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ACPO02 - linhagem de adenocarinoma géstrico primério (Primary Gastric Adenocarcinoma Cell Line 02)
ATGs - proteinas expressas pelos genes associados a autofagia (Autophagy-related proteins)
Bcl-2 - proteina 2 de linfoma de células B (B-Cell Lymphoma 2)
Bec-1 - proteina beclina-1 (Beclin-1)
Caspase-3 - proteina caspase-3
Caspase-8 - proteina caspase-8
CG - cancer gastrico (Gastric Cancer)
CGDH - cancer gastrico difuso hereditéario (Hereditary Diffuse Gastric Cancer)
DMSO - dimetilsulfoxido (Dimethyl Sulfoxide)
INCA - instituto nacional do cancer (National Institute of Cancer)
IP - iodeto de propidio (Propidium lodide)
LA - laranja de acridina (Acridine Orange)

LC3I1 - proteina de cadeia leve 3 associada a microttbulos (Light Chain 3 of microtubule-associated
protein 2)

LC3-GFP — proteina LC3 fusionada a proteina verde fluorescente (GFP) (LC3 protein fused to Green
Fluorescent Protein)

MNPO1- linhagem de mucosa gastrica normal (Normal Gastric Mucosa Cell Line 01)
MTOR - proteina alvo da rapamicina em mamiferos (Mammalian Target of Rapamycin)

MTORCL1- complexo 1 da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (Mammalian Target of

Rapamycin Complex 1)

p62 - proteina sequestossma 1 (Sequestosome 1/p62)

PARP - proteina poli-ADP-ribose polimerase (Poly-ADP-ribose polymerase)

PE - fosfatidiletanolamina (Phosphatidylethanolamine)

SFB - soro fetal bovino (Bovine Fetal Serum)

SMER28 - pequenas moléculas reforcadoras da rapamicina (Small Molecules Enhancer of Rapamycin 28)

TTP - timina trifosfato (Thymidine triphosphate)



LISTA DE FIGURAS

FIGURAS PRINCIPAIS

Figura 1 — Representacdo esquematica da autofagia mostrando as fases de nucleagdo
vesicular, alongamento vesicular, fechamento vesicular, fusao e

0 [=T0 oo F= Vo Lo TSR 12

Figura 2 — Grafico mostrando os niveis autofagicos apresentado por células das linhagens
MNPO1 e ACP02 ap6s 5 dias de tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU +
SIMERZS.......ceeeee ettt R e Rt Rttt be e teeEeereere e e et enes 18

Figura 3 — Grafico mostrando a porcentagem de células autofégicas apresentado por células
das linhagens MNP0O1 e ACP02 ap6s 5 dias de tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU +
SIMERZ8.......ocoe ittt bR Rt R bt R e bttt b et re e 19

Figura 4 — Graficos mostrando as porcentagens de morte celular apoptética apresentado por
células das linhagens MNPO1 e ACP02 apds 5 dias de tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU
F SIMIERZ8.... .ottt ettt Re bt e ettt ne et e 19

Figura 5 — Gréficos mostrando as porcentagens de morte celular por necrose apresentado por
células das linhagens MNPO1 e ACP02 apds 5 dias de tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU
F SIMIERZ8.... .ottt b et bRt b e ettt ne e 20

FIGURAS SUPLEMENTARES

Figura suplementar 1 - Amostragem das citometrias mostrando as médias da porcentagem
de células das linhagens MNPQO1 e ACP02 positivamente marcadas com LA e da intensidade

de fluorescéncia vermelha oriunda da marcagao com

Figura suplementar 2 - Amostragem das citometrias mostrando a porcentagem de células
das linhagens MNPO1 e ACP02 marcadas positivamente com anexina e iodeto de
O1£0] 1[0 1 To TSSO RUROTRUSUROPRIN 25



RESUMO

O CG esta entre os tipos de cancer mais comuns e apresenta altas taxas de
morbidade e mortalidade ao redor do mundo. Na tentativa de contornar a resisténcia e
minimizar os efeitos colaterais da quimioterapia, trabalhos recentes baseados na combinacéo
entre quimioterdpicos e moduladores autofagicos surgem como alternativa terapéutica. A
autofagia é um processo catabdlico estresse-induzido baseado no sequestro e no transporte de
componentes celulares para a degradacdo lisossdmica. Dessa forma, a autofagia participa da
proliferacdo de neoplasias, atuando ora como mecanismo Supressor ora como mecanismo
promotor tumoral. Por isso, este trabalho teve como objetivo analisar a combinagdo do
SMER28 com o 5-FU em células da linhagem epitelial gastrica MNPO1 e da linhagem
tumoral gastrica ACP02. Os niveis autofagicos foram avaliados por meio da marcacdo com
laranja de acridina, enquanto as mortes apoptética e necrética foram avaliadas pela marcacéao
com anexina e iodeto de propidio, respectivamente. Este trabalho mostrou que 0 SMER28
aumenta a autofagia, sem aumentar o numero de células autofagicas, induzida pelo 5-FU em
células da linhagem ACP02. Além disso, 0 SMER28 aumentou a morte apoptética e nédo
alterou a morte necrotica induzida pelo 5-FU em células da linhagem ACP02. Considerando a
ascensdo dos niveis autofagicos observados neste trabalho, é possivel que o SMER28 tenha
intensificado a formacdo de autofagossomos induzida pelo 5-FU nas células da linhagem
ACPO02. Ainda, considerando o0 aumento da morte por apoptose observada neste trabalho, €
possivel que o reforco autofagico promovido pelo SMER28 também possa intensificar a
apoptose induzida pelo 5-FU nas células da linhagem ACPO02. Por fim, como o SMER28 néo
fortalece a nocividade natural do 5-FU em células da linhagem MNPO1, é possivel que essa
combinacdo apresente efeitos colaterais menos severos que a terapia combinando
guimioterapicos em pacientes com malignidades gastricas. Em sintese, este trabalho mostrou
gue 0 SMER28 potencializa o efeito antitumoral do 5-FU ao reforcar a morte por apoptose em
celulas tumorais gastricas. Estes resultados, inicialmente, demonstraram o potencial do
SMER28 como agente terapéutico.



1. Introducao

1.1 Cancer gastrico

O Instituto Nacional de Céancer (INCA) estima 576 mil novos casos de cancer no
Brasil para o periodo de 2014/2015 e cerca de 20 mil desses novos casos correspondem a
malignidades gastricas (Facina 2014). O cancer gastrico (CG) é uma doenca agressiva
diagnosticada principalmente em homens idosos (Patru et al. 2013). Atualmente, 0 CG é a
quarta malignidade mais frequente e, também, a segunda causa de morte relacionada com
cancer mais comum na populacdo mundial (Durées et al. 2014). O principal tratamento de
neoplasias gastricas consiste em intervencGes cirdrgicas, geralmente associadas a terapias
adjuvantes ou neoadjuvantes, como a quimioterapia e a radioterapia (James et al. 2014). As
resseccOes endoscopicas e as gastrectomias parciais ou totais sdo drasticas, mas quando bem
sucedidas podem erradicar o tumor gastrico, curando a doenca (Costa et al. 2004). Por sua
vez, 0s tratamentos quimioterdpicos e radioterapicos, cujos efeitos colaterais sdo severos,
contribuem cada vez mais para 0o combate a malignidades gastricas. Embora avangos
terapéuticos representativos no tratamento do CG tenham acontecido nas Gltimas décadas, a
taxa de sobrevida dos pacientes diagnosticados com essa doenca ainda é inferior aos 25%
(Durées et al. 2014).

Visando compreender a origem do CG, estudos epidemiol6gicos apontam 0s
principais fatores de risco relacionados com o desenvolvimento dessa doenca. Os maus
habitos alimentares, como o consumo exacerbado de sal na dieta, podem facilitar o
desenvolvimento do CG (Gaddy et al. 2013). As infec¢bes causadas pela bactéria
Helicobacter pylori, que coloniza a mucosa gastrica humana, podem atingir estagios
avancados e provocar diversas doencas gastricas, inclusive o CG (Barry 1984; Correa &
Miller 1995). A associacdo do tabagismo com o alcoolismo também contribui para o
surgimento do CG (Han et al. 2013). Ainda, a mutacdo no gene E-caderina (CDH1) pode
favorecer o desenvolvimento de uma sindrome autossémica dominante conhecida como
cancer gastrico difuso hereditario (CGDH) (Graziano 2003). Neste sentido, em virtude da
letalidade e do diversificado conjunto de fatores de risco associados ao desenvolvimento do

CG, é importante investigar diferentes maneiras de combater as malignidades gastricas.

1.2 Quimioterapia do cancer gastrico

Durante o tratamento quimioterapico, uma infinidade de compostos quimicos

podem ser utilizados, individualmente ou combinados, objetivando a eliminacdo de
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malignidades (Lacerda 2001). Exemplo disso é o 5-fluoracil (5-FU), um agente
antimetabolito, analogo pirimidico, eficaz no combate de tumores solidos e usado no
tratamento de adenocarcinomas gastricos (Malet-Martino 2002; Souza et al. 2011). Esse
quimioterapico € capaz de inibir a atividade da timidilato sintase, impedindo a sintese de
pirimidinas e comprometendo o pool de TTP intracelular (Rosen et al. 2011). Outro efeito
citotoxico do 5-FU estd associado a incorporacdo gendmica do seu metabdlito, a 5-
fluorodeoxiuridina (5-FAUTP). Eventuais falhas dos mecanismos de reparo, como o de
excisdo de bases ou o de mal-pareamento de bases, na remocdo gendmica da 5-FAUTP,
provocam quebras simples e duplas na fita de DNA, induzindo mutagénese (SenGupta et al.
2013; De Angelis et al. 2006). Entretanto, a citotoxidade do 5-FU esta relacionada
principalmente com sua incorporagdo ao RNA, que inibe a biogénese de ribossomos
(Svaasand et al. 2011; Burger et al. 2010).

As células tumorais gastricas sofrem mutacGes durante a quimioterapia,
desenvolvendo resisténcia ao tratamento (Yi et al. 2012). Nas ultimas décadas, foram
estabelecidos tratamentos combinando o 5-FU com outros quimioterdpicos, tais como a
cisplatina, o paclitaxel, a oxaliplatina e o leucovorin, na terapia combativa a tumores
gastricos. Os tratamentos combinatérios aumentam insatisfatoriamente a sobrevida dos
pacientes com CG e apresentam efeitos colaterais severos (Kang et al. 2008; Kim 2003). Na
tentativa de contornar a quimiorresisténcia e minimizar os efeitos colaterais, trabalhos
recentes apostam na combinacdo de quimioterdpicos e moduladores autofagicos como

alternativa terapéutica anticancer (Zarzynska 2014; Choi 2012).

1.2 Autofagia

Evolutivamente conservada em eucariotos, a autofagia € um processo catabdlico
induzido pelo estresse, baseado no sequestro e no transporte de componentes celulares para a
degradacdo lisossdmica (Vessoni et al. 2013). A autofagia € responsavel pela eliminacdo de
organelas envelhecidas e pela complementacdo da reciclagem de proteinas promovida pelo
sistema ubiquitina-proteassomo (Korolchuk et al. 2010). O processo autofagico apresenta
niveis constitutivamente basais que contribuem para a manutengdo da homeostase celular. Os
niveis autofagicos aumentam em resposta a diferentes estimulos estressantes como a privacéo
de nutrientes, a hipdxia, a producdo de espécies reativas de oxigénio, as infecgdes patogénicas

e 0s tratamentos com xenobidticos (Zarzynska 2014). No contexto adverso, a indugdo da
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autofagia favorece a sobrevivéncia, mas se induzida insuficientemente ou excessivamente,
provoca a morte celular (Frankel & Lund 2012; Eskelinen 2011). Dessa forma, 0 processo
autofagico esta relacionado com o desenvolvimento embrionario, o envelhecimento, o cancer,
o0 diabetes, doencas cardiacas, doencas neurodegenerativas, infecgdes bacterianas e infecgbes

virais (Niedzwiedzka-Rystwej et al. 2013).

Inicialmente, a autofagia pode ser categorizada nos seguintes grupos principais:
macroautofagia, autofagia mediada por chaperonas e microautofagia (Lapaquette & Guzzo
2015). Essas vias diferem entre si quanto a maneira de entregar uma carga citoplasmatica ao
lisossomo (Mizushima 2007). A macroautofagia é pouco seletiva e responséavel pela maior
parte da autofagia na célula. Durante a fase inicial da macroautofagia, os constituintes
citoplasmaticos sdo compartimentalizados em vesiculas de dupla membrana chamadas de
autofagossomos (Chen et al. 2013). Essas vesiculas se fundem com os lisossomos formando
os autolisossomos, que catalisam a quebra dos substratos via agdo das hidrolases durante a
fase tardia/final da macroautofagia (Mizushima et al. 2008). Por meio dessa reciclagem de
organelas defeituosas, proteinas mal estruturadas, agregados proteicos e microrganismos
infectantes sdo gerados os precursores da biossintese de macromoléculas e da sintese de ATP
(Levine 2008).

Na autofagia mediada por chaperonas, os complexos de chaperonas presentes na
membrana lisossomal funcionam como canal de entrada para as proteinas citoplasmaticas
sollveis, que sdo degradadas no limen dessa organela (Majeski & Dice 2004). Na
microautofagia, a membrana lisossomal pode sofrer invaginacGes tubulares para engolfar ou
protrusdes para capturar proteinas e organelas especificas. Tanto as invaginacdes quanto as
protrusfes de membrana originam vesiculas que sdo liberadas no interior do lisossomo para
degradacdo (Li et al. 2012). Finalmente, a alta seletividade da autofagia possibilita sua
categorizacdo conforme o seu substrato de degradacdo como: o nucleo (nucleofagia), as
mitocondrias (mitofagia), os peroxissomos (pexofagia) e os lipidios (lipofagia) (Mijaljica &
Devenish 2013; Liu & Czaja 2013; Ding & Yin 2012; Sakai et al. 2006).

1.3 Mecanismo autofagico

A proteina mTOR ¢é chave na regulacdo molecular do controle autofagico devido a
sua sensibilidade aos niveis celulares de ATP e de aminoacidos. Essa proteina integra o

complexo mTORC1, que é responsavel pela regulacdo do balanco entre crescimento celular e
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autofagia em resposta ao estresse (Gitto & Altomare 2015). Por exemplo, a disponibilidade de
nutrientes ativa a mTOR, inibindo a autofagia e estimulando a proliferagdo celular.
Entretanto, a auséncia de nutrientes impede a ativagdo da mTOR, acarretando na degradacéo
de componentes citoplasmaticos irrelevantes para célula via inducdo do processo autofagico
(Chen et al. 2014).

No contexto estressante como a auséncia de nutrientes, com a inducdo da via
autofagica e a inativacdo da mTOR, as proteinas ATGs passam a regular a biogénese de
autofagossomos (Figura 1). Inicialmente, o processo autofagico é dividido nas etapas de
nucleacdo vesicular, alongamento vesicular e fechamento vesicular (Chen et al. 2014). Na
nucleacdo, ¢ formado um fragmento de membrana dupla que originard a vesicula autofagica
(Frankel & Lund 2012). Esse fragmento de dupla membrana é isolado de diferentes fontes
como o reticulo endoplasmatico, mitocondrias, complexo de golgi, endossomos, membrana

plasmatica e membrana nuclear (Mizushima et al. 2011).

LEGENDA

® Proteinas

X Lisossomo

Proteinas Hidrolases
Mitocondiras filamentares

Meio extracelular

Autofagossomo N Fusdo Autolisossomo

Pré-fagéforo

C

Nucleacéo Alongamento Fechamento Deeradacs
vesicular vesicular | egradagdo
Citoplasma

Figura 1 — Representacdo esquematica da autofagia mostrando as fases de nucleacdo vesicular,

alongamento vesicular, fechamento vesicular, fusdo e degradacéo.

No alongamento, a membrana de isolamento/pré-fagdforo inicia sua expansdo ao
redor de componentes necessarios para a célula. Nessa etapa, as proteinas LC3, conjugadas ao
lipidio fosfatidiletanolamina (PE), sdo incorporadas tanto a membrana externa quanto a

12



membrana interna do pré-fagoforo para o reconhecimento e o sequestro de cargas citosolicas
dispensaveis (Wild et al. 2014; Bejarano et al. 2014). Os substratos citoplasmaticos
ubiquitinados associados a proteina p62, através dessa proteina, interagem com a LC3

presente na membrana interna do pré-fagéforo em expansédo (Shvets & Elazar 2014).

No fechamento, as extremidades do fragmento de dupla membrana se
encontram/fusionam, compartimentalizando o material citosolico supérfluo dentro de um
fagoforo, o autofagossomo (Noda et al. 2009). Tardiamente, o processo autofagico é marcado
pela fusdo dos autofagossomos com os lisossomos, formando os autolisossomos
(Hundeshagen et al. 2011). Essas vesiculas de pH &cido degradam o contetdo citoplasmatico,
previamente compartimentalizado, pela acdo das proteases lisossomais (Zarzynska 2014). Via
permeases de membrana, os produtos de degradacdo sdo lancados no citoplasma e
disponibilizados para os processos anabdlicos celulares (Takei & Nawa 2014; Yang &
Klionsky 2014).

1.4 Modulac¢ao autofagica na terapia anticancer

No inicio da tumorigénese, a autofagia promove a eliminacdo de organelas e de
proteinas que funcionam como substrato estrutural e energético para a proliferacao das células
tumorais (Xu et al. 2015). Ao longo da tumorigénese, o processo autofagico garante a
sobrevivéncia das células tumorais porque fornece nutrientes e ATP enquanto a
vascularizacdo tumoral ainda ndo esta completamente formada. Apds o estabelecimento do
tumor, é possivel que a inducdo da autofagia favoreca a degradacdo excessiva de substratos
citoplasmaticos e provoque a morte das células cancerosas (Yang et al. 2015). Ou seja, 0
processo autofagico pode funcionar ora como mecanismo supressor tumoral ora como

mecanismo promotor tumoral.

A inducdo autofagica apresenta potencial terapéutico contra diversos tipos
tumorais, inclusive malignidades géastricas. Por um lado, o composto isolado da Rhizoma
zedoariae chamado pB-elemeno, que apresenta efetividade antitumoral, induz autofagia
protetora, antagonizando a morte apoptética e contribuindo para sobrevivéncia de células
tumorais gastricas (Liu et al. 2011). Por outro lado, o composto isolado do Trypterigium
wilfordii chamado celastrol induz autofagia citotoxica, favorecendo a morte apoptoética e
inibindo a proliferacdo de células neoplasicas géastricas (Lee et al. 2014). Ainda que a

sensibilidade das células tumorais gastricas a indugdo autofagica permaneca controversa,
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estudos clinicos de fase | sdo realizados em pacientes com tumores gastricos. Recentemente,
um trabalho mostrou que pacientes com cancer de estdmago toleraram bem a combinacéo do
Imatinib, um indutor autofagico, com os quimioterapicos cisplatina, 5-FU ou capecitabina
(Mayr et al. 2012; Ertmer et al. 2007). Portanto, investigar o efeito in vitro de novas
combinagbes entre quimioterapicos e indutores autofagicos em células tumorais gastricas

pode apresentar potencialidade terapéutica.

A pequena molécula reforcadora da rapamicina 28 (SMER28) é um indutor
autofagico capaz de reduzir os niveis do peptideo B-amiloide e reforcar a remocdo das
proteinas huntintina mutante e alfa-sinucleina®3" 4537 a-sinuclein em culturas celulares
neuronais, mostrando potencial no tratamento de doengas neurodegenerativas (Tian et al.
2011; Sarkar et al. 2009). Entretanto, permanece pouco conhecido o efeito in vitro da inducéo
autofagica promovida pelo SMER28, isolado ou combinado com quimioterapicos, como o 5-

FU, em células tumorais gastricas.
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2.0Dbjetivos

2.1 — Objetivo Geral

Analisar a combinagdo do 5-FU com SMER28 em células humanas da linhagem epitelial
gastrica MNPOL1 e da linhagem tumoral gastrica ACP02.

2.2 — Objetivos Especificos

1. Elucidar o papel da autofagia na toxicidade do 5-FU em células linhagem epitelial gastrica
MNPO1 e da linhagem tumoral gastrica ACP02;

2. Avaliar os niveis autofagicos induzidos pelo co-tratamento de 5-FU e SMER28 em células
linhagem epitelial gastrica MNPO1 e da linhagem tumoral gastrica ACP02;

3. Avaliar a morte celular induzida pelo co-tratamento de 5-FU e SMER28, como apoptose e
necrose em linhagem epitelial gastrica MNPO1 e da linhagem tumoral gastrica ACP02.
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3. Materiais e Métodos

3.1 — Reagentes

Os compostos 5-FU e SMER28, bem como o Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit foram adquiridos da empresa Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). O marcador fluorescente laranja de acridina foi cedido pelo Laboratério de Sinalizacéo
Celular (UFRGS). O laranja de acridina foi dissolvido em &agua, enquanto o 5-FU e o
SMER28 foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) (DMSO, Sigma-Aldrich Chemical
Co, St. Louis, MO, USA).

3.2 — Cultivo celular e tratamentos

As células das linhagens ACP02 e MNPO1 foram obtidas do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB, Belem, PA). Todos os materiais de cultura
foram comprados da KASVI (Curitiba, PR). As células foram cultivadas em meio de cultura
RPMI com baixa concentracédo de glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
e 1% de penicilina/estreptomicina em incubadoras umidificadas a 37°C e 5% de CO2. O
quimioterapico 5-FU (ICso = 1,2 uM) e o indutor autofagico SMER28 (15 uM) foram
adicionados um dia ap6s o plagueamento das células. O DMSO adicionado ao controle nao
excede 0,5%. Os cinco dias de tratamento in vitro simulam o periodo de um ciclo da
quimioterapia contra CG, utilizando 5-FU combinado a outras drogas.

3.3 —Marcacgdo com LA

A marcacdo com LA faz células inteiras emitirem fluorescéncia verde (525 nm),
exceto em compartimentos acidos (autofagossomos tardios e lisossomos) que emitem
fluorescéncia vermelha (650 nm). Foram plaqueadas 10* células por pogo em placas de 12
poc¢os, seguido do tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU + SMER28 durate cinco dias.
Posteriormente, essas células foram removidas da placa, usando tripsina, transferidas para
microtubos e incubadas com LA (1 mg/ml) por 15 minutos a temperatura ambiente. Para
quantificacdo de compartimentos acidos, as células marcadas com LA foram analisadas por

citometria de fluxo (488 nm).
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3.4 — Marcacao com Annexin V-FITC

A inducdo da apoptose e da necrose foi quantificada pelo Annexin V-FITC
Apoptosis Detection Kit (Sigma-Aldrich, USA). Foram plaqueadas 10* células por pogo em
placas de 12 pocos, seguido do tratamento com 5-FU, SMER28 e 5-FU + SMER28 durante
cinco dias. Posteriormente, o sobrenadante foi descartado e as celulas foram removidas da
placa, usando tripsina, incubadas em solugao tampao de ligacao contendo IP (100 ug/ml), que
emite fluorescéncia vermelha (605 nm) e anexina (50 pg/ml), que emite fluorescéncia verde
(520 nm), por 10 minutos a temperatura ambiente e analisadas por citometria de fluxo (488

nm).

3.5 — Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados trés vezes independentemente, cada um
em triplicata. A intensidade relativa de autofagia foi analisada por uma ANOVA Fatorial 2x4
com blocos, sendo fatores o tipo de célula e o tratamento, seguida por testes de Tukey para
comparagfes multiplas entre médias. Por outro lado, as porcentagens de células marcadas
positivamente para LA, morte celular apoptética e morte celular necrética foram analisadas
em separado por tipo de célula, usando o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
por testes de Mann-Whitney com correcdo de Bonferroni para o valor de P nas comparagoes

entre os tratamentos e o controle. Em todos os testes foi usado nivel de significancia de 0,05.

17



4. Resultados

4.1. O SMER28 aumenta a autofagia induzida por 5-FU

Os dados obtidos por meio da marcagdo com LA mostram que a linhagem
MNPO1 apresentou maior sensibilidade a inducdo autofagica via tratamento combinado 5-FU
+ SMER28 que via tratamento isolado com SMER28 (Figura 2A). Da mesma forma, a
linhagem MNPO1 apresentou sensibilidade a inducéo autofagica via tratamento isolado com
5-FU semelhante a submetida ao tratamento combinado 5-FU + SMER28 (Figura 2A). Por
outro lado, a linhagem ACP02 é mais sensivel a inducao autofagica via tratamento combinado
5-FU + SMER28 que via tratamentos isolados com 5-FU ou SMER28 (Figura 2B).
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Figura 2 — As células das linhagens MNPO1 e ACP02 foram tratadas isoladamente com 5-FU (1,2 uM),
SMER28 (15 uM) e combinando 5-FU (1,2 uM) + SMER28 (15 uM) por 5 dias seguido da quantificagdo de
fluorescéncia vermelha emitida por LA via citometria de fluxo; p < 0,001 em relacdo A) as células MNPO1
tratadas com SMER28 (15 uM); p < 0,001 em relagdo B) as células ACP02 tratadas com 5-FU (1,2 uM) e
SMER28 (15 uM).

4.2. O SMER28 ndo aumenta o numero de células autofagicas induzidas pelo 5-FU

Os dados obtidos por meio da marcagdo com LA mostram que o tratamento
combinado 5-FU + SMER28 aumentou representativamente o nimero de células autofagicas
na linhagem MNPOQ1 comparado ao tratamento isolado com SMER28. Porém, esse tratamento
combinado 5-FU + SMER28 induziu aproximadamente o mesmo numero de células
autofagicas que o tratamento isolado com 5-FU em MNPO1 (Figura 3A). Da mesma forma, o
tratamento combinado 5-FU + SMER28 aumentou representativamente o nimero de células

autofagicas na linhagem ACP02 comparado ao tratamento isolado com SMER28. No entanto,
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o0 tratamento combinado 5-FU + SMER28 induziu aproximadamente o0 mesmo nimero de

células autofagicas que o tratamento isolado com 5-FU em ACP02 (Figura 3B).
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Figura 3 — Células das linhagens MNP01 e ACP02 foram tratadas com 5-FU (1,2 uM) e SMER28 (15 uM) por
5 dias seguido da quantificagdo de células autofagicas via citometria de fluxo; p < 0,001 em relagdo A) as células
MNPOI tratadas com SMER28 (15 uM); p < 0,001 em relagdo B) as células ACPO2 tratadas com SMER28 (15
uM).

4.3. O SMER28 aumenta a apoptose induzida pelo 5-FU na linhagem ACP02

Os dados obtidos por meio da marca¢do com anexina mostram que o tratamento
combinando 5-FU + SMER28 induziu a mesma porcentagem de morte celular apoptética que
o0 tratamento isolado com 5-FU nas células da linhagem MNPO1 (Figura 4A). Contudo, a
marcacdo com anexina mostra também que o tratamento com 5-FU + SMER28 aumentou
representativamente a porcentagem de morte celular apoptoética nas células da linhagem
ACP02 comparado ao controle (Figura 4B).
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Figura 4 - As células das linhagens MNPO1 e ACP02 foram tratadas isoladamente com 5-FU (1,2 uM),
SMER28 (15 uM) e combinando 5-FU (1,2 uM) + SMER28 (15 uM) por 5 dias seguido da avaliacdo da
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marcagdo com anexina via citometria de fluxo; p < 0,05 em relagcdo A) as células MNPO1 do controle; p < 0,05
em relacdo B) as células ACP02 do controle. Os valores sdo médias + 2 erros padrdo de trés experimentos
independentes.

4.4 O SMERZ28 ndo aumenta a necrose induzida pelo 5-FU na linhagem ACP02

Os dados obtidos por meio da marcacdo com iodeto de propideo mostram que
nenhum dos tratamentos aumenta a porcentagem de morte celular necrética comparados ao
controle nas células da linhagem MNPO1 (Figura 5A). Entretanto, a marcagdo com iodeto de
propideo mostra também que o tratamento com 5-FU + SMER28 aumentou a porcentagem de

morte celular necrética na linhagem ACP02 comparado ao controle (Figura 5B).
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Figura 5 - As células das linhagens MNPO1 e ACP02 foram tratadas isoladamente com 5-FU (1,2 uM),
SMER28 (15 uM) e combinando 5-FU (1,2 uM) + SMER28 (15 uM) por 5 dias seguido da avaliacdo da
marcacdo com iodeto de propideo via citometria de fluxo; p < 0,05 em relagdo A) as células MNPO1 do controle;
p < 0,05 em relacdo B) as células ACP02 do controle. Os valores sdo médias + 2 erros padrdo de trés

experimentos independentes.
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5. Discussao

Neste trabalho, o experimento in vitro envolvendo a marcacdo com LA mostrou
que o SMER2S, a 15 uM, reforga a autofagia induzida pelo 5-FU, a 1,2 uM, em células da
linhagem ACP02 (Figura 2B). A marcacdo com LA também mostrou que o tratamento
combinando SMER28, a 15 uM, e 5-FU, a 1,2 uM, induz a mesma porcentagem de células
autofagicas que o tratamento isolado com 5-FU, a 1,2 uM (Figura 3B). De maneira
semelhante, a oxaliplatina aumentou a formacdo de pontos LC3-GFP e a expressdao da
proteina LC3-11, induzindo autofagia, in vitro, em células neoplésicas géastrica (Xu 2011).
Porém, o inibidor autofagico cloroquina reduziu a formagdo de pontos LC3-GFP e a
expressao de LC3-1l, induzidas pela oxaliplatina (Xu 2011). Analogamente, a cisplatina
aumentou a expressdo das proteinas Beclina-1 e LC3-Il, induzindo autofagia, in vitro, em
células tumorais gastricas. No entanto, a cloroquina reduziu a expressdo de Beclina-1 e LC3-
Il, induzidas pela cisplatina (Zhang et al. 2013). Nesses casos, a elevacdo dos niveis
autofagicos foi confirmada pelo aumento da expressao de LC3-1l, que sugere a acentuacao da
formagdo de autofagossomos. Dessa forma, considerando a ascensdo dos niveis autofagicos
observados neste trabalho, é possivel que o SMER28 tenha intensificado a formacdo de

autofagossomos induzida pelo 5-FU nas células da linhagem ACPO02.

Embora 0 SMER2S8, a 15 uM, ndo tenha induzido a apoptose, ele reforgou
estatisticamente a morte por apoptose induzida pelo 5-FU, a 1,2 uM, in vitro, em células da
linhagem ACPO02 (Figura 4B). De maneira parecida, a oxaliplatina aumentou levemente a
expressao das proteinas Caspase 3, Caspase 8 e PARP clivadas, induzindo apoptose, in vitro,
em células tumorais gastricas. Entretanto, a cloroquina aumentou representativamente a
expressdo das proteinas Caspase 3, Caspase 8 e PARP clivadas, estimulando a apoptose
induzida pela oxaliplatina (Xu 2011). Comparativamente, a cisplatina aumenta pouco a
expressao da proteina Caspase 3 clivada e diminui pouco a expressdo da proteina Bcl-2,
induzindo apoptose, in vitro, em células neoplasicas gastricas. Contudo, significativamente, a
cloroguina aumenta a expressdo da Caspase 3 clivada e diminui a expressdo da Bcl-2,
favorecendo a apoptose induzida pela cisplatina (Zhang et al. 2013). Neste sentido,
considerando que a inibicdo da autofagia acentua a apoptose induzida pelos quimioterapicos
utilizados no tratamento do CG, controversamente, € possivel que o reforco autofagico
promovido pelo SMER28 também possa intensificar a apoptose induzida pelo 5-FU nas
células da linhagem ACPO02.
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Além disso, 0 SMER28, a 15 uM, nédo reforcou a autofagia (Figura 2A) e nao
acentuou a morte apoptdtica (Figura 4A) induzidas pelo 5-FU, a 1,2 uM, in vitro, nas células
da linhagem MNPO1. Tanto na terapia baseada exclusivamente no 5-FU quanto na terapia
combinatéria, inevitavelmente, a toxicidade farmacoldgica afeta as células ndo tumorais da
mucosa gastrica (Wohrer et al. 2004). A combinacdo do 5-FU com paclitaxel, cisplatina,
oxaliplatina, e leucovorin aumentou a sobrevida dos pacientes com CG, porém, agravou 0s
efeitos colaterais atrelados ao tratamento (Kang et al. 2008; Kim 2003). Desse modo, como o
SMER28 ndo fortalece a nocividade natural do 5-FU em células da linhagem MNPO1, é
possivel que essa combinacdo apresente efeitos colaterais menos severos que a terapia

combinando quimioterapicos em pacientes com malignidades gastricas.

Em sintese, este trabalho mostrou que o SMER28 potencializa o efeito
antitumoral do 5-FU ao reforcar a morte por apoptose em células tumorais gastricas. Estes
resultados, preliminarmente, demonstraram o potencial do SMER28 como agente terapéutico.
Os préximos experimentos focardo no refinamento dos dados obtidos através da avaliagdo da

expressao de proteinas relacionadas com autofagia e apoptose.
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6. Perspectivas

Como principais perspectivas desse trabalho temos:

1. Repetir a avaliacdo da morte apoptotica e necrética induzidas pelo tratamento isolado com
0 5-FU e pelo tratamento combinando o 5-FU e SMER28, nas células das linhagens MNPO1 e

ACPO02, atraves da marcacdo com anexina e iodeto de propidio;

2. Avaliar a autofagia induzida pelo tratamento isolado com o 5-FU e pelo tratamento
combinando o 5-FU e SMER28 nas células das linhagens MNPO1 e ACP02, a partir da
expresséo de LC3-11 e p62;

3. Avaliar a apoptose induzida pelo tratamento isolado com o 5-FU e pelo tratamento
combinando o 5-FU e SMER28 nas células das linhagens MNPO1 e ACP02, com base na
expressao de Caspase 3 clivada e Bcl-2.
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7. Figuras suplementares:
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Figura suplementar 1 - Amostragem das citometrias mostrando as médias da porcentagem de células A)
MNPO1 e B) ACP02 positivamente marcadas com laranja de acridina (LA) (preto) £+ 2 erros padrdo (2EP) e da
intensidade de fluorescéncia vermelha oriunda da marcacdo com LA (vermelho) + 2EP de trés experimentos

independentes; Tratamentos: | (Controle), 1l (5-FU), Il (SMER28) e IV (5-FU+SMER?28).
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Figura suplementar 2 - Amostragem das citometrias mostrando a porcentagem de células A) MNP0l e B)
ACP02 marcadas positivamente com anexina (quadrante superior esquerdo), anexina e iodeto de propidio
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esquerdo). Tratamentos: | (Controle), Il (5-FU), 11l (SMER28) e IV (5-FU+SMER28).
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