comparados ao controle negativo (Figura 16). Como observado
na figura 16, o tratamento do PTC (+) (7,95 uM) nao mostrou diferengas significativas
(p>0,05), indicando que provavelmente sua agdo ¢ citostatica. O nocodazol (0,25 pM) também

nao mostrou diferenca significativa quando comparada com o controle e o tratamento com o

PTC (+).

Figura 16 — Efeito do PTC (+) (7,95 uM) sobre a proliferacao das células PC3 apoés 24
horas de incubagao, avaliado pela densidade de células, determinado por citometria de
fluxo
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Fonte: elaborado pelo autor

As células do controle negativo (DMSO) foram tratadas com o veiculo da

substancia ndo ultrapassando 0,075%. O nocodazol (0,25 uM) foi utilizado como controle
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positivo. Os dados estdo apresentados como valores de média = E.P.M obtidos de trés
experimentos independentes realizados em quadruplicata. *p < 0,05 quando comparado ao
controle, andlise por one-way e two-way ANOVA, respectivamente, seguido pelo teste de
Tukey. Um total de 10.000 eventos foi adquirido em cada experimento.

Outro parametro analisado na citometria de fluxo foi a integridade de membrana
das células apds 24 horas de incubagdo com os diferentes tratamentos (Figura 17). A figura 17
permite observar que, apesar da redu¢cdo do nimero de células supramencionado, o tratamento
de 7,95 uM do PTC (+) ndo reduziu significativamente a fracao de células vidveis, assim como,
ndo aumentou a fragdo de células ndo vidveis quando comparados ao controle negativo (p <
0,05). O controle utilizado, nocodazol (0,25 uM) agiu de forma bem semelhante quando o

parametro analisado foi integridade de membrana.

Figura 17 — Efeito do PTC (+) (7,95 uM) sobre a proliferacao das células PC3 apds 24 horas
de incubagao, avaliado pela integridade de membrana, determinado por citometria de fluxo
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Fonte: elaborado pelo autor

As células do controle negativo (DMSO) foram tratadas com o veiculo da
substancia ndo ultrapassando 0,075%. O nocodazol (0,25 uM) foi utilizado como controle
positivo. Os dados estdo apresentados como valores de média = E.P.M obtidos de trés
experimentos independentes realizados em quadruplicata. *p > 0,05 quando comparado ao
controle, andlise por one-way e two-way ANOVA, respectivamente, seguido pelo teste de
Bonferroni. Um total de 10.000 eventos foi adquirido em cada experimento.

Para a analise do ciclo celular, o conteido de DNA de uma célula ¢é o reflexo de

qual fase aquela célula se encontra. A mensuracao do conteido de DNA foi realizada a partir
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de citometria de fluxo utilizando o agente fluorogénico, iodeto de propideo. Este composto liga-
se a molécula de DNA, logo quanto mais DNA presente em uma cé€lula, maior serd a marcagao.

A avaliacao do conteudo de DNA (figura 18) das células PC3 tratadas com PTC (+)
apos 24 horas de incubagdo causou uma parada do ciclo na fase de mitose (G2/M) para a
concentragdo de 7,95 uM quando comparado ao controle negativo (p< 0,0001). O ciclo das
células do controle negativo foi caracterizado por 54% das células em Go/G1,16% das células
na fase S e 30% das células em fase G2/M. Foi observado que, no tratamento com PTC (+) na
concentragdo de 7,95 uM, em média 85% das células encontravam-se na fase G2»/M e para o

nocodazol esse percentual foi em média de 84%.
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4.4 Avaliacao do efeito do PTC (+) no crescimento celular utilizando o sistema

xCELLigence

Para analisar o comportamento das células durante a acdo dos compostos, foram
realizadas curvas de crescimento com o auxilio do equipamento xCELLigence (ACEA
Biosciences, USA). Através desta metodologia ¢ possivel acompanhar o crescimento e
proliferagdo celular em tempo real, baseado em medidas de impedancia elétrica provocada pelo
contato que as células fazem com a superficie da placa de cultivo. Objetivando verificar os
efeitos das diversas concentracdes no crescimento celular, foi adicionada mais uma
concentracdo do composto, correspondendo a 7,95 puM. Para esse experimento, além do
nocodazol (0,25 uM), utilizou-se também o monastrol (50 uM), ambas os farmacos
responsaveis por causar efeitos citostaticos. Ao analisar qualitativamente as curvas geradas pelo
equipamento (Figura 19), ¢ possivel verificar semelhang¢a das curvas correspondentes aos
tratamentos do PTC (+) com os farmacos controles Nocodazol e Monastrol. As respectivas
curvas mostraram-se bem semelhantes no que se refere ao comportamento do crescimento
celular, com uma queda na proliferacdo durante as primeiras 24 horas, ou seja, provavelmente,
durante esse tempo as respectivas substancias causaram morte e forte inibi¢do do crescimento.
Além disso, houve uma parada da proliferacdo celular significativa, entre o periodo de 32 horas
e 62 horas aproximadamente, para PTC (+) e nocodazol e, 74 horas, para monastrol; fato que
pode ser explicado pela permanéncia do “Cell Index” durante todos os intervalos de tempo,

perdurando um tempo total de 40 horas.
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Foram utilizadas 5.000 cé¢lulas para o experimento. Os pogos dos controles
receberam a mesma concentracdo de solvente que a amostra na sua maior concentracao. O
nocodazol (NOC, 0,25 uM) e o monastrol (MON 50 uM) foram utilizados como controles
citostaticos. Em destaque o numero de horas apds a exposi¢do as substancias (6, 16, 36, 56 e
74 horas), com respectivos intervalos de tempo (6, 10, 20, 20, 18 horas) entre 0s mesmos.

Para investigar o efeito no tratamento com PTC (+) em células de PC3 e avaliar
como as c¢lulas estao morfologicamente, nos diferentes tempos de tratamentos supracitados, as
marcagdes para actina (FITC-phalloidin) e DNA (Hoechst 33258), por imunofluorescéncia
foram realizadas (Figura 20). Para este experimento, as células foram tratadas no tempo zero e,
no decorrer dos tempos de 6, 18, 38, 58 e 78 horas. Apds a exposi¢cdo ao PTC (+), as células
foram fixadas, marcadas e levadas ao microscopio confocal Carl Zeiss LSM 780 para avaliagao
morfoldgica. Nesse experimento, as células analisadas foram comparadas em relagdo ao grupo
controle nos respectivos tempos. Apds 6 h de exposi¢ao ao PTC (+), ndo houve mudanga
significativa na populagdo, nem na morfologia das células PC3. Porém, a partir de 18 h de
exposi¢ao, ¢ possivel notar a presenga de células em divisdo celular. Apos 38 h, a populagao
celular, visivelmente, estd diminuida em relacdo ao controle, apresentando, ainda células em
divisdo. Apds 58 h de exposicao, ¢ visivel ndo somente o aumento da populagdo celular, mas
também do tamanho celular com a presenga de células multinucleadas, por vezes de tamanhos
variados, e forte polarizacdo de actina. Esse achado nos dois ultimos tempos (58 e 78 h) justifica

o aumento da impedancia (cell index) mostrada na Figura 20.
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A andlise fenotipica das células de PC3 na microscopia confocal foi essencial para
caracterizar e predizer os possiveis mecanismos de ac¢do da substincia em estudo. O
microscopio confocal foi utilizado para extrair imagens com maior riqueza de detalhes, devido
a possibilidade da captacao de planos focais de forma individual, o que oferece mais contraste

e melhor qualidade.

4.5 Pterocarpano induziu, em células PC3, a disposicao de fusos mitdticos em

monopolios

Ap0s o tratamento de 24 h, o PTC (+) induziu a formag¢ao de monopdlios em células
PC3. Para isso foram utilizados anticorpos anti-B-tubulina, anti-y-tubulina, pericentrina (PCNT)
e Hoechst 33258 (DNA) (Figura 21 A). A quantificagdo dos fendtipos foi realizada pela
contagem manual de células, de forma aleatoria, utilizando o microscopio confocal Carl Zeiss
LSM 780, equipado com objetiva Plan-Apochromat 100x/1,40 Oil DIC M27. Cerca de 150
células por grupo foram analisadas em trés experimentos independentes. Em triplicata para o
grupo controle e para os tratamentos com PTC (+) 2,5 uM e 7,95 uM. Em duplicata para os
controle positivos (monastrol — 50 uM e nocodazol — 0,25 uM). Os fendtipos para a disposicao
dos polos mitoticos foram classificados em bi-po6lo, mono-pdlo e multi-polo.

O grupo controle (DMSO) apresentou uma média percentual de bi-polos 83%,
mono-pélos 9% e multi-pdlos 7%. Para os tratamentos com PTC (+) de 2,5 uM e 7,95 uM, os
valores percentuais médios para bi-p6lo, mono-p6lo e multi-pdlo foram, respectivamente, 26%,
10% e 55% e 85%, 17% e 4%, respectivamente. Para os controles positivos, monastrol 50 uM
e nocodazol 0,25 puM, os valores percentuais médios para bi-polo, mono-pdlo e multi-polo

foram, respectivamente, 7%, 3% e 88% e 32%, 4% e 63% (Figura 21 B).
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Figura 21 — Pterocarpano (+) induz a formagao de fusos monopolares em células PC3
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A. As células do grupo controle foram cultivadas com o veiculo (DMSO) numa concentragido abaixo de 1% e,
apos 24 h, as células em profase (A'a) com fuso normal e cromossomos na placa metafasica (A'b), fuso bipolar
normal. Fusos monoastrais foram observados em células de PC3 sob tratamento de PTC (+) 2,5 uM (A’c); sob
PTC (+) 7,95 uM (A'd) apos 24 h. Apds os tratamentos, as células foram marcadas com anticorpos contra B3-
tubulina (vermelho), y-tubulina (verde), pericentrina (magenta), DNA (azul) Hoechst 33258 e sobreposi¢o
(merge). B. Frequéncias de células com fusos bipdlo, mono-p6lo e multi-pdlo. Mais de 100 células foram
examinadas e contadas por grupo em todos experimentos. Para o controle (DMSO), PTC (+) 2,5 uM e PTC (+)
7,95 uM foram realizados trés experimentos independentes. Para os controles positivos Monastrol 50 uM and
Nocodazol 0,25 pM foram realizados dois experimentos independentes. O nimero de fusos analisados sdo
mostrados em colunas. Os dados sdo expressos como média = SEM e os * com tragos indicam diferenca
estatisticamente significativa. As barras representam o erro padrdo. A diferenca é significativa (p < 0,05). As
imagens foram coletadas em Z stacks e convertidas em proje¢oes de intensidade méaxima. Todas as células foram
analisadas e caracterizadas com o mesmo limite (threshold). C. Configuragdo em monodaster para o tratamento
com monastrol (50 uM). D. Configuragdo em multipdpos para o tratamento com nocodazol (0,25 pM)

Fonte: elaborado pelo autor

4.7 Pterocarpano induziu, em células PC3, desorganizacio do centrossomo

Ap6s o tratamento de 24 h com PTC (+), os centrossomos foram observados por
imunofluorescéncia através da marcagdo com anticorpo anti- y-tubulina durante a profase e
prometafase (Figura 22). A presenca da desorganizacdo do centrossomo foi evidente nos
tratamentos com a substancia (Figura 22 B). O controle negativo (DMSO) apresentou uma
pequena percentagem meédia (de 5%), mas ndo estatisticamente significativa para células em
profase. Para células em prometafase, a integridade do centrossomo comprometida foi 13%.
Em contrapartida, o percentual médio para as condigdes no tratamento com PTC (+) de 2,5 uM
e 7,95 uM em células com a disposi¢c@o de fusos monoastrais foi, respectivamente, 72% e 77%
(Figura 22 C). Para esse experimento, cerca de 150 células por grupo foram analisadas para
morfologia e integridade do centrossomo em trés experimentos independentes. E importante
destacar também para este ensaio a perda da fluorescéncia e a dispersdo do material
centrossomal (Figura 22 B'c'd; Figura 22 D), onde a matrix do centrossomo (amarelo) esta
disperso e com morfologia comprometida, com presenga de células com fusos multi-pdlos e
mono-polos. Por outro lado, o controle negativo (DMSQO) permanece com 0s centrossomos
integros e bem organizados (Figura 22 B'a'b). Estes achados mostram que o Pterocarpano (+)
induziu ndo somente o fenotipo de mono-pdlos, mas também desorganizacdo da matriz do

centrossomo, interferindo diretamente na formagao do bipo6lo durante a divisdo celular.
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Figura 22 - O tratamento com PTC (+) causa desorganiza¢do do centrossomo em células de
PC3.
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A. As células do controle negativo (DMSO) e células tratadas com PTC (+) (2,5 uM e 7,95 uM) foram cultivadas
durante 24 h. Células em profase (A'a) com fuso normal bipolar, e em prometafase (A'b), visualizadas por
imunofluorescéncia com anticorpos B-tubulina (vermelho), y-tubulina (verde) e DNA (azul) Hoechst 33258 ¢
sobreposicao (merge). B. Integridade do centrossomo nas células controle (B'a/B’b) e células com desorganizagio
do centrossomos sob o tratamento com PTC 2,5 pM (B’c) e PTC 7,95 uM (B’d). C. Frequéncias do ntimero de
centrossomos por célula ndo tratadas (colunas da esquerda) e células tratadas com PTC (2,5 uM e 7,95 uM)
(colunas da direita). D. Disposi¢do do material centrossomal desorganizado (amarelo) e de tubulina (vermelho).
Presenga de células em multi-polo (seta azul) e mono-pdlos (setas verdes). Os dados sdo expressos como média +
SEM e os * indicam diferenca estatisticamente significativa. As barras representam o erro padrdo. A diferenca é
significativa (p < 0,05). As imagens foram coletadas em Z stacks e convertidas em projecdes de intensidade
maxima. (---10 pm). Todas as células foram analisadas e caracterizadas com o mesmo limite (threshold).

Fonte: elaborado pelo autor
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Para investigar e melhor caracterizar a perda do material centrossomol, novas
imagens de centrossomos foram adquiridas com z-stacks de 0,1 um de espessura e convertidas
em projecoes de intensidade maxima. Posteriormente foram analisadas para caracterizagdo de
perda de integridade e quantificadas (volume e superficie) para as condi¢des do controle
negativo (DMSO) e tratamentos com PTC (+) 2,5 uM e 7,95 uM. Para esse experimento, foram
utilizados os plug-in do Image J FIJI 3D Objects Counter (BOLTE; CORDELIERES, 2006),
para os calculos de volume e superficie dos centrossomos, € o plug-in Volume Viewer (escrito
por Kai Uwe Barthel, htw-berlin.de, Internationale Medieninformatik, Berlin, Germany;

https://imagej.nih.gov/ij/plugins/volume-viewer.html) para visualizagdo e disposicdo dos

centrossomos (Figura 23).
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Figura 23 - O tratamento com PTC (+) causa perda de volume e de superficie do centrossomo.
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A. Representagdo grafica de volume e superficie do centrossomo utilizando o plug-in 3D Objects Counter, onde
todas as células foram analisadas e caracterizadas com o mesmo limite (threshold). O tratamento com PTC (+)
causou perda de volume e de superficie apds 24 h. B. Representagdo tridimensional dos centrossomos anterior e
posterios (DMSO) e fusos monopolares (PTC (+) 2.5 uM e 7.95 uM) com intensidade de imunofluorescéncia em
Thermal LUT em méxima proje¢do, uma opgdo disponivel no software Image J Fiji. PTC (+) causou perda de
volume e de superficie apds 24 h. Nos controles negativos, os centrosomas anterior e posterior sdo resolvidos. Nas
células tratadas com PTC (+) com monoasteres, a integridade do centrosoma e a resolugdo dos componentes
anterior e posterior estdo comprometidas.

Fonte: elaborado pelo autor
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Os dados sdo expressos como média £ SEM e os * indicam diferenga estatisticamente
significativa. As barras representam o erro padrdao. A diferenca ¢ significativa (p < 0,05). As
imagens foram coletadas em Z stacks 0,1 um e convertidas em projecdes de intensidade

maxima. Um 7 de 30 células foram utilizadas.

A fim de caracterizar em qual fase da mitose encontram-se as células submetidas ao
tratamento com PTC (+), as marcagdes com anticorpo anti-lamina-A e Hoechst 33258 (DNA) para
imunofluorescéncia foram realizadas. O controle negativo (DMSQO) apresentou células em
intérfase com marcagdo evidente para lamina-A, enquanto que, para os tratamentos com PTC (+)
2,5 uM e 7,95 uM, apresentaram uma grande populacao de células em mitose (prometafase), com
fraca marcagdo para lamina-A (Figura 24). A auséncia da lamina-A representa a transi¢ao da fase

de profase para a fase de prometafase.
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As imagens foram coletadas em Z stacks e convertidas em projecdes de intensidade
maxima. (—25 pm). Todas as células foram analisadas e caracterizadas com o mesmo limite
(threshold).

4.7 Pterocarpano nao impede a divisao de centriolos durante a divisao celular

Para avaliar a disposi¢ao dos centriolos no tratamento com PTC (+), a marcagao
com CNTROB (centrobin), y- tubulina, B-tubulina e DNA (Hoescht 33258) para
imunofluorescéncia foi realizada (Figura 25). Para as células do controle negativo (DMSO), a
marcacao para centriolos-filho mostrou que os centriolos se dividem durante o processo de
mitose, 0 mesmo acontece para as condi¢des de tratamento com PTC (+) 2,5 uM e 7,95 uM,
dispondo células com microtibulos em mono-pélos. E importante destacar que, a marcagio
para CNTROB ¢ exclusivamente para centriolos-filho, ndo contemplando a marcagdo para
centriolo-mae, mas ¢ possivel afirmar que, se houve marcagdo de centriolos-filho para cada

centrossomo, ¢ preditivo dizer que houve também a duplicacio do centriolo-mae.

Figura 25 - O tratamento com PTC (+) ndo interfere na duplicagao dos centriolos

y-TUB CNTROB B-TUB Hoescht Merge

O controle negativo e os tratamentos com PTC (+) 2,5 uM e 7,95 uM apresentaram células em prometafase com
marcacdo para y- tubulina (verde), CNTROB (centrobin) (magenta), B-tubulina (vermelho), DNA (azul) (Hoescht
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33258) e sobreposigdo (merge). Para os tratamentos com PTC (+) 2,5 uM e 7,95 pM as células estavam dispostas
em mono-polos (B-tubulina - vermelho).
Fonte: elaborado pelo autor

As imagens foram coletadas em Z stacks e convertidas em projecdes de intensidade maxima. (—5

pm). Todas as células foram analisadas e caracterizadas com o mesmo limite (threshold).

4.8 Caracterizacio do perfil proteico no tratamento com PTC (+), Monastrol e

Nocodazol — Shotgun

Um total de 5.114 peptideos foram identificados, correspondendo a um total de
1.004 proteinas observadas nos tratamentos com as substancias. Para todas a condi¢des de
tratamento com PTC (+), Monastrol ¢ Nocodazol, um total de 137 proteinas foram
quantificadas como diferencialmente expressas. Para o tratamento com PTC (+), durante 24
horas, das 137 proteinas quantificadas, 24 foram superexpressas, 28 subexpressas € 85 nao
foram diferencialmente expressas (Tabela suplementar 1). Para o tratamento com PTC (+),
durante 48 horas, das 137 proteinas, 05 foram superexpressas, 13 subexpressas e 119 ndo foram
diferencialmente expressas (Tabela suplementar 2).

Para o tratamento controle com Monastrol, em 24 horas, do grupo de proteinas
quantificadas, 13 foram superexpressas, 16 subexpressas ¢ 108 ndo foram diferencialmente
expressas (Tabela suplementar 3), e para 48 horas, do total de proteinas quantificadas, 06 foram
superexpressas, 15 subexpressas e 116 ndo foram diferencialmente expressas (Tabela
suplementar 4).

Para o tratamento controle com Nocodazol em 24 horas, das 137 proteinas
quantificadas, 25 foram superexpressas, 31 subexpressas e 81 nao foram diferencialmente
expressas (Tabela suplementar 5), para 48 horas, do total de proteinas quantificadas, 05 foram
superexpressas, 16 subexpressas e 116 ndo foram diferencialmente expressas (Tabela
suplementar 6).

Para melhor caracterizar e predizer as correlacdes do perfil proteico com os achados
Jjé& expostos, as proteinas diferencialmente expressas no tratamento com PTC(+) serdo mais
exploradas nos topicos sobre a ontologia e interagdes proteina-proteina (interatoma). As
proteinas diferencialmente expressas no tratamento com PTC (+) durante 24 horas foram mais
significativas quando comparadas com o tratamento com PTC (+) durante 48 horas.

Analisando o diagrama de Venn construido com base no niimero de proteinas

identificadas e quantificadas (superexpressas — Super; subexpressas — Sub; e sem diferenca de
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expressao - SDE) (Figura 26), ¢ possivel notar que, para 24 horas de tratamento, poucas foram
as proteinas exclusivamente expressas (para o status de Super/Sub) e comumente distribuidas
no status SDE, nas diferentes condigdes. Para o tempo de 48 horas, esse numero reduziu ainda
mais (para o status de Super/Sub). No entanto, o numero de proteinas comumente expressas
para o status SDE aumentou. Esse achado também ¢ resultado do tempo prolongado a exposi¢ao

as drogas.

Figura 26 - Diagramas de Venn para proteinas identificadas e quantificadas por LC-MSE

A PTC MON PTC MON PTC MON
Super SDE Sub

NOC NOC NOC

B PTC super MON PTC SDE MON PTC Sub MON

NOC NOC NOC

(superexpressas, sem diferenca de expressdo e subexpressas) obtidas nos tratamentos com PTC, Monastrol (MON)
e Nocodazol (NOC) durante 24 horas (A) e 48 horas (B).

PTC (pterocarpano); MON (Monastrol); NOC (Nocodazol); Super (superexpressas); SDE (sem diferenca de
expressao); Sub (subexpressas).

Fonte: elaborado pelo autor
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Considerando, a partir daqui, as proteinas diferencialmente expressas, ou seja, as
proteinas superexpressas e subexpressas, no tratamento com PTC (+) durante 24 horas, a busca
em caracterizar o grupo de proteinas com os demais perfis dos tratamentos com Monastrol e
Nocodazol foi relizada (Tabela 3). Para esse subset de proteinas, a classificagdo para
componente celular, fungcdo molecular, processo biologico, classe proteica e vias de atuagdo foi
empregada, na determinag@o dos conceitos ontologicos também foi avaliada (Figura 27). Para
tal, foi utilizado a plataforma PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary

Relationships, http://pantherdb.org) para dados em larga escala.
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As proteinas diferencialmente expressas no tratamento com PTC em 24 horas sao
representadas na ontologia pela figura 27. Para funcao molecular, 33,30% das proteinas foram
classificadas como de ligacao, 33,30 e 22,00% para atividade catalitica e atividade molecular
estrutural, respectivamente. Para processo biologico, 30,80% das proteinas foram classificadas
como processo celular, 23,10 e 18,30% para processo metabolico e biogénese e organizagdo de
componente celular, respectivamente. Para componente celular, 46,90% das proteinas foram
classificadas como parte de célula, 25,00 e 12,5% para organela e membrana, respectivamente.
Para classe de proteinas, 22,4% das proteinas foram classificadas para ligacdo de &cidos
nucléicos, 20,40% para proteinas do citoesqueleto e 10,20% para transferases. Para vias de
atuacdo, 7,9% das proteinas foram classificadas para replicagdo do DNA e 7,90% para vias de
regulacdo do citoesqueleto pela Rho GTPase, 6,30% para inflamacdo mediada por vias de
sinalizagdo quimiocinas e citocinas e 6,30% para via de sinalizacdo de integrinas.

Para as proteinas no tratamento com o PTC (+) em 48 horas, as proteinas

diferencialmente expressas nao foram significativamente relevantes para estudos em ontologia.
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A fim de comparar a o perfil protéico do PTC (+) com aqueles obtidos para os
controles positivos (Monastrol e Nocodazol), a Figura 28 mostra quantitativamente a
comparacao com os perfis das drogas de referéncia. Para funcdo molecular, as fungdes mais
representativas dos perfis, nas trés condi¢cdes (PTC, MON e NOC), foram para proteinas de
ligacdo, para atividade catalitica e para atividade estrutural. Os percentuais de MON foram bem
diferentes dos percentuais que o PTC e NOC apresentaram, chegando a ser 0 % para as demais
fungdes.

Para processo biologico, praticamente, os perfis das trés condi¢cdes foram idénticas,
destacando, em sua maioria, processo celular, metabolico e reorganizacdo e biogénese do
componente celular. Para componente celular, os perfis também mostraram similaridade para
localizagdo dessas proteinas diferencialmente expressas.

Para classificacdao de classe de proteinas, ¢ importante destacar que a maioria das
proteinas diferencialmente expressas nas trés condigdes foram classificadas como proteinas
envolvidas com citoesqueleto, sendo este o alvo importante no mecanismo de acdo das
substancias controle (MON e NOC) e para a substancia em estudo (PTC).

Interessantemente, os perfis proteicos foram muito similares ao que foi encontrado
para as vias de sinalizagdo, principalmente para vias de regulacdo do citoesqueleto pela Rho
GTPase. Logo, conclui-se que o resultado do perfil proteico gerado apos tratamento,
corresponde ao esperado para substancias anti-mitoticas - proteinas diferencialmente expressas
envolvendo o citoesqueleto, como importante rede de componentes celulares responsaveis nos

processos mitdticos e, consequentemente na patogénese do cancer.
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4.9 Interacao proteina-proteina (Interatoma)

Uma vez listadas as proteinas que apresentaram diferencas de expressdo no
tratamento com PTC durante 24 horas, foi, entdo, construida uma rede interatomica
(superexpressas e subexpressas Figura 29). Para a execucao dessa atividade, foi utilizada a
ferramenta STRING, a qual consiste em banco de dados que contém interagdes previstas entre
proteinas.

As interacoes foram estabelecidas utilizando-se diversos parametros, que incluem
as associacoes diretas (fisico) e indiretas (funcional), provenientes de quatro fontes: o contexto
gendmico, por experimentos, co-expressdo e relatos da literatura acerca das proteinas.

Para melhor visualizar as interagdes e perfis proteicos, quando se analisa o
interatoma, as ‘“comunidades proteicas”, no tratamento com PTC durante 24 horas
(superexpressas ¢ subexpressas) foram representadas, respectivamente na figura 29. Essas
representacdes sdo de grande interesse, uma vez que facilitam a correlagdo das agdes proteicas
com os putativos efeitos da droga avaliada nesta tese. Para representar a rede de interagdo das
proteinas observadas nas células tratadas com PTC decorridas 24 horas, foram utilizadas

-12

proteinas diferencialmente expressas, cujo o p-value foi 3.75¢'%, e com 50 nds nas interagdes

observadas.
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ARHGAP2S8: Proteina de atividade GTPase Rho; HNRNPH3: Ribonucleoproteina nuclear
heterogénea H3; HSPAIA: Proteina heat shock 70 kDa 1; ZC3H13: Proteina 13 contendo dominio
CCCH Zinc finger; TRIM28: Fator de transcrigdo intermediario 1-beta; HYDIN: Proteina homoéloga
Hidrocephalus; ACTGI: Actina citoplasmatica (actina gama); NMEI-NME?2: Quinase difosfato
nucleosidica; TUBB6: Tubulina beta 6; MSN: Moesina; TRIO: Proteina de dominio funcional triplo;
KTNI: Receptor PAHB: Proteina disulfeto-isomerase Quinesina Kinectin; HIST2H3A: Histona
H3.2; HSPAG: Proteina heat shock 70 kDa B*; UNCS0: Proteina homologa unc-80; KIF7: Proteina
Kinesin-like KIF7; P4HB: Proteina disulfeto-isomerase; INADL: Proteina InaD-like; CHDS:
Proteina 8 de ligacdo-Chromodomain-helicase-DNA; HUWEI: Proteina ligase ubiquitina E3;
ATM: Proteina quinase; ANXA2: Anexina 2; H3F3B: Histona H3; TCPI: Proteina complexo-T
subunidade alfa 1; SMC4: Proteina 4 de manutengao estrutural dos cromossomos; ANXA5: Anexina
AS; DNAHY: Dineina cadeia pesada 9, axonemal; TRIP11: Proteina 11 de interagcdo com receptor
tireoidiano; FAM179B: Isoforma CRA a; GCC2: Proteina 2 contendo o dominio coiled-coil e
GRIP; PIK3CB: Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato 3-kinase; GRM?2: Receptor 2 do glutamato
Metabotropic; SYNE2: Nesprina 2; ACADI11: membro da familia 11 desidrogenase acil-CoA;
MYH?2: Miosina 2 (cadeia pesada 2); CFLI: Cofilina 1; PTPNI3: Proteina tirosina fosfatase;
TACC?2: Proteina 2 contendo dominio coiled-coil acido transformante; EZR: Ezrina; ITGB4:
Integrina beta-4; PGK: Quinase fosfoglicerato 1; PRKDC: Proteina quinase dependente de DNA;
UBRS5: Proteina ligase ubiquitina E3; PRG4: Proteoglicano 4 (Lubricin); ANXAI: Anexina Al;
DNAH12: Dineina de cadeia pesada 12, axonemal; SNRNP200: Pequena ribonucleoproteina US5;
ACTAI: Actina de musculo esquelético sub, alfa 1; CHD3: Proteina 3 de ligacdo ao DNA
Chromodomain-helicase; PPIA: Ciclofilina A; DLGS5: Proteina homdloga 5;CCT5: Proteina 1 do
complexo T.
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5 DISCUSSAO

O cancer ¢ uma doenca multifatorial, representando uma das principais causas de
mortalidade no mundo. Apesar de existirem consideraveis esfor¢os nas ltimas décadas para
melhorar as opgdes terapéuticas disponiveis, entretanto existe o pequeno numero de agentes
antineoplasicos e quimioterapéuticos identificados e utilizados com sucesso na pratica clinica.
Novas opgdes terapéuticas para tratar o cancer sdo prioridade para a maioria das empresas
farmacéuticas e organizagdes de pesquisa independentes em todo o mundo. O que se busca € a
identificacdo de moléculas mais promissoras com maior eficdcia e menos efeitos colaterais
toxicos/adversos. No entanto, a maioria dos agentes anticancer exibem janela terapéutica
estreita, devido a falta de seletividade contra as células tumorais (Shengquan; Ngong, 2013;
Kratz et al., 2008).

O cancer de prostata € o segundo cancer mais comumente diagnosticado em homens
e responsavel por 250.000 mortes por ano. Apesar da terapia de privagdo de androgenos
provocando remissdo rapida, os tumores inevitavelmente reincidem, como células tumorais
mais resistente a castracoes (castrate-resistant prostate cancer - CRPC), que, muitas vezes,
permanece dependente de androgeno e ¢ essencialmente intratdvel. O desenvolvimento de
novas terapéuticas ¢ prejudicado em parte devido a alta heterogeneidade clinica, bioldgica e a
falta de subtipos histoldgicos distintos. No entanto, com o advento das “6micas”, os estudos da
Gendmica, Epigendmica e Protedmica, de forma integrada, estdo impulsionando o aumento na
probabilidade de classificar molecularmente os subtipos definidos. A correlagdo estrita com o
resultado clinico permanece indescritivel, os tumores podem agora ser classificados pelo
numero de copias do seu genoma, perfis de genes de fusdo, landscapes mutacionais ou até
mesmo padrdes de splicing de mRNA (Grasso et al., 2012; Taylor et al., 2010). Diante de toda
essa variabilidade tumoral, as linhagens de cancer de prdstata tornam-se os protagonistas do
estudo desta tese, com enfoque na linhagem de PC3. Vale destacar que essa linhagem ¢
independente de androgeno (Peehl ez al., 2005), com alto poder invasivo e com comportamento
similar ao que acomete os tumores em humanos apds ao tratamento de deprivagao hormonal.

Diante do exposto, ha necessidade de desenvolver novos agentes quimioterapicos
que sejam eficazes e seguros (Sporn; Liby, 2005). A abordagem pratica para este problema ¢ o
uso de produtos naturais, particularmente as plantas terrestres como plataformas/bases para a
inspiragao ao desenvolvimento de novos farmacos.

Hé atencdo cada vez maior e mais poderosa para revisitar produtos naturais na

descoberta de farmacos. Historicamente, os produtos naturais oriundos de plantas e animais
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foram a fonte de origem de praticamente todos os medicamentos. Particularmente para os
agentes anticancer, podemos destacar que, os produtos naturais continuardo a ingressar em
ensaios clinicos ou a fornecer pistas para compostos que entraram/entrardo naqueles ensaios
(Dias; Urban, 2012; Harvey; Gericke, 2011). A maioria das novas drogas surge a partir de
algum produto natural (metabolitos secundarios) (Cragg; Newman, 2005), resultando na
producao de substancias fortemente bem-sucedidas (Zhou; Xie; Tang, 2008).

E importante destacar que os produtos farmacéuticos gerados a partir de plantas tém
uma longa historia de uso no tratamento do cancer. Uma revisdo mostra um painel de plantas
usadas contra o cancer e lista mais de 3.000 espécies (Kaur ef al, 2011). A descoberta de
farmacos baseada em espécies vegetais resultou no desenvolvimento de muitos farmacos
anticancer atualmente em uso clinico. Além disso, essa fonte fornece plataforma para
prospeccao de novas moléculas e que sejam mais seguras por meio da compreensio adequada
da complexa interacao sinérgica dos varios constituintes existentes no microambiente tumoral.

A pesquisa desenvolvida no ambito desse estudo foi primordialmente obtida a partir
de fonte natural para obtencao do protédtipo do composto avaliado nesta tese (PTC), da planta
Platymiscium floribundum. O isolamento e a utilizagdo da mistura racémica foram inicialmente
caracterizadas por estudos bioldgicos para atividades anti-proliferativas em diversas linhagens
leucémicas e em linhagens de tumores solidos (Militdo et al., 2006; Militao et al., 2007a;
Militdo et al., 2007b; Militdo et al., 2014). Acrescentados aos estudos mais recentes realizados
por Meira, 2016 nos quais tanto a mistura racémica quanto com os compostos dextrogiro (+) e
levogiro (-) foram utilizados e testados contra um painel de linhagens tumorais, cujo os
resultados inspiraram a continuidade da pesquisa, onde, neste trabalho, a caraterizacao
fenotipica e os perfis proteicos sob o tratamento para PC3 foram determinados, utilizando
somente o composto dextrégiro, ou seja, o PTC (+).

O grupo quimico dos pterocarpanos possui diferentes atividades bioldgicas,
podendo ser destacado a sua importancia para a atividade anticancer, em linhagens leucémicas
e tumorais solidas como o cancer de mama ¢ de melanoma (Falcao et al., 2005; Militdo et al.,
2006; Militao et al., 2007a; Militao et al., 2007b; Militdo et al., 2014). A atividade citotoxica
de quatro pterocarpanos (1-4) isolados da planta Platymiscium floribundum foi investigada
contra células de leucemia promielocitica humana (HL-60) (Falcao et al., 2005; Militdo et al.,
2006). Estes estudos mostram que os pterocapanos reduziram a viabilidade celular em 52,5-
72,1% numa concentracao de 12,5 pg/mL. Os resultados obtidos anteriormente, mostraram a

inibicao da sintese de DNA e a interrupcao da integridade da membrana nas células HL-60.
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Em outro estudo realizado por Militdo et al., 2007a foi investigado se o PTC (+/-) (1)
apresentava atividade citotdxica em quatro linhagens celulares de leucemia (HL-60, Molt-4,
Jurkat e K562). Foi possivel identificar a atividade anti-proliferativa na célula K562 apos 48
horas de incubag@o com ICso = 0,8 pg/mL. Posteriomente, no estudo de Militdo et al., 2014 foi
identificado que os pterocarpanos induziram parada no ciclo celular em prometafase e
bloquearam a segregacao dos centrossomos nas linhagens de células de cancer de mama (MCF-
7, T47d e HS578T). Os resultados com PTC (+/-), na concentragdo de 8 puM, mostraram
poténcia maxima, levando a formagao de células multi-nucleadas, formacao de células em
monopolos e apoptose.

Neste trabalho, o estudo foi realizado usando o pterocarpano (+) contra as linhagens
de prostata, o qual apresentou potencial efeito antiproliferativo e inibiu a proliferacao celular
em PC3 (7,95 uM), LNCaP (5,6 uM) e RWPEI (3,62 uM). Por outro lado, foi observado fraca
atividade contra as células DU145 (32,51 uM).

Nos trabalhos publicados utilizando substancias do grupo dos pterocarpanos tais
como a substancia 3(S),4(S)-3'-methoxy-4'-hydroxy-7,8,-methylenedioxylpterocarpan testada
contra a linhagem de cancer de prostata (PC3) a ICso foi de 3,5 uM (Niu et al,, 2013). Enquanto,
no trabalho de Iranshahi ef al., 2012, onde as substancias phaseollin € phaseollidin, extraidas
da planta Erythrina vespertilio, mostraram efeito citostatico contra PC3, com ICsp na
concentracdo de 10 uM para ambas. Por outro lado, estudos utilizando a substancia LQB-118
mostraram atividade contra PC3, na concentracdo de 1,7pg/mL reduzindo o crescimento celular
em 60%, 68% e 60%, nos intervalos de 24, 48 ¢ 72 h incubacgao respectivamente, enquanto que
na concentracao de 5 pg/mL reduziu 78%, 88% e 93% o crescimento celular em 24, 48 ¢ 72 h,
respectivamente (Martino et al., 2014). Além disso, o LQB-118 mostrou efeitos anti-
proliferativos contra LNCaP e RWPE1, com valores de ICso de 1,1 pg/mL e 2,5 ng/mL,
respectivamente.

O potencial antiproliferativo dos pterocarpanos pode ser reforcado por Yoon et al.,
(2016) em que o composto 2,3-dehydrokievitone, isolado das folhas de Maackia fauriei,
mostrou atividade antiproliferativa contra as linhagens de PC3 e LNCaP, com ICsode 11,06 e
20,20 uM, respectivamente, e induzindo apoptose somente em PC3. Além do pterocarpano
Maackiain obtido de Lonchocarpus aff. Fluvialis, cuja 1Cso foi de 37 uM para a linhagem de
LNCaP também foi evidenciado (Blatt et al., 2002) Esse dados, sdo reforcados por outro

pterocarpano conhecido, como Cajanol isolada de raizes de Pigeonpea [Cajanus cajan] e
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testada contra PC3, apresentando valores de ICso de 30,11; 26,08 € 21, 29 uM em 24, 48 e 72
h, respectivamente, levando as células a apoptose (Liang ef al., 2013).

Em relagdo a outras linhagens tumorais, Kuete et al, (2014) avaliaram dois
pterocapanos (Sophorapterocarpan A e 6a-hydroxyphaseollidin), isolados da planta Erytrhina
sigmoidea, contra linhagem de leucemia sensivel a drogas (CCRF-CEM), observou que induzia
apoptose, com 1Csode 3,73 e 3,36 uM, respectivamente. J4 no trabalho de Salaustiano et al.,
(2010) quatros pterocarpanos sintéticos (pentacyclic naphthoquinones, 1, 2, 3, 4) foram
testados contra duas linhagens leucémicas (K562 e Lucena-1) com ICso de (1) 4,63: 5,47uM;
(2) 2,18; 2,57uM; (3) 4,50; 4,49uM; (4) 3,46; 3,64 uM, respectivamente. O trifolirizin,
pterocarpano, isolado das raizes de Sophora flavescens mostrou efeitos antiproliferativos,
quando testados nas linhagens A2780, carcinoma de ovario, e H23, carcinoma de pulmao, em
concentragdo superior a 100 uM (Zhou et al, 2009).

No trabalho de NETTO et al., (2010) a substancia sintética pterocarpanquinone foi
analisada contra quatro linhagens leucémicas (Lucena-1 2,75 uM;isteRaji 3,32 uM; Jurkat 3,10
uM; Daudi 3,10 uM) e contra trés linhagens de cancer de pulmao (A549 11,21 uM; H460 12,86
uM; GLc-4 5,17 uM), inibindo a proliferacdo nessas linhagens. Ainda, Nestal et al., (2014)
trabalharam também com a substancia sintética pterocarpanquinone, testando contra a
linhagem K562 e apresentando ICsode 6,0 uM.

Netto et al., (2009) avaliaram um pterocarpano isolado de Petalostemon purpureus
(R'=0OH, R?=H, R*=R*=0OCH;0) contra cinco linhagens leucémicas (K562 3,0 uM; Lucena-1
3,7 uM; HL-60 2,1 uM; Jurkat 7,6 uM; Daudi 2,8 uM), inibindo a proliferagao nessas linhagens.
No estudo de Buarque ef al.,, (2011) a substancia sintética pterocarpanquinone foi estudada
também contra outras linhagens tumorais (HL-60 1,3 uM; K562 1,67 uM; HCT-8 2,6 uM; SF-
295 3,6 uM; MDA-MB435 2,3 uM), inibindo a atividade neoplésica em células de leucemia
(HL-60 e K562), de colon (HCT-8), de glioblastoma (SF-295) e de melanoma (MDA-MB 435).
Buarque et al., (2014) publicaram resultados com a substancia sintética Aza-deoxi-pterocarpan,
onde foi testada contra a linhagem leucémica K562 (2,90 uM) e contra duas linhagens
leucémicas resistentes a multi-drogas (Lucena-1 2,49 uM;[s}}]FEPS 2,12 uM), inibindo a
duplicagdo do DNA e com parada do ciclo celular em G2/M.

Outras trabalhos como o de Harinantenaina et al. (2010) estudaram trés
pterocarpanos (16, 17, 18) isolados de Pongamiopsis pervilleana. A inibigao da proliferagao
contra linhagem tumoral de ovario (A2780) foi evidente, apresentando ICsode 16: 26,5 uM, 17:
23,2 uM e 18:>54,4 uM. JA BASSET et al., (2012) avaliaram a substancia Spirotropin A isolada
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de planta Spirotropis longifolia Baill contra células de cancer cervical, inibindo a proliferacao
celular em 56 % com ICsode 10> M.

SAKURALI et al., (2006) analisaram dois pterocarpanos (Rautandiol A e Rautandiol
B) isolados da planta Neorautanenia mitis. Esses compostos apresentaram atividade contra
linhagens de células tumorais de mama e de pulmao (ICso > 5 pg/mL).

LI et al., (2008) isolaram Tonkinensines B da leguminosa Sophora tonkinensis, que
inibiu de forma moderada a atividade na proliferagcdo celular em HeLa (24,3 uM) e de mama
MDA-MB-231 (48,9 uM).

A recente pesquisa do indigocarpan isolado da planta Indigofera aspalathoides
inibiu a proliferacdo das linhagens A549 (carcinoma de pulmao), MCF-7 (cancer de mama),
MIAPaCa-2 (carcinoma pancreatico) e LS174T (adenocarcinoma de célon humano) com
valores de ICso de 250, 250, 210 e 180 uM, respectivamente (Mahajan et al., 2016).

Erybraedin C e bitucarpin A, dois pterocarpanos purificados de Bituminaria
bituminosa, induziram apoptose em linhagem de adenocarcinoma de colon (LoVo e HT29),
fornecendo forte evidéncia de que a erybraedin C pode atuar como um composto inibidor de
crescimento (Maurich et al., 2006).

Levando-se em consideragao a forte atividade citotoxica e cistostatica apresentadas
pelos compostos, como ja referenciado na literatura, a parada no ciclo celular € outro resultado
importante observado nas pesquisas, quando se quer determinar em qual fase do ciclo a droga
age. Ensaios de citometria de fluxo reforgam esses achados. Aqui, o pterocarpano (+) foi testado
contra a linhagem tumoral PC3 durante 24 horas, causando parada do ciclo em G2/M (85% das
células).

Resultados similares foram encontrados na analise do ciclo celular realizado no
estudo de Militdo et al., (2014) utilizando a mistura racémica, ou seja, o PTC (+/-). No
tratamento durante 24 horas, a concentragdao de 8 uM foi utilizada contra a linhagem tumoral
de mama (MCF-7), revelando aumentos nas frequéncias em G2/M (32%), corroborando com os
achados morfoldgicos contidos no estudo. Porém, utilizando o composto dextrogiro — PTC (+),
aqui, em PC3, o aumento na frequéncia de G»/M foi mais significativo.

Andlises do ciclo celular da substancia LQB-118, um pterocarpano, contra a
linhagem de prostata PC3 por 48 horas mostrou que, para as concentragdes de 1,7 e 5 pg/mL,
o nimero de células nas fases G foi reduzido em 19% e 42%, respectivamente. Foi observado

também aumento de células na fase S em 40% e 126%, respectivamente, €, em 53%, para ambas
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concentracoes na fase Go/M (MARTINO et al., 2014). Esses achados sugerem parada na
proliferagdo celular na fase S e G»/M, levando a crer potenciais efeitos anti-proliferativos.

Ainda, no trabalho da substancia Cajanol, o ciclo celular das células de PC3 foi
analisado apds tratamento de 48 horas. Apds o tratamento, o Cajanol teve efeito significativo
na distribuicdo do ciclo celular. As concentragdes 20 pM e 30 uM aumentaram
significativamente as c€lulas na fase Go/M (49,61% e 67,61%, respectivamente) e diminuiram
a percentagem de células na fase G; (36,78% e 11,11%, respectivamente), mas ndo alteraram
significativamente a percentagem de células na fase S (13,61% e 21,28%, respectivamente).Isso
mostra que o Cajanol pode induzir a apoptose em células PC3 (Liang et al., 2013).

No mesmo trabalho de BUARQUE et al., (2014) a substancia sintética Aza-deoxi-
pterocarpan foi testada para quantificacao de células em cada fase do ciclo contra linhagens de
K562, Lucena-1 e FEPS durante 24 horas. Os valores percentuais variaram em relacdo a cada
linhagem tumoral. Para a linhagem de K562, o percentual foi de 31,24% de células em G2/M,
para a linhagem de Lucena-1, o percentual de células foi maior na fase em G2/M (44,02%) e,
na linhagem FEPS, predominaram as células em fase Go/G1 (29,06%). Por outro lado, em 48
horas, a linhagem FEPS apresentou maior percentagem em G2/M (33,89%). Esses achados se
devem ao maior tempo de ciclo celular da linhagem FEPS e também pela maior fragmentagao
do DNA encontrado no experimento (maior percentual de células em apoptose). Estudos
realizados por Marcus et al., (2005) mostraram forte acdo na parada do ciclo celular em
linhagem derivada de tumor ovariano resistente ao Taxol (PTX10), onde a substancia Al (1uM)
inibidora de Eg5, no intervalo de 16 horas até 24 horas, causou expressivo aumento na
populagdo de células em Go/M.

A substancia indigocarpan isolada da planta /ndigofera aspalathoides foi analisada
para o ciclo celular em células de adenocarcinoma de c6lon humano - LS174T. As células foram
tratadas nas concentracdes 180 uM e 300 uM durante 24 horas. Os resultados mostraram
predominancia das células em fase G; e sub-Go (apoptose), confirmado o achado apds a
realizagdo de microscopia de fluorescéncia para avaliacdo da integridade da cromatina,
evidenciando fragmentacao (Mahajan ef al., 2016).

A quantifica¢do por meio da curva de crescimento celular, através de metodologia
ndo invasiva, € que permitisse coletar o maximo de informagdes temporais possiveis, foi
essencial para caracterizar o comportamento e proliferacdo celular. Ademais, permitiu avaliar
a disposicao e fendtipos das células submetidas ao tratamento com PTC (+). O método

escolhido para este fim € baseado em sensor de impedancia para substratos-celulares e realizado
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com o auxilio da plataforma xCELLigence (Giaever; Keese, 1993). O resultado do ensaio
realizado com a molécula PTC (+) foi consistente com aquilo encontrado na literatura (Meira,
2016; Militao et al, 2006). Aqui, o pterocarpano dextrégiro foi testado na concentragdo de 7,95
UM na linhagem de PC3 por mais de 78 horas. A inibi¢do do crescimento foi similar ao que foi
descrito por Meira, (2016) onde foi testado o mesmo pterocarpano PTC (+) nas concentragdes
1,2 e 4 uM durante 24 horas em duas linhagens tumorais OVCAR-8 (carcinoma de ovario) e
SF295 (glioblastoma), na qual, a inibi¢do do crescimento foi semelhante ao paclitaxel, na
concentragdo de 0,5 uM. Aqui o PTC (+), em 7,95 uM, inibiu o crescimento celular em PC3
com atividade similar ao que foi encontrado no tratamento com Monastrol (50 uM) e Nocodazol
(0,25 uM). Interessantemente, a fim de esclarecer o aumento da impedancia que se inicia a
partir do intervalo de 58 e 78 horas, a marcacao para actina (F/7C-phalloidin) e DNA (Hoechst
33258), por imunofluorescéncia foi realizada. Sob andlise, as células apresentaram
multinucleacdo, com nucleos, por vezes, de tamanhos variados e tamanho celular aumentado,
com forte polarizacdo de actina. No trabalho de Militdo et al., (2014) a multinucleagdo e
aumento o tamanho celular também foram revelados no tratamento com PTC (+/-) em linhagem
de mama. Esses resultados se devem ao fato do corpo celular poder se estender em tamanho,
causando aumento na impedancia e, consequentemente, o aumento no indice celular (cell
index). Resultados similares para a relagdo entre o aumento do cell index e o tamanho celular
foram encontrados por Moodley ef al., (2011) onde o sistema xCELLigence foi utilizado, para
confirmacdo de diferenciacdo da linhagem de neuroblastoma (SH-SYS5Y).

Com auxilio da plataforma xCELLigence, no trabalho de Iranshahi et al., 2012,
onde as substancias phaseollin (10 uM) e phaseollidin (10 uM), ambas extraidas da planta
Erythrina vespertilio, foram testadas contra a linhagem de PC3 e, ambas, apresentaram
significante atividade anti-proliferativa, onde o composto phaseollidin (10 uM) apresentou

atividade semelhante a atividade do taxol (0,6 uM) e, mais tardiamente

Posteriomente foram realizados estudos para a caracterizagdo de fenotipos celulares
utilizando o pterocarpano. Os resultados preliminares foram realizados por Militdo et al., (2014)
,onde o PTC (+/-) (8 uM) testado durante 24 horas contra a linhagem tumoral de mama (T47D)
para a caracterizacao dos possiveis efeitos no citoesqueleto. Foi observado a distribui¢dao dos
cromossomos em forma de anel ao redor de um unico polo central, por vezes de forma
assimétrica, com distribui¢do dos microtubulos irradiando do centro em direcdo ao cortex

celular. Essa configuracao ¢ caracteristica em monopolos ou em fuso monopolar (monopolar
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spindles), porém sem alterar o arcabougo de actina. Foi visto, bloqueio na separagdao de
centrossomos duplicados, o que € um passo crucial na biogénese de fusos mitdticos normais,
levando a falhas neste processo. Isso pode conduzir a morte celular ou ao aumento das
frequéncias de células multinucleadas e aneuploides (Musacchio; Salmon, 2007), causando
ativagdo do SAC (spindle assembly checkpoint) e, consequente parada do ciclo celular com
ativacao do processo de catastrofe mitdtica (Tillement ef al., 2009).

Em consequéncia nas analises realizadas, utilizando dextrégiro PTC (+) (7,95 uM)
contra a linhagem tumoral prostitica (PC3) durante 24 horas, foi observada a mesma
configuracdo na distribui¢do de cromossomos e microtubulos, corroborando com os achados
de Militao et al., (2014). Entretando, a polarizagdao de actina, ou seja, a desorganizacdo do
arcabouco de actina foi visivel apds 56 horas de tratamento com PTC (+) em células de PC3, o
que nao foi mostrado nos resultados de Militdo ef al., (2014). Esse achado pode ser explicado
pelo tempo de tratamento, ou até mesmo, por ser o composto isolado mais potente do que
quando comparado com a mistura racémica PTC (+/-) utilizada por Militdo et al., (2014). Além
disso, o PTC (+) (7,95 uM), em PC3, induziu parada na divisao celular em prometafase, o
mesmo achado de Militdo et al., (2014) em linhagem de mama. Em contrapartida, estudos
realizados por Meira, (2016) demonstraram a disposi¢do de microtiibulos utilizando PTC (+)
(5 uM) contra a PC3 em multipolos. Esse estudo compara as imagens com tratamento do
monastrol, mostrando a diferenca na disposi¢ao dos microtibulos ndo se equivalendo ao que
foi encontrado com o PTC (+). Contudo, o estudo realizado por Meira, (2016) ndo quantificou
os fenotipos encontrados, o que pode ter sido o processo crucial para caracterizar de forma mais
minuciosa os achados encontrados. Entretanto, nos experimentos aqui realizados, os fenotipos
quantificados observados no controle (DMSO), nos tratamentos com PTC(+) (7,95 uM) e
Monastrol (50 uM), os quais mostram a mesma configuracdo (fusos monopolares) foram os
fenotipos mais aparentes. Um pequeno percentual de células com disposi¢ao em multipdlos
também foi encontrada no controle e nos tratamentos com PTC (+) e Monastrol, configuragao
fenotipica ndo esperada para esses grupos, porém menos aparentes. Para o Nocodazol (0,25
uM) as células com disposi¢cao em multipolos foram identificadas, como esperado. Ainda, ¢
importante destacar a vantagem na poténcia do PTC (+) em relagdo ao Monastrol, uma vez que
o PTC (+), para o mesmo efeito fenotipico em PC3, além de efeitos antiproliferativos, a
concentragdo ¢ de apenas 7,95 uM, ja o Monastrol 50 uM. Em termos de concentragdo mais
baixas afim de obtecao de atividade efetiva, ou seja, antiproliferativa, menos serdo os custos na

producao do potencial farmaco (fatores econdmicos); em ensaios in vivo, as possbilidades de
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aparecimento de efeitos colaterais e adversos sdo diminuidos (testes pré-clinicos e clinicos),
bem como geragdo de efeitos em toxicidades neurologicas, renais e hepaticas (Julien, 2013).

Muitos estudos mostram a possibilidade das linhagens tumorais, normalmente,
formarem fusos mono ou multipélos. Muitos desses achados sdo explicados pela presenca de
multiplos centrossomos, levando a uma divisao celular erronea e incorreta, com distribuicao
desigual de cromossomos (Boveri, 1902; Ganem; Storchova; Pellman, 2007; Meraldi; Honda;
Nigg, 2002; Storchova; Pellman, 2004), rompendo a divisao celular de forma assimétrica e
alterando a diferenciacdo celular normal, aumentando, assim, a propor¢ao na proliferacdo de
células progenitoras que perpetuardo essa condi¢ao (Basto et al., 2008). Agora, o porqué dessas
células manterem centrossomos extras, ainda, ¢ um mistério (Godinho; Kwon; Pellman, 2009).
A hipotese de Boveri, (1902) mostra que os tumores podem se originar de precursores pré-
malignos e que a aneuploidia resultante de divisdes multipolar em células portadoras de
centrossomos supernumerarios tem um papel causal na tumorigénese (Boveri, 1929),
principalmente no tumor ser mais ou menos agressivo. Muitos estudos mostram essa correlagao
(Giehl et al,, 2005; Levine et al., 1991; Lingle et al., 1998; Pihan ef al., 2003; Pihan, 2013). A
presenca de células com disposi¢do em monopodlos e multipdlos no controle também deve-se a
desregulagdo de muitos genes implicados nos canceres humanos, os quais levam a amplificacao
do centrossomo. Por exemplo, a duplicagdo de centrossomo pode resultar da mutagdo do
supressor de tumor p53, uma alteracdo genética associada a mais da metade dos tumores
humanos (Fukasawa, 2007). Estratégias para a descoberta de compostos que inibam a
amplificacdo/clusterizacdo de centrossomos estdo em fase de desenvolvimento (Raab ef al.,
2012; Rebacz et al., 2007).

Muitos farmacos quimioterapicos sdo alvo-dirigidos para o fuso mitético. Por
exemplo, compostos que tem como alvos os microtiibulos, como taxanos e alcaldides da vinca,
sao amplamente utilizados e sdo eficazes em ampla variedade de canceres (Jordan; Wilson,
2004). Apesar da sua eficacia, o direcionamento para os microtibulos, como agentes
terapéuticos, afeta ndo apenas células cancerosas, mas também células de divisdo normais,
conduzindo a efeitos secundarios toxicos, por exemplo, mielossupressao (supressao de globulos
brancos e vermelhos) ou toxicidade gastrointestinal. Além disso, esses compostos causam
toxicidade em células em intérfase, como neuronios, levando a neuropatia (dano no nervo
periférico). Embora a mielossupressdo possa, até certo ponto, ser controlada, a neuropatia
resultante da inibi¢do da dindmica de microtubulos ¢ irreversivel e intratavel (Mcguire ef al.,

1989; Rowinsky et al., 1993).
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Essas pequenas moléculas que rapidamente ativam e inativam a funcdo desses alvos
podem ser Uteis como modelos para estudar a dinamica celular (Mitchison, 1994). Por exemplo,
a molécula da colchicina levou a descoberta da tubulina (Borisy; Taylor, 1967; Shelanski;
Taylor, 1967) e tem sido utilizada como molécula essencial para controle da polimerizagao de
células em divisdao (Inoue; Salmon, 1995). Moléculas como o nocodazol, colcemide ¢ taxol
também tem como alvos a tubulina, sendo utilizadas como substincias que irdo perturbar a
dindmica dos microtubulos. Essas moléculas também fornecem insights para monitorar a
progressdo do ciclo celular (Rieder; Palazzo, 1992; Waters ef al., 1998). O nocodazol aqui foi
utilizado como controle para parada do ciclo celular, gerando o fenétipo de multipdlos em
células de PC3.

Além desse, outro alvo de drogas atualmente estudada ¢ a enzima quinesina
(Kinesin). A quinesina ¢ uma enzima mecanico-quimica que usa ATP para gerar forga e também
¢ utilizada com alvo de drogas como proteina importante para formacao do fuso mitotico.
Muitas quinesinas sao essenciais para a divisao celular e emergiram recentemente como uma
classe alvo promissora "druggable" (Wood; Cornwell; Jackson, 2001). Os inibidores da
quinesina-5 (Eg5) sdo alguns dos primeiros inibidores mitdticos avaliados na clinica. A Eg5 ¢
uma quinesina essencial e necessaria para a montagem do fuso bipolar (Slangy ef al., 1995).
Mayer et al., (1999) identificaram o monastrol, inibidor especifico da Eg5. Muitos estudos da
estrutura ¢ dos mecanismos enzimaticos motores de quinesina forneceram a base para o
desenvolvimento de inibidores quimicos especificos (Bergnes; Brejc; Belmont, 2005). De fato,
novos inibidores de Eg5 estdo atualmente sendo testados como potenciais agentes
quimioterapéuticos e, embora paregam ter pouca toxicidade nos doentes, ainda ¢ desconhecido,
se eles serdo eficazes ou ndo na inibi¢do da progressdo tumoral (Lee ef al., 2008; Tang et al.,
2008). Aqui, o monastrol foi utilizado como controle positivo para a parada do ciclo celular,
gerando o fenotipo de monopolos em células PC3. Os mecanismos de ativagdo do spindle
assembly checkpoint para a formagao do fuso monoastral no qual, a organizacao do microtibulo
¢ perturbada, tanto para a dindmica ou nucleaciao de microtibulos, ainda sdo obscuros (Kapoor
et al., 2000).

Russowsky et al. (2006) relataram atividade antiproliferativa de monastrol, oxo-
monastrol e seus derivados 27 contra sete linhagens celulares de cancer humanas, como
UACC62 (melanoma), MCF-7 (mama), OVCAR3 (ovariano), PC3 (préstata), HT-29 (c6lon),
786-0 (renal) e NCI-ADR (linhagem de mama com expressdo de fendtipo com resisténcia

multi-drogas). Outros compostos inibidores especificos de Eg5 e seus derivados ja sdo descritos
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na literatura, como: Ispinesib (Talapatra; Schiittelkopf; Kozielski, 2012), EMD534085 7
(Hollebecque et al.,, 2013), MK-0731 8 (Holen et al., 2012), S-trityl-L-cysteine (STLC)
(Abualhasan et al., 2012), HR22C16 16 (Sarli; Giannis, 2006), além do Terpendol 25 e
Gossypol 26 (El-Nassan, 2013). Muitos destes apresentam a mesma conformagdo fenotipica
(monoasteres) ¢ com valores de ICso em escala nanomolar.

Novos inibidores foram identificados contra as quinases mitdticas - PLKs e
Auroras, onde estdo, atualmente, em ensaios clinicos (Jackson et al., 2007; Keen; Taylor, 2004;
Strebhardt; Ullrich, 2006). Se esses novos inibidores mitoticos melhorardo as terapias anti-
cancer quando comparados com os compostos alvo de microtubulos, isso permanece
desconhecido. No entanto, os inibidores de Aurora e PLK parecem ndo causar neuropatia
significativa e a principal toxicidade limitante da dose observada foi neutropenia (baixo niumero
de neutrofilos), enquanto outras linhagens hematopoiéticas pareceram ser poupadas (Jackson
et al., 2007).

Esses compostos controles aqui utilizados causam tanto o fendtipo monoastral
(fusos monopolares) como multiastral (fusos multipolares). O PTC (+) gerou o fendtipo de
monastral em células PC3. Na literatura, poucos compostos descrevem essa alteracdo no
tratamento. Com maior destaque, o monastrol (Mayer ef al., 1999) e seus analogos (Miiller et
al., 2007). O estudo realizado na linhagem de glioblastoma (U-87 MG), apds o tratamento com
monastrol (50 uM) e seus novos analogos, como: enastron (1 uM), dimethylenastron (1 uM),
vasastrol VS-83 (5 uM) e S-trityl-L-cysteine (1 pM), mostrou distribuicdo dos cromossomos e
microtibulos em monoasters bem evidenciada. Outros tratamentos com derivados do
monastrol, como o composto 9 (por monoacetilacdo) e o composto 10 (por diacetilagao) na
concentragdo de 50 uM e 62,5 uM, respectivamente, geraram perfis de monoasteres em HelLa,
e, ap6s 7 horas de tratamento, no entanto, ndo inibiu totalmente a proliferagao celular (Klein et
al., 2007).

E importante ressaltar que, outras substincias como, a I-phenethylamino-3-
phenothiazin-10-yl-propan-2-ol (5 pM) foi testada em linhagens ndo transformadas como de
fibroblastos de ratos (3Y1), levando a formagao de fusos monopolares e apoptose (Okumura et
al., 2006). A linhagem PTXI10, derivada de tumor ovariano (1A9) resistente ao taxol, foi
utilizada como modelo para testar o composto Al (potencia andlodo do composto HR22C16)
(1uM), gerando o fenotipo de monodsteres (Marcus et al., 2005). Tarby et al., 2006 revelaram
a acao do composto 4-phenyl-tetrahydroisoquinoline e seus derivados como potenciais

inibidores de Eg5 e gerando a mesma configuragdo monopolar. Compostos do grupo
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vanadocene dichloride (VDC) inibiram a proliferacdo de linhagens tumorais de mama e de
glioblastoma, comprometendo a formacao do fuso bipolar e gerando a formagdao de monopdlos
(Navara et al., 2001).

Embora estes novos inibidores mitdticos sejam um avango promissor, eles ainda
tém a desvantagem de bloquear fungdes essenciais em células ndo tumorais. A seletividade do
cancer ou a janela terapéutica destes agentes pode ser estreita. Em ultimo caso, a estratégia
terapéutica ideal dependera da identificagao de requisitos exclusivos para a sobrevivéncia das
células cancerigenas. A terapéutica eficaz contra o cancer deve explorar as diferencas
bioldgicas entre as células tumorais e as células ndo tumorais das quais elas surgiram (Yap et
al., 2016).

Nesse contexto, o centrossomo ¢ estudado como potencial alvo nas pesquisas de
novas moléculas anticancer. O centrossomo ¢ o centro de organizagdo de microtibulos e ¢
dinamicamente regulado por uma série de alteracdes bioquimicas e morfologicas que
paralelamente culminam com a progressao do ciclo celular. Os centrossomos sdao formados por
um par de centriolos dispostos ortogonalmente em forma de barril, cada um com 200 nM de
comprimento, localizados préximos ao nicleo e rodeados por um material pericentriolar (PCM)
vagamente definido (Doxsey, 2001). Assim, o centrossomo participa como centro (4ub) crucial
para o controle e regulacao do ciclo celular. Eventos como a proliferacao celular descontrolada,
¢ uma das caracteristicas (hallmarks) do cancer, que sdo acompanhados por desregulacdo de
uma ou mais vias de sinalizagdo. Assim, o direcionamento de potenciais intervengdes no
centrossomo representa uma oportunidade terapéutica valiosa para o tratamento do cancer.

Desse modo, o PTC (+) (2,5 € 7,95 uM) induziu a desorganizagao do centrossomo
em PC3. E importante destacar que a marcagio para a caracterizagio fenotipica aqui utilizada
foi para tubulina y. A tubulina y é uma proteina centrossomal que se localiza em maior
concentracdo no material pericentriolar (Stearns et al., 1991) e ¢ amplamente utilizado como
marcador para o centrossomo. A fim de ilustrar e corroborar com o que foi encontrado na
miscroscopia confocal, a figura que ilustra a quantificagdo de superficie e volume do
centrossomos sob o tratamento com PTC (+) revela a anormalidade na desorganizacao do
centrossomo, sendo um achado que nao ¢ relatado na literatura para substancias do grupo dos
pterocarpanos, tendo descrito pela primeira vez nesse trabalho. Contudo, a anormalidade em
nimero de centrossomos (clusterizagdo dos centrossomos) ¢ um achado comum na pesquisa

em drug discovery versus cancer.
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Os centrosomos verdadeiros contém um par de centriolos circundados por material
pericentriolar, enquanto que os centrossomos acentriolares carecem de centriolos e podem ser
formados pela fragmentacdo do PCM (Lawo et al.,, 2009; Zyss; Gergely, 2009). Cerca da
metade das células PC3 sdo conhecidas por conter centrossomos extras verdadeiros (Kwon et
al., 2008). Dessa maneira, a fim de esclarecer a real duplicacdo do centrossomo contendo
centriolos foi realizado, a marcacdo para CNTROB (centriolo-filho), que mostrou, no
tratamento com PTC (+) 7,95 uM, a duplicacdo de centriolos, mas a separagdo dos
centrossomos nao ocorreu, levando a crer que a influéncia destes centrossomos nao-separados
sobre a organizac¢ao de microtubulos resulta em fusos monoastrais, comportamento semelhante
ao que ocorreu no tratamento com o monastrol (50 e 100 uM) (Kapoor et al., 2000).

A geragao de polos a partir da fragmentacao centrossomal também foi evidenciada
no tratamento com PTC (+) (2,5 e 7,95 uM) (Figura 22 D, seta azul). Isto indica que alguns
polos multipolar do fuso foram ancorados aos centrossomos acentriolares. Esses defeitos sdao
conhecidos por serem induzidos por knockdown de Aurora-A (De Luca et al., 2008), um
oncogene extensivamente estudado envolvido em multiplos passos de mitose (Carvajal; Tse;
Schwartz, 2006), e deple¢ao de Cep57 (Wu et al., 2012), uma proteina centrossomal envolvida
na agregacao de microtubulos durante a nucleacdo (Momotani ef al., 2008).

Estudos mostram que os poOlos acentrossomais € centrossomais precisam ser
agrupados a fim de montar fusos bipolares em células tumorais com numero normal de
centrossomos (Kleylein-Sohn et al., 2012). Este mecanismo de focalizagdo dos polos ¢
dependente de HSET, uma quinesina envolvida no agrupamento de centrossomos em células
tumorais, mas, em células ndo tumorais, ¢ dispensavel (Kleylein-Sohn et al., 2012; Kwon et al.,
2008).

Por outro lado, em relagdo a busca de terapias alvo para o centrossomo, muitos
estudos procuram maneiras para bloquear a clusterizacdo de centrossomos (Fielding et al.,
2011; Kawamura et al., 2013; Kwon et al., 2008; RAAB et al., 2012; Rebacz et al., 2007),
implicados na progressdo tumoral, como ja foi mostrado anteriormente. O composto QLT-
0267, um inibidor da adesdo focal e da proteina centrossomal, tem inibido a atividade
centrossomal (clusterizacao) (Fielding et al, 2011). Enquanto, a substancia N2-(3-
pyridylmethyl)-5-nitro-2-furamide, cujo nome ¢ conhecido como inibidor quimico de
clusterizagdo de centrossomo 1 - Centrosome Clustering Chemical Inhibitor-01 (CCCI-01)

mostrou potencial efeito em linhagens tumorais (Kawamura et al., 2013).
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O estudo realizado por Navara et al., (2001) mostrou a indu¢do de desorganizacao
na formagao dos polos com o tratamento utilizando as substancias VDC e VDacac no tratamento
com linhagens de tumorais de mama (BT-20) e de glioblastoma (U373).

A organizagdo da rede de actina, outro componente do citoesqueleto responsavel
por dar suporte a célula, por determinar o formato da célula e por direcionar o0 movimento e a
divisdo da célula, foi analisada em PC3 tratadas com PTC (+); as células foram fixadas e
marcadas para actina (FITC-phalloidin) ¢ DNA (Hoechst 33258), e analisadas por
imunofluorescéncia. As células apresentaram multinucleagdo, com nucleos, por vezes, de
tamanhos variados e tamanho celular aumentado, com forte polarizagdo de actina, com elevacao
do indice celular (cell index). O tratamento causou o desaparecimento dos feixes citosolicos
paralelos (fibras de actina paralelas), resultando uma rede fortemente marcada e fracamente
distribuida no citosol, localizando-se por vezes proximo aos nicleos (areas fortemente marcada
em verde) e acimulo de actina na regido de contato célula-célula. Nenhum dado na literatura
referente a estudos com pterocarpanos mostram achados que vinculam potenciais agdes na rede
de actina. No trabalho de Militao et al., (2014) nenhuma alteragdo em actina foi identificada.

A maioria dos compostos que atuam no citoesqueleto de actina e modulam sua
dinamica foram isoladas de plantas terrestres, fungos, bactérias, animais marinhos e substancias
derivadas de esponjas marinhas. Estes produtos naturais podem ser divididos em dois grupos
dependendo do seu efeito sobre o citoesqueleto de actina: (a) aqueles que formam e estabilizam
filamentos de actina e (b) aqueles que desestabilizam filamentos ou impedem a montagem dos
microfilamentos (Kustermans; Piette; Legrand-Poels, 2008). O membro mais conhecido da
familia de phallotoxin ¢ a phalloidina. A phalloidina ¢ um composto de estabilizacao de
filamentos de actina sintetizado pelo fungo venenoso ‘‘Death cap’ Amanita phalloides
(Wieland; Faulstich, 1977). Este composto ndo ¢ capaz de entrar liviemente em células e ¢
geralmente utilizado acoplado a um fluor6foro para marcar filamentos de actina. A
Jasplakinolide (JP) também chamado de jaspamida € outro estabilizador de filamentos de actina
isolado da esponja marinha Jaspis johnstoni (Zampella et al., 1999), com uma estrutura
significativamente diferente e com membrana permeavel ao contrario da phalloidina. Além de
atuar como estabilizador de filamentos, a JP € um potente indutor de polimerizagdo de actina
(Bubb et al., 2000).

Outro grupo importante sdo as substancias conhecidas como latruculins e
cytochalasins, cujo mecanismo de a¢ao se da pelo sequestro dos mondmeros de actina e, assim,

desestabilizam e inibem a polimerizagao da actina (Spector et al., 1983; Vilozny et al., 2004).
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A cytochalasin liga-se aos extremos positivos de crescimento dos filamentos de actina e assim
evita a adicdo de mondmeros de actina nessas extremidades (Cooper, 1987), a latruculin forma
complexos 1:1 com mondmeros de actina e provoca uma interrupg¢ao do citoesqueleto de actina
em varias células (Coue et al., 1987, Spector et al., 1983). Outro composto, o Swinholide A
(SwA), sequestra e liga-se especificamente a dimeros de actina e, como alguns dos agentes
bloqueadores/desestabilizadores de filamentos, separa os filamentos de actina (Bubb et al,,
1995).

Os estudos de Hayot et al., (2006) mostram resultados de ICso em linhagens
tumorais (MCF7 — mama / A549 — pulmao), onde cytochalasin D e latruculins exibiram perfis
citotoxicos mais baixos (ICso entre 5 x 107 € 3 x 10 M) do que jasplakinolide (ICso entre 107
e 5 x 10 M). Nesse estudo similares efeitos ao que foi encontrado com o PTC (+) (forte
marcac¢do da rede no citosol), a substancia testada em MCF7, a jasplakinolide (na concentragao
de 5 x 107! M), mudou completamente a aparéncia da disposi¢do da rede de actina, mas sem
aumentar o tamanho celular.

O trabalho realizado por Cuadros et al, (1999) mostrou que, em cé¢lulas em
linhagem de rim de macaco (Vero), a substincia isolada spisulosine (0,5 uM) de Spisula
polynyma mostrou similar efeito ao pterocarpano apds 20 horas de incubacdo com alteragnao
da rede de actina.

Outro achado a destacado foram perturbagdes na acumulagdo de actina nos locais
de contato célula-célula, também observado durante o tratamento com PTC (+). Essa
observacdo, foi identificada com a substancia hanultarin, isolada de sementes da planta
Trichosanthes kirilowii, revelou forte atividade inibitéria da polimerizagao de actina de
queratindcitos humanos (HaCaT) nas concentragdes de 0,5 — 12 pg/mL. O tratamento produziu
estruturas de actina do tipo agregado (aggregate-like) (Moon et al., 2008), o que também
acontece no tratamento com o PTC (+).

Com interesse de identificar o perfil proteico envolvido nas diferentes atividades de
regulacdo, incluindo centrossomo, mcicrotubulos e o esqueleto de actina, foi utilizado anélise
protedmica como ferramenta na Biologia de Sistemas na investiga¢cdo no cancer.. A protedmica
¢ o método universalmente aplicavel para a investigagdo de praticamente qualquer processo
bioldgico, incluindo a pesquisa em drug discovery, e particularmente atraente para a pesquisa
do cancer, principalmente a fim de desvendar a complexidade de processos na tumorigénese,
na progressao do cancer, na recidiva tumoral e na metastase, muitas vezes, envolvendo grandes

redes de proteinas (Guo; Zou; Wang, 2013).
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Nessa andlise foi utilizada a técnica de shotgun no processo pré-clinico para
caracterizar o perfil proteico resultante do tratamento com atividade anticancer: PTC (+) em
adenocarcinoma de prostata (PC3), a fim de langar luz sobre os putativos mecanismos celulares
por tras dos fenotipos observados (disposi¢ao em monodsteres, desorganizacao de centrossomo
e polarizagdo de actina).

Para os estudos protedmicos, a linhagem tumoral PC3 foi utilizada como modelo,
uma vez que, como ja mencionado, representa in vitro, o modelo de células resistentes a
castragdo, além de ndo expressar o gene pJ3, tratando-se de uma linhagem mais agressiva e
com grande poder de gerar metéstases. Porém, levando-se em conta que o estudo onde se gera
uma quantidade de resultados em larga-escala, utilizar mais de uma linhagem celular para
caracterizar a a¢ao de drogas torna-se muito dificil devido a heterogeneidade na expressao
proteica que pode ser gerada entre as linhagens. Assim, tentar comparar perfis proteicos em
diferentes linhagens ¢ uma estratégia complexa, pois muitas proteinas de baixa abundancia em
uma determinada linhagem e que poderiam ser usadas como alvos universais para 0 mesmo
tipo de cancer e desempenhar importantes papéis criticos na transdugdo de sinal, sdo perdidas
(Drake et al., 2011), como o que acontecem nos estudos com tumores sélidos da mama (Lam;
Jimenez; Boven, 2013).

Para identificar as proteinas, a plataforma da Waters Synapt G2-Si foi utilizada. As
células PC3 foram tratadas em 24 h e 48 h com a substancia em estudo (PTC + - 7,95 uM) e
drogas controle (Monastrol — 50 uM e Nocodazol — 0,25 pM), gerando uma lista de proteinas.
Para o tratamento com PTC (+) durante 24 horas, das 137 proteinas quantificadas, 24 foram
superexpressas, 28 subexpressas ¢ 85 ndo foram diferencialmente expressas (Tabela
suplementar 1). Para o tratamento com PTC (+) durante 48 horas, das 137 proteinas
quantificadas, 05 foram superexpressas, 13 subexpressas ¢ 119 ndo foram diferencialmente
expressas (Tabela suplementar 2).

Para os estudos de classificacdo e interagdo, somente as proteinas expressas no
tratamento de 24 horas foram utilizadas, uma vez que a expressdo diferencial somente foi
evidente nesse tempo. Em contrapartida, apos 48 horas e tratamento, o nimero de proteinas
diferencialmente expressas foi muito inferior. Este achado pode estar envolvido com o tempo
de parada durante a divisdo celular como mostrado na Figura 19, onde a proliferagao das células
PC3 permanece estavel apds 48 horas de exposicao a droga (intervalos de 36 e 56 horas),
podendo predizer ainda que, o efeito do fArmaco sobre o perfil proteico acontega nas primeiras

24 horas apds a exposi¢do, presumindo uma possivel tentativa das células de “resolver o
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problema” apos esse tempo, parecendo normalizar @ medida que o efeito do fArmaco age nas
culturas (aumento do numero de proteinas ndo diferencialmente expressas). Este achado
acontece em todas as trés condicdes de tratamento quando se compara os perfis de 24 horas
com os perfis de 48 horas (ver tabelas suplementares e Figura 26).

Assim, apds a andlise das proteinas contidas na tabela suplementar 1, foram
identificados genes superexpressos envolvidas com atividade GTPase (ARHGAP28; KTNI,
TRIO), de diferenciagdo (HNRNPH3; NME1-NME?2), histonas (HIST2H3A; H3F3B), genes de
regulacdo (ANXA2; CHDS; P4HB; TCPIl; TRIM28), de organizacdo e de arranjo
microtibulo/axonema/citoesqueleto (ACTG1; HYDIN, INADL; KIF7; MSN; TUBBG), de
dobramento proteico (HSPAIA; HSPA6), de atividade i6nica (UNCS80; ZC3HI3), de
ubiquitinagdo (HUWEI) e de resposta a estresse (ATM). Para genes subexpressos, foram
identificados genes envolvidos com atividade mitética (SMC¥4), de regulacdo (ANXAS5; ANXAI,
GRM?2; PPIA; PTPN13; PRKDC), de atividade glicolitica (PGK1), de organizacao e de arranjo
microtabulo/axonema/citoesqueleto (ACTAI; CCT5; CHD3; CFLI1; DNAH9; DNAHI2; EZR;
GCC2; MYH2; SNRNP200;, SYNE2; TRIP11), de atividade oxidativa (ACAD11), de atividade
de adesdo, motilidade e proliferacdo celular (DLGS5; ITGB4; PIK3CB; PRG4) e de
ubiquitinagdo (UBRS5). E importante aqui destacar que cerca de 20 proteinas diferencialmente
expressas (tabela 3) foram encontradas tanto no tratamento com o composto do estudo quanto
nos controles positivos, apresentando status de expressao similares aos apresentados nos
tratamentos com os controles positivos. Além disso, na figura 28, a apresentagdo ontologica
mostra que, mesmo em expressdes de proteinas diferentes, uma condi¢do esperada, ja que os
mecanismos de acdao das substancias sdao diferentes, logo expressdes proteicas diferentes; a
ontologia ¢ similar, revelando, assim, grupos de proteinas envolvidas com a manutencio e
regulacdo do citoesqueleto, com efeitos proliferativos, com replicagdo do DNA, etc. Como os
principais alvos dos compostos aqui estudados sao proteinas do citoesqueleto, as descri¢cdes dos
genes que o compdem serao inicialmente abordadas.

O remodelamento do citoesqueleto de actina ¢ imediatamente controlado por
proteinas de ligagdo a actina que regulam eventos de polimerizagdo e despolimerizagdao, bem
como cross-linking e agrupamento de filamentos de actina. Diversas moléculas de sinalizagao
ligam a eventos mediados por ligantes ao processo de remodelacdo. Entre estas moléculas
encontram-se os membros da familia Rho GTPase, que constituem como reguladores
moleculares que induzem altera¢des morfoldgicas distintas em diversos tipos de células (Hall,

1998; Vanaelst; D'souza-Schorey, 1997). Os genes ARHGAP28, KTNI e TRIO estiao
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relacionados como membros da familia Rho GTase. Essas proteinas sdo mais conhecidas pela
sua capacidade de induzir rearranjos dindmicos do citoesqueleto de actina associado a
membrana plasmatica (Aspenstrom; Fransson; Saras, 2004; Hotta ef al., 1996; Medley ef al.,
2000; Murphy et al, 1999). Além desta funcdo, as Rho GTPases também regulam a
contratilidade da actina-miosina e a dindmica dos microtibulos. Acredita-se que efeitos
mediados por Rho sobre a transcri¢do e o trafico de membranas sejam secundarios a estas
funcdes. No nivel mais macroscopico, as Rho GTPases sdo implicadas em muitos processos
bioldgicos celulares importantes, incluindo o controle do crescimento celular, da citocinese, da
motilidade celular, da adesdao da matriz extracelular célula-célula, na transformacao ¢ invasao
celular e no desenvolvimento celular (Govek; Hatten; Van Aelst, 2011). Outro gene relacionado
com a intera¢do actino-miosina € o gene INADL, também conhecido como gene Patj, este esta
envolvido com a disposi¢ao e conformagdo da circunferéncia do cinto de actino-miosina na
regido apical e basal das células epiteliais (Nakajima; Tanoue, 2011), influenciando na
polaridade e na juncao célula-célula.

O gene PTPNI3 codifica uma fosfatase do tipo 13 ndo-receptor, importante como
sinalizadora na regulacdo (ativagdo) de outras proteinas GTP-ases, além de regular ainda uma
variedade de processos celulares incluindo o crescimento celular, a diferenciagdo, o ciclo
mitotico e a transformacdo oncogénica (Julien et al, 2011). Estudos mostram que a
superexpressao da PTPNI3 atua na inibi¢ao da prolifera¢dao, da invasdao e da inversdao do
processo de transi¢do epitelial-mesenquimal nas linhagens de hepatocarcinoma MHCC97H e
HepG2, agindo como regulador (supressor) na tumorigénese (Zhan et al., 2016). Outros
trabalhos também mostram a importancia desse gene nos diferentes tumores (Freiss; Chalbos,
2011), incluindo carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo (Niu et al., 2009), cancer
de mama (Glondu-Lassis et al., 2010) e cancer de pulmao (Scrima et al., 2012).

O gene GCC?2 codifica a proteina 2 contendo o dominio coiled-coil ¢ GRIP e
tem fungao no scaffolding de proteinas CLASPs (Efimov et al., 2007). As proteinas CLASPs
compreendem uma familia (CLIP 115 - 170) responsaveis por ligar os microtubulos ao cortex
celular (Lansbergen et al, 2006) e sdo responsaveis também em nuclear microtubulos
independente da regido centrossomal, mas dependente de y-tubulina para que a nucleagao
ocorra (Fimov et al., 2007). Poucos sdo os trabalhos da atividade desse gene em cancer, somente
Pongor et al., 2015 correlacionaram a expressao de GCC2 como supressor tumoral em cancer

de mama.
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O gene ACTG1, outro gene também envolvido com a regulagdo do citoesqueleto e
polimerizacao de actina, expressa a y-actina (Vainio et al., 2011), uma proteina importante para
a integridade da juncao e motilidade celular. As adesdes juncionais sdo responsaveis por manter
a polarizag¢do das células epiteliais e no acoplamento de citoesqueleto as células adjacentes,
permitindo movimentos coordenados (Ebnet, 2008). E importante destacar que nas jungdes 0s
complexos de proteinas que os formam sdo dindmicos e que a sua composicao esta sujeita a
regulagdao dependendo da maturagdo e integridade juncionais.

O gene ACTAI expressa a proteina o-actina, importante constituinte do
citoesqueleto e um componente principal do aparelho contratil, envolvidas na motilidade
celular, na estrutura e na integridade celular (Akkari et al., 2003). O trabalho recente de WU et
al., 2015 mostrou o gene ACTAI como potencial biomarcardor em cancer de mama luminal e
basal relacionado a resisténcia a drogas. O trabalho revela que estes resultados indicam que, em
resposta a farmacos na quimioterapia, as ligagdes anormais da matriz extracelular a proteinas
citoesqueléticas intracelulares, resultantes de placas de adesdo ou irregularidades de actina que
podem levar ao bloqueio da absor¢ao do farmaco pelas células alvo e contribuir para a
resisténcia aos farmacos.

O gene CFLI codifica a proteina cofilina e estad associada na regulagdo e
modulacdo de actina, dependente de pH intracelular, por despolimerizar os filamentos de F-
actina e inibir a polimeriza¢do de G-actina (Ono, 2007), desempenhando um papel fundamental
na migracao celular e citocinese (Hotulainen et al., 2005). Recentes trabalhos mostram que a
cofilina estd superexpressa e relacionada diretamente com invasdo, metdstase e quimio-
resisténcia de varios tumores solidos malignos, incluindo os tumores prostaticos (LU et al.,
2015; WANG et al., 2006; YANG et al., 2013; ZHU et al., 2006). Em prostata, knockdown de
CFLI resulta no aumento da sensibilidade a certos agentes quimioterdpicos, incluindo
docetaxel (Pérez-Martinez et al., 2012) e sua superegulacdo a resisténcia ao taxol em cancer
ovariano (LI et al., 2013). O recente trabalho em prdstata mostrou que, no tratamento com
docetaxel em LNCaP, o gene CFLI foi subexpresso e promoveu citotoxicidade, apoptose
ativada e atividade aumentada de caspase-3 (Xiao ef al., 2016), demonstrando que o efeito anti-
cancer do docetaxel induziu apoptose através da supressao da cofilina-1. Em glioblastoma, a
inibicdo da atividade da cofilina ¢ capaz de inibir a motilidade celular, enquanto a
superexpressdo de cofilina aumenta a velocidade da migracao (Yap et al., 2005).

O gene KIF7 ¢ uma kinesina caracterizada por conter o dominio catalitico motor de

cinesina na por¢ao N-terminal e dominio homologo Cos2 em Drosophila, interagindo com
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microtabulos (Katoh; Katoh, 2004). O gene KI/F7 atua na via de sinalizagao Hedgehog, ja
definida por ser responsavel pela manutencdo de muitos processos celulares importantes e
desenvolvimento tecidual (Ingham; Mcmahon, 2001). A ativacdo aberrante dessa via ja foi
relatado em muitos canceres, incluindo cancer gastrico (Berman et al., 2003), cancer
endometrial (Liao ef al., 2009A), cancer ovariano (Liao et al., 2009B), cancer pancreatico
(Thayer et al., 2003), cancer de pulmao (Watkins et al., 2003) e cancer de prostata (Sanchez et
al., 2004). O trabalho realizado por HO et al., 2014 mostrou que a super expressao de KIF7
suprime o crescimento, invasao e migracao celular em coérioncarcinoma.

Uma importante proteina do citoesqueleto ¢ a tubulina-8 (cadeia 6) — TUBB6. Em
todas as células em divisdo, as tubulinas compreendem os componentes principais dos fusos
mitoticos e, em conjunto com filamentos de actina e filamentos intermediarios, estabelecem a
citoarquitetura interna do citoplasma de células interfasicas (Heuser; Kirschner, 1980). O gene
TUBBG, codificante de um subtipo de B-tubulinas, ¢ o constituinte principal do microtubulo,
desempenhando papéis fundamentais na manutencao da estrutura celular, na formagao do fuso
mitotico, no transporte de produtos quimicos, etc. Além disso, o gene TUBB6 também esta
funcionalmente associado com a comunicacdo intercelular juncional gap (gap junctional
intercellular communication - GJIC). Alguns estudos mostraram as relagdes entre as tubulinas
€ essas jungdes com processo metastaticos em prostata/outros canceres (LI et al., 2014). Como
exemplo, € possivel observar que a relacao do nivel de tubulina afeta o processo de metastase
em células de carcinoma colorretal (Schaefer ef al., 2007) e em mama (Champine et al., 2007).
Um estudo utilizando 60 linhagens de células de cancer com diferentes capacidades de invasao
mostrou que o gene TUBBG6 foi identificado como um gene associado a invasao (HSU et al.,
2013). Além disso, também foi identificado como uma das 38 assinaturas de expressdo génica
em cancer de mama apds quimioterapia (Jézéquel et al., 2009).

Outras proteinas motoras importantes do citoesqueleto e constituinte do axonema
sdo as dineinas 9 e 12 de cadeia pesada, codificadas pelo gene DNAHY e pelo gene DNAH12,
respectivamente (King, 2000). Poucos sdo os trabalhos relacionados com esses genes e o
cancer. Em cancer pancreatico, o gene DNAHY foi superexpresso € implicado ao processo de
apoptose (Apostolou et al., 2010), ja em leucemia mieldide cronica, o gene DNAHY participa
de intera¢des moleculares implicadas na tumorigénese (Lavrov et al., 2016). O gene DNAHI?2
foi associado com a sobrevida de células tumorais no cancer ovariano (Madden et al., 2014).

Os genes do complexo T polipeptideo 1 (TCPI e CCT5) atuam como membros de

chaperoninas auxiliando na sintese de proteinas do citoesqueleto. O gene TCP-1 € super
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expresso em varios canceres € mostra maior expressao com avanco da doenca (Coghlin ef al.,
2006). Como membro da familia chaperonina do grupo II, esse gene auxilia no dobramento de
proteinas (Yam et al., 2008), incluindo as tubulinas e as actinas (Sternlicht et al., 1993). J& para
o gene CCT?5, estudos mostraram que a alta expressdo estd associada a resisténcia a multi-
drogas em carcinoma gastrico (Ludwig; Dietel; Lage, 2001) e na resisténcia ao tratamento com
docetaxel em cancer de mama (Ooe; Kato; Noguchi, 2007). Apesar da diferenga de expressao,
TCPI (super-regulado) e CCT5 (subregulado), ¢ relatado que a presenca de um grande nimero
de subunidades CCT associadas (CCTa, CCTp, CCTy, CCTo, CCTe, CCT¢, CCTyn, CCTH),
juntamente com o seu padrao de evolugdo, implica ndo s6 a independéncia funcional entre si,
mas também sugere que o seu arranjo na estrutura final ¢ importante para a atividade funcional
do folding de proteinas (Liou; Willison, 1997).

O gene HYDIN, conhecido como constituinte do par central axial axonemal ou
indutor de hidrocefalia, foi identificado como portador de uma delecdo de um unico
nucleotideo, o que resultou em uma proteina mais curta associada com hidrocefalia congénita
letal em camundongos (Davy; Robinson, 2003). Este gene foi detectado em tecidos humanos,
tais como testiculos, cérebro e pulmao (Doggett et al., 2006; Nagase et al., 2001); porém, faltam
estudos sistematicos a nivel de expressao de todas as variantes em tecidos humanos. Além
disso, ainda nao estao disponiveis informagdes sobre a expressao da proteina, devido a auséncia
de anticorpos especificos. Tudo isso dificulta a investigacdo da expressdo e funcdo do gene
HYDIN em tecidos saudaveis e da associag¢do de seus transcritos com hidrocefalia congénita e
outras doencas, logo, o conhecimento das variantes desse gene € escasso até o momento. Outros
estudos mostraram que mutagdes recessivas do gene HYDIN estao associados a discinesia ciliar
primaria em pacientes (Olbrich et al., 2012).

Além das proteinas antereiormente citadas, as proteinas envolvidas no contato
célula-célula, membrana-citoesqueleto e nucleoesqueleto-citoesqueleto sao descritas a seguir,
ressaltando a importancia das mesmas no desencadeamento do fenotipo celular.

O gene MSN (Moesin - Membrane-Organizing Extension Spike Pro- tein) é um
membro da familia ERM (Ezrin, Radixin, Moesin). As proteinas ERM atuam como ligantes de
membrana-citoesqueleto em estruturas especializadas enriquecidas em actina, tais como
microvilosidades, pregas e sulcos de clivagem, desempenhando assim um papel chave na
morfologia celular, adesdo e motilidade (Tsukita; Yonemura, 1999; Georgescu et al., 2014). A
Moesin estd associada na motilidade e invasdo em carcinomas mamarios (Condeelis; Singer;

Segall, 2005), além de estar associada a outros tipos de cancer como carcinoma papilar da
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tireoide (Brown et al., 2006) e carcinoma de células escamosas (Kobayashi et al., 2004). A
Moesin desempenha um papel importante nas funcdes celulares, especialmente na polaridade,
participando na estabilidade da juncgdo celular e, implicada também, no transito vesicular e no
remodelamento apical (Georgescu et al., 2014; Hughes; Fehon, 2007), processos-chave na
carcinogénese. Essa proteina torna-se um potencial alvo na terapia uma vez que pertence a
familia ERM, cujos membros interagem com SRC-proteinas em sinalizacdo celular mediada
por adesdo (Srivastava et al., 2005); além de ja publicado a sensibilidade génica no tratamento
com Dasatinib, um inibidor de quinases SRC (Finn et al., 2007).

A proteina ezrina (gene EZR) também foi diferencialmente expressa. Conhecida
como citovilina ou vilina 2, participa da familia ERM e age como intermediario entre a
membrana plasmatica e o citoesqueleto de actina, desempenhando papel fundamental na
adesdo, proliferacdo, migra¢do, motilidade, regulacdo dos canais ionicos, formato celular,
apoptose e organizagao da estrutura da superficie celular (Bretscher et al., 2002; Fehon ef al.,
2010). Muitos trabalhos revelam que a elevada expressao de ezrina se correlaciona com o
comportamento metastatico e péssimo prognostico em muito tumores, como melanoma, cancer
colorretal, carcinoma endometridide, tumores astrociticos, sarcomas de tecidos moles ¢
adenocarcinomas de pulmdo e mama (Chen et al., 2013; Elliott et al., 2005; Federici et al.,
2009; Geiger et al., 2000; Kobel et al., 2006; Leiphrakpam et al., 2014; Li et al., 2015; Weng
et al., 2005).

O trabalho de Yang et al., (2007) mostrou, por knockdown em linhagem intestinal
Caco-2, que as proteinas ezrina e radixina tem papel fundamental em recrutar a proteina MRP2,
associada a resisténcia a multi-drogas e localizam a MRP2 na regiao da borda em escova de
células tubulares proximais.

O trabalho Solinet et al., (2013) revela que a agdo de moesina e ezrina ¢ diretamente
ligada a organizacdo dos fusos mitoticos através da ligacdo e proteinas ERM com os
microtibulos astrais. Ainda, os resultados indicam que a perturbagdao da ancoragem mediada
por moesina-(microtibulos astrais) ao cortex leva a redug¢ao do tamanho do fuso, possivelmente
interrompendo as forcas de tragdo exercidas pelo sistema que envolvem outras proteinas como
as dineinas.

O gene MYH? codifica a proteina miosina II a qual também esta envolvida com a
juncado célula-célula e ligacdo com actina. A miosina Il desempenha um papel importante em
diversos processos celulares contrateis e mdveis, tais como contragdo muscular, citocinese,

migragao celular e adesao celular em células eucarioticas (Berg; Powell; Cheney , 2001; Sellers,
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2000). Alguns trabalhos mostram expressao diferenciada do complexo de miosina apds
tratamento com paclitaxel em cancer de pulmao (Che et al., 2013), carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (Vachani ef al., 2007) e carcinoma hepatocelular (WU et al.,
2012).

O gene ITGB4 codifica a integrina beta 4, receptores de glicoproteina
transmembrana associados de forma ndo covalente. As integrinas medeiam a adesao da célula-
matriz ou da célula-célula, e os sinais transduzidos que regulam a expressdo de gene e o
crescimento celular (Soung et al., 2010). O trabalho de Leng et al., 2016 mostrou que a super
expressdo de ITGB4 contribuiu para a proliferacdo, metastase e baixa diferenciacdo em
carcinoma hepatocelular. Em prostata, estudos prévios mostraram que a supressdo do gene
ITGB4 reduz a migragao, mas nao potencial invasivo de células tumorais da préstata (Banyard
et al., 2014), além de promover a transicdo do tecido prostatico normal para neoplasia intra-
epitelial (Gorlov et al., 2009). Em contrapartida, a super regulacdo de ITGB4 em
adenocarcinoma pancreatico ductal promoveu a transigao epitelial mesenquimal (Masugi et al.,
2015). A baixa expressdo de DLGS5 e ITGB4, aqui, pode ser atribuida a grande quantidade de
células que, durante o tratamento, estdo paradas na divisdo celular em relacdo ao controle
(células em monocamada - flat).

O gene SYNE?2 codifica a proteina nesprina 2, uma proteina constituinte do
envelope nuclear de ligacdo com actina e responsdvel por ligar o nucleosqueleto ao
citoesqueleto (Rajgor; Shanahan, 2013). Provavelmente a subexpressdo de nesprina 2 esta
associada a perda da membrana nuclear nas células tratadas com PTC (+) com parada na divisao
celular em prometafase.

O nucleo ¢ rodeado por uma bicamada lipidica dupla, o envelope nuclear,
compreendendo a membra nuclear interna e externa. O complexo ligante do nucleoesqueleto e
do citoesqueleto LINC (linker of nucleoskeleton and cytoskeleton) ¢ composto principalmente
por dois tipos de familias de proteinas: as proteinas nesprinas, que sdo recrutadas para a
membrana nuclear externa, onde elas interagem com o citoesqueleto e as proteinas SUN,
localizadas na membrana nuclear interna, onde interagem com laminas no nucleoplasma e com
proteinas nesprinas no espago perinuclear (Crisp et al., 2006; Isermann; Lammerding, 2013). E
importante destacar que as células em prometafase (maioria no tratamento com PTC (+)) ja ndo
possuem o envoltorio nuclear.

As anexinas sdo proteinas de ligacdo a fosfolipideos dependentes de calcio com

varias fungdes celulares, incluindo papéis na organizagdo da membrana-citoesqueleto, no
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trafico vesicular e na regulacao da atividade de canais i6nicos (Gerke; Creutz; Moss, 2005;
Singh, 2007). Aqui, o gene ANXA2 foi superexpresso, o que pode ter relagdo com cancer de
alto grau, como exemplo canceres com fator de Gleason 8—10 (Banerjee et al., 2003; YEE et
al., 2007). Além disso, varias linhagens celulares mais agressivas de cancer de prostata, tais
como DUI145 e MDA PCa 2a, os quais expressam niveis moderados de ANXA2, mostram
comportamento consistente com os resultados clinicos (Banerjee et al., 2003; Liu et al., 2003),
levando a crer que os niveis de expressdo estdo relacionados com o fenétipo mais agressivo. O
gene ANXA?2 reduz a proliferagdo celular em células LNCaP (Liu ef al., 2003), enquanto que a
subexpressao de ANXA2, em células DU145, inibiu a migragcdo sem afetar a proliferagdo ou a
apoptose. Portanto, os efeitos especificos da alteragdo do nivel de expressao de ANXA2 no
cancer de prostata continuam em questao. O gene ANXAI conhecido como uma proteina anti-
inflamatoéria (Perretti; D'acquisto, 2009) foi subexpresso, mostrando que, em linhagens mais
agressivas, essa proteina se encontra down-regulated. O estudo de Maschler et al. 2010
identificou que o gene ANXAI age como um supressor de metéstases, portanto, 0 aumento na
expressao de ANXAI contribui para o fen6tipo menos invasivo, o que nao ¢ representado na
linhagem PC3 aqui utilizada. Ainda, no trabalho de Kreunin ef al., 2007 foi mostrada a
associacao do fenotipo ndo metastatico de linhagens celulares de cancer da mama. Outra
anexina pouco expressa foi a ANXAS. Esse gene encontra-se superexpresso em muitos tumores
solidos, como tumores de figado - hepatocarcinoma (Ohkubo et al., 2000), cancer de mama
(Sato; Ogata; De Luca, 2000), cancer cervical (Raynal et al., 1993), colon-retal (XUE et al.,
2009), entre outros, atuando principalmente na diferenciagdo celular, proliferacao e
carcinogénese, servindo, até, como potencial marcador para alguns canceres. Em prostata, a
ANXAS ¢ super regulada e promove a tumorigénese e a progressao do cancer (Lee; Cho; Kim,
2011). Entretanto, a subexpressao de ANXAS no tratamento com PTC (+) depende de outras
proteinas ou mesmo de outros membros de anexinas, as quais podem agir sinergicamente ¢
afetar a progressao tumoral. Embora os mecanismos detalhados ndo estejam completamente
definidos.

O gene DLGS codifica a proteina disks large homolog 5 um membro da familia de
homologos de discos grandes (discs large - DLG), um subconjunto da superfamilia de quinase
guanilato associada a membrana (membrane-associated guanylate kinase - MAGUK). As
proteinas MAGUK sdo compostas de um dominio catalisador inativado de guanilato quinase,
além dos dominios PDZ e SH3 (Src homology 3), e pensa-se que funcionam como moléculas

do tipo scaffolding em locais de contato célula-célula (Dimitratos et al., 1999; Harris; Lim,
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2001). A proteina codificada por este gene localiza-se na membrana plasmatica e citoplasma, e
interage com os componentes das jungdes aderentes e do citoesqueleto (Funke; Dakoji; Bredt,
2005; Ren, 1993). O gene DLGS ¢ altamente expresso em tecidos normais, mas a sua expressao
¢ diminuida ou perdida nas linhagens celulares de cancer (Nakamura ef al., 1998). A regulagdo
negativa do gene DLGS esta altamente correlacionada com a fase do tumor (Smolen et al.,
2010) e a expressdao de DLGS ¢ ainda mais baixa em células de cancer do tipo basal (Sarrio et
al., 2008) e metaplésicas (Hennessy et al., 2009), células que mostram o comportamento da
transicao epitelial-mesenquimal. A funcdo das DLGs consiste na manutencdo da polaridade
celular, proliferacdo celular, migracdo e adesdo, divisdo celular e formagdo de sinapses.
Ademais, elas estao implicadas em canceres, como de mama, cervical, cdlon, bexiga e prostata
(Liu et al., 2014; Tomiyama et al., 2015; Zhou et al., 2015).

O gene GRM?2 expressa a proteina receptor 2 glutamato metabotropico, pertecendo
ao grupo II da classe de receptores. Os receptores metabotropicos estdo associados a familia de
receptores acoplados a proteina G (Flor et al., 1995). O estudo de Arcella ef al., 2005 mostrou
que o bloqueio de receptores metabrotopicos do grupo II induziu a reducao na proliferacdo em
linhagem de glioma. No entanto, ¢ comum encontrar superexpressdo de GRM2 em cancer de
mama (Speyer et al., 2012), adenocarcinoma de pulmdo (BIDKHORI et al., 2013), cancer
colorretal (Fukuda et al., 1997), meduloblastomas e outros gliomas (Teh; Chen, 2012), levando
a proliferacdo celular, uma vez que o gene GRM? é responsdvel por manter a via de sinalizagdo
do fator de crescimento endotelial (epidermal growth factor — EGF) (Arcella et al., 2005).

A regulacdo de proteinas de remodelamento de cromatina e organiza¢do do
centrossomal mostraram expressoes diferenciadas no tratamento com o PTC (+).

O gene CHDS codifica a enzima chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8 e
esta envolvido com muito processos de regulacao positiva e negativa da via WNT. A via de
sinalizagdo WNT controla uma vasta gama de processos de desenvolvimento, incluindo
proliferagao celular, desencadeamento de processos celulares, polaridade celular e manutengao
de células estaminais (Saito-Diaz et al., 2013). O gene CHDS participa da via de desativacdo
do complexo de transativacdo de beta-catenina. A beta-catenina € conhecida por recrutar uma
série de repressores transcricionais e participar diretamente da via WNT (Song; Gelmann,
2008). Estudos mostram que o gene CHDS esta super regulado em muitos canceres (Latulippe
et al.,2002; Wallace et al., 2008), além disso, esse gene mostra o papel de co-ativador do gene

AR, favorecendo a proliferacao celular (Menon; Yates; Bochar, 2010).
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Outro gene diferencialmente expresso no tratamento com PTC (+) foi o CHD3, o
qual codifica a enzima Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 3, porém, em relagdo ao
CHDS, esta agrupado em outra familia (CHD6—CHDY) devido as pequenas diferencas de
homologia (Aubry; Mattéi; Galibert , 1998; Woodage et al., 1997), além de atuar em vias
totalmente diferentes ao do gene CHDS. O gene CHD3 ¢ encontrado em complexos multiplos,
incluindo o complexo de desacetilase de remodelag¢do de nucleosomas (nucleosome remodeling
deacetylase - NuRD), o complexo que regula a desacetilacao (através de TRIM28) e inativagao
de p53 e no carregamento de coesina na cromatina (Luo ef al., 2000; Wang; Zhang , 2001;
Zhang et al., 1998).

O trabalho de Sillibourne et al., (2007) mostrou a interagdo dos genes CHD3 ¢
CHD4 com a pericentrina e centrossomo. Os autores mostraram que a anulacao funcional de
CHD3 e, de certa forma, mais relevante do que CHD4, interrompeu a integridade e funcdo da
organizacdo dos microtubulos, dos centrossomos e da progressdo mitotica (fusos
desorganizados, a maioria mostrando uma configuragao semelhante a fase de prometafase). Os
componentes do complexo NuRD (CHD3/4, MBD3, e HDACI) foi caracterizado no
centrossomo e nos pélos do fuso durante a divisdo celular, destacando a localizagdo do gene
CHD3 de forma muito estavel. Ainda, este trabalho mostrou que a deplecao e CHD3 utilizando
siRNA causou perda de pericentrina, logo, também, de material centrossomol. Outros
experimentos demonstraram que o nivel de y-tubulina, uma proteina centrossomol que se liga
a pericentrina através da sua associacdo com o complexo do anel de y-tubulina (y-TuRC)
(Zimmerman et al., 2004), foi significativamente reduzida no centrossomo ap6s o tratamento
com siRNA contra CHD3, enquanto que uma redugdo pouco significativa foi observada com o
tratamento com siRNA para o gene CHD4 (Sillibourne et al., 2007). A perda de material e o
comprometimento da integridade centrossomal também foi evidenciada em nossos tratamentos
com PTC (+), provavelmente do gene CHD3, aqui, apresentar-se subregulado, corroborando
com os achados de Sillibourne et al., (2007). Outros resultados encontrados que corroboram
com o tratamento com PTC (+), ainda no trabalho de Sillibourne et al., 2007, foi o fendtipo
mais proeminente de células em prometafase com desalinhamento dos cromossomos.
Observou-se também um nimero significativo de fusos nos quais se separaram, dando origem
a um eixo bipolar, mas apenas um polo faz nucleagao dos microtibulos (configuracao de fusos
em monopolos), por vezes fusos tripolares, quadrupolares (configuragdo de fusos em
multipolos). Considerando que todas as células de controle entraram em mitose durante o tempo

em que as células foram analisadas, apenas metade das células CHD3-depletadas entraram
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mitose no mesmo periodo de tempo. Isto refletiu no atraso na fase do ciclo celular antes da
mitose (queda naproliferagdo).

Algumas das células CHD3-depletadas que falharam na citocinese entraram em
uma nova rodada de divisdo, logo os defeitos em estadios multiplos, da citocinese falha, sdo
consistentes com a desorganizagdo geral dos microtubulos e potencialmente culminam com a
formacao de células poliploides (Sillibourne et al., 2007). Considerando todos esses achados
fenotipicos, o gene CHD3 e seus produtos podem ser considerados potenciais alvo do PTC (+).
Outros estudos mostraram o papel de CHD3 como um importante mediador da quimio-
resisténcia no cancer ovariano, onde, apos o silenciamento do gene, as células apresentaram
crescimento lento e resisténcia a drogas anti-cancer como carboplatina e cisplatina (Cutter et
al.,2011).

Devemos destacar que a regulacdo de proteinas de atividade transcricional,
replicacdo do DNA e manutengdo de cromossomos foram diferencialmente expressas no
tratamento com PTC (+). Por exemplo, a histona H3.2 (HIST2H3A) desempenha o papel central
na regulacdo da transcricdo, reparagdo do DNA, replicacio do DNA e estabilidade
cromossomica (Economopoulou ef al., 2009), essas histonas do tipo H3 estdo em alta expressao
em tumores prostaticos (Xiang et al., 2007). Outro gene com alta expressao foi HSPAIA. A
HSPAIA éuma das importantes HSPs implicadas na tolerancia a temperatura. Foi demonstrado
em estudos com linhagens de cancer que niveis mais elevados de HSPAIA estdo associados
com resisténcia ao calor (Khoei et al., 2004). Provavelmente, o tratamento com PTC (+) causou
algum estresse térmico, causando elevacao da expressao de HSPAIA. Se, a célula ¢é capaz de
montar uma resposta competente, a histona (HSPA1A) pode acumular no ntcleo contribuindo
para a reativacdo e estimulagdo da DNA polimerase-beta, resultando em termotolerancia
(Takahashi et al., 2008). Outra histona diferencialmente expressa foi a H3 da familia 3B
(H3.3B), expressa pelo gene H3F3B (ALBIG, 1995). O gene H3F3B ¢ um dos trés membros
da familia de histonas de subtipo de substituicdo H3 (Frank; Doenecke; Albig, 2003). Os
membros das histonas de substituicdo (H3.34 e H3.3B) sdo tipicamente sintetizados
independentemente da replicacdo do DNA, porém a expressao entre os genes H3.34 ¢ H3.3B ¢
diferente. Alteracdes no gene H3F3B foram encontradas em 95 % dos pacientes com
condroblastoma (Behjati et al., 2013 e 2014), além de alteragdes no mesmo gene estdo relatadas
em tumores ovarianos (Mes-Masson; Patricia, 2005). Em outras linhagens de cancer, o gene
H3F3B aparece com altos niveis de expressao em varias linhagens tumorais humanas (tais como

HL60, HeLa e HepG2) (Frank; Doenecke; Albig, 2003).
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O gene SMC4, conhecido como a proteina 4 de manutengdo estrutural dos
cromossomos, ¢ uma subunidade do core de condensina I e II, dois grandes complexos
proteicos envolvidos na condensagdao cromossomica (Schmiesing et al., 1998). Os niveis de
proteinas das subunidades de condensina sdo constantes durante o ciclo celular, no entanto, as
condensinas sdo enriquecidas em cromossomos mitoticos. O complexo de condensina I ¢
evolutivamente conservado e consiste em cinco subunidades: duas subunidades da familia SMC
(manutencao estrutural dos cromossomas), SMC2 e SMC4, e trés subunidades nao-SMC,
NCAPD2, NCAPH e NCAPG (Kimura; Hirano, 1997). Quatro das cinco subunidades, SMC4,
NCAPD2, NCAPG e NCAPH, sao fosforiladas em células HeLLa mitéticas e interfasicas, mas
em locais diferentes (Takemoto et al., 2004). Como a condensina I € citosoélica, ela s6 obtém
acesso aos cromossomos apods a desintegragdo do envelope nuclear no inicio da prometafase
(ONO et al., 2004). A condensina I, ativada pela fosforilagdo mediada por CDK/, promove a
hipercondensa¢do de cromossomos que ja foram condensados na profase através da agdo da
condensina II (Hirota et al., 2004). Estudos mostram que o gene SMC4 esta relacionado a
tumorigénese (Zhou et al., 2012). Neste estudo, apds andlises por expressdo génica (SMC4
mRNA - gRT-PCR), expressdo knockdown SMC4 (SMC4 siRNAs), western blotting e
imunohistoquimica, a expressdo de SMC4 foi significativamente associada com o tamanho do
tumor, desdiferenciacdo, estadios avancados e invasdo vascular dos canceres hepaticos
primérios. Além disso, a expressdo knockdown de SMC4 reduziu a proliferagdao de células do
cancer hepatico. O trabalho de FENG et al., (2014) também correlaciona a expressdo de SMC4
com a tumorigénese em cancer de colorretal. A expressao knockdown de SMC4 suprimiu
significativamente a proliferacao celular, com diminui¢do do grau de malignidade. Outro
trabalho mostrou a super expressdo de SMC4 em adenocarcinoma de pulmao, envolvendo a
atividade deste gene no ciclo e divisdo celular, levando a progressao tumoral (Bidkhori et al.,
2013).

No trabalho de Chang et al., (2011), o perfil proteico de linhagens de cancer de
mama resistente a taxanos foi comparada com linhagens de mama resistentes a taxanos
combinadas com tratamento com SAHA (suberoy- lanilide hydroxamic acid), um inibidor de
histona desacetilase. Como resultado, a expressao de SMC4 foi reduzida, indicando que uma
combinagao de taxanos e SAHA poderia ser eficaz para o tratamento do cancer de mama e que
os genes envolvidos na resposta sinérgica ao paclitaxel ¢ SAHA poderiam servir como

biomarcadores para prever resposta terapéutica em doentes com cancer da mama.
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Ainda em relagcdo a genes que regulam a transcri¢ao, o gene NMEI-NME?2 ¢ um
nucleosideo difosfato quinase (nucleoside diphosphate kinase -NDPK) com produto co-
transcrito ocorrendo naturalmente dos genes vizinhos NMEI e NME2. O RNAm co-transcrito
e a funcdo do seu produto proteico ainda ndo foram determinados (Valentijn; Koster; Versteeg,
2006). Porém, alguns trabalhos mostram que niveis de baixa expressdo de mRNA de NME-
NME? foram associados com metastases tumorais, participando como supressor de metastases
(Youn; Kim; Kim, 2008). Nesse trabalho foi descrito que a proteina NME1-NME2, atua como
uma molécula-chave na angiogénese do tumor da mama, inibindo o potencial metastatico das
células cancerosas através da sua interacao com proteinas envolvidas com a sinalizacao celular.
Deste modo, os niveis diminuidos de proteina NME1-NME2 falharam em exercer seu papel
como supressores da tumorigénese e da angiogénese.

O gene PIK3CB codifica a enzima fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato 3-quinase de
subunidade beta catalitica e esta envolvida em vias de sinalizagdo que regulam o crescimento
celular, em virtude da sua ativagdo em resposta a varios estimulos mitogénicos (HU et al.,
1993). As PI3Ks de classe I sdo enzimas bem caracterizadas e incluem as da classe IA (p110a,
pl10B e p1109) e as da classe IB (p110y). A P110a ¢ necessaria para sustentar a proliferacao
de tumores PIK3CA mutantes (Samuels et al., 2004), enquanto p110p, codificada pelo gene
PIK3CB, esta implicada na tumorigénese (Torbett et al., 2008). A principal via de ativagao
génica ¢ a PI3K, associada ao controle do crescimento e da proliferacdo celular em células
epiteliais normais e na ativagdo aberrante na tumorigénese, desregulando o metabolismo
celular, a proliferagcdo, a apoptose e a angiogénese (Gustafson et al., 2010; Lopiccolo et al.,
2008; Shaw; Cantley, 2006), frequentemente ativado em cancer de prostata (Marques et al.,
2015). Além disso, essa via esta envolvida na resisténcia de muitos tumores a quimioterapicos
(Zhan; Han, 2004; Zhang et al., 2010). Devido muitos canceres dependerem da via PI3K,
grupos de pesquisa procuram produzir novos fairmacos que atuem na mesma (Blagden et al.,
2014; Fruman; Cantley, 2014; Liu et al., 2009; Shah; Mangaonkar, 2015; Marques et al., 2015;
Morabito et al., 2015; Okoli et al., 2015).

Recentes trabalhos mostram que as PI3Ks estdo implicadas em vdrios tipos de
cancer como de colorretal (WU et al., 2016), colorretal resistente a multidrogas (Wen et al.,
2014), cancer de pulmao (Stamatkin et al., 2015), leucemia (Shah; Mangaonkar, 2015),
leucemia linfocitica cronica (Morabito et al., 2015), carcinoma de células escamosas esofagico
(Zhu et al., 2015), cancer de prostata (Manson-Bahr ef al., 2015; Marques et al., 2015),

adenocarcinoma retal (Yu et al., 2014), adenocarcinoma pancreatico (Wu et al., 2014),
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meduloblastoma (Salm et al., 2015), linfoma ndo-Hodgkin (Okoli ef al., 2015), linfoma de
células B (Fruman; Cantley, 2014) e mieloma multiplo (Hofmann et al., 2014).

Proteinas envolvidas com atividade de regulagdo de proteinas associadas ao
estresse, apoptose, choque térmico e via glicolitica também foram diferencialmente expressas
no tratamento com PTC (+).

O gene P4HB, também conhecido como um dissulfeto isomerase, € uma proteina
multifuncional que catalisa a formagao e rearranjo de ligagdes dissulfeto. Ele age como uma
chaperona molecular que ajuda na estruturagdo de proteinas com erros de conformacao
(misfolded) em resposta ao estresse de reticulo endoplasmatico (Noiva, 1999; Radons, 2016) e
estudos correlacionando in vitro, in vivo, e dados clinicos implicam que o P4HB ocupa um
papel importante na resisténcia tumoral ao tratamento com Temozolomide, um composto
padrdo ouro para o tratamento de cancer, como o glioblastoma multiforme (SUN et al., 2013).
O gene HSPA6 também participa como chaperona (Radons, 2016) na remodelagem de proteinas
que sao expressas apenas depois de condicdes de estresse severo (Hageman ef al., 2011).

Outro gene associado ao estresse ¢ o0 4TM. Também conhecido como serina
proteina quinase, este gene estd relacionado com dano de DNA e controle do ciclo celular,
atuando como regulador (Lapenna; Giordano, 2009). O trabalho de DEEP ef al., 2006 mostrou
que as substancias Silymarin e silibinin causaram parada do ciclo celular em G2/M em PC3,
provavelmente estando associada ao aumento da fosforilagdao de Chk2 (checkpoint kinase 2) e,
consequentemente, aumento na expressio do 4TM. E importante destacar que, a transi¢io Go/M
¢ regulada positivamente pelo complexo Cdc2 e ciclina B (Taylor; STARK, 2001) e a familia
Cdc25 de fosfatases regulam a atividade de Cdc2 através da desfosforilagdo por fosforilagao
inibitéria na treonina 14 ¢ na tirosina 15 (Sebastian; Kakizuka; HUNTER, 1993). Estas
fosfatases sdo inativadas através da fosforilagdo por quinases de controle celular (Chk1/2), que,
por sua vez, podem ser ativadas pelo gene ATM - quinase em resposta a danos no DNA (Singh
et al., 2004). Outro gene também envolvido no dano de DNA ¢ o PRKDC, uma subunidade
catalitica da proteina quinase dependente de DNA (RUIS et al., 2008). Estudos mostram a que
PRKDC esté altamente expresso em cancer colorretal (Sun ef al., 2016).

O gene TRIM?28, da familia de motivo (motif) tripartido, esta associado em cancer
gastrico como super expresso € com pobre prognostico nos pacientes (YOKOE et al., 2010). A
acao do TRIM?2S ¢ de inibir o gene p53 por interagir com a oncoproteina MDM2 e promover
degradacao e ubiquitilacao (Wang et al., 2005) do p53. Além disso, TRIM28 e MDM?2 causam

inibicdo da acetilacdo de p53, possivelmente devido ao recrutamento de HDACI para
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complexos p53-MDM? realizadas pela TRIM28 (Hatakeyama, 2011). Porém, a linhagem de
PC3 ndo expressa o gene p53, levando a crer a regulagao por 7TRIM28 a outros genes envolvidos
com a morte celular.

O gene HUWE] codifica a proteina 1 contendo os dominios HECT, UBA e WWE
(enzima E3), desempenhando um papel importante na coordenagdo de diversos processos
celulares, como replicagdo do DNA, reparo de danos no DNA, regulagdo da transcricdo e
apoptose (Markkanen et al., 2012; Parsons et al., 2009; Zhao et al., 2008). A enzima E3 possui
muitos substratos (Cdc6, Mcl-1, histonas, c-Myc e p53), fazendo que a classificacdo de gene
em promotor ou supressor tumoral seja incerto (MA et al., 2016). Outro gene envolvido com
complexo ligase E3 ¢ UBRS5 (Ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 5). O gene
UBR)5 raramente ¢ mutado em tecidos somaticos saudaveis, mas € mutado e/ou excessivamente
expresso em cancer (Clancy et al., 2003; O'brien et al., 2008). Esse gene possui inumeros papéis
e associagoes (integridade gendmica, expressao génica, apoptose, reparo de DNA, ciclo celular,
pluripoténcia, metabolismo, angiogénese) tanto por superexpressao, quanto por ativacao. Esses
processos serao desencadeados dependendo do substrato e das vias de atuacao (Shearer et al.,
2015).

O gene HNRNPH3 pertence a subfamilia de ribonucleoproteinas nucleares
heterogéneas expressas ubiquamente. Os hnRNPs sdo proteinas de ligagdo de RNA e
complexam-se com RNA nuclear heterogéneo (heterogeneous nuclear RNA - hnRNA). Essas
proteinas estdo associadas com pré-mRNAs no nticleo e parecem influenciar o processamento
de pré-mRNA, além de outros aspectos do metabolismo e transporte do mRNA (Lutz; Jacob;
Fuchs, 1988). A proteina codificada por este gene tem duas repeti¢des de dominios guasi-RRM
que se ligam aos RNAs. Esta proteina estd envolvida no processo de splicing (Honoré et al.,
2000), também participa na parada desse processo induzida por choque térmico (Mahé et al.,
1997) e como regulador do processo de apoptose por regular a expressao de Bcl-2 (familia de
proteinas reguladores chaves da apoptose) (Garneau et al., 2005). Outro gene que regula a
apoptose € o PPIA. Este gene expressa a enzima peptidilprolyl isomerase A (PPIA), também
conhecida como ciclofilina A (CypA) ou rotamase, permitindo regular muitos processos
biologicos, incluindo sinalizacao intracelular, transcricdo, inflamacao, apoptose € patogénese
do virus da AIDS (AN et al., 2007). Trabalhos mostram a expressao elevada desse gene em
muitos canceres, incluindo carcinoma de células escamosas esofagico (Li et al., 2013),

colangiocarcinoma (Obchoei et al., 2015), mieloma maultiplo (Zhu et al., 2015), cancer gastrico
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(FENG et al., 2015), cancer de pancreas, cancer de pulmao de células ndo pequenas e carcinoma
hepatocelular (Lee, 2010; LI et al., 2006; Qian et al., 2012).

O gene PGKI codifica a proteina fosfoglicerato quinase 1 € ¢ uma enzima
glicolitica geradora de ATP participando da via glicolitica (Migita et al., 2001), além de ser
regulado pelo fator indutor de hipdxia-1o (HIF-1a) (Daly ef al., 2004). A fun¢ao desse gene €
catalisar a conversao de 1,3-difosfoglicerato em 3-fosfoglicerato possuindo ainda efeitos na
replicacdo e reparacao do DNA (Popanda et al., 1998; Ronai, 1993; Vandeberg, 1985). Possui
ainda influéncia na angiogénese do tumor promovendo a formagao extracelular de angiostatina
a partir da plasmina em alta expressdo de PGK (Vaupel; Mayer, 2007). Logo, essas alteragdes
metabolicas resultam em mudancas fisiologicas das células que se correlacionam com
caracteristicas bioldgicas da lesao maligna.

Muitos trabalhos mostram que o gene PGKI/ estd super regulado e associado
positivamente com a tumorigénese, crescimento tumoral, angiogénese e metastase de muitos
canceres, como neuroblastoma (Ameis et al., 2013), astrocitoma (Yan ef al., 2012), cancer de
colon (Ahmad ef al. 2013), cancer de pulmao (Chen et al., 2003), cancer gastrico (Zieker et al.,
2010), cancer de prostata (Jung et al., 2009; Larson ef al., 2013; Wang et al., 2010), cancer
pancreatico (Cecconi; Palmieri; Donadelli, 2011), cancer ovariano resistente a multi-drogas
(Duan et al., 2001) e cancer de figado (At et al., 2003).

As interacdes sao estabelecidas utilizando-se diversos parametros, que incluem as
associagdes diretas (fisico) e indiretas (funcional), provenientes de quatro fontes: o contexto
genOmico, experimentagdo, co-expressdo ¢ relatos na literatura acerca das proteinas.
Atualmente, o STRING possui informagdes sobre mais de 9 milhdes de proteinas de mais de 2
mil organismos (Szklarczyk et al., 2014). As diferentes interagdes e “parcerias‘ funcionais que
ocorrem entre as proteinas estdo no cerne do processamento celular e sua caracterizagao
sistematica ajuda a contextualizar essas proteinas no sistema celular biologico.

A rede de interagdo criada evidencia, como o0s principais nos, proteinas do
citoesqueleto relacionando-se de forma bem consistente quando os valores de confidéncia sdo
acima de 0,400. E importante lembrar que muitas dessas intera¢des ja foram discutidas nas
sessOes anteriores. No entanto, muitas interagdes observadas na rede gerada se baseiam apenas
em relatos cientificos e em homologias com outras categorias de proteinas, nos quais duas
proteinas sdo relacionadas; além disso, esses relatos estdo, ainda, associados a intera¢des dessas
proteinas em outras espécies, logo, sendo mais dificil definir a real participagdo de cada

proteina. Algumas proteinas aqui identificadas e diferencialmente expressas no tratamento com
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PTC (+) nao mostraram relacdes diretas entre si (KIF7, ACADI11, ZC3H13, HNRNPH3, UBRS,
ITGB4, PRG4, PTPNI13, UNCS80 ¢ KTNI), como se, durante o tratamento outras redes e
“comunidades proteicas® fossem afetadas ao mesmo tempo. Porém, para essas proteinas,
quando se reduz o valor de confidence score do STRING para menos de 0.400, essas proteinas
passam a se relacionar, entretanto, semelhante a interagdes pouco precisas de homologias entre
outras proteinas e homologias em outras espécies.

De uma maneira geral, quando se analisa um interatoma, as proteinas identificadas
como membros de mais de uma “comunidade proteica® sdo de particular interesse. Em geral,
cada “comunidade proteica“ representa um processo celular distinto, por conseguinte, aquela
proteina que, por exemplo, ¢ membro de vérias "comunidades" pode estar participando de
multiplos processos, e pode ser considerada com o sendo a "interface" de distintos, mas
adjacentes, processos celulares (Jonsson; Bates, 20006).

Como representado na rede do interatoma (Figura 29) e, j4 mencionado, muitas
proteinas diferencialmente expressas estdo associadas ao citoesqueleto, envolvendo a
disposi¢do da rede de actina, microtubulos, organizagdo e regulacdo do fuso mitotico, bem
como na manuten¢do da integridade do centrossomo. Muitas das proteinas citadas e ja
discutidas aqui relacionam-se principalmente no contato entre a membrana celular com o
citoesqueleto de actina e microtubular.

A actina, juntamente com a miosina II, ¢ importante para a separagdo do
centrossomos ao fornecer forgas corticais que direcionam a separagdo dos centrossomos recém-
duplicados (Rosenblatt et al., 2004). Rosenblatt et al., (2004) hipotetizam que, se os
microtibulos astrais anexam ao citoesqueleto da actina cortical e estimulam um relaxamento
local da miosina II, as forcas contrateis assimétricas induzidas conduziriam a separagdo
centrossomo. Se as células tiverem dois centrossomos, o estado de energia mais baixo esperado
serd a disposicao de dois centrossomos em polos opostos.

De fato, a contribui¢ao da rigidez cortical para a formagdao do fuso tem sido
recentemente demonstrada em estudos multiplos, o que parece ser mediado em grande parte
pela ativagdo da moesina (Carreno et al., 2008; Kunda et al., 2008). As proteinas ERM ligam-
se a actina e mantém o cortex rigido através da ligacdo cruzada do cortex de actina com a
membrana plasmatica (Bretscher; Edwards; Fehon, 2002). A deplecao da moesina, o unico
membro da familia ERM em Drosophila, prejudica a rigidez cortical e ¢ importante para a

formacao e posicionamento do fuso (Carreno et al., 2008; Kunda et al., 2008).
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O membro da familia ERM, ezrina, localiza-se heterogeneamente no cortex celular
onde se formam as fibras de retragdo (FRs). As FRs sdo estruturas ricas em actina que se
formam durante o arranjo mitotico nos locais de forte adesdo. As regides de FR sdo importantes
para promover a interacao dos microtibulos astrais com o cortex, direcionando a orientacao do
fuso (Théry et al., 2005). Assim, a rigidez cortical dependente de actina durante a mitose e ¢
importante para o agrupamento de centrossomos, facilitando a interagdo dos microtiibulos
astrais com o cortex celular. As proteinas associadas aos microtibulos ligadas com as
extremidades (+) dos MTs, tais como CLIP-170, também sdo importantes para a ancoragem de
MTs ao cortex. Os MTs motores, tais como as dineinas motriz (DNAHY ¢ DNAH12), sdo
provavelmente também responsaveis pelas forcas de tracao necessarias para o posicionamento
do fuso (Nguyen-Ngoc; Afshar; Gonczy, 2007).

As proteinas quinases Rho também fosforilam e regulam as proteinas
ezrin/radixina/moesina (Matsui et al., 1998; Shaw et al., 1998), um processo crucial na
montagem de adesdes focais e F-actina (Mackay et al., 1997). Os aumentos na sintese de
fosfatidil inositol bisfosfato (PIP2) estimulados pela GTPases podem regular a polimerizacao
da actina e a formacgdo de contato focal devido a capacidade de PIP2 ligar-se e regular a
atividade de varias proteinas associadas a actina (Hartwig et al., 1995; Ren; Schwartz, 1998;
Tolias; Cantley; Carpenter, 1995).

Outra interessante interagdo acontece entre as proteinas dos genes TCPI e CCT5
com as proteinas do citoesqueleto ACTAI, ACTGI e TUBB6. Os genes TCPI e CCTS5 sdo
responsaveis pela sintese e modelagem das proteinas citoesqueleto alfa-actina, gama-actina,
tubulina 6 (Coghlin et al., 2006; Liou; Willison, 1997), aqui diferencialmente expressas.

Os genes de choque térmico HSPA6, HSPAIA e P4HB, associados ao estresse
celular, estdo interagindo entre si e diretamente com os genes reguladores TCPI e CCT5,
mostrando uma interagdo altamente regulada. Essas interagdes, provavelmente, podem ser
atribuidas ao tratamento com o PTC (+), uma vez que estas chaperonas participam em todos
estes processos através da sua capacidade de reconhecer conformagdes ndo nativas de outras
proteinas, ligando-se a segmentos desses peptidios apos danos induzidos por estresse (Liou;

Willison, 1997; Noiva, 1999).
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6 CONCLUSAO

O PTC (+) tem potencial antitcancer, tendo causado parada na divisdo celular
(G2/M) em proéfase/prometafase, em linhagem de prostata. O PTC (+) induziu agdo contra as
linhagens de prostata, causando parada na divisdo celular (G2/M) em profase/prometafase,
diminuindo, assim, a proliferacao celular. A disposicao dos fusos mitdticos em monopdlos
foram, em sua maioria, presentes nos tratamentos de 2,5 uM e 7,95 uM. O tratamento com PTC
(+) causou desorganizacio dos centrossomos, comprometendo sua integridade, provavelmente
resultado de um impedimento na regulacao e recrutamento de proteinas associadas a formagao
e maturacao dos centrossomos, entretanto, o tratamento nao impediu a divisao dos centriolos.
Ainda, apods longo periodo de exposi¢do ao PTC, a rede de actina foi comprometida pela
desorganizacao das fibras e polarizacdo em regides corticais e em pontos focais no citoplasma
celular. O resultado na identificacdo e quantificagdo de proteinas obtido indicam que além de
proteinas envolvidas com o citoesqueleto, proteinas de regulacdo transcricional, de
remodelagem de cromatina e de estresse celular foram diferencialmente expressos e associados
diretamente entre si e entre as proteinas que constituem o citoesqueleto celular.
Interessantemente, a proteina codificada pelo gene CHD3, uma vez subregulada no perfil
proteico, curiosamente, mostrou efeitos muito semelhantes ao que acontece com o tratamento
com o PTC (+), tornando-se um possivel candidato e alvo para elucidar potencial mecanismo
de agd. O PTC (+) apresentou resultados que levam a crer que seu mecanismo de agdo envolva
mais de um alvo, tornando-o, assim, um modelo na pesquisa e desenvolvimento de compostos

multi-alvos e de agdo multi-segmentada.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Estudos posteriores devem ser realizados para knockin desse gene em PC3 devem
ser realizados, bem como ensaios in silico de docking molecular entre a molécula e o putativo
alvo, com intuito de confirmar o potencial mecanismo de a¢dao do pterocarpano.

Finalmente, os dados farmacologicos, fenotipicos e de expressao diferencial
proteica, no tratamento com o pterocarpano aqui apresentados, contribuem para o
desenvolvimento e validagdao de potenciais alvos para posterior validacdo. Por estas razdes, a
base logica do novo desenvolvimento de farmacos anticancer € a prospec¢ao de compostos lider
selecionados com base na sua propriedade para inibir multiplos alvos. Embora o uso de terapias
direcionadas seja relativamente recente em oncologia, seu objetivo mudou muito rapidamente
nos ultimos anos. A partir do objetivo original de encontrar o fArmaco mais especifico, agindo
sobre um unico alvo para matar seletivamente células neoplasicas, o objetivo se voltou para
encontrar compostos capazes de inibir varias moléculas, cuja ativagao pode contribuir para a
progressao do cancer. As vantagens da multi-segmentag@o, em comparagdo com a abordagem
de alvo unico, estdo se tornando evidentes como a experiéncia da clinica que prossegue. O mais
relevante ¢, provavelmente, que estas drogas possam ajudar a superar a resisténcia a terapias
especificas, um fendomeno inesperado observado durante os ensaios clinicos, o que ¢

frequentemente devido a ativagdo de vias alternativas.
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MATERIAIS E REAGENTES

Placas 96, 48, 24, 12 e 06 pocos;

Laminulas circulares de 13 ¢ 15 mm;

Tubos falcons 50 ¢ 10 mL;

Eppendorfs 2.0, 1.5, 1.0 ¢ 0.5 mL;

Ponteiras plasticas;

Pipetas sorologicas 50, 10 e 5 mL;

Vidrarias em geral (provetas, erlenmeyers, copos de Becker, entre outros);

Garrafas de cultura de células de 25 cm? com volume de 50 mL, ou de 75 cm? com volume;
Linhagens tumorais de prostata humana: PC3, LNCaP, RWPE-1 e DU-145;

Meio RPMI 1640 (Gibco);

soro bovino fetal (SBF) (Gibco);

antibidtico (penicilina/estreptomicina) (Gibco);

Meio F12K (Gibco);

meio de queratinocito livre de soro (Keratinocyte Serum Free Medium - K-SFM) (Life
Technologies);

Extrato pituitario bovino (bovine pituitary extract - BPE) (Life Technologies);

Fator de crescimento epidermal recombinante humano (human recombinant epidermal
growth factor - EGF) (Life Technologies);

Tripsina-EDTA 0,5% ou 0,05% de tripsina — 0,53mM EDTA (Gibco);
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenilbrometo  de tetrazélico (MTT) (0,5 mg/mL)
(ThermoFisher);

Dimetilsulféxido (DMSO);

Kit pandtico rapido (Laborclin®) (solucao de triarilmetano a 0,1%, solugdo a 0,1% de
xantenos, solucao de 0,1% de tiazinas);

Solu¢do de Entellan;

XCELLigance System RTCA DP (Dual Plate) E-plates de 16 pogos;

Monastrol; Taxol; Nocodazol (Sigma-Aldrich);

Doxorrubicina, Sigma®

Metanol 100%;
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Tampao de bloqueio (2% de albumina de soro bovino, 0,1% de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich));

0,2% de Triton X-100;

Formaldeido a 3,7% (Sigma-Aldrich, F1635);

Solugao com 7,5 mg/mL de glicina;

Anticorpos primarios: TUBBrabbit (abcam - ab15568, dilui¢ao 1:500); TUBArabbit (Santa
Cruz - sc-8035; diluicao 1:500); AURAmouse (abcam - ab13824, diluigdao 1:200); PCNT
(abcam - ab28144, dilui¢ao 1:250); CNTROBmouse (abcam - ab 70448, dilui¢ao 1:200);
TUBGgoat (Santa Cruz - sc-7396 1:500 dilui¢do); EgSmouse (Santa Cruz - sc-365681,
diluicao 1:200); Lamin Arabbit (Santa Cruz - sc-20680, diluicao 1:500);

Anticorpos secundarios: anti-mouse chicken Alexa Fluor 488 (A21200); chicken anti-goat
Alexa Fluor 488 (A21467); donkey anti-rabbit Alexa Fluor 546 (A10040); chicken anti-
mouseAlexa Fluor 647 (A21463); donkey anti-goatAlexa Fluor 546 (A11056); chicken
anti-rabbit Alexa Fluor 488 (A21441) (todos da Life Technologies);

Hoescht 33258 (Life Technologies);

FITC-phalloidin (Sigma);

ProLong Gold (Life Technologies);

Tampao de lise (uréia 8M, NaCl 75 mM, Tris 50 mM, pH 8,2);

Inibidor de coquetel de protease (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA);

Bicarbonato de amonio 50 mM;

Colunas de rotacao (Millipore, EUA) com um cutt-off de 5 kDa;

tC18 SepPak — Waters 50 mg Icc: WAT 054960;

tC18 SepPak — Waters 100 mg lcc: WAT 036820.;

Ditiotreitol 100 mM (Sigma, UK);

Iodo-acetamida 200 mM (Sigma);

Tripsina porcina (Promega, EUA) 1:50 (p/p tripsina/proteina);

Acetonitrila (11%, 14%, 17%, 20% e 50%) (Merck Millipore);

Acido trifluoracético (TFA);

Solu¢do de PI-Ciclo: Todeto de propideo (Sigma®, 50 mg/mL em PBS) + citrato de sodio
(0,2%) + triton X-100 (0,1%);

Azul de tripan 10% (Vetec®): 10 mg de azul de tripan + PBS g.s.p. 100 mL de solugdo;
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Tampido fosfato de sodio (PBS): 8,766 g cloreto de sodio (Labsynth®) + 2,14 g +
NaHPO4.7H,0 (Labsynth®) + 0,276 g NaHPO4.H>O (Labsynth®) + 4gua destilada q.s.p. 1L
solucao-pH 7,2.

EQUIPAMENTOS
Fluxo laminar vertical (VECO, modelo Biosafe 12, classe I1);
Incubadora de CO; a 37°C com atmosfera de 5% de CO, (NUAIRE, modelo TS Autoflow);
Microscopio de inversao (ZEISS, modelo Axiovert 40C);
Espectrofotometro de placa (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880);
Citdometro BD FACSVerse®;
Microscopio confocal Carl Zeiss LSM 780, equipado com objetiva Plan-Apochromat
100x/1,40 Oil DIC M27;
Qubit Fluorometric Quantitation System (Thermo Fisher Scientific);
Plataforma bidimensional nanoUPLC tandem nanoESI-MSE;
Sistema 2D-RP/RP Acquity UPLC M-Class (Waters Corporation, Milford, MA);
Synapt G2 Si (Waters Corp., Milford, EUA);
Coluna XBridge Peptide BEH C18 NanoEase (130 A, 3,5 pm, 300 pm X 50 mm, Waters
Corporation, Milford, MA);
Coluna de nanoACQUIDADE ACQUITY UPLC HSS T3 (100 A, 1,8 pm, 75 pm X 150 mm,
Waters Corporation, Milford, MA);
Fonte de ionizacdo NanoLock Spray (Waters, Manchester, UK);
Agitador de placa shaker PSU® - 2T plus;
Agitador de placa, MLW Modelo Thys 2;
Agitador de tubo, Donner AD 8850;
Banho-maria, DELLTA Modelo 105D;j;
Bomba a vacuo, EXIMPUMP;
Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5403;
Centrifuga de placas, Eppendorf Modelo Centrifuge 5810R;
Centrifuga refrigerada, SORVALL® Biofuge fresco;
Citocentrifuga, CT-2000 CIENTEC;
Contador automatico de células sanguineas, Coulter Counter T-530;

Deonizador de dgua Milli-Q, Milipore;
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High Throughput Screening (HTS)/ Laboratory Automation Workstation, Biomek 3000,
Beckman Coulter;

Maquina fotografica digital, Olympus C-7070;

Microscopio Optico, Metrimpex Hungary/ PZO-Labimex Modelo Studar lab;
Mini Protean tetra cell, Biorad;

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, Biorad;

pHmetro, Micronal B474;

Pipetas automaticas, Gilson;

PowerPac™ HC High-Current Power Supply, Biorad;

Shaker, BIOMIXER- TS 2000%

Sistema de Fotodocumentacdo, ImageQuant 300 Imager GE Healthcare;

Sonicador, unique — ultra cleaner 1600%;

SOFTWARES
Multimode Detection Software (Beckman Coulter Inc.);
GraphPad Prism versdo 6.0;
ModFit LT 4.1 Software (Verity software house);
Real-XCelligence System
Image J FUJI (NIH Image);
The Image J FIJI 3D Objects Counter;
Volume Viewer plug-in (https://imagej.nih.gov/ij/plugins/volume-viewer.html);

Banco de Dados do UniProt/Swiss-Prot/TrEMBL (552.884 entradas);

Progenesis® QI versdo 4.0 com Apex3D, peptideo 3D e de contabilidade idnica (Waters);
Peptide Ion Stats (Waters);

Plataforma AmiGO 2 (http://amigo.geneontology.org/amigo);

PANTHER (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships, http://pantherdb.org) versdo 11;
STRING versao 10.0, European Molecular Biology Laboratory - EMBL, http://string-db.org/);
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Prostate cancer is the second most common malignancy in men and the development of effective therapeutic
strategies remains challenging when more advanced, androgen-independent or insensitive forms are involved.
Accordingly, we have evaluated, using flow cytometry, confocal microscopy and image analysis, the anti-
proliferative effects of (-+)-2,3,9-trimethoxypterocarpan [(+)-PTC, 1] on relevant human prostate cancer cells as
well as its capacity to control mitosis within them. In particular, the studies reported herein reveal that (+)-PTC
exerts anti-proliferative activity against the PC-3 cell lines by regulating cell-cycle progression with mitosis being
arrested in the prophase or prometaphase. Furthermore, it emerges that treatment of the target cells with this
compound results in the formation of monopolar spindles, disorganized centrosomes and extensively disrupted
y-tubulin distributions while centriole replication remains unaffected. Such effects suggest (+)-PTC should be
considered as a possible therapy for androgen-insensitive/independent prostate cancer.

Keywords: Pterocarpan, PC-3, anticancer activity, microtubule formation, antimitotic drug.

Introduction

Natural products have served as excellent starting
—_— points for the development of cancer treatments,
Supporting information for this article is available on the  especially those that perturb microtubule (MT) dynam-

WWW under https://doi.org/10.1002/cbdv.202200102 ics and chromosomal rearrangement during
= Part of a Special Collection on Bioactive Secondary Plant mitosis.# A particularly prominent and naturally-
Metabolites. derived anti-mitotic drug is paclitaxel (Taxol®) that

Chem. Biodiversity 2022, 19, 202200102 © 2022 Wiley-VHCA AG, Zurich, Switzerland
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Global Proteomics Analysis of Bone
Marrow: Establishing Talin-1 and
Centrosomal Protein of 55 kDa as
Potential Molecular Signatures for
Myelodysplastic Syndromes
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' Graduate Program in Animal Science, Federal University of Ceard, Fortaleza, Brazl, “ Drug Resesrch and Development
Ceniter (NPDM), The School of Medicine, Federal University of Ceard, Fortaleza, Braai, * Graduate Program in Biotechnology
(Renorbio), Fedaral University of Ceard, Fortaleza, Brazi, * Laboratory of Protan Chemistry and Biochemistry, The University
of Brasiia, Brasilia, Brazi, ® Graduate Program in Medical Sciences, The Schoo! of Medicine, Federal University of Ceard,
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Myelodysplastic syndrome (MDS) is a hematological disorder characterized by abnormal
stem cell differentiation and a high risk of acute myeloid leukemia transformation.
Treatment options for MDS are still limited, making the identification of molecular
signatures for MDS progression a vital task. Thus, we evaluated the proteome of bone
marrow plasma from patients (n = 28) diagnosed with MDS with ring sideroblasts (MDS-
RS) and MDS with blasts in the bone marrow (MDS-EB) using label-free mass
spectrometry. This strategy allowed the identification of 1,194 proteins in the bone
marrow plasma samples. Polyubiguitin-C (UBC), moesin (MSN), and Talin-1 (TLN1)
showed the highest abundances in MDS-EB, and centrosomal protein of 55 kDa
(CEP55) showed the highest relative abundance in the bone marrow plasma of MDS-
RS patients. In a follow-up, in the second phase of the study, expressions of UBC, MSN,
TLN1, and CEP55 genes were evaluated in bone marrow mononuclear cells from 45
patients by using qPCR. This second cohort included only seven patients from the first
study. CEP55, MSN, and UBC expressions were similar in mononuclear cells from MDS-
RS and MDS-EB individuals. However, TLNT gene expression was greater in
mononuclear cells from MDS-RS (p = 0.049) as compared to MDS-EB patients.
Irrespective of the MDS subtype, CEPS55 expression was higher (p = 0.045) in MDS
patients with abnormal karyotypes, while MSN, UBC, and TALIN1 transcripts were similar
in MDS with normal vs. abnormal karyotypes. In conclusion, proteomic and gene
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Novel naphthoquinone-based chalcones were prepared from the reaction between 3-bromo-nor-p-

lapachone and amino-chalcones. Lapachone derivatives are also described here. All the substances were
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1. Introduction

The population growth and aging associated with some risk
factors have increased the incidence of new cases of cancer and
related deaths in developed countries and in developing coun-
tries." In a four-year period, the estimated number increased
from 12.7 million new cancer cases with 7.6 million cancer-
related deaths in 2008, to 14.1 million new cancer cases and 8.2
million cancer-related deaths in 2012. The projection for the
year 2030, estimates 27 million new cancer cases with 17 million
cancer-related deaths.™

Naphthoquinone containing natural products belong to an
important class of naturally occurring secondary metabolites
found in the bignoniaceae family. Among these, naph-
thoquinoidal compounds obtained from natural products, such
as lapachol and lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone), have
received considerable attention because of their antitumor
potential.** 1,4- and 1,2-naphthoquinones, and for instance,
dehydro-a-lapachone, an important anti-vascular agent,” and B-
lapachone, a potent antitumoral compound, have also been
used as prototypes for the development of new drugs."

“Institute of Exact Sciences, Department of Chemistry, Federal University of Minas
Gerais, CEP 31270-901, Belo Horizonte-MG, Brazil. E-mail: eufranio@ufmg.br; Fax:
+55 31 34095700; Tel: +55 31 34095720
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Nuclear, 20230-130, Rio de Janeiro, RJ, Brazil
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“Dep de Fisiologia ¢ Fi logia, UFC, 60430-270, Fortaleza, CE, Brazil
“Fiocruz - Ceard, 60180-900, Fortaleza, CE, Brazil

of Chemistry, University of Brasilia, CEP 70904570, Brasilia-DF, Brazil
“Dep of Chemistry, Indian of Technology Bombay, Mumbai 400 076,
India. E-mail: irishig@iith.ac.in; Fax: +91-22-2576-7152; Tel: +91-22-2576-7196
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evaluated against cancer and normal cell lines and several compounds demonstrated potent antitumor

Generally, quinones are able to provoke apoptosis and act as
topoisomerase inhibitors via DNA intercalation. Their toxicity
can also be explained by inducing oxidative stress through
reactive oxygen species (ROS) generation."" Recently, described
by Bolognesi and coworkers, quinones have attracted attention
due to their activity being intrinsically related by a multitarget
mechanism."

In recent years, lapachones were employed as key substrates
for the synthesis of complex diazaazulenones," spirolactones,™
oxazoles” and other potentially bioactive heterocyclic
compounds.’® Our research group has explored the potential of
quinones against cancer, mainly, via structural modification of
the nor-p-lapachone, particularly, the C-ring and redox centre
modification™ since these moieties are deeply related with the
generation of ROS (Scheme 1).

Earlier, we reported the synthesis of nor-p-lapachone-based
1,2,3-triazole and 3-arylamino derivatives with potent antitumor
activity via C-ring modification of nor-B-lapachone and molec-
ular hybridization'” with the junction of 1,2,3-triazole groups
(Scheme 1)."'* Recently, we described a derivative of nor-§-
lapachone coupled benzothiadiazole (Scheme 1) with potent
activity against twenty cancer cell lines and low cytotoxicity
against three normal cells.” These results were very promising
and the mechanism of action of this substance in tumor cells is
being currently investigated in our laboratories and it will be
reported in due course.

Using redox centre modification, imidazoles and an oxirane
derivative were obtained from nor-f-lapachone and B-lapa-
chone (Scheme 1), with antimycobacterial®* and trypanocidal™
activities, indicating the importance of this approach. The C-
ring modification in the z-lapachone was also accomplished
and thio-derivatives with antitumor activities and 1,2,3-triazoles
with leishmanicidal activity were recently reported.*"**

Finally, following our program to develop new bioactive
molecules, particularly, new nor-B-lapachones with activity

This journal is © The Royal Society of Chermistry 2015
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