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RESUMO

O cancer de figado constitui a segunda principal causa de morte por cancer entre
homens, sendo que o carcinoma hepatocelular (CHC) € o cancer primario de figado
mais comumente diagnosticado. Apesar da introdu¢do de novas modalidades
terapéuticas para o CHC em estagio avangado (terapias alvo-dirigidas e
imunoterapia), as taxas de mortalidade continuam altas. A ineficécia do tratamento,
em geral, esta associada a resisténcia primaria ou adquirida das células tumorais aos
farmacos disponiveis. Dessa forma, ¢ relevante identificar novos agentes com
atividade antitumoral para ampliar o arsenal terapéutico para o CHC. Estudos
mostram que inibidores seletivos de histonas desacetilases (HDACs) podem ser uteis
como agentes antineoplasicos. Em um estudo prévio, derivados N-acilidrazonicos
foram obtidos (LASSBio-1909, 1911, 1935 ¢ 1936) com a proposta de atuarem como
inibidores seletivos para as HDACs 6/8. Assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o potencial antiproliferativo dessas substancias sobre linhagens derivadas de
CHC e investigar os possiveis mecanismos de acao da substancia mais ativa. Os
resultados mostraram que os derivados NAH (LASSBio-1911 e 1935,
principalmente) efetivamente inibiram a proliferagao e induziram morte celular nas
linhagens HepG2 e Hep3B. Além disso, as substancias foram seletivas para as células
tumorais em relagdo as células normais. LASSBio-1911 induziu bloqueio do ciclo
celular na transi¢ao G2/M, o qual foi associado a sua capacidade de causar lesdes no
DNA e ativar o checkpoint G2/M. Foi observado aumento nos niveis de expressao
de CDKNIA (p21) e ativagdo sustentada de ERK em culturas de HepG2 ¢ Hep3B
tratadas com LASSBio-1911. A substancia LASSBio-1911 induziu apoptose nas
linhagens nas linhagens de CHC, sendo que essa atividade foi mais efetiva na
linhagem HepG2 em relagdo a Hep3B. A atividade pré-apoptotica foi correlacionada
com aumento na razdo Bax/Bcl-2. Além disso, LASSBio-1911 inibiu a capacidade
de migracao e induziu senescéncia na linhagem Hep3B. Os dados apresentados no
presente estudo mostram que LASSBio-1911 tem promissora atividade antitumoral
contra 0 CHC. Os efeitos dessa substancia sobre o comportamento proliferativo e
migratdrio das linhagens testadas foram correlacionados com a inibi¢do de HDAC6,
uma vez que houve aumento significativo na expressao de alfa-tubulina acetilada,
um importante alvo de HDAC6. Assim, ndés demonstramos que a inibi¢do de HDAC6
em células de CHC representa uma estratégia promissora para o tratamento do CHC.

Palavras-chave: Carcinoma hepatocelular; Inibidores histonas desacetilases;
Apoptose; Senescéncia; Catastrofe mitotica.



ABSTRACT

Liver cancer is the second leading cause of cancer death among men, with
hepatocellular carcinoma (HCC) being the most commonly diagnosed primary liver
cancer. Regardless of the introduction of new therapeutic modalities for HCC
advanced-stage (target-directed therapies and immunotherapy), mortality rates
remain high. The ineffectiveness of the treatment is generally associated with
primary or acquired resistance of tumor cells to available drugs. Therefore, it is
relevant to identify new drugs with antitumor activity to improve the therapeutic
arsenal for HCC. It is known that selective inhibitors of histone deacetylases
(HDACs) can be useful as antineoplastic agents. In a previous study, N-
acylhydrazonic derivatives were obtained (LASSBio-1909, 1911, 1935 and 1936)
with the proposal of acting as selective inhibitors for HDACs 6/8. In this way, the
aim of the present study was to evaluate the anti-proliferative potential of these
substances on HCC-derived cell lines and to investigate the mechanisms of action of
the most active compound. The results showed that NAH derivatives (mainly
LASSBio0-1911 and 1935) effectively inhibited the proliferation and induced cell
death in the HepG2 and Hep3B cell lines. Furthermore, the substances were selective
for tumor cells when compared to normal cells. LASSBio-1911 induced cell cycle
arrest at the G2/M transition which was associated with its ability to cause DNA
damage and activate the G2/M checkpoint. Increased levels of expression of
CDKNIA (p21) and sustained activation of ERK were observed in cultures of HepG2
and Hep3B treated with LASSBio-1911. The substance LASSBio-1911 induced
apoptosis in HCC cell lines, and this activity was more expressive on HepG2 when
compared to Hep3B. The pro-apoptotic activity was correlated with an increase in
the Bax/Bcl-2 ratio in both cell lines. Moreover, LASSBio-1911 inhibited the
migration capacity and induced senescence in Hep3B. The data here presented show
that LASSBio-1911 has promising antitumor activity against HCC. The effects of
this substance on the proliferative and migratory behavior of the HepG2 and Hep3B
cell lines were correlated with the inhibition of HDAC6, since there was a significant
increase in the expression of acetylated alpha-tubulin, an important target of HDAC6.
Therefore, we demonstrate that inhibition of HDAC6 is a promising strategy for HCC
treatment.

Keywords: Hepatocellular carcinoma; Histone deacetylase inhibitors; Apoptosis;
Senescence; Antiproliferative activity.
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1 INTRODUCAO

O estabelecimento do cancer ¢ multifatorial e complexo. A origem da
doencga envolve alteragdes genéticas e epigenéticas que culminam com a inativacao
ou perda de funcao de genes supressores de tumor e/ou ativagdo de oncogenes. A
transformag@o maligna promove a desregulacdo de vias que controlam a proliferacao,
sobrevivéncia e morte celular. Subsequentemente, o acimulo de mutacdes confere as
células transformadas a capacidade de invasdo e metastase. A associagao das células
tumorais as células do estroma favorece o estabelecimento de um microambiente, o
que dé suporte a evolucao tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer de figado constitui a segunda principal causa de morte por cancer
entre homens. O CHC ¢ o tipo mais comum dos canceres primarios que acometem o
figado. Além disso, o CHC apresenta-se como o mais agressivo ¢ com elevada
heterogeneidade intratumoral. Estes aspectos dificultam o estabelecimento de
abordagens terapéuticas mais direcionadas para cada tipo histologico
(CALDERARO et al., 2019; CRAIG et al., 2019; FORNER; REIG; BRUIX, 2018;
LLOVET et al., 2016; VILLANUEVA, 2019).

A tricostatina A (TSA) é um produto natural que demonstrou potente
inibi¢do de multiplas isoformas de histona desacetilases (HDACs). A estrutura
molecular ¢ a interacdo com o sitio ativo das HDACs foram eficientemente
caracterizadas o que contribuiu para que o TSA servisse de prototipo para a sintese
de potentes inibidores de HDACs (BEIJANSKI, 2009; RODRIGUEZ et al., 2006;
SOMOZA et al., 2004; TSUJI et al., 1976; YOSHIDA et al., 1987).

Rodrigues et al. (2016) sintetizaram uma série de derivados N-
acilidrazonicos (NAH), projetados com base na estrutura da TSA. As principais
modifica¢des estruturais envolveram a substituicdo da dupla conjugada ao grupo
farmacoforico (acido hidroxadmico) por um anel aromético e a exploracdo da
subunidade NAH (Figura 1). As substancias sintetizadas foram testadas quanto ao
seu potencial em inibir in vitro a atividade enzimatica das HDACs 1, 2, 6 e 8, as quais
sdao preferencialmente expressas em humanos. Os resultados mostraram que os
derivados NAH obtidos inibem preferencialmente as HDACs 6/8. Além disso, foi
demonstrado que algumas substancias sdo efetivas em inibir a prolifera¢ao de células

da linhagem HepG2, a qual ¢ derivada de carcinoma hepatocelular.
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Figura 1 - Derivados N-acilidrazonicos como potentes inibidores da HDAC6.
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Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2016).

No presente estudo nos avaliamos o potencial antitumoral dos derivados
NAH, principalmente LASSBio-1911, frente as linhagens HepG2 e Hep3B. Os
nossos resultados demonstraram que LASSBio-1911 ¢ um potente inibidor de
HDAC6 com impacto sobre a prolifera¢do e indu¢do de morte celular em culturas
derivadas de CHC. Além disso, ndés demonstramos que as modifica¢des estruturais
foram eficientes e melhoraram o perfil de seletividade do prototipo de partida TSA,
uma vez que LASSBio-1911 e 1935 apresentaram baixa citotoxicidade para células

normais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O CARCINOMA HEPATOCELULAR

De acordo com as estimativas recentes feitas pelo GLOBOCAN e
publicadas pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer, mais de 19 milhdes
de pessoas foram diagnosticadas com cancer em 2020 e o nimero de dbitos chegou
a quase 10 milhdes. O cancer primario de figado foi o sexto tipo de cancer mais
diagnosticado e a terceira principal causa de morte por cancer, com mais de 900 mil
novos casos € 830 mil mortes em todo o mundo. O cancer de figado também foi mais
prevalente entre homens do que entre mulheres sendo considerado o quarto mais
incidente e o segundo tipo de cancer com maior mortalidade entre os homens (SUNG,
etal. 2021).

Os canceres que acometem o figado podem ser primdrios com origem no
proprio 6rgdo ou secundarios, provenientes de metéstases originadas no intestino ou
reto, principalmente. Os canceres primdrios sao classificados em (1) CHC com
origem nos hepatocitos; (2) colangiocarcinoma, origindrio nas vias biliares; (3)
hepatoblastoma, cancer raro que atinge recém-nascidos e crian¢as nos primeiros anos
de vida e (4) angiossarcoma, cancer raro que se origina nos vasos sanguineos do
figado (CALDERARO et al., 2019; CRAIG et al., 2019; FORNER; REIG; BRUIX,
2018; LLOVET et al., 2016; VILLANUEVA, 2019).

O CHC ¢ o tipo mais comum, diagnosticado em 85-90% dos casos de
canceres primarios de figado e constitui o tipo histolégico mais agressivo. Os fatores
de risco para o desenvolvimento da doenca sdo bem estabelecidos e incluem as
infeccdes cronicas ocasionadas pelos virus das hepatites B (VHB) e C (VHC),
consumo excessivo de alcool, tabagismo, ingestdo de alimentos contaminados com
aflatoxina B1 e sindrome metabolica associada ao diabetes e obesidade (GOMES et
al.,2013; LLOVET et al., 2016; MARTIN; HERCEG, 2012). Nos paises da Africa
Sub-Saariana e Asia Oriental, que abrigam as maiores taxas de incidéncia de CHC, a
hepatite B e exposi¢do a aflatoxina Bl sdo os principais fatores de risco para a
doenca. Nos EUA, Europa e Japao, a Hepatite C € o principal fator de risco (SUNG,
et al. 2021). No Brasil, a cirrose constitui o principal fator predisponente para o

desenvolvimento do CHC (INCA, 2020).
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O CHC ¢ uma doenga complexa e heterogénea que surge em decorréncia a
multiplos fatores, os quais incluem alteragdes epigenéticas, mutagdes somaticas,
instabilidade cromossomica e fatores ambientais (BERTINO et al., 2014;
DAOUDAKI; FOUZAS, 2014). Os modelos de estudos propdem duas vertentes para
o estabelecimento do CHC: (1) Na doenga crénica do figado, a inflamacao sustentada
provoca a fibrose do estroma hepatico e regeneracao aberrante dos hepatdcitos. Estas
anormalidades podem causar cirrose ¢ o acumulo de altera¢des culminam com a
formacdo das lesdes pré-neopldsicas e (2) A inser¢do do genoma viral,
principalmente por HBV, leva a transformacdo maligna dos hepatdcitos sem o
estabelecimento de cirrose ou inflamagdo acentuada (SCHULZE; NAULT;
VILLANUEVA, 2016; VILLANUEVA, 2019). Na infec¢do por HBV, os danos aos
hepatdcitos estdo principalmente envolvidos com o ciclo de vida viral que favorece
a expressao de oncoproteinas virais (HBX), estresse oxidativo e inflamagao (XU et
al.,2007; ZHANG et al., 2005).

A infeccdo pelo virus da hepatite B (VHB) ¢ considerado o principal fator
de risco para CHC em todo o mundo (ACS, 2019). Cerca de 50% dos casos
diagnosticados sdao atribuidos ao VHB e em menor grau ao VHC (EL-SERAG;
RUDOLPH, 2007; PERZ et al., 2006). Dentre as pessoas infectadas pelo VHB,
somente 10% desenvolvem infeccdo cronica. Contudo, a maioria desses individuos
desenvolve CHC. Por outro lado, 60-80% das pessoas infectadas com o VHC
desenvolvem infec¢do cronica, entretanto apenas 2% desses individuos desenvolvem
o CHC sugerindo que outros fatores, além da inflamacgdo cronica, devem ser criticos
no processo de hepatocarcinogénese associada a infec¢do viral (LEE ef al., 2016).
Tem sido relatado que a taxa de integragao genomica ¢ maior em CHCs com historico
de infec¢ao pelo VHB quando comparado aqueles associados a infec¢do pelo VHC.
Esse aspecto pode explicar, parcialmente, a maior probabilidade dos individuos
infectados pelo VHB terem maior susceptibilidade ao desenvolvimento do CHC em
relagcdo aqueles infectados pelo VHC (KAWAI-KITAHATA et al., 2015).

Elevadas taxas de instabilidade cromossdmica tém sido observadas no CHC.
Os eventos de amplificagdo e/ou delegao promovem a alteracdo do nimero de copias
cromossOmicas no decorrer no processo de hepatocarcinogénese (AHN et al., 2014;
NAULT et al.,2014; SCHULZE; NAULT; VILLANUEVA, 2016; SCHULZE et al.,
2015). As alteragdes que culminam com a ativacdo de oncogenes ou inativagao de

genes supressores de tumor sdo frequentemente observadas e afetam a regulagcdo do
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ciclo celular. Tais genes codificam para as proteinas c-myc, p53, ciclinas A e D,
PTEN, E-caderina, pl6 e pRb (FENG et al., 2012; HU et al., 2003; NIU; NIU;
WANG, 2016; SHIRAHA; YAMAMOTO; NAMBA, 2013;). As mutagdes em TP53
estdo presentes em 30% dos casos € mutagdes de CTNNBI e AXINI, que afetam a
via Wnt/B-catenina, podem ser observadas em 30 e 10% dos casos de CHC,
respectivamente. As mutagdes em genes relacionados a remodelacdao da cromatina
(ARID1A e ARID?) e estresse oxidativo (NFE2L2 e KEAPI) também sdo observadas
(LLOVET et al., 2006; NAULT et al., 2013; PARADIS et al., 2003; PILATI et al.,
2014; TOTOKI et al., 2014; WURMBACH et al., 2007).

Estudos demonstram que mutagdes na regido promotora do gene da
telomerase (TERT), que promovem a reativacdo de 7ERT, sdo frequentemente
observadas em 60% dos casos CHC em estagio inicial. A regido também funciona
como um sitio para insercao do genoma viral do HBV, 10% dos casos apresentam
este tipo de alteragdo (LLOVET et al., 2006; NAULT et al., 2014; NAULT et al.,
2013; PARADIS et al., 2003; WURMBACH et al., 2007). O alongamento dos
telomeros constitui o principal iniciador tumoral associado a cirrose. Além disso, a
auséncia de mutagdes nos genes TP53 e CTNNB nas lesoes pré-neoplésicas indicam
que tais genes contribuem para a progressdo ao invés da iniciagio do CHC
(ZUCMAN-ROSSI et al., 2015).

As principais vias de sinalizacdo, comumente alterados no CHC sao
RAS/RAF/MEK/ERK, Wnt/B-catenina, PI3K/AKT/m-TOR e JAK/STAT (HU et al.,
2003; LUPBERGER; HILDT, 2007; NIU, NIU, WANG, 2016; SINGH et al. 2014;
SPANGENBERG et al., 2009).

A classificagdo histopatoldgica que integra as alteragcdes morfologicas e
moleculares ¢ de fundamental importancia na pratica clinica, pois a heterogeneidade
intratumoral no CHC ¢ elevada. A compreensdo dos fatores associados a
hepatocarcinogénese ¢ importante para o direcionamento das propostas terapéuticas
e melhor prognostico (CALDERARO et al., 2019).

Pacientes em um mesmo estdgio clinico podem apresentar subtipos
moleculares diferentes de CHC. Estes pacientes foram divididos em dois grandes
grupos (classe proliferativa e ndo proliferativa). A classe proliferativa ¢ associada a
um comportamento mais agressivo e apresenta altos niveis de a-fetoproteina, alto
grau histologico, baixa diferenciagdo celular e pior prognostico. Geralmente estao

associados as infec¢des pelo HBV. Além disso, esses tumores apresentam alta
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instabilidade cromossdmica, mutagdes em 7P53 e ativagdo de vias oncogénicas,
MAPK, AKT e angiogénese, por exemplo (BOYAULT et al., 2007; CGARN, 2017;
CHIANG et al., 2008; LEE et al., 2004; LLOVET et al., 2018; LLOVET et al.,
2015;). A classe nao proliferativa ¢ geralmente associada as infec¢des por HCV e
abuso de alcool. Sao tumores de baixo grau histolégico e baixa frequéncia de invasao
vascular que apresentam melhor prognostico. Apresentam mutacdes de CTNNBI, a
expressdo génica ¢ semelhante a de hepatocitos normais e auséncia de infiltrado
imune. As vias JAK/STAT e Wnt/B-catenina estdo geralmente alteradas nesse
subtipo (BOYAULT et al., 2007, HOSHIDA et al., 2009; ZUCMAN-ROSSI et al.,
2015).

As abordagens terapéuticas empregadas no CHC variam com base nas
caracteristicas do tumor e nas condi¢des do paciente. O estadiamento da doenga ¢
feito com base em protocolos que foram estabelecidos nas ultimas décadas, sendo
que o protocolo proposto pela Barcelone Clinic Liver Cancer (BCLC) tem sido
amplamente utilizado. Os protocolos de estadiamento consideram diferentes
parametros incluindo o tamanho do tumor bem como o nimero deles, os niveis de
bilirrubina, albumina e a-fetoproteina, e a presenca de trombos e ascites (LLOVET
et al.,2016; TROJAN; ZANGOS; SCHNITZBAUER et al., 2016).

O diagnostico precoce € imprescindivel para o bom progndstico da doenga,
0 que ocorre muito raramente. O diagndstico geralmente ¢ realizado por tomografia
computadorizada, ressonancia magnética ou ultrassonografia (BERTINO et al.,
2014). As terapias potencialmente curativas (resseccdo cirurgica, transplante de
figado ou ablagdo local) sdo indicadas apenas para os pacientes que sao
diagnosticados nas fases iniciais da doenga. Cerca de 70% dos pacientes submetidos
a cirurgia sobrevivem por 5 anos ap6s o diagndstico. Pacientes que sdo
diagnosticados em estagio intermedidrio (funcao hepatica preservada e lesdo restrita
ao figado) sdo encaminhados para quimioembolizagdo (TRACE, transarterial
chemoembolization), enquanto aqueles que estdo em estagio avancado da doenca sao
submetidos a quimioterapia.

Avango na terapia sistémica para o CHC ocorreu com a aprovagao, em 2007,
pela FDA, do sorafenibe (Nexavar®), um inibidor multi-alvo de RTKs, o qual se
tornou Unica op¢do de medicamento para o tratamento do CHC (LLOVET et al.,
2008; RAOUL et al., 2018; RIBEIRO DE SOUZA; REIG; BRUIX, 2016; ZHAO et
al., 2019). Os principais alvos do sorafenibe incluem RAF, VEGFR 2, VEGFR 3,
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PDGFRp, c-KIT, FLT-3 e RET. De acordo com os estudos clinicos, o tratamento
com sorafenibe aumentou a sobrevida dos pacientes em aproximadamente 3 meses.

Em 2017 foi aprovado o uso de regorafenibe (Stivarga®) em pacientes que
tiveram progressao da doenga durante o tratamento com sorafenibe (LLOVET et al.,
2018; ZHAO et al., 2019). Em 2018, o lenvatinibe foi aprovado como um
medicamento alternativo ao sorafenibe para tratamento de 1° escolha. No mesmo
ano, ramucirumab (um anticorpo monoclonal contra o VEGFR?2) foi aprovado como
tratamento de 2° escolha para pacientes refratarios ao sorafenibe. Em 2019, o
cabozantibine (CABOMETYX®) foi aprovado como farmaco de 2 escolha, a
exemplo do reforafenibe, pela FDA. Lenvatinib, regorafenibe e cabozantinibe sdao
inibidores multicinase, como o sorafenibe. Alvos importantes do lenvatinibe incluem
VEGEFR 1-3, FGFR 1-4, PDGFRa, RET e c¢-KIT; para regorafenibe, VEGFR 1-3,
PDGFRp, FGFR 1, c-KIT, RET e B-RAF; e para cabozantinibe, VEGFR 1-3, MET
e AXL. A imunoterapia com nivolumab e pembrolizumab foi aprovada como 2°
op¢ao para pacientes com CHC em estdgio avancado que sdo intolerantes ao
sorafenibe ou demonstraram progressao da doenca (ABOU-ALFA et al., 2018;
BRUIX et al., 2017; CHENG et al., 2009; KUDO et al.,2018; LLOVET et al., 2008;
ZHU et al., 2018).

Segundo Pascual et al. (2016) o sorafenibe induz perda de peso, hipertensao,
diarreia, hipofosfatemia e problemas de pele. Efeitos semelhantes tém sido
observados nos pacientes que recebem tratamento com regorafenibe ou
cabozantinibe (DEEKS, 2019). Na pratica clinica, o sorafenibe possui baixa eficacia
e proporciona pouca melhora na sobrevida dos pacientes com CHC em estagio
avangado. Esse aspecto justifica a busca por novos prototipos que possam contribuir
de modo efetivo nas propostas terapéuticas para o CHC (NICOLAS et al., 2020;
WORNS; GALLE, 2010).

Diante do exposto, estudos tém sido conduzidos com a finalidade de
incrementar o arsenal terapéutico para o CHC em estagio avancado. Alguns
protocolos terapéuticos empregam o uso combinado de substincias, uma estratégia
importante para inibir, concomitantemente, diferentes vias oncogénicas e superar
eventos de refracao e de resisténcia aos farmacos disponiveis. O estudo conduzido
por Jeannot et al. (2016) demonstrou que o uso combinado de sorafenibe e vorinostat,
um inibidor de histona desacetilase, reduziu significativamente o crescimento de

CHC em modelo de xenoenxerto.
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22 A INIBICAO DE HISTONAS DESACETILASES COMO ALVOS
PROMISSORES PARA O TRATAMENTO DO CANCER

O processo de acetilagao e desacetilagao constitui uma das principais formas
de modificagdes pos-traducionais capazes de influenciar muitos processos
fisiologicos e patologicos (NARITA; WEINERT; CHOUDHARY, 2018). A
acetilagdo ¢ geralmente modulada pelas HATs que catalisam a transferéncia do grupo
acetila originario da acetil-coenzima A para a por¢ao amino lateral dos residuos de

lisina. O processo ¢ revertido pelas HDACs (Figura 2).

Figura 2 - Mecanismo proposto para a catalise de grupos acetila por enzimas HAT/HDAC.
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Fonte: Adaptado de NARITA; WEINERT; CHOUDHARY, 2018.

Notas: A acetilacdo das lisinas ocorre por meio da transferéncia de um grupo acetila, proveniente da
acetil-CoA, para a cadeia amino lateral e-amino da lisina pelas HATs. Alternativamente, acetil-
CoA pode acetilar lisinas em um processo nao-enzimatico dependente dos niveis de acetil-
CoA. A acetilagdo ¢ revertida por HDACs ou pelas Surtuinas, desacetilases dependente de
NAD". A desacetilagdo, catalisada pelas HDACs, gera lisina desacetilada e acetato enquanto a
desacetilacdo, catalisada pelas sirtuinas, produz lisina desacetilada, nicotinamida e 2" ou 3'-O-
acetil-ADP-ribose.

As HDAC:S sao enzimas capazes de remover, por meio de hidrolise, grupos
acetila dos residuos de lisina em histonas e proteinas ndo-histonas
(KUNNIMALAIYAAN et al. 2016). Enquanto a acetilagdo neutraliza os residuos
de lisina da cadeia lateral das histonas e promove a diminui¢do da afinidade dos
octameros de histonas ao DNA favorecendo a transcri¢do génica, 0 processo inverso
(desacetilagdo) promove maior compactacao da cromatina impedindo a transcri¢ao
génica (GLOZAK; SETO, 2007; KOUZARIDES, 2007).

Tem sido descrito que células tumorais apresentam alteragdes no perfil de
expressao de HDACs, o que contribui para o silenciamento de genes supressores de
tumor. Recentemente Freeze ef al. (2019) demonstraram que as diferentes classes de

HDACs s3ao superexpressas em linhagens celulares e tecidos provenientes de
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carcinoma hepatocelular acarretando pior prognostico. As alteracdes dos padroes
normais de acetilagdo/desacetilacio modificam o perfil de expressdo de genes
envolvidos com a proliferagdo, diferenciacdo e morte celular JOHNSTONE, 2002;
KUMAGAI et al., 2007; MARKS, XU, 2009). Além disso, proteinas nao-histonas
também podem ser moduladas por algumas isoformas de HDACs incluindo p53,
E2F1, STAT3 e Hsp90 (CARON et al., 2005; WITT et al., 2009).

No genoma humano, foram identificados 18 membros de HDACs, os quais
estao agrupados nas classes: I, I, IIT e IV. As classes I, Il e IV contém 11 isoformas
de HDACs, cuja atividade catalitica é dependente de zinco (Zn*?) e sdo consideradas
HDAC:s cléssicas. A classe I1I contém 7 isoformas que diferem das HDACs cléssicas
por atuarem utilizando como principal cofator o NAD". As diferentes classes estdo
agrupadas da seguinte forma: Classe [ (HDAC 1, 2, 3 e 8), classe Ila (HDAC 4, 5, 7
e 9), classe IIb (HDAC 6 e 10), classe IV (HDAC 11). A classe III ¢ constituida pelas
sirtuinas 1, 2, 3,4, 5, 6 ¢ 7 (GREGORETTI et al., 2004; WITT et al., 2009).

Nos ultimos anos, muitas substancias t€ém sido testadas quanto a capacidade
de inibir multiplas HDACs (pan-inibidores) ou isoformas especificas. De acordo com
a estrutura quimica, os inibidores de HDACs tém sido organizados em cinco classes:
(D) 4cidos hidroxamicos, (II) 4cidos graxos de cadeia curta, (III) benzamidinas, (IV)
tetrapeptideos ciclicos e (V) inibidores de sirtuinas (CECCACCI et al., 2016;
ECKSCHLAGER et al., 2017).

Tricostatina A (acido hidroxamico) foi originalmente descrita como um
antifungico obtido de culturas de Streptomyces platensis. Posteriormente, sua
atividade antiproliferativa foi relatada e descobriu-se que a TSA causava acimulo de
histonas acetiladas em inumeras linhagens tumorais. Subseqiientemente, o potente
efeito inibidor da TSA sobre a atividade das HDAC foi elucidado. Descobriu-se que
o acido hidroxamico, presente na estrutura da TSA, interage fortemente com o Zn?>"
no sitio ativo das HDACs. Este processo evita o desempacotamento das histonas e
torna 0 DNA menos disponivel para transcricdo. A TSA continua sendo um dos
inibidores de HDAC mais potentes disponiveis e esta caracteristica faz com que a
sua estrutura seja utilizada como esqueleto para a sintese de novos e potentes
inibidores (BEIJANSKI, 2009; RODRIGUEZ et al., 2006; SOMOZA et al., 2004;
TSUJI et al., 1976; YOSHIDA et al., 1987).

O medicamento oral vorinostat, também conhecido como SAHA (derivado

do 4cido hidroxamico relacionado estruturalmente a TSA) e comercializado como
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Zolinza®, foi o primeiro membro dessa classe a entrar em ensaios clinicos em
humanos e o primeiro inibidor de HDAC a chegar ao mercado. Foi aprovado pelo
FDA em 2006 para o tratemento do linfoma cutdneo de células T (CTCL) em
pacientes com doenga progressiva, persistente ou recorrente ou apds falha de duas
terapias sistémicas (DUVIC et al., 2007; VIGUSHIN et al., 2001).

Atualmente, existem 4 inibidores de HDAC aprovados para uso clinico pela
FDA. Vorinostat (SAHA) e, subsequentemente, romidepsin (FK-228) e belinostat
(PXD-101) foram aprovados para tratamento de linfoma de células T periféricas. Em
2015, panobinostat (LBH-589) foi aprovado para o tratamento de mieloma multiplo
(MARKS; BRESLOW, 2007; POOLE, 2014; PRINCE; DICKINSON, 2012;
YANG, 2011). Vale ressaltar que os inibidores de HDACs aprovados para uso clinico

sdo pan-inibidores e, portanto, inibem diferentes isoformas de HDACs (Tabela 1).

Tabela 1 - Inibidores de histonas desacetilases (HDACi) aprovados pela FDA para
uso clinico no tratamento de cancer

Inibidor  Estrutura molecular / Alvo Uso clinico Aprovacao
de HDAC classe quimica molecular pela FDA
O
@,“WN,OH pan-inibidor Linfoma
1 H
\Egirgit;‘t o HD‘?{% Alé??cz’ cutineo de  06/10/2006
HDACS6 células T
Acido hidroxamico
€SN
Romidensin o NHOES HN pan-inibidor Linfoma de
e A o s células
(FK-22p8) T 4 HDAC1, HDAC2 Slulas T 05/11/2009
1 N o] e HDAC3 periféricas

Tetrapeptideo ciclico
pan-inibidor
@\ HDACI, HDAC2, Linfoma de
(fiigg"fg?) \(N HDACS IIDACO  ctlulas T 03/07/2014
HDAC1 O’e periféricas
Acido hidroxamico HDACI11

P (\J)\ 5 pan-inibidor
Panobinostat Q\/\/H A N HDACI, HDAC2 Mieloma
\ N 1 > s
(LBH-589) '~ ¢ LT HDAC3 ¢ maltiple  2/02/2013
i HDAC6
Acido hidroxamico
Fonte: Adaptado de MARKS; BRESLOW, 2007; POOLE, 2014; PRINCE; DICKINSON, 2012;
YANG, 2011.
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Considerando que a atividade de HDACs regula eventos bioldgicos nao
relacionados ao processo oncogénico, a inibi¢do de diferentes isoformas pode levar
a varios efeitos secundarios incluindo fadiga, nausea, diarreia, trombocitopenia e
problemas cardiacos (HABERLAND et al., 2009; MONTGOMERY et al., 2008).
Assim sendo, a identifica¢ao de inibidores mais seletivos pode melhorar as propostas
terapéuticas contra o cancer (BALASUBRAMANIAN; VERNER; BUGGY, 2009).
Dessa forma, estudos pré-clinicos e clinicos estdo sendo desenvolvidos para
identificar inibidores especificos de HDAC que possam ser TUteis para o tratamento
de tumores solidos, seja em esquema de monoterapia ou de terapia combinada.

Rodrigues et al. (2016) sintetizaram uma série de derivados NAH,
projetados com base na estrutura da TSA. O perfil de seletividade de LASSBio-1909,
1911, 1935 e 1936 foi avaliado frente a inibicdo das HDACs classe I e IIb, que
constituem as principais isoformas humanas. A tabela 2 mostra os valores de 1Cso
obtidos apds os estudos de inibicdo enzimatica, realizados in vitro e livre de um
sistema celular, das HDACs 1, 2, 6 ¢ 8. Os derivados 1909 e¢ 1911 inibiram com
maior poténcia as HDAC8 e HDACS6, respectivamente. Os estudos da relagao
estrutura-atividade comprovaram que a inser¢ao do grupo metila nos derivados 1909,
1935 e 1936 melhorou a capacidade inibitoria dessas substancias sobre a HDACS
(Figura 3). Os dados do estudo realizado por aqueles autores mostraram que os
derivados NAH inibem com alta eficiéncia as HDACs 6 e¢ 8, com minimos efeitos
sobre as HDACs 1 e¢ 2. Em comparacdo a TSA, parece que as modificacdes
estruturais melhoraram o perfil de seletividade para a inibicdo das HDACs 6/8 dos
derivados NAH. Subsequentemente, estudos de docking molecular foram conduzidos
e mostraram alta afinidade de LASSBio-1909 ¢ 1911 pelo sitio ativo das HDACs
6/8. Além disso, a habilidade de inibicdo da HDAC6 foi confirmada em linhagens
derivadas de cancer de pulmao de células ndo pequenas (A549 e Calu-1) por meio da
avaliag¢do dos niveis de acetilagdo da tubulina e reducdo da capacidade de migracao
de células Calu-1. Paralelamente, os derivados NAH demonstraram promissora
atividade antitumoral e exibiram seletividade para linhagem HepG2, derivada de
carcinoma hepatocelular, em detrimento as linhagens A549, MCF-7 ¢ HT-144
(derivadas de adenocarcinoma de pulmao, adenocarcinoma de mama e melanoma,

respectivamente).
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Tabela 2 - Valores de ICso (nM) determinados a partir de ensaios
enzimaticos in vitro para avaliar o potencial dos
derivados NAH em inibir a atividade de HDACs
humanas

HDAC1 | HDAC2 | HDAC6 | HDACS

TSA 8,5 52,0 9,0 360,0
LASSBio-1909 > 3000,0 > 3000,0 27,0 130,0
LASSBio-1911 >3000,0 >3000,0 15,0 230,0
LASSBio-1935 >3000,0 > 3000,0 56,0 110,0
LASSBio-1936 >3000,0 > 3000,0 97,0 54,0

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2016).

Figura 3 - Esquema genérico para sintese da classe de derivados N-acilidrazonicos.

o o]
Sy -OH
H
N
| Tricostatina A (TSA)
Modificacdes LASSBio-1911 R, = Il R, =1
]| cetruturats LASSBi0-1909 R, = Cli;: R, = I
4 o
OH LASSBio-1935 R, = H; R, = CH;4
o] H

N LASSBi0-1936 R, = CH,: R, = CH,
N =
|
\N R, R,

‘ Derivados NAH

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2016).

Notas: A estrutura dos derivados N-acilidrazonicos foi projetada com base da
estrutura da Tricostatina A. A principal estratégia de modificagdo foi
realizada por meio de bioisosterismo classico entre grupos metina (=CH-) e
nitrogénio. A regido conjugada ao acido hidroxadmico foi substituida por um
anel aromatico. As modificacdes em R; e R, deram origem aos derivados
LASSBi0-1909, 1911, 1935 ¢ 1936.

A HDACS6 tem caracteristicas bastante peculiares em relacdo as outras
1soformas de HDAC:s, pois contém dois dominios cataliticos € o &tomo de zinco esté
localizado proximo a porgdo C-terminal. E uma desacetilase citoplasmatica que age
sobre diferentes substratos incluindo a-tubulina, Hsp90, cortactina, p53 (DING et al.,
2013; HUBBERT et al., 2002; KONG et al., 2006; KOVACS et al., 2005). Dessa
forma, HDAC6 pode modular diferentes processos bioldgicos relacionados com o
desenvolvimento e progressao tumoral, os quais incluem proliferacdo, migragao,

angiogénese e morte celular (HUBBERT et al., 2002; KOVACS et al., 2005).
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De acordo com relatos na literatura, o papel da HDAC6 no processo de
tumorigénese varia de acordo com o tecido considerado. Parece bem estabelecido
que HDACG6 tem -caracteristica oncogénica, contudo em CHC os dados sao
controversos. Enquanto alguns estudos mostram que HDAC6 tem atividade
oncogénica em CHC e, portanto, os inibidores de HDAC6 podem ser uteis no
desenvolvimento de novos agentes antineopléasicos (DING et al., 2013; KALUZA et
al.,2011; KONG et al., 2006; YANG et al., 2018), outros mostram que HDAC6 atua
como supressor de tumor, de modo que a reducao do perfil de expressao de HDAC6
esta associada ao processo de hepatocarcinogénese (BAE et al., 2015; JUNG et al.,
2012; LV et al., 2016). No estudo de Kanno et al. (2013), 3 linhagens derivadas de
CHC foram utilizadas (Hep3B, HLF e PLC/PRF/5) para demonstrar que o
silenciamento de HDAC6, via RNA de interferéncia, reduz significativamente a
capacidade de migragdo e invasao dessas células. Ding et al. (2013) avaliaram o
impacto do silenciamento e expressdo ectopica de HDAC6 em células derivadas de
CHC (HepG2) e observaram, respectivamente, redu¢do e aumento na taxa de
proliferagdo. Além disso, Kaluza et al. (2011) descreveram que HDAC6 atua
indiretamente como fator anti-angiogénico por inibir a proliferacdo e migragao de
células endoteliais via hipoacetilacao de cortactina.

A HDACS difere-se das outras enzimas da mesma classe, pois o dominio de
ligacdo as proteinas, localizado na por¢ao C-terminal, ndo estd presente nesta
isoforma (SOMOZA et al., 2004). A enzima possui uma estrutura extremamente
flexivel capaz de acomodar diferentes substratos como as histonas H3 e H4 e
proteinas ndo histonas como coesina, cortactina e outras (DEARDORFF et al., 2012;
OLSON et al., 2014). Dessa forma, HDACS8 pode modular diferentes processos
biologicos como a separacao das cromatides irmas, a organiza¢do do citoesqueleto e
a contragdo muscular (LI et al., 2014). Além disso, HDACS8 também pode modular a
funcdo de p53, a qual estd envolvida nos processos de proliferacdo, reparo de DNA
e morte celular (VANNINI ez al., 2007). Recente estudo demonstrou que HDACS
desacetila a-tubulina, um alvo conhecido da HDACS6, indicando que alguns alvos
moleculares podem ser comuns entre as HDACs 6 e 8 (VANAJA et al., 2018). Nos
ultimos anos, varios estudos tém sido conduzidos para avaliar o papel de HDACS8 em
diferentes tipos de cancer incluindo os tumores sé6lidos. Os estudos sdo convergentes
e indicam que HDACS tem atividade oncogénica em muitos tipos de tumores

incluindo o carcinoma hepatocelular, de modo que sua inibi¢do representa uma
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estratégia terapéutica importante contra CHC (ADHIKARI et al. 2019; TIAN et al.,
2015; WANG et al., 2017; WU et al., 2013).

O uso de inibidores de HDACs ainda ndo foi liberado para o tratamento de
pacientes portadores de CHC, entretanto, parece ser uma opcao terapéutica
promissora, principalmente, porque o cancer de figado ¢ diagnosticado em estagio
avancado, com prognostico ruim e estratégias de tratamento limitadas (HARD;
MANN, 2016). As taxas de sobrevivéncia em 5 anos sao muito baixas (3 a 11 %)
(SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).

O estudo SHELTER avaliou o uso combinado de resminostat (derivado do
acido hidroxamico) e sorafenibe em pacientes com CHC avangado. O estudo
encontrou um tempo de progressdo e sobrevida geral de 1,8 e 4,1 meses para
resminostat, respectivamente, e 6,5 ¢ 8,0 meses para a combina¢ao, demonstrando
um beneficio na sobrevivéncia (3,8 meses) em pacientes tratados com resminostat +

sorafenibe (BITZER et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os mecanismos relacionados a atividade antiproliferativa de
derivados N-acilidrazonicos sobre as linhagens HepG2 e Hep3B, as quais sao

derivadas de carcinoma hepatocelular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Avaliar o perfil de citotoxicidade de derivados NAH sobre linhagens
celulares derivadas de CHC com diferentes caracteristicas genéticas;

v"Avaliar o perfil de seletividade das substancias frente as células tumorais;

v Investigar os mecanismos moleculares associados as atividades
antiproliferativa e citotoxica das substancias mais ativas;

v' Avaliar se ha correlagdo entre a atividade antiproliferativa ¢ inibigdo de
HDACE6;

v' Investigar a capacidade da substincia lider em inibir o comportamento

migratorio de células Hep3B.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGEM CELULAR E CONDICOES DE CULTIVO

No presente estudo foram utilizadas as linhagens HepG2 e Hep3B, derivadas
de carcinoma hepatocelular. Culturas primarias de fibroblastos foram incluidas no
estudo para avaliar os perfis de citotoxicidade das substancias estudadas frente
células saudaveis.

As linhagens HepG2 e Hep3B foram adquiridas junto ao Banco de Células
do Rio de Janeiro e cultivadas em Meio Minimo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM/F12, Sigma, CA, USA) suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS,
Cultilab, SP, Brasil). As culturas foram mantidas em estufa a 37 °C com atmosfera
controlada (95 % de ar e 5 % de CO») e subculturas foram feitas regularmente a cada
2 ou 3 dias.

As culturas primarias de fibroblastos foram estabelecidas a partir de
fragmentos (1,5 x 1,5 mm) de tecido gengival (FB1) e de pele (FPM) usando meio
de cultura DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino,
penicilina/estreptomicina (50 unidades/50 pg/mL) e anfotericina B (2,5 pg/mL). Os
fragmentos de tecido gengival foram coletados durante gengivoplastia na clinica de
odontologia da UNIFAL-MG e as culturas primarias foram estabelecidas pela Dra.
Marta Miyazawa. O fragmento de pele foi coletado na Santa Casa de Alfenas durante
cirurgia eletiva e a cultura primaria foi estabelecida pelo prof. Dr. Angel Mauricio
Castro Gamero. A coleta do material biologico foi realizada de acordo com o as
normas estabelecidas pelo comité de ética em pesquisa em humanos

(#69453817.9.0000.5142).

4.2 OBTENCAO DOS DERIVADOS NAH

Os derivados NAH (LASSBio-1909, 1911, 1935 e 1936) foram obtidos por
sintese orgédnica no Laboratorio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBio)/Universidade Federal do Rio de Janeiro e cedidas gentilmente pelo Prof.
Dr. Carlos Alberto Mansour Fraga (Figura 4). As substancias foram solubilizadas em

DMSO para a obtengao das solugdes-estoque (10,0 mM).
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Figura 4 - Estruturas dos derivados NAH (LASSBio-1909, 1911, 1935 ¢ 1936)
propostos por Rodrigues et al. (2016).

@ﬁ”dﬁ”

LASSBio-1909 LASSBio-1911
LASSBio-1936 LASSBio-1935

Fonte: Adaptado de RODRIGUES et al. (2016).

4.3 VIABILIDADE CELULAR

4.3.1 Ensaio colorimétrico baseado na conversido do sal tetrazolio em formazano

(MTS)

Para este ensaio, as células foram semeadas em placas de 96 pocos na
densidade de 1,0 x 10* células/pogo. As substancias (LASSBio-1909, 1911, 1935 ¢
1936) foram testadas nas concentragdes de 5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 80,0 uM por 48
horas. Decorrido o tempo de tratamento, foi adicionado 10 pLL. de MTS por poco ¢ a
placa foi incubada por 4 horas a 37 °C. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro (490 nm). Os valores de ICso (concentragdo capaz de inibir 50 %
do crescimento) foram determinados por meio do programa Calcusyn (Biosoft,

Ferguson, Missouri, USA).

4.3.2 Ensaio de exclusdo com azul de Trypan

As células foram semeadas em placa de 12 pogos com densidade de 5,0 x 10*
células/poco. Apos adesdo, as células foram tratadas com LASSBio-1911 e 1935 nas
concentracdes de 5,0 e 10,0 uM por 24, 48 e 72 horas. Nos dias de interesse, as
populagdes de células viaveis e invidveis foram quantificadas em hemocitometro na

presenga do corante azul de Trypan (0,4 %).
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4.4 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

As células foram semeadas em baixa densidade (1000 células por placa) em
placas de 35 mm de diametro. Apos adesao, as células semeadas estavam aderidas,
porém isoladas, ocasido em que as culturas foram tratadas com LASSBio-1911 por
24 horas. Decorrido o periodo de tratamento, o meio foi substituido por meio fresco
e as placas foram mantidas em estufa a 37 °C, contendo 5 % de CO,, por 12 dias.
Ap0s o periodo de incubagdo, as culturas foram lavadas com PBSA e as células foram
fixadas por 30 minutos com metanol P.A (Sigma-Aldrich LTDA, Brasil). Apos
secagem, as placas foram coradas com cristal violeta por 5 minutos. A quantificacao
das coldnias foi realizada com auxilio de estereomicroscopico (aumento de 20 x) e

foram consideradas na analise as colonias que tinham, pelo menos, 50 células.

4.5 ANALISE DE INCORPORACAO DE BRDU

As células foram semeadas em placas de 35 mm sobre laminula com indculo
inicial de 1x10° células/placa. Apos adesdo, as culturas foram tratadas por 48 horas

com LASSBio-1911 e 1935 nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. decorrido o tempo

de tratamento, o meio de cultura foi substituido por meio fresco suplementado com
BrdU (EMD Biociences) 100,0 uM. Apos esse periodo, as células foram fixadas com
formaldeido 3,7 % por 30 minutos e tratadas com triton X-100 (0,5 %) por 10
minutos. Posteriormente, as amostras foram tratadas com HCI (1,5 M) por 30 minutos
e apos sucessivas lavagens, as amostras foram incubadas com anti-BrdU (1:100,
Bu20a Mouse mAb/ Cell Signaling Technology) a 4° C por 12 horas. No dia seguinte,
foi adicionado anticorpo secundario (anti-IgG de camundongo 1:100, Sigma-Aldrich
LTDA, Brasil) conjugado a fluoresceina por 2 horas. Os nucleos foram contra
corados com DAPI (Molecular Probes-LifeTechnologies) por 30 minutos. As
laminas foram montadas com VectaShield (Vector-Lab, California, EUA) e
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axio Scope, Al, NY, USA). Os
resultados referem-se a média de 3 experimentos independentes. Foram quantificadas

1000 células por lamina.
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4.6 ANALISE DO CICLO CELULAR

As células foram semeadas em placa com 35 mm com densidade de 1,0 x 10°
células/poco. Apos adesdo, as células foram tratadas por 48 horas com LASSBio-
1911 e 1935 nas concentragoes de 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM. Apos tratamento as células
foram coletadas por digestdo enzimatica (trypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich
LTDA, Brasil) e transferidas para tubos Falcon. O precipitado de células foi obtido
por centrifugacao (5 minutos a 1000 rpm). As amostras foram fixadas com etanol (75
% em PBSA-Salina fosfato tamponada) a 4 °C por 24 horas. Apds nova
centrifugacado, as células foram coradas por 1 hora em uma solucdo contendo PBSA,
RNAse (1,5 mg/mL) e iodeto de propidio (90 pg/mL). A andlise foi realizada em
citometro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) usando o software GuavaSoft 2.7.

4.7 IMMUNOBLOT

As células foram semeadas em placas de 100 mm de didmetro (2,0 x 10°
células/placa). Apds tratamento, as células foram homogeneizadas em tampao RIPA
(NaCl 150mM, NP-40 1,0 %, acido deoxicolato de sodio 1,0 % em Tris-HCL 50 mM,
pH= 7,5) contendo inibidores de proteases (Sigma-Aldrich LTDA.). Apods
centrifugacdo (12000 g) por 10 minutos, o sobrenadante foi coletado e a
quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método BCA (GE Healthcare). A leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotometro (filtro de 562 nm).

As amostras foram diluidas em tampao de amostra 4x (Tris 0,5 M — pH 6,8,
4 ml de glicerol, SDS 10 %, azul de bromofenol 1,0 % e betamercaptoetanol 1,0 %
em agua deionizada) e desnaturadas por 5 minutos (100 °C). O fracionamento das
proteinas foi realizado em minigel de poliacrilamida 12 % com SDS (2,5 horas a
100V). Em cada pogo foi colocado 30 pg de proteinas totais.

A transferéncia para membrana de PVDF (Amersham Pharmacia) foi
realizada por 2 horas a 200 mA em tampao (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol
a 20 % em agua destilada). Apds a transferéncia das proteinas, a membrana foi corada
em solucdo de Ponceau 0,5 % por 3 minutos para verificar a eficiéncia da
transferéncia. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes em TBS (solugdo salina

tamponada com Tris) a 0,02 M (10 minutos cada lavagem). O bloqueio foi realizado
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com TBS a 0,02 M contendo leite desnatado em p6 (Molico — Nestl¢) a 5 % e tween
20 (Pharmacia) a 0,05 % por 1 hora a 27 °C, sob agitagdo.

As membranas foram incubadas com os anticorpos primarios, diluidos em
solucdo de bloqueio por 12 horas a 4 °C, sob agitagao. Os anticorpos utilizados, bem
como suas especificagdes estdo inseridos na tabela 3. Apds sucessivas lavagens com
TBS e TTBS (tampao tris-salina acrescido de 0,1 % de tween 20), a membrana foi
incubada com anticorpos secundarios anti-IgG de camundongo ou de coelho (1:1000)
(Kit ECL®, Amersham Pharmacia) por 2 horas a 27 °C, sob agita¢do. Foi entdo lavada
novamente e revelada por quimioluminescéncia (ECL®, Amersham Pharmacia)
conforme especificagdes do fabricante. Os resultados foram registrados em filme
Hyperfilm Amershan. A quantificacdo das bandas imunorreativas foi realizada
usando o programa de dominio publico Imagel (Wayne Rasband, National Institutes

of Health, USA).

Tabela 3 - Relagdo de anticorpos primarios e especificagcdes

Anticorpo Primario | Cédigo | Diluiciao Fabricante
p-ERK (E-4) sc-7383 1:200
ERK 1 (K-23) sc-94 1:200 Santa Cruz
p-Histone H3 (Ser10) sc-8656-R  1:200 Biotechnology
Cyclin B1 (GNS1) sc-245 1:200
a-Tubulin T9026 1:1000 Sigma-Aldrich
Ac-o-Tubulin (K40) D20G3 1:1000 Cell Signaling

Fonte: Do autor.

4.8 gPCR

As células foram semeadas em placas de 35 mm de didmetro a uma densidade
de 2,0 x 10° células por placa. As células foram coletadas por digestio enzimatica e
apos centrifugagdo (1000 rpm por 5 minutos a 4 °C), o precipitado de células foi
homogeneizado em 350 pL de tampdo de lise do kit RNeasy Mini® (Qiagen,
Mississauga, Ontario, CA).

As amostras foram armazenadas a -80 °C até o momento da extragao do RNA.
O RNA total de cada grupo experimental (n = 4) foi extraido utilizando o kit RNeasy
Mini® (Qiagen, Mississauga, Ontario, CA) de acordo com as instru¢cdes do

fabricante e, entdo, eluido em 30 puL. de dgua livre de RNAse. A concentragdo de
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RNA total das amostras foi mensurada através do espectrofotdmetro NanoDrop® ND
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA). Em seguida 1 pg de RNA
total foi incubado com DNAse (1U; Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) para
eliminacdo de possivel contaminacdo com DNA genomico e entdo submetido a
reacao de transcri¢ao reversa (RT) utilizando Randon primers e High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, Sdo Paulo, SP, Brasil) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os reagentes foram incubados a 25 °C por 10 min,
37 °C por 120 min e entdo, 85 °C por 5 min para a inativacao da enzima.

A abundancia de mRNA dos genes alvos foi investigada através da reacao em
cadeia da polimerase (PCR) em tempo real, utilizando o termociclador ABI
Prism7500® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e o protocolo de
amplificagdo do kit Power Syber Green Master Mix® (Applied Biosystems).

Os valores de expressao dos genes alvos foram normalizados pela expressao do gene
constitutivo B-actina. A abundancia relativa de RNAm de cada gene foi calculada
utilizando o método AACt com corre¢do da eficiéncia e utilizando uma amostra
controle como calibradora (PFAFFL, 2001). Os valores médios de eficiéncia para
cada gene foram calculados através do perfil de amplificacdo de cada amostra

utilizando-se o programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003).

Tabela 4 - Sequéncia de bases dos primers utilizados na qPCR

(continua)

Gene Sequéncia do primer
F 5’- TCTTCACAGGAGGCAAATCCA-3’
R 5’-AATAAGTTACACACTCACTCAGGTACTA-3’
F 5'-AAAGAGCCTGTCACCCCATC-3'

AURKA

AURKE R 5'-CGCCCAATCTCAAAGTCATC-3'
BAX F 5’-TTCCTTACGTGTCTGATCAATCC-3’
R 5’-GGGCAGAAGGCACTAATCAA-3’
BCL2 F 5’>-CAGAAGTCTGGGAATCGATCTG-3’
R 5’-AATCTTCAGCACTCTCCAGTTATAG-3’
CCNBI F 5’- GTACCCTCCAGAAATTGGTGA-3

R 5’- GACTACATTCTTAGCCAGGTG-3’
CDKNIA F: 5'-CCATAGCCTCTACTGCCACCATC-3'

R 5'-GTCCAGCGACCTTCCTCATCCA-3'

F 5'-ATGAGGTAGTAACACTCTGG-3'

R 5'"-CCTATACTCCAAATGTCAACTG-3'

F 5'-TGGAACTTCCCCGACAGTAAGG-3'

cbeasce R 5S-TTTTTCCAAGGTATGTGCGCTG-3'

CDK1
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Tabela 5 - Sequéncia de bases dos primers utilizados na gPCR

(conclusio)
Gene Sequéncia do primer
HDACE F 5’ -CAACTGAGACCGTGGAGAG- 3’
R 5 -CCTGTGCGAGACTGTAGC- 3’
HDACS F 5 -CCAAGAGGGCGATGATGATC- 3’
R 5’ -GTGGCTGGGCAGTCATAACC- 3’
PLK] F 5'-CCTGCACCGAAACCGAGTTAT-3'
R 5-CCGTCATATTCGACTTTGGTTGC-3'
WEEI F 5'- GGGAATTTGATGTGCGACAG-3'
R 5'-CTTCAAGCTCATAATCACTGGCT-3’
ACTB F 5’- AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’
R 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG -3’
GAPDH F 5°- GGATTTGGTCGTATTGGGC-3’
R 5°- TGGAAGATGGTGATGGGATT-3’
18srRNA F 5’- GTAACCCGTTGAACCCCATT-3

R 5’- CCATCCAATCGGTAGTAGCG-3’

Fonte: Do autor.

4.9 ANALISE DO CITOESQUELETO

As células foram semeadas em placas com 35 mm de didmetro (2,0 x 10°
células/placa) sobre laminula. As amostras foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 uM por 48 horas. Ao término do tratamento, as células
foram fixadas em 3,7 % de formaldeido por 30 minutos e tratadas com triton X-100
(0,5 %) por 10 minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas com anti-
tubulina (1:100, Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a 4° C por 12 horas. No
dia seguinte, apos lavagens em PBSA, as amostras foram incubadas com anticorpo
secundario (anti-IgG de camundongo 1:100, Sigma) conjugado a fluoresceina por 2
horas. Para analise de F-actina, as amostras foram coradas com faloidina conjugada
a rodamina (Sigma-Aldrich, Califérnia, Estados Unidos). Os nucleos foram contra
corados com DAPI (4',6- Diamidino-2'-Phenilindol diidrocloreto, Sigma-Aldrich,
Califérnia, Estados Unidos). As laminas foram montadas com VectaShield (Vector,
California, EUA) e analisadas em microscopio confocal de varredura a laser (C2,

Nikon, Téquio, Japao).
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4.10 ENSAIO DE FECHAMENTO DE FERIDA

As células foram semeadas em placa de 24 pogos com indculo de 2,0 x 10°
células por poco. Apo6s 24 horas, a ferida foi realizada raspando-se a monocamada
com o auxilio de uma ponteira de 200 pL. Em seguida, as culturas de Hep3B foram
incubadas com LASSBio-1911 nas concentracdes de 5,0 e 10,0 uM, em estufa (37,0
°C, 95,0 % de ar e 5,0 % de CO») integrada ao sistema de microscopio invertido Zeiss
Axio Observer Z1 e camera MRc (Carl Zeiss, Gottingen, Alemanha). Imagens no
momento TO foram capturadas para registrar a darea inicial das feridas.
Posteriormente, as imagens foram registradas no decorrer de 48 horas. A migragao
para area das feridas foi expressa como percentual de fechamento da ferida. A area

da ferida foi quantificada utilizando o software ZEN (ZEISS Efficient Navigation).

4.11 ENSAIO DE ANEXINA V/7-AAD

O ensaio foi realizado utilizando o Kit Guava Nexin Reagent
(Merck/millipore) de acordo com instrucdes do fabricante. As células foram tratadas
por 48 ou 72 horas com LASSBio-1911 e 1935 nas concentragdes de 5,0 ¢ 10,0 uM.
Apos o tempo de tratamento, as cé€lulas foram coletadas por digestdo enzimadtica
(trypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich LTDA, Brasil), centrifugadas a 1000 rpm
por 5 minutos, lavadas em PBSA e homogeneizadas em solu¢do contendo anexina V
conjugada a PE e 7-AAD. As amostras foram incubadas por 20 minutos, protegidas
da luz em temperatura ambiente e a analise foi realizada no citdmetro fluxo (Guava

Mini Easy Cyte, 8HT) através do software GuavaSoft 2.7.

4.12 ENSAIO DE COMETA

As células foram semeadas em placas de 35 mm (2 x 10° células/poco). As
culturas foram tratadas com LASSBio-1911 e 1935 por 24 horas. A suspensao celular
foi obtida por digestdo enzimatica (Trypsin-EDTA solution/Sigma-Aldrich LTDA,
Brasil). As amostras foram centrifugadas a 1000 rpm por 5 minutos. O precipitado
foi homogeneizado em 100 pL. de meio de cultura. Foi realizada contagem em
hemocitdmetro na presenca de azul de Trypan (1:1) para ajuste de in6culo (5x10*

células/lamina) e 70 % de viabilidade. O material foi homogeneizado com 100 pL de
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agarose de baixo ponto de fusdo (Sigma-Aldrich LTDA, Brasil). A amostra
adicionada sobre laminas revestidas previamente com agarose ponto padrdo de fusao
(Sigma-Aldrich LTDA, Brasil). As laminas foram mantidas a 4 °C em solu¢ao
tampao de lise.

A eletroforese foi realizada em cuba horizontal em condi¢des alcalinas por 20
minutos, 20 volts e 300 mA. Deste modo, foi aplicado 1v/cm?. Apos eletroforese, as
laminas foram transferidas para tampdo de neutralizagdo por 15 minutos, secas e
coradas com Sybr Green (Molecular Probes SYBR® Green I nucleic acid gel stain)
para observacao em microscopia de fluorescéncia (Microscopio de Fluorescéncia
Zeiss Axio Scope, A1, NY, USA). Foram analisados 50 cometas por lamina por meio
do software OpenComet /ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
USA). Os resultados apresentados referem-se a média + desvio padrao de 3

experimentos independentes realizados em duplicata.

4.13 ENSAIO DE DETECCAO DE B-GALACTOSIDASE ASSOCIADA A
SENESCENCIA (SA-B-GAL)

Para o ensaio de SA-B-GAL, as células foram semeadas em placas de 35
mm com indculo de 2,0 x 10° células/placa e tratadas com LASSBio-1911 e 1935 na
concentracdo de 10,0 uM por 48 horas. Apos tratamento as amostras foram fixadas
com 2 % de paraformaldeido/ 1 % de glutaraldeido por 5 minutos, lavadas com PBSA
e incubadas por 6 horas a 37 °C com a solu¢do de coloragdao contendo, X-gal (1,0
mg. mL™), NaCl (150,0 mM), MgCl, (2,0 mM), K3Fe(CN)s (5,0 mM) e K4Fe(CN)g
(5,0 mM) em tampao fosfato (40,0 mM, pH = 6,00). As imagens foram obtidas no
microscopio optico de luz no aumento de 10 x. Foram quantificadas 1000

células/placa. As células azuis indicam células positivas para -galactosidade.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados referem-se a média + desvio padrdo (DP) de trés
experimentos independentes realizados em triplicata submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) seguida do pods- teste de Tukey por meio do programa
GraphPadPrism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).
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S RESULTADOS

5.1 OS DERIVADOS NAH REDUZIRAM A PROLIFERACAO DE LINHAGENS
DERIVADAS DE CHC

Inicialmente, nos avaliamos a atividade citotoxica dos derivados NAH
(LASSBi0-1909, 1911, 1935 e¢ 1936) frente linhagens derivadas de carcinoma
hepatocelular (HepG2 e Hep3B) por meio do ensaio colorimétrico MTS. A
Tricostatina A (TSA), um pan-inibidor de histonas desacetilases, foi utilizada como
controle. A figura 5 mostra que os derivados NAH reduziram a viabilidade celular
das linhagens HepG2 e Hep3B apds 48 horas de exposi¢do ao tratamento em um
mecanismo dependente da concentragao. Como mostrado na tabela 1, as substancias
LASSBio-1911 ¢ 1935 foram mais citotoxicas para a linhagem HepG2 em
comparagdo a LASSBio-1909 e 1936. Na linhagem Hep3B, LASSBio-1935 foi a

substancia mais ativa.

Figura 5 - Viabilidade celular, determinada por MTS, em culturas de HepG2, Hep3B, FB1 e FPM tratadas com

os derivados NAH.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas foram tratadas com os derivados NAH (LASSBio-1909, 1911, 1935 ¢ 1936) em
diferentes concentragdes (5,0; 10,0; 20,0; 40,0 e 80,0 uM) por 48 horas. A TSA foi utilizado
como controle. Decorrido o tempo de tratamento, o MTS foi adicionado e ap6s 4 horas de
incubagdo, as absorbancias (abs) foram adquiridas em espectrofotdometro (ELISA). Viabilidade
celular (%) refere-se a razdo entre a abs das amostras tratadas e controle (x 100). Os resultados
referem-se a média de 3 experimentos independentes realizados em quadruplicata.
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Posteriormente, nos tratamos as culturas primdarias de fibroblastos (FB1 e
FPM) com LASSBio-1911 e 1935 por 48 horas para avaliar o perfil de citotoxicidade
em células normais. Os valores de ICso determinados para as referidas substancias
em FB1 foram superiores aos obtidos para as linhagens HepG2 e Hep3B. O
tratamento com LASSBio-1911 apresentou seletividade para as linhagens HepG2 e
Hep3B considerando o IS de 4,68 e 3,06, respectivamente. O tratamento com
LASSBio0-1935 mostrou-se 10 e 8 vezes mais seletivo para as linhagens HepG2 e
Hep3B. Nas culturas de FPM, nds nao verificamos redu¢ao da viabilidade na faixa

de concentracdo avaliada (5,0 a 200,0 uM), portanto, a determinacdo dos valores de

ICs0 e IS nao foi realizada. Além disso, nos tratamos as linhagens e as culturas
primarias com TSA. Comparado a TSA, o tratamento com os derivados NAH exibiu
menor citotoxicidade para células normais. Estes resultados indicam alta seletividade
das substancias LASSBio-1911 e¢ 1935 para células tumorais, nas condigdes

experimentais avaliadas.

Tabela 6 - Valores de ICso (uM), determinados a partir dos ensaios de MTS, apos
tratamento com os derivados NAH

HepG2 | Hep3B FB1 FPM
LASSBio-1909 19,78 +0,68 13,07+ 1,39 NR NR
LASSBio-1911  940+0,71  1436+0,56 43,98+222  >200,00
LASSBio-1935  7,64+0,78  886+0,47 77,70£536 > 200,00
LASSBio-1936  28,51+342  11,38+0,99 NR NR
TSA 1,64£043  1,60£0,65 853+2,65 2597+4,79

Fonte: Do autor. NR: nao realizado.

Para melhor explorar os efeitos antiproliferativo e citotoxico dos derivados
NAH, nés selecionamos as substancias LASSBio-1911 e 1935, as quais obtiveram o
melhor desempenho na reducao da viabilidade celular e mostraram melhores indices
de seletividade para as linhagens derivadas de CHC.

Nos utilizamos o ensaio de exclusdao com azul de Trypan como parametro
adicional para avaliar os efeitos do tratamento com LASSBio-1911 e 1935 sobre
a viabilidade celular das linhagens HepG2 e Hep3B. Nesta abordagem
experimental ¢ possivel distinguir as populagdes de células vidveis e inviaveis,

pois o corante penetra somente em células que perderam a integridade da
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membrana e funciona como um marcador para identificacdo de células mortas
(HYNES et al., 2003; MINERVINI et al., 2004). Para realizagdo deste ensaio, nos
tratamos as linhagens HepG2 e Hep3B com LASSBio-1911 e 1935 nas
concentracdes de 5,0 e 10,0 UM e quantificamos as c€lulas viaveis e inviaveis apos
24,48 e 72 h de exposi¢do ao tratamento. A figura 6 mostra que o tratamento com
derivados alterou a curva de crescimento em ambas as linhagens. Quando as
culturas de HepG2 foram tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes de 5,0
e 10,0 uM, nods observamos drastica reducdo na frequéncia de células viaveis apos
48 horas de tratamento. Perfil semelhante foi observado quando as culturas de
HepG2 foram tratadas com LASSBio-1935. Por conseguinte, a linhagem Hep3B
mostrou-se mais resistente em relagdo a linhagem HepG2, considerando que a
reducdo na frequéncia de células vidveis ocorreu somente apds 72 horas de

exposi¢do ao tratamento com LASSBio-1911 e 1935.

Figura 6 - Populacdes de células viaveis em culturas de HepG2 e Hep3B, determinadas por
meio do ensaio de exclusdo com azul de Trypan.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas foram tratadas por 24, 48 e 72 horas com LASSBio-1911 e LASSBio-1935
utilizados nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. Decorrido o tempo de tratamento as
células foram quantificadas com o auxilio do corante azul de Trypan. Os resultados

referem-se a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. ***
p<0,001 e **p<0,01.
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A figura 7 ilustra o aspecto morfolégico das linhagens HepG2 e Hep3B
tratadas por 48 horas com LASSBio-1911 ¢ 1935. Na linhagem HepG2, nos
observamos aumento na frequéncia de células arredondadas e parcialmente aderidas,
além de restos celulares nos grupos tratados. Esses eventos indicam que essas
substancias tém efeito citotdxico quando utilizadas na concentragdo de 10,0 uM. Na
linhagem Hep3B, células maiores foram observadas nos grupos tratados com
LASSBio-1911 ¢ 1935 em comparagao ao grupo controle. Além disso, as células das
culturas tratadas apresentaram aspecto alongado e fusiforme, cujo padrao
morfolégico difere daquele observados em culturas controle (aspecto poliédrico).
Nos também observamos menor densidade celular nas culturas tratadas com
LASSBio-1911 e 1935.

Na sequéncia, ensaios de incorporagao de BrdU (bromodeoxiuridina) e
analise de progressao do ciclo celular foram empregados para avaliar a influéncia das
substancias LASSBio-1911 ¢ 1935 sobre o comportamento proliferativo das
linhagens derivadas de CHC.

O ensaio de incorporacdo de BrdU ¢ altamente especifico e permite
determinar a frequéncia de células na fase S do ciclo celular. Este nucleosideo ¢ um
analogo da timidina, o qual ¢ incorporado durante o processo de replicagdo de DNA
em c¢lulas que estao progredindo no ciclo celular. Para esta abordagem, nos tratamos
as linhagens HepG2 e Hep3B por 48 horas com as substancias nas concentragdes de

5,0 e 10,0 uM e realizamos preparagdes citoldégicas imunomarcadas para BrdU. A

figura 8 mostra que houve redugao na frequéncia de células na fase S nos grupos
tratados quando comparados aos controles, em ambas as linhagens, refor¢ando a
hipotese de que LASSBio-1911 e 1935 reduzem a proliferacao das linhagens HepG2

e Hep3B. O padrao de marcagao para BrdU pode ser observado na figura 9.
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Figura 7 - Aspecto morfolégico das culturas de HepG2 e Hep3B tratadas com
LASSBio-1911 ¢ 1935.
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Fonte: Do autor.

Notas: Imagens ilustrativas obtidas por microscopia de contraste de fase
mostrando o aspecto morfologico das culturas de HepG2 e Hep3B
tratadas por 48 horas com LASSBio-1911 e 1935 nas concentragdes de
5,0 ¢ 10,0 uM. Aumento (60 x)



Figura 8 - Ensaio de incorporagdo de BrdU em linhagens derivadas

de CHC tratadas com LASSBio-1911 e 1935.
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Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com os
derivados NAH por 48 horas. Decorrido o tempo de
tratamento, foi realizado pulso de BrdU (100 uM) por 1
hora. Em seguida, as amostras foram fixadas,
permeabilizadas e marcadas com anti-BrdU/FITC. Os
resultados referem-se a média de 3 experimentos
independentes realizados em triplicata. *** p<0,001 e
**p<0,01.
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Figura 9 - Padrdo de marcagdo para BrdU em culturas de Hep3B apos tratamento com
LASSBio-1911 e 1935.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de Hep3B foram tratadas por 48 horas com LASSBio-1911 ¢ 1935
utilizados nas concentrag¢des de 5,0 ¢ 10,0 uM. Para as prepara¢des imunomarcadas
para BrdU, as células foram fixadas e incubadas com anti-BrdU/FITC (verde). Os
nucleos foram contra corados com DAPI. As imagens foram obtidas em microscopio
de fluorescéncia.
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A anélise de progressao do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo
considerando o contetido de DNA por célula. Inicialmente, nos tratamos as linhagens
HepG2 e Hep3B com LASSBio-1911 e 1935 nas concentracdes de 1,0; 2,5; 5,0 e
10,0 uM por 48 horas e observamos que o tratamento com LASSBio-1911 alterou a
distribuicao das populagdes celulares nas diferentes fases do ciclo celular em ambas
as linhagens avaliadas (Figura 10). Na linhagem HepG2, LASSBio-1911, nas
concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM, reduziu a frequéncia de células em G0/G1
e aumentou a populacdao de células em G2/M, em um mecanismo dependente da
concentracdo. O mesmo perfil de distribui¢ao das populacdes celulares foi observado
quando culturas de Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas mesmas
concentragdes. O acimulo de células em G2/M apds tratamento com LASSBio-1911
constitui um indicativo de bloqueio da transi¢ao G2/M ou durante a fase M. Além
disso, nos observamos aumento da frequéncia de células em Sub-G1 em culturas
tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. A populagdo A
populacdo Sub-G1 ¢ constituida por células com DNA fragmentado e indica que o
tratamento induziu morte celular. Curiosamente, n6s nao observamos bloqueio do
ciclo celular em culturas de HepG2 tratadas com LASSBio-1935. J4 na linhagem
Hep3B, o tratamento com a referida substancia quando utilizada na concentragao de
10,0 uM, induziu aumento pouco expressivo de células em G2/M. A figura 10 mostra
que houve aumento na frequéncia de células em Sub-G1 nas culturas tratadas com

LASSBio-1935 (Figura 11).



Figura 10 - Analises de ciclo celular em culturas de HepG2 e Hep3B tratadas com

LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.
Notas: As culturas de HepG2 ¢ Hep3B foram tratadas por 48 horas com LASSBio-1911

nas concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0 ¢ 10,0 uM. Em A e C podem ser visualizados
os histogramas obtidos por citometria de fluxo. Em B e D podem ser visualizadas
as quantificagdes das populagdes de células nas diferentes fases do ciclo, em
culturas de HepG2 e Hep3B, respectivamente. Os resultados referem-se a média
de 3 experimentos independentes realizados em triplicata. *** p<0,001 e
**p<0,01.
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Figura 11 - Analises de ciclo celular em culturas de HepG2 ¢ Hep3B tratadas com
LASSBio-1935.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas por 48 horas com LASSBio-1935
nas concentragdes de 1,0, 2,5, 5,0 e 10,0 uM. Os resultados referem-se a média de
3 experimentos independentes realizados em triplicata. **p<0,01 e *p<0,05.

Considerando os dados anteriores, nés realizamos um novo ensaio para
avaliar se o tratamento com as substincias LASSBio-1911 e¢ 1935 afetaria a
progressdo pelo ciclo celular em tempos de exposicdo inferiores a 48 horas. Para esta
abordagem, nds tratamos as linhagens com essas substancias na concentragdo de 5,0
uM. Nesta abordagem, os efeitos das substancias avaliadas foram comparados aos
efeitos induzidos por TSA. A figura 12 mostra que houve aumento na frequéncia de
células em G2/M nos grupos tratados por 24 horas com LASSBio-1911, na
concentracdo de 5,0 uM, em ambas as linhagens, indicando que o efeito citostatico
de LASSBio-1911 estd associado a alteracdes na dindmica de progressao do ciclo
celular em linhagens derivadas de CHC. Por conseguinte, o tratamento com
LASSBIi0-1935 nao alterou a distribuicao de células nas diferentes fases do ciclo
celular, reforcando a ideia de que essa substancia, nas condi¢des experimentais
avalidas, ndo altera os mecanismos que regulam a progressao do ciclo celular nas
linhagens HepG2 e Hep3B. Além disso, nds observamos que o tratamento com TSA
na concentragdo de 1,0 puM foi capaz de induzir aumento nas populacdes
hipertetraploide ¢ G0/G1 nas linhagens HepG2 e Hep3B, respectivamente, apds 12
horas de exposicao. Com 24 horas de tratamento, TSA foi altamente citotoxico em
ambas as linhagens avaliadas, como demonstrado pelo grande aumento na frequéncia

de células em Sub-Gl1.



Figura 12 - Analises de ciclo celular em culturas de HepG2 e¢ Hep3B tratadas com
LASSBio-1911, 1935 ¢ TSA.
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Fonte: Do autor.
Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 e¢ 1935
utilizados na concentragdo de 5,0 uM. TSA foi utilizado na concentragdo de 1,0 uM.
As andlises de ciclo celular foram realizadas apo6s 6, 12 e 24 horas de exposicao aos

tratamentos. Os resultados referem-se a média de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata. ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

LASSBio
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Os resultados obtidos por meio das analises de ciclo celular mostraram

divergéncias importantes relacionadas a capacidade antiproliferativa de LASSBio-

1911 e 1935 frente as culturas de HepG2 e Hep3B. O bloqueio G2/M ocasionado por

LASSBio-1911, mesmo quando utilizado em concentragdes subtoxicas, ndo foi

observado apos tratamento com LASSBio-1935. Esses resultados motivaram novas
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investigacdes para avaliar os mecanismos moleculares associados a capacidade de
LASSBi0-1911 em inibir a progressdo do ciclo celular nessa fase especifica. Assim
sendo, nds realizamos ensaios subsequentes para determinar se o bloqueio do ciclo
celular ocasionado pelo tratamento com LASSBio-1911 ocorreu durante a transi¢ao
de G2 para M ou na fase M.

Nos verificamos o perfil de fosforilagdo de histona H3 nos residuos de serina
10, pois este evento constitui um marcador especifico de entrada na mitose. Para esta
abordagem, nés tratamos as linhagens HepG2 e Hep3B com LASSBio-1911 na
concentracdo de 5,0 uM e avaliamos, por immunoblot, os niveis de fosforilacao nos
residuos de Ser10 da histona H3 apos 12, 24, 36 e 48 horas de tratamento. Os
resultados mostraram que houve reducio dos niveis de fosfo-histona H3 (ser10) na
linhagem HepG2 ao longo do periodo avaliado. Contudo, na linhagem Hep3B, esse
evento foi observado somente apos 24 h de tratamento (figura 13). Os dados aqui
apresentados indicam que o tratamento com LASSBio-1911 retardou a entrada na
mitose e, portanto, alterou os mecanismos regulatérios da transi¢do de G2/M nas

linhagens derivadas de CHC.

Figura 13 - Analise do perfil de fosforilagdo de H3 (ser10) em culturas de HepG2 e Hep3B apos
tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 ¢ Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 utilizado na
concentracdo de 5,0 UM e os niveis de fosforilagdo de Histona H3 (ser10) foram avaliados
ap6s 12, 24, 36 e 48 horas de exposi¢do ao tratamento por immunoblot. Os resultados
referem-se a média de 3 experimentos independentes. **p<0,01.
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52 O TRATAMENTO COM LASSBIO-1911 AFETOU A EXPRESSAO E
ATIVACAO DE REGULADORES CRITICOS DA FASE G2M EM
LINHAGENS DERIVADAS DE CHC

Visto que o tratamento com LASSBio-1911 foi capaz de induzir bloqueio
em G2/M, além de reduzir os niveis de fosforilacdo da Histona H3 (Serl0), nos
investigamos o perfil de expressdo de reguladores da transicdo G2/M e inicio da fase
M como os genes CCNBI (ciclina B1), CDKI (CDKI1), CDKNIA (p21), WEEI
(Weel), CDC25 (CDC25C), PLKI (Polo-Like 1), AURKA (aurora A) e AURKB
(aurora B). Além disso, os niveis proteicos de ciclina Bl e fosforilagdo de ERK
(Tyr204) também foram avaliados.

Considerando que a formacao e ativagao dos complexos CDK1/CiclinaB1
sdo criticos para a transicdo de G2 para M, nds avaliamos a influéncia de LASSBio-
1911 sobre a expressdo de ciclina B1 (componente regulatério dos complexos
CDK1/CiclinaB1), em diferentes niveis. Para avaliar os niveis de expressdo do gene
CCNBI, que codifica para a ciclina B1, nds tratamos as linhagens HepG2 ¢ Hep3B
por 24 horas e as analises de expressao em nivel de RNAm foram realizadas por
qPCR. Os resultados mostraram que o tratamento com LASSBio-1911, nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 uM, reduziu a abundancia relativa de RNAm de CCNBI
nos grupos tratados, em ambas as linhagens, em comparagdao ao grupo controle.
Contudo, diferengas significativas foram observadas somente nos grupos tratados

com 10,0 uM indicando que o efeito ¢ dependente da concentragdo utilizada (Figura

14).
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Figura 14 - Analise da abundancia de RNAm de CCNB!I em culturas de HepG2 e
Hep3B apos tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 5,0 ¢ 10,0 uM e os niveis de expressdo de RNAm de
CCNBI (ciclina B1) foram avaliados ap6s 24 horas de exposi¢do ao
tratamento por qPCR. Os resultados referem-se a média de 4 experimentos
independentes realizados em triplicata. **p<0,01.

Para investigar a influéncia de LASSBio-1911 sobre o perfil de expressao
proteica da ciclina B1, inicialmente, nos tratamos a linhagem HepG2 com LASSBio-
1911 na concentracao de 5,0 uM e avaliamos os niveis de ciclina B1 apds 24 e 48
horas de exposi¢ao. Em oposicao aos dados obtidos por qPCR, que demonstraram
reducdo da abundancia de RNAm do gene CCNBI, nds observamos aumento na
intensidade das bandas imunorreativas para ciclina B1 nos grupos tratados por 24 e
48 horas em comparagdo aos controles (Figura 15A). Posteriormente, nds avaliamos
os niveis proteicos de ciclina B1 apds tratamento com LASSBio-1911 pelo periodo
de 12, 24, 36 e 48 horas. Na linhagem HepG2, os niveis de expressao de ciclina Bl
foram 6 vezes maiores no grupo tratado por 24 horas em comparagdo ao grupo
controle (Figura 16B). Na linhagem Hep3B, os niveis de ciclina B1 foram 3,09 vezes
maiores nos grupos tratados por 24 horas (Figura 15B). Em ambas as linhagens, nos
observamos aumento das bandas imunorreativas para ciclina Bl em um mecanismo
dependente do tempo de tratamento avaliado. Vale ressaltar que o aumento de ciclina
B1 ocorreu simultancamente a reducdo dos niveis de fosforilagdo dos residuos de
serina 10 da histona H3, indicando que nestas condi¢des experimentais, o aumento

observado pode ter sido decorrente do acumulo de ciclina B.
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Figura 15 - Analise dos niveis de ciclina Bl em culturas de HepG2 e Hep3B apods
tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 (5,0 uM) e
os niveis de ciclina B1 foram avaliados por immunoblot. (A) Os resultados
evidenciaram aumento das bandas imunorreativas para ciclina Bl nas culturas
tratadas por 24 e 48 horas com LASSBio-1911. (B) Aumento das bandas
imunorreativas para ciclina Bl em um mecanismo dependente do tempo de
tratamento avaliado, em ambas as linhagens. Os resultados referem-se a média
de 3 experimentos independentes. ***p<0,001, **p<0,01 ¢ *p<0,05.

Nos também avaliamos a influéncia do tratamento com LASSBio-1911 sobre
o perfil de expressdo do gene CDKI, que codifica a subunidade catalitica do
complexo CDK1/CiclinaB1. Houve aumento dos niveis de RNAm de CDK/ em
culturas de Hep3B apds tratamento por 24 horas com LASSBio-1911, em ambas as

concentracoes (Figura 16).



59

Figura 16 - Analise da abundancia de RNAm de CDK/ em culturas de HepG2 ¢
Hep3B apo6s tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.
Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 UM e os niveis de expressdo de RNAm de CDK/

(CDK1) foram avaliados ap6s 24 horas de exposi¢do ao tratamento por
gPCR. Os resultados referem-se a média de 4 experimentos independentes
realizados em triplicata. **p<0,01.

Uma vez que a ativagdo dos complexos CDKI1/CiclinaB1 ¢ altamente
regulada por diferentes mecanismos, nés avaliamos a expressao dos genes CDKN14,
WEEI e CDC25 que codificam para a proteina p21, a cinase Weel e a fosfatase
CDC25C, respectivamente. Para verificar a expressao do gene CDKNIA, nos
tratamos as linhagens HepG2 e Hep3B com LASSBio-1911 em diferentes
concentragdes (1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM) por 24 horas e os niveis de RNAm foram
avaliados por qPCR. A figura 17 mostra que, na linhagem HepG2, a abundancia de
RNAm de CDKNIA aumentou em cerca de 4 ¢ 9 vezes nos grupos tratados com
LASSBio-1911 nas concentracdes de 5,0 e 10,0 uM, respectivamente, quando
comparados ao grupo controle. Na linhagem de Hep3B, nos observamos que os
niveis de CDKN1A foram aproximadamente 3 e 6 vezes maiores nos grupos tratados
com LASSBio-1911 nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM, respectivamente. Em
ambas as linhagens, o tratamento com LASSBio-1911 induziu aumento nos niveis

de expressdo de CDKNIA em um mecanismo dependente da concentracdo utilizada.



60

Figura 17 - Analise da abundancia de RNAm de CDKNIA em culturas de HepG2 ¢ Hep3B
apos tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM e os niveis de expressdo de RNAm de
CDKNIA (p21) foram avaliados apds 24 horas de exposi¢do ao tratamento por
gPCR. Os resultados referem-se a média de 4 experimentos independentes
realizados em triplicata. ***p<0,001 e **p<0,01.

Os niveis de expressdo dos genes WEEI e CDC25 foram avaliados nas
linhagens HepG2 e Hep3B apods 24 horas de tratamento com LASSBio-1911. De
acordo com os dados obtidos, ndo houve alteragdes significativas na expressao
relativa dos referido genes nas condi¢oes experimentais avaliadas (Figura 18).

Posteriormente, os niveis de expressdo dos genes PLKI, AURKA e AURKB
foram investigados, os quais codificam para as cinases PLK1 e as auroras A e B. A
atividade dessas proteinas cinases ¢ extremamente importante para orquestrar os
eventos da fase M. As culturas HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911
nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM por 24 horas. Os dados de qPCR sdao mostrados
na figura 19. Na linhagem HepG2, o tratamento ndo alterou a abundancia de RNAm
de PLKI, AURKA e AURKB. No entanto, na linhagem Hep3B, LASSBio-1911

induziu aumento nos niveis de expressao de AURKA e AURKB.



Figura 18 - Analise da abundancia de RNAm de WEE! e CDC25 em culturas de
HepG2 e Hep3B apds tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 5,0 ¢ 10,0 uM e os niveis de expressdo de RNAm dos genes
WEE1 e CDC25 foram avaliados apds 24 horas de exposi¢do ao tratamento por
gPCR. Os resultados referem-se a média de 4 experimentos independentes
realizados em triplicata.

Figura 19 - Analise da abundancia de RNAm de PLKI, AURKA ¢ AURKB em culturas de
HepG2 e Hep3B apo6s tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.
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Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes
de 5,0 e 10,0 uM e os niveis de expressao de RNAm dos genes PLK1, AURKA e AURKB
foram avaliados ap6s 24 horas de exposi¢do ao tratamento por qPCR. Os resultados
referem-se a média de 4 experimentos independentes realizados em triplicata. ** p<0,01
e *p<0,05.

53 O TRATAMENTO COM LASSBIO-1911 ALTEROU OS NIVEIS DE
ATIVACAO DE ERK1/2 EM LINHAGENS DERIVADAS DE CHC

A via RAS/RAF/MEK/ERK, comumente alterada no CHC, exerce papel
importante na regulagdo de processos celulares que afetam a proliferagdo,
diferenciagdo e morte celular. Para determinar se a via das MAP cinases esta
envolvida na redugdo da proliferacdo e indu¢ao de apoptose em resposta ao
tratamento com LASSBio-1911 nas linhagens provenientes de CHC, nos avaliamos
o perfil de expressdo de ERK fosforilada e de ERK total por immunoblot. Nos
tratamos as linhagens HepG2 e Hep3B, inicialmente, com LASSBio-1911 em

diferentes concentragdes (1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM) por 48 horas e observamos que 0s

niveis de fosforilagdo aumentaram quando as linhagens foram tratadas com
LASSBio-1911 na concentragdo de 5,0 uM (Figura 20A). Posteriormente, nos
tratamos ambas as linhagens com LASSBio-1911 a 5,0 uM e avaliamos o perfil de
ativacao de ERK por 12, 24, 36 e 48 horas e observamos que os niveis de fosforilagao
aumentaram apos 24 horas de tratamento em ambas as linhagens (Figura 20B). Os

resultados mostraram que LASSBio-1911 foi capaz de induzir a ativagdo de ERK em

um mecanismo dependente da concentragdo usada e do tempo de exposicao.
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Figura 20 - Analise dos niveis de fosforilagdo de ERK em culturas de HepG2 e Hep3B apos
tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 e os niveis de
fosforilacdo de ERK foram avaliados por immunoblot. (A) As culturas foram tratadas com
LASSBio-1911 em diferentes concentragdes (1,0; 2,5; 5,0 e 10,0 uM) e os resultados
evidenciaram aumento das bandas imunorreativas para fosfo-ERK (tyr204), em ambas as
linhagens. (B) Os resultados evidenciaram aumento das bandas imunorreativas para
fosfo-ERK em um mecanismo dependente do tempo de tratamento avaliado, em ambas
as linhagens. Os resultados referem-se a média de 3 experimentos independentes.
**%p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

54 O TRATAMENTO COM LASSBIO-1911 INDUZIU APOPTOSE EM
LINHAGENS DERIVADAS DE CHC

A capacidade das substancias LASSBIO-1911 ¢ LASSBIO-1935 induzir
morte celular foi melhor investigada. Nds ja haviamos observado, pelos ensaios de
citometria de fluxo, aumento significativo da populacdo Sub-Gl em culturas de
HepG2 tratadas com LASSBio-1911 ¢ LASSBio-1935 por 48 horas, e nas culturas
Hep3B tratadas com LASSBio-1935 por 48 horas quando comparadas aos controles
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(Figuras 10 e 11). Os ensaios de exclusdo por azul de Trypan também mostraram
atividade citotoxica dessas substdncias. Na linhagem HepG2, ndés observamos
aumento cé€lulas invidveis em culturas tratadas com LASSBio-1911 (apds 48 e 72
horas de tratamento) e LASSBio-1935 (ap6s 24, 48 e 72 horas). Na linhagem Hep3B,
o perfil de atividade de LASSBio-1911 e 1935 foi semelhante e n6s observamos
aumento da frequéncia de células inviaveis apos 48 e 72 horas de tratamento (Figura
21).

A analise de preparacdes citologicas fluorescentes marcadas com DAPI e
anti-a-tubulina permitiu detectar a presenca de células com aspecto morfologico
compativel com catastrofe mitotica (Figura 22A) e apoptose (Figuras 22B e C) em

culturas de HepG2 tratadas com LASSBio-1911 por 48 horas (5,0 ¢ 10,0 uM). A

figura 22A exibe células com material genético altamente condensado, semelhante
ao nivel compactagdo alcancado na prometifase e metafase, contudo sem a
distribuicdo cromossdmica caracteristica dessas fases de divisdo. Esses eventos
foram quantificados e os resultados mostraram que houve aumento na populagao de
células em catastrofe mitdtica em culturas tratadas comparadas ao grupo controle. As

figuras 22B e C mostram células com blebs e com DNA fragmentado,

respectivamente.

Figura 21 - Populagdes de células inviaveis em culturas de HepG2 ¢ Hep3B,
determinadas por meio do ensaio de exclusdo com azul de Trypan.
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Notas: As culturas foram tratadas por 24, 48 e 72 horas com LASSBio-1911 ¢
LASSBio0-1935 utilizados nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. Decorrido
o tempo de tratamento as células foram quantificadas com o auxilio do
corante azul de Trypan. Os resultados referem-se a média de 3

experimentos independentes realizados em triplicata. *** p<0,001 e
**p<0,01.

Figura 22 - Imagens obtidas por microscopia confocal evidenciando células em catastrofe mitotica
e apoptose em culturas de HepG2 apds tratamento com LASSBio-1911.

A

Niimero de eventos
(por 500 cells)

Fonte: Do autor.

Notas: As preparagdes citoldgicas foram realizadas apds 48 horas de tratamento das culturas de
HepG2 com LASSBio-1911. (A) Aumento da frequéncia de células com aspecto
morfoldgico de castastrofe mitdtica (seta branca) e (B) e (C) Células com blebs e DNA
fragmentado, respectivamente, eventos associados a apoptose. Os nucleos estdo
representados em azul (contra coloracdo com DAPI) e os elementos do citoesqueleto em
verde (Tubulina/FITC) e vermelho (F-actina/Rodamina)

Na sequéncia, nds investigamos o potencial pro-apoptotico dos derivados
NAH frente as linhagens HepG2 e Hep3B. O ensaio de AnexinaV-PE/7AAD foi
realizado e as andlises realizadas por citometria de fluxo para avaliar o perfil de
externalizacdo de fosfatidilserina. Além disso, nds avaliamos os niveis de expressao
dos genes BAX e BCL2, que codificam para membros pré e antiapoptoticos da familia

Bcl-2, respectivamente, por qPCR.
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O ensaio de anexina V permite determinar a frequéncia de células em
apoptose (fase inicial e tardia) e de células em necrose. Para esta abordagem, nos
tratamos as linhagens HepG2 e Hep3B com LASSBio-1911 ¢ 1935 nas
concentracoes de 5,0 e 10,0 uM por 48 horas. CCCP (despolarizador de membrana
mitocondrial) foi empregado como controle positivo. Nos observamos aumento
significativo na frequéncia de células positivas para anexina V em culturas de HepG2
tratadas com LASSBio-1911 e 1935 por 48 horas em comparagdo ao grupo controle,
em um mecanismo dependente da concentracao (Figuras 23A e B). A andlise do
perfil de expressao dos genes BAX e BCL2 foram determinados em culturas HepG2
tratadas com LASSBio-1911 nas concentracdes de 5,0 ¢ 10,0 uM por 24 horas. Os
dados mostraram que houve modulacao no perfil de expressdo desses genes e que o
tratamento induziu aumento da razao BAX/BCL-2 (tigura 23C).

As células da linhagem Hep3B foram, inicialmente, tratadas com LASSBio-

1911 nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM. Os resultados mostraram que nao houve

alteracdo significativa na frequéncia de células positivas para anexina V apos 48
horas de tratamento. Entretanto, n6s observamos modulagdo no perfil de expressao

dos genes BAX e BCL2 apds 24 horas de tratamento com LASSBio-1911 nas

concentracoes de 5,0 e 10,0 uM. Assim, nds aumentamos o periodo de tratamento

para 72 horas e realizamos um novo ensaio de anexina V em culturas de Hep3B. As
figuras 24A e B mostram que houve aumento significativo na frequéncia de células
positivas para anexina V apods 72 horas de exposi¢do a LASSBio-1911 em ambas as
concentragdes avaliadas. Os resultados indicam que a linhagem Hep3B responde
mais lentamente aos estimulos apoptdticos em relagdo a linhagem HepG2. Estes
dados corroboram os resultados obtidos pelo ensaio de exclusdo com azul de Trypan,
uma vez que aumento da frequéncia de células invidveis foram observadas em
culturas Hep3B somente ap6s 72 horas de tratamento com LASSBio-1911 e
LASSBi0-1935, ao passo que, nas culturas de HepG2, diferencas significativas nos
percentuais de células inviaveis foram observadas a partir de 48 horas de tratamento

(Figura 21).



Figura 23 - Potencial pro-apoptotico de LASSBio-1911 e 1935 em culturas de HepG2.
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Para a realizagdo do ensaio de anexina V, as culturas de HepG2 foram
tratadas com LASSBio-1911 ¢ 1935 (5,0 e 10,0 uM) por 48 horas. (A) Estdo
representados os dot plots, obtidos por citometria de fluxo. Quadrante
inferior esquerdo — células viaveis; quadrante inferior direito — células em
apoptose inicial; quadrante superior direito — células em apoptose tardia;
quadrante superior esquerdo- células em necrose. CCCP foi utilizado com
controle positivo. (B) Analise quantitativa. Os resultados referem-se a média
de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. Para a analise
expressao de RNAm de BAX e BCL-2, as culturas de HepG2 foram tratadas
com LASSBio-1911 (5,0 ¢ 10,0 uM) por 24 horas. (C) Analise quantitativa
(BAX/BCL2). Os resultados referem-se a média de 4 experimentos
independentes. *** p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.
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Figura 24 - Potencial pro-apoptotico de LASSBio-1911 em culturas de Hep3B.
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Para a realizagdo do ensaio de anexina V, as culturas de Hep3B foram tratadas com
LASSBio-1911 (5,0 e 10,0 uM) por 48 e 72 horas. (A) Estdo representados os dot plots,
obtidos por citometria de fluxo. Quadrante inferior esquerdo — células viaveis;
quadrante inferior direito — células em apoptose inicial; quadrante superior direito —
células em apoptose tardia; quadrante superior esquerdo- células em necrose. CCCP foi
utilizado com controle positivo. (B) Analise quantitativa. Os resultados referem-se a
média de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. Para as andlises de
expressdo de RNAm de BAX e BCL-2, as culturas de Hep3B foram tratadas com
LASSBio0-1911 (5,0 e 10,0 uM) por 24 horas. (C) Analise quantitativa (BAX/BCL2). Os
resultados referem-se a média de 4 experimentos independentes. *** p<0,001 e
**p<0,01.
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No presente estudo, nés também investigamos se as substancias testadas

induzem senescéncia na linhagem Hep3G, uma vez que observamos maior

resisténcia dessa linhagem a apoptose e detectamos, nas culturas tratadas, um

enriquecimento de células grandes e achatadas, cujas caracteristicas eram

compativeis com células senescentes. Assim, nos tratamos a linhagem Hep3B com

LASSBio-1911 ¢ 1935 na concentracdo de 10,0 uM e o ensaio de senescéncia
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associado a atividade de B-galactosidase foi realizado apds 48 horas de tratamento.
O padrio de marcagdo para P-galactosidase (células coradas em azul) pode ser
observado na figura 25A. Os resultados mostraram aumento significativo de células
positivas para -galactosidase em culturas de Hep3B tratadas com LASSBio-1911 ¢
1935 (figura 25B). Nos também avaliamos a capacidade dessas substancias em
induzir senescéncia na linhagem HepG2, entretanto, ndo foi possivel realizar a
quantificag¢do dos eventos, considerando o padrao de crescimento das células HepG2.
Estas células crescem formando ilhas, as quais exibem células sobrepostas, o que
inviabilizou a andlise.

Figura 25 - Ensaio de detec¢do de P-Galactosidase associada a senescéncia em
culturas de Hep3B tratadas com LASSBio-1911 ¢ 1935.

A LASSBio (10,0 uM)
Conre 1911 7 15

B 104
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SA-B-Gal (%)

LASSBio (10,0 pM)

Fonte: Do autor.

Notas: Para a realizagdo do ensaio de SA-B-Gal, as culturas de Hep3B foram
tratadas com LASSBio-1911 e 1935 (10,0 uM). Apds 48 horas de
tratamento as células foram fixadas e incubadas com solug@o contendo o f3-
galactosideo (X-gal). (A) Imagens ilustrativas do ensaio. Acima podem ser
visualizadas as imagens de microscopia de contraste de fase evidenciando
alteragdes morfologicas e abaixo, o enriquecimento de células com
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marcagdo positiva para B-galactosidase (azul). (B) Analise quantitativa. Os
resultados referem-se a média de 3 experimentos independentes. ***
p<0,001.

Para investigar se o bloqueio no ciclo celular e a indugao de apoptose estao
associados a capacidade de LASSBio-1911 e 1935 induzir direta ou indiretamente
danos a0 DNA em linhagens derivadas de CHC, nds realizamos o ensaio de
COMETA sob condigdes alcalinas que permite avaliar o potencial genotdxico de um
agente quimico em cé¢lulas individualizadas.

Para esta abordagem, nés tratamos as linhagens HepG2 ¢ Hep3B com
LASSBi0-1911 e 1935 nas concentragdes de 5,0 e 10,0 uM por 24 horas. Amostras
irradiadas com luz ultravioleta (UV) por 5 minutos foram utilizadas como controle
positivo. A figura 18 mostra que LASSBio-1911 induziu danos ao DNA nas
linhagens HepG2 e Hep3B. Nos observamos aumento na frequéncia de cometas nas
amostras tratadas com LASSBio-1911, nas concentragdes de 5,0 ¢ 10,0 uM, em
relagdo ao grupo controle. Ao contrario, nas culturas tratadas com LASSBio-1935
nao foram observadas alteragdes significativas na frequéncia de cometas em células
HepG2 e Hep3B nas condi¢des experimentais avaliadas (Figura 26). A figura 27
mostra imagens fluorescentes das preparagdes citologicas utilizadas para avaliar os

nucleoides em células Hep3B.

Figura 26 - Ensaio de COMETA em culturas de HepG2 e Hep3B apo6s tratamento com LASSBio-

1911 e 1935.
HepG2 Hep3B
5 4004 = 400
'ﬁ Kk -c
- - dekk
8 3001 ¢ 3 3004 $
- Hkk %
= I = I
g 2004 > 2004 .
= E [}
Y ok W
£ 100- s £ 100- =
= = = x
L * E
E G T T T T T T S D T T T T T T
@& @? @? ’? \Q% Q)‘:A Gé’ 63? \Qq c:,% \Q-»% 64
1911 1935 1911 1935

Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 e 1935 nas concentragdes
de 5,0 e 10,0 uM por 24 horas. Amostras irradiadas com UV foram utilizadas como controle
positivo. Para a analise foi considerado o momento da cauda que correlaciona a porcentagem
de DNA e o comprimento da cauda dos cometas. Foram analisados 50 cometas por lamina. Os
resultados referem-se a média de 3 experimentos independentes realizados em triplicata.
***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.



Figura 27 - Imagens fluorescentes evidenciando o perfil de analise dos
nucledides em culturas de Hep3B apds tratamento com
LASSBio-1911 e 1935.

Controle uUv

LASSBio-1911

LASSBio-1935

Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 e 1935 nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 uM por 24 horas. Amostras irradiadas com
UV foram utilizadas como controle positivo. As laminas foram coradas
com Sybr Green e a andlise foi realizado por meio do software
OpenComet/ImageJ.
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5.5 O TRATAMENTO COM LASSBIO-1911 AFETOU O PERFIL DE
ACETILACAO DA o-TUBULINA EM LINHAGENS DERIVADAS DE
CHC

Considerando que os derivados LASSBio-1911 e 1935 foram planejados
para atuar como inibidores de HDACs e apresentaram, no estudo enzimatico in vitro,
elevada seletividade para inibi¢ao das HDAC 6 e 8, respectivamente, nés verificamos
por immunoblot, os niveis de acetilagdao da a-tubulina nas linhagens HepG2 e Hep3B
apo6s tratamento com os derivados NAH, considerando que a a-tubulina constitui o
principal alvo citoplasmatico da HDAC6. Além disso, alguns estudos mostraram que
a o-tubulina pode ser desacetilada pela HDAC 8 em alguns modelos. Para a
quantificagdo dos niveis de acetilagdo de a-tubulina, nos tratamos as linhagens
HepG2 e Hep3B, inicialmente, por 6 horas com LASSBio-1911 ¢ 1935 nas
concentracoes de 0,1; 1,0 e 10,0 uM. A figura 28 mostra que houve aumento na
intensidade de bandas imunorreativas para a-tubulina acetilada (lis40) apos o
tratamento com LASSBio-1911 e 1935. Este evento foi observado em todas as
amostras de HepG2 e Hep3B tratadas, incluindo aquelas em que os derivados NAH

foram utilizados em concentragdes subtoxicas (0,1 e 1,0 uM).

Figura 28 - Analise do perfil de acetilacdo da o -Tubulina (lis40) em
culturas de HepG2 e Hep3B apbs tratamento com
LASSBio-1911 e 1935.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 ¢ Hep3B foram tratadas com LASSBio-
1911 e 1935 nas concentragdes de 0,1; 1,0 € 10,0 uM e os niveis
de acetilagdo da tubulina foram avaliados apds 6 horas de
exposicdo ao tratamento por immunoblot. Os resultados referem-
se a média de 3 experimentos independentes.

Posteriormente, nés tratamos a linhagem Hep3B com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 0,1; 1,0 e 10,0 uM por 24 horas e avaliamos o perfil de acetilagao
da a-tubulina. Os dados mostraram aumento dos niveis de acetilagdo de a-tubulina
em amostras tratadas com 1,0 e 10,0 uM. Diferentemente do que foi observado em
amostras tratadas por 6 horas, n6s ndo evidenciados aumento significativo nos niveis
de a-tubulina acetilada em culturas de Hep3B tratadas por 24 horas com LASSBio-
1911 na concentracdo de 0,1 uM. Os dados indicam que o efeito inibitorio de
LASSBIO-1911 ocorre por um curto periodo quando baixas concentragdes sao
utilizadas. Adicionalmente, as culturas de Hep3B foram tratadas com LASSBio-
1911 na concentragdo de 5,0 uM e os niveis de acetilacdo da a-tubulina foram
avaliados apos 6, 12, 24 e 48 horas de tratamento. Nos observamos que os niveis de
acetilacao permaneceram constantes durante todo o periodo avaliado, indicando que
a inibicdo da HDAC6 ocasionada por LASSBio-1911 (5,0 uM) parece ndo ser
revertida (Figura 29).

Figura 29 - Analise do perfil de acetilagdo da o -Tubulina (lis40) em culturas de Hep3B ap6s
tratamento com LASSBio-1911.
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Notas: As culturas de Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes de 0,1;
1,0 e 10,0 uM e os niveis de acetilacdo da tubulina foram avaliados ap6s 24 horas de
exposi¢cdo ao tratamento por immunoblot. Posteriormente, as culturas foram tratadas
com 5,0 UM e o perfil de acetilagdo foi avaliado por 6, 12, 24 e 48 horas. Os resultados
referem-se a média de 3 experimentos independentes. ***p<0,001 e **p<0,01.

Com o objetivo de demonstrar que a atividade antiproliferativa de
LASSBio0-1911 sobre as linhagens de CHC esta associada a inibigdo de HDAC6, nos
realizamos o ensaio clonogénico na linhagem Hep3B. As células foram tratadas por
24 horas com LASSBio-1911 nas concentragdes de 0,1, 1,0 ¢ 10,0 uM e,
posteriormente, as culturas foram acompanhadas por 12 dias. Os resultados
mostraram que LASSBio-1911 reduziu eficientemente a capacidade clonogénica na
linhagem Hep3B quando as concentragdes de 1,0 e 10,0 uM foram utilizadas.
Entretanto, LASSBio-1911 na concentracdo de 0,1 uM ndo teve influéncia sobre a
capacidade clonogénica de células Hep3B. A figura 26B mostra que houve reducao
em cerca de 88% na frequéncia de colonias formadas em culturas tratadas com
LASSBio-1911 (1,0 uM). Ao passo que nenhuma coldnia, com mais de 50 células,
foi observada em culturas tratadas com LASSBio-1911 (10,0 uM) (Figura 30) De
forma indireta, os dados indicam que os efeitos dos derivados NAH avaliados sobre
o comportamento proliferativo de linhagens de CHC estao associados a inibi¢ao de

HDAC6.
Figura 30 - Ensaio clonogénico em culturas de Hep3B apos tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes de 0,1;
1,0 e 10,0 uM e apods 24 horas, o tratamento foi retirado e as culturas foram mantidas
em estufa com meio fresco por 12 dias. A esquerda, podem ser visualizadas imagens
ilustrativas das colonias fixadas e coradas com cristal violeta. A direita, analise
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quantitativa. Foram consideradas colonias com mais de 50 células. Os resultados
referem-se a média de 3 experimentos independentes. ***p<0,001 e **p<0,01.

Em uma etapa subsequente, nds avaliamos os niveis de RNAm das HDACs
6/8 e, como esperado, ndo houve alteragdes significativas na abundancia de RNAm
para as HDACs 6 e 8 em amostras tratadas com LASSBio-1911 nas concentragdes
de 5,0 ¢ 10,0 uM (Figura 31). Contudo, considerando que o CT (cycle threshold)
observado nas amostras controles de HepG2 e Hep3B foi ao redor de 25 e que o CT
do gene de referéncia (f-actin) foi ao redor de 15 em ambas as linhagens, nos
podemos afirmar que os niveis de expressao de HDACs 6 e 8 sdo equivalentes nas
linhagens HepG2 e Hep3B.

Figura 31 - Andlise da abundancia de RNAm de HDAC6 e HDACS em culturas de HepG2
e Hep3B apds tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: As culturas de HepG2 e Hep3B foram tratadas com LASSBio-1911 nas
concentragdes de 5,0 e 10,0 UM e os niveis de expressdo de RNAm dos genes
HDAC6 e HDACS foram avaliados apds 24 horas de exposigdo ao tratamento por
gPCR. Os resultados referem-se a média de 4 experimentos independentes
realizados em triplicata.

56 O TRATAMENTO COM LASSBIO-1911 INIBIU A MIGRACAO E
ALTEROU A DINAMICA DE POLIMERIZACAO DE MICROTUBULOS
EM CELULAS HEP3B

Para avaliar a influéncia do tratamento com LASSBio-1911 sobre a
migracao na linhagem Hep3B, nds realizamos o ensaio de fechamento de ferida.
Nesta abordagem experimental, culturas confluentes de Hep3B foram feridas com o

auxilio de uma ponteira estéril e, na sequéncia, foram tratadas com a substancia nas
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concentracoes de 5,0 e 10,0 uM. O processo de migracao de células para o local da
ferida (%fechamento) foi avaliado por 48 horas. Os resultados mostraram que houve
redu¢do da capacidade de migragao das células Hep3B apos 48 horas de tratamento

(Figura 32).

Figura 32 - Ensaio de fechamento da ferida em culturas de
Hep3B apos tratamento com LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Para verificar os efeitos de LASSBio-1911 sobre os elementos do
citoesqueleto, nds tratamos a linhagem Hep3B por 48 horas com a substancia nas
concentracoes de 5,0 e 10,0 uM e realizamos preparagdes citologicas que
evidenciaram a rede de microtibulos e de microfilamentos. As figuras 33 ¢ 34
mostram o padrdo de distribuicdo dos filamentos de actina e dos microtubulos em
células do grupo controle (Figuras 33 A e B e 34) e dos grupos tratados (33C-E e 34).
A dinamica de polimerizagdo dos microtibulos e dos microfilamentos parece ter sido
afetada pelo tratamento. A rede formada por esses elementos do citoesqueleto ficou
mais evidentes nas culturas tratadas comparado ao grupo controle, sugerindo que o
tratamento pode ter contribuidos para a estabilizagdo de microtubulos e
microfilamentos. Nos observamos também que o tratamento induziu aumento nas
dimensdes celulares e o aparecimento de células binucleadas, contudo esses eventos

ndo foram mensurados.



Figura 33 - Imagens obtidas por microscopia confocal evidenciando os elementos
do citoesqueleto em células Hep3B tratadas por 48 horas com
LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.

Notas: Os microtibulos foram evidenciados pela imunomarcagdo com anti-o tubulina
conjugado a FITC (verde) e os microfilamentos pela marca¢do com faloidina
conjugada a rodamina (vermelho). Os nucleos foram contracorados com DAPI.
(A e B) Padrao normal de distribuicdo de filamentos de actina e dos
microtubulos. (C e D) Culturas tratadas com LASSBio-1911 (5,0 uM). (E e F)
Culturas tratadas com 10,0 uM. Células binucleadas podem ser visualizadas
nas culturas tratadas (seta branca).
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Figura 34 - Imagens obtidas por microscopia confocal evidenciando microtiibulos
e microfilamentos em culturas de Hep3B tratadas por 48 horas com
LASSBio-1911.
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Fonte: Do autor.
Notas: Os microtibulos foram evidenciados pela imunomarcagdo com anti-o-

tubulina/FITC (verde) e os microfilamentos pela marcagdo com
faloidina/Rodamina (vermelho).
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6 DISCUSSAO

Em um estudo prévio, uma série inédita de derivados N-acilidrazénicos
(NAH) foi obtida. As substancias foram projetadas com base na estrutura da
tricostatina A, um pan-inibidor de HDACs de origem natural (RODRIGUES et al.,
2016). A TSA apresenta em sua estrutura o acido hidroxamico (grupo farmacofoérico)
com alta afinidade pelo sitio ativo das histonas desacetilases (BELJANSKI, 2009).
A potente inibi¢ao de HDACs alavancou os estudos sobre as caracteristicas quimicas
da substancia. Assim sendo, a caracterizagdo completa da estrutura, bem como, a co-
cristalizagdo com a HDACS, contribuiram para que o TSA se tornasse refereréncia
para a sintese de novos e potentes HDACi (RODRIGUEZ et al., 2006; SOMOZA et
al., 2004).

Para o planejamento quimico-medicinal, o grupo farmacoférico foi mantido
e a técnica de bioisosterismo foi utilizada como principal estratégia de modificagao
para melhor explorar os beneficios da subunidade NAH, os quais incluem melhor
solubilidade e biodisponibilidade (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007). Além
disso, a regido insaturada conjugada ao 4cido hidroxamico foi substituida por um
anel aromatico que conferiu seletividade para a HDAC6 (NEGMELDIN, KNOFF,
PFLUM, 2018; OLSON et al., 2013; RODRIGUES, THOTA, FRAGA, 2016;
YANG et al., 2020).

O perfil de seletividade da série LASSBio-1909, 1911, 1935 ¢ 1936 foi
confirmado frente a inibicao, in vitro, das HDACs classe I e IIb que constituem as
principais isoformas humanas. A substancia LASSBio-1911 inibiu com alta
eficiéncia a HDAC6 (ICso del5,0 nM). As modificacdes estruturais em LASSBio-
1909, 1935 e 1936 conferiram maior afinidade destas substiancias para HDACS.
Além disso, quando comparados a TSA, os derivados mostraram baixa interagdo com
as HDACs 1 e 2, o que indicou melhora da seletividade.

No presente estudo, nds avaliamos os efeitos dos derivados NAH, seletivos
para as HDACs 6/8 sobre linhagens derivadas de CHC. O CHC ¢ um subtipo de
cancer de figado que se caracteriza pela alta agressividade. Além disso, a elevada
heterogeneidade molecular do CHC representa um desafio em relacdo as respostas
do tumor frente aos tratamentos disponiveis. As linhagens HepG2 ¢ Hep3B foram
utilizadas neste estudo por serem representativas de diferentes subtipos de CHC. A

linhagem HepG2 tem sido amplamente usada para identificar substancias com



80

potencial antitumoral frente ao CHC. Essas células apresentam morfologia epitelial
e ndo apresentam antigenos virais, contudo apresentam caracteristicas
frequentemente observadas em CHC incluindo a atividade de telomerase e a
hiperativacdo de RAS (CEVIK; YLDIZ; OSTURK, 2015; QIU et al.2015). A Hep3B
tem o DNA viral (virus da hepatite B, HBV) integrado ao genoma, ao contrario da
linhagem HepG2. Os tumores que apresentam genoma viral integrado,
principalmente HBV, sdo mais agressivos e tem pior progndstico (BOYAULT et al.,
2007; CGARN, 2017; CHIANG et al., 2008; LEE et al., 2004; LLOVET et al., 2018;
LLOVET et al., 2015).

Nos observamos que o tratamento com as substincias LASSBio-1909,
1911, 1935 e 1936 reduziu eficientemente a viabilidade celular das linhagens
derivadas de CHC. O perfil citotoxico das substancias LASSBio-1911 ¢ 1935 foi
semelhante ao observado para o Sorafenibe (OMAR et al., 2016). Além disso, em
comparagdo com TSA, o tratamento com os derivados LASSBio-1911 e 1935 foram
menos citotoxicos para células normais (FB1 e FPM), indicando que as modificacdes
estruturais realizadas foram efetivas e melhoraram o perfil de seletividade do
protétipo de partida.

Os resultados, obtidos por meio de diferentes abordagens metodologicas,
mostraram que LASSBio-1911 e 1935 inibiram o comportamento proliferativo e
induziram morte celular em linhagens derivadas de CHC por diferentes mecanismos.
Noés demonstramos que essas substancias reduziram a frequéncia de células na fase
S do ciclo celular, entretanto, o bloqueio do ciclo celular sé foi observado em culturas
de HepG2 e Hep3B tratadas com LASSBio-1911.

As andlises de progressao do ciclo celular mostraram que o tratamento com
LASSBi0-1911 induziu aumento da populagao G2/M nas linhagens HepG2 e Hep3B.
Além disso, nds observamos redu¢do dos niveis de expressdo de Histona H3
fosforilada (Ser10), indicando que o tratamento induziu bloqueio na transi¢do de G2
para M (GOTO et al., 2002; WEI et al., 1999; WEI et al., 1998).

A progressao de G2 para a fase M ¢ impulsionada pela ativacdo do complexo
CDK1/Ciclina BI, cuja atividade deve ser sustentada da profase até a metafase
(NIGG, 2001; SMITS; MEDEMA, 2001). A ativagdo dos complexos CDK1/Ciclina
B1 na transicdo G2/M ¢ regulada pela agdo de cinases (WEE1 e Mytl) e fosfatases

(CDC25B/C) e, portanto, envolve eventos de fosforilagao/desfosforilacdo em sitios
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especificos da CDK1 (DUTERTRE et al., 2004; HAMER et al.,2011; MORALLI et
al.,2013; VAN VUGT; BRAS; MEDEMA et al., 2004).

Nos demonstramos que o tratamento com LASSBio-1911 reduziu os niveis
de RNAm do gene CCNBI, que codifica para a ciclina B1, em ambas as linhagens
avaliadas. Todavia, as andlises de expressao proteica mostraram que houve aumento
de ciclina B1. Assim, o bloqueio do ciclo na transi¢do G2/M, induzido pelo
tratamento, pode estar associado a ativagdo do checkpoint em G2 e envolve os
processos que regulam a atividade dos complexos CDK1/CiclinaB1 (LI; ZHANG,
2009; VAN LEUKEN; CLIJSTERS; WOLTHUIS, 2008).

Os complexos CDK1/CiclinaB1 sdo inibidos até a entrada na mitose em
decorréncia da fosforilacdo inibitéria mediada pelas cinases Weel e Mytl nos
residuos de treonina 14 e tirosina 15 da CDKI. Na transicdo de G2 para M, a
fosforilagdo inibitéria € eliminada pela fosfatase CDC25C e este evento desencadeia
os eventos iniciais da mitose (LAPENA, GIORDANO, 2009; SUR; AGRAWALL,
2016). No presente estudo, nés nao observamos alteracdo na expressao de WEE] e
CDC25 apés tratamento com LASSBio-1911, contudo, aumento dos niveis de
RNAm de CDK1 foram observados principalmente em culturas de Hep3B. Portanto,
novos estudos devem ser realizados a fim de se avaliar o perfil de ativacdo dos
complexos CDK1/Ciclina B1 em nivel proteico, uma vez que a ativagao de CDK1
envolve fosforilacdo em sitios especificos.

A proteina p21, cujos niveis de expressao sao baixos em c¢lulas tumorais, ¢
um membro da familia KipCip e tem um papel critico na inibicdo do ciclo celular
(CAZALINI et al., 2010; TAYLOR; STARK, 2001). A p21 ¢ capaz de inibir a
ativagdo do complexo CDK1/CiclinaB1, por meio da inibi¢do da atividade da CAK,
cinase responsavel por fosforilar a CDK 1 em residuos de treonina 161 (PINES, 1993;
SMITS et al., 2000). N6s demonstramos aumento dos niveis de RNAm do gene
CDKNIA ap6s tratamento com LASSBio-1911 em um mecanismo dependente da
concentracdo, em ambas as linhagens. Curiosamente, os niveis de ativagao do gene
CDKNIA foram aproximadamente 3 vezes maiores na linhagem HepG2 em
comparacao a linhagem Hep3B apoés tratamento com LASSBio-1911. Vale ressaltar,
que a linhagem Hep3B ndo expressa o gene 7P53 que codifica para a proteina p53,
principal regulador da atividade de p21. Os dados sugerem que a ativagdo de p21 na

linhagem Hep3B segue vias independentes de p53 (QUI et al., 2015).
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No presente estudo, n6s nao observamos modulagao no perfil de expressao
de PLK1, AURKA e AURKB, importantes reguladores de eventos da fase M, frente a
linhagem HepG2. Na linhagem Hep3B, houve aumento pouco expressivo, porém
significativo, das auroras A e B apds 24 horas de exposicdo a LASSBio-1911.
Estudos adicionais devem ser realizados para avaliar a capacidade de LASSBio-1911
em modular o perfil de expressao das auroras A e B em nivel proteico, uma vez que
a superexpressao de auroras tem sido associada a ativagdo de vias oncogénicas em
varios canceres humanos incluindo o CHC (LUCENA-ARAUIJO et al., 2011;
TAKESHITA et al., 2013; ZHANG et al. 2010; WANG et al., 2018; WANG et al.
2018).

Nos evidenciamos que o tratamento com LASSBio-1911 aumentou os
niveis de fosforilagdo de ERK em ambas as linhagens em um mecanismo dependente
do tempo e da concentragio. E amplamente discutido que a ativagdo de ERK 1/2 exibe
funcdes anti-apoptoticas para favorecer a proliferacdo e diferencia¢do, no entanto,
em certos modelos experimentais a hiperativagdo de ERK1/2 pode desencadear
apoptose e outro tipos de morte como senescéncia e autofagia, por exemplo
(LAVOIE; GAGNON; THERRIEN, 2020). Uma possivel explicagao para o aumento
da ativacdo de ERK no nosso modelo de estudo ¢ que nas linhagens derivadas de
CHC o tratamento com LASSBio-1911 induziu dano ao DNA. Em resposta aos
danos, a hiperativacdo de ERK pode induzir bloqueio em G2/M e morte celular
(PEARSON et al., 2001; TANG et al., 2002).

Os danos ao DNA promovem a ativacdo do checkpoint em G2 e afetam os
niveis de ativagdo dos complexos CDK1/CiclinaB1 (ZHOU; ELLEDEGE, 2000).
Este processo ¢ mediado por p53/p21 e pela ativagdo do eixo ATM-ATR/Chk1-2, em
ambos os casos, a dindmica entre cinases Weel/Mytl e fosfatases Cdc25C/Cdc25B
¢ afetada (MANIC et al., 2015; POON et al., 1997; SMITH et al., 2010). Tang et al.
(2002) demonstraram que PD98059 e U0126 (inibidores de ERK) reduziram os
niveis de expressao de p21, o que aboliu o bloqueio do ciclo celular em G2/M
ocasionado pelo tratamento com etoposideo. Além disso, Sewing et al. (1997) e
Woods et al. (1997) propuseram que a ativacao sustentada de ERK leva a indugao de
p21 em um mecanismo independente de p53. Nos observamos aumento dos niveis
de expressdo de p21 em culturas de HepG2 (que expressa p53) e Hep3B (que nao

expressa p53) em resposta ao tratamento com LASSBio-1911. Assim, € possivel que
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o aumento de p21, induzido pelo tratamento na linhagem Hep3B, esteja associado a
hiperativacdo de ERK.

Curiosamente, no6s nao observamos aumento significativo de dano ao DNA
em culturas de HepG2 e Hep3B tratadas com LASSBio-1935 nas condigdes
experimentais avaliadas. LASSBio-1935 também nao foi capaz de induzir bloqueio
do ciclo em G2/M como observado apos tratamento com LASSBio-1911. Em
conjunto, estes dados reforcam a hipdtese de que os danos ao DNA, induzidos por
LASSBio0-1911, ativam o checkpoint em G2 nas linhagens HepG2 e Hep3B. Além
disso, os nossos dados indicam que a ativagao de ERK e aumento na expressao de
p21 constituem importantes fatores na determinacao da atividade antiproliferativa e
citotoxica de LASSBio-1911 em culturas derivadas de CHC.

A hiperativagdo de ERK1/2, decorrente de danos ao DNA, modula a
atividade da fosfatase CDC25C. ERK ativa, fosforila CDC25C (Ser216) e a
encaminha para degradacdo via 26S proteossoma. Assim, em determinadas
condi¢gdes, a hiperativagdo de ERK contribui para inibi¢do dos complexos
CDK1/CiclinaB1 e bloqueio do ciclo na transicao G2/M (WANG et al., 2007). Os
dados deste trabalho indicam que a hiperativacdo de ERK representa um aspecto
importante nos efeitos induzidos por LASSBio-1911 nas linhagens de carcinoma
hepatocelular. Estudos adicionais serdo realizados para avaliar se a inibi¢do de ERK
pode reverter os efeitos induzidos por LASBio-1911.

Para investigar os possiveis mecanismos relacionados a atividade citotdxica
de LASSBio-1911 frente linhagens derivadas de CHC, ndés empregamos diferentes
abordagens metodologicas. A atividade pré-apoptotica de LASSBio-1935 foi
descrita por Rodrigues et al., (2016) em culturas de HepG2. De acordo com o estudo,
a atividade pré-apoptotica de LASSBio-1935 foi associada a ativagdo de caspases
efetoras 3/7, contudo, o potencial pré-apoptdtico de LASSBio-1911 em linhagens
derivadas de CHC ainda ndo foi investigado.

No6s demonstramos que o tratamento com LASSBio-1911 eficientemente
induziu apoptose em linhagens derivadas de CHC. Nos observamos aumento da
razdo BAX/BCL?2 e, portanto, associamos a atividade pro-apoptdtica de LASSBio-
1911 a sua capacidade de modular o perfil de expressao de genes da familia Bcl-2.
Nos verificamos que a linhagem Hep3B foi um pouco mais resistente aos sinais
indutores de apoptose em relacdo a HepG2, uma vez que aumento na frequéncia de

células positivas para anexina V foi observada somente com 72 horas na linhagem
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Hep3B, ao passo que na linhagem HepG2 esse evento foi observado apds 48 horas
de tratamento. Estudos mostram que a linhagem Hep3B superexpressa survivina,
uma proteina da familia das XIAPs, que atua regulando negativamente a via
intrinseca da apoptose (ALTIERI, 2003; O’CONNOR et al., 2002). Os nossos dados
sdo extremamente promissores € mostram que LASSBio-1911 foi efetivo em induzir
apoptose tanto em células da linhagem HepG2 como da linhagem Hep3B.

A atividade pro-apoptotica LASSBio-1911, em linhagens derivadas de
CHC, pode estar diretamente relacionada a sua capacidade de induzir aumento na
expressao de p21. Estudos mostram que p21 inibe as STATs 1 e 3, principalmente, e
a ativacdo da via JAK/STAT esta associada a indu¢do da expressao de Bcel-2 e Bel-
x1 (KARIMIAN; AHMAD; YOUSEFI, 2010). Apesar de nés ndo termos avaliado os
niveis de fosforilagdo da STATS3, ¢ possivel que o aumento dos niveis de expressao
de p21 e a reducao dos niveis de Bcl-2, observados em decorréncia do tratamento
com LASSBio-1911, estejam associados a inibi¢do da via JAK/STAT nas linhagens
derivadas de CHC estudadas. Recentemente, Guerra et al. (2021) demonstraram que
LASSBio-1911 reduziu os niveis de ativacdo de STAT3 em culturas de PC3
(derivadas de cancer de prostata). Estes dados sdo relevantes, uma vez que as STATs,
especialmente a STAT3, sdo altamente expressas em tecidos e linhagens tumorais. O
aumento da expressdo da STAT3 ¢ associado a progressdo do cancer de figado
(ILAMATHI et al., 2016; ZHOU et al., 2016). Além disso, a indugdo de p21 tem
sido associada ao aumento dos niveis de expressao de BAX, que foi um evento
observado em resposta ao tratamento das linhagens HepG2 e Hep3B com LASSBio-
1911 (GARTEL, 2005). Assim sendo, € possivel que a atividade pro-apoptotica de
LASSBio-1911 frente as linhagens de CHC esteja associada a sua capacidade de
ativar a expressao de p21.

Estudos mostram que a indu¢do de morte celular em resposta a danos no
DNA podem estar associadas a hiperativagdo de ERK. Foi demonstrado que danos
causados por cisplatina, etoposideo e radiacdo ionizante ou ultravioleta induziram
hiperativagao de ERK e apoptose (ALEXIA et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2004;
YEH et al., 2004; STEFANELLI et al., 2002; TANG et al., 2002). A ativagdo de
ERK também foi associada a indu¢do de morte apds tratamento com resveratrol,
quercitina, apigenina, taxol e outros agentes com atividade antitumoral conhecida
(BACUS et al., 2001; KIM et al., 2008; SHIH et al., 2002; XIAO; SINGH et al.,
2002). A estreita relacdo entre a ativacdo de ERK e p53 também tem sido
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demonstrada em muitos modelos. A fosforilacdo dos residuos de Serl5 da p53,
impulsionada pela ativagdo de ERK, podem estabilizar p53. Este processo favorece
a apoptose por induzir aumento na expressao de membros pré-apoptoticos da familia
Bcl-2 como Bax, PUMA e Bak (BROWN; BENCHIMOL, 2006; KIM et al., 2005;
LEE et al., 2000; LIU et al. 2008; PANARETAKIS et al. 2008; PEARSONS et al.,
2000; WOESSMANN et al. 2002; WU et al. 2005). Em conjunto, estes dados
suportam a hipotese de que os danos ao DNA induzidos pelo tratamento com
LASSBio-1911 podem estar associados a hiperativagdo de ERK e inducdo de
apoptose em linhagens derivadas de CHC.

A inducdo de apoptose parece ndo ser o unico evento envolvido com a
atividade antitumoral de LASSBio-1911 sobre células de CHC. Nos também
observamos aumento na frequéncia de células, cujas caracteristicas morfologicas
assemelham-se a células em catastrofe mitotica, principalmente em culturas de
HepG2. A catéstrofe mitotica representa um mecanismo oncossupressor que elimina
da populagdo células que entram prematuramente na mitose, contudo, devida a
presenca de anormalidades essas células ndo concluem o processo de divisdo. Assim,
a catastrofe mitdtica previne a propagagao de caridtipos anormais, uma vez que
interrompe permanentemente a continuidade do ciclo. As células bloqueadas na
mitose podem ser eliminadas ainda durante o processo de divisdo ou sair desta fase
prematuramente, em um processo conhecido por slippage, e entrar em apoptose ou
senescéncia (BRITO; YANG; RIEDER, 2008; BRITO; RIEDER, 2006; HUANG et
al. 2010; HUANG et al. 2009; LEE et al., 2010).

As células que entram em catéastrofe mitética ficam em mitose por um tempo
maior que o normal. Esse evento pode estar associado a ativacdo remanescente de
CDK1. Nos observamos aciimulo de ciclina B1 em amostras tratadas com LASSBio-
1911, um indicativo de que a progressdo pela fase M ndo ocorreu na maioria das
células, uma vez que a degradac¢do de ciclina B ocorre na transi¢do metafase-anafase
devido a ativagdo do complexo APC (JIN; HARDY; MORGAN, 1997; MULLERS
et al. 2017; PORTER; SINGH; LEE, 2000; YUAN et al. 2004). A ativacdo residual
de CDK1 parece promover a condensagdo prematura da cromatina o que favorece a
catastrofe mitdtica (HUANG et al, 2009; HUANG et al, 2005). Além disso, a
catastrofe mitdtica leva a formacdo de células binucleadas e multinucleadas e com
micronucleagdes (BUNZ et al., 1998; ANDREASSEN et al., 2001; RONINSON et

al., 2001). Apesar de nao terem sido quantificadas, nds observamos aumento da
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frequéncia de células binucleadas em culturas de HepG2 e Hep3B. Estes achados
indicam que o tratamento com LASSBio-1911 pode ter induzido catastrofe mitotica
em culturas derivadas de CHC.

A catastrofe mitdtica por ter ocorrido em células que escaparam do
checkpoint G2/M. Células tumorais geralmente apresentam falhas nos sensores
(ATM/ATR), adaptadores (BRCAL1) ou efetores (Chk1/Chk2) que sdo requeridos
para o bloqueio do ciclo celular (MELO; TOCZYSKI, 2002). Além disso,
considerando que a ativagao residual do complexo CDK1/CiclinaB1 deflagra os
eventos necessarios para a entrada em mitose (condensacdo da cromatina,
desorganizacdo do envoltério nuclear, reorganizagdo de microtibulos e
microfilamentos) ¢ possivel que a estabiliza¢do do citoesqueleto, ocasionado pela
inibicdlo da HDAC6 em culturas tratadas com LASSBio-1911, comprometa
diretamente o processo de divisdo das células que escaparam do checkpoint em G2,
0 que contribui para a ocorréncia de catastrofe mitotica (NIGG, 2001; SMITS;
MEDEMA, 2001).

No modelo proposto por Miillers et al. (2017), danos ao DNA promovem a
ativacao residual da CDKI1/2. Por meio do uso de inibidores sintéticos, os
pesquisadores demonstraram que a inibi¢do da CDK1/2 induziu aumento dos niveis
de expressao de p53; enquanto a expressao de p21 foi reduzida nestas condi¢des. Os
dados sugerem que a atividade remanescente de CDK1/2 induziu ativagao de p21 em
um mecanismo independente de p53. Curiosamente, no nosso estudo, parece que a
indug¢do de p21 por mecanismos independentes de p53 constitui um importante
mediador do potencial antitumoral de LASSBio-1911 em culturas de CHC.

Song; Lim; Cho (2018) demonstraram que o tratamento com 2,4-di-terc-
butilfenol (DTBP), um produto natural com atividade antitumoral, induziu
senescéncia e catastrofe mitdtica em células AGS, as quais sdo derivadas de
carcinoma gastrico. A senescéncia foi associada ao aumento dos niveis de expressao
de p21 e RB. Posteriormente os autores demonstraram, por estudos de docking, que
o DTBP tem alta afinidade pelo sitio ativo da HDAC6 e, consequentemente, contribui
para o aumento dos niveis de acetilacao da a-tubulina. Assim sendo, a estabilizagao
do citoesqueleto, ocasionada pela inibicdo da HDACS6, foi associado a indugdo de
catastrofe mitotica e enriquecimento de células multinucleadas. Em conjunto, estes

dados, assim como os dados obtidos no com o nosso estudo, suportam a hipotese de
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que a inibigdo da HDAC6 pode induzir senescéncia e catdstrofe mitotica em
linhagens tumorais.

O estudo realizado por Freeze et al. (2019) demonstrou que todas as classes
de HDAC sao superexpressas nas linhagens de CHC (Hep3B, HepG2, PLC e HuH7)
em comparac¢ao aos hepatocitos primarios humanos. Além disso, tecidos de pacientes
com CHC, principalmente aqueles que estavam com CHC em estdgios mais
avancados, apresentaram alta expressdo de HDACs. Os autores demonstraram
também que concentragdes subtoxicas de SAHA sdo efetivas na indugdo de
senescéncia em cé¢lulas de CHC, o que nao foi observado apds tratamento com TSA.
Todavia, a inibi¢do de HDACs e os mecanismos moleculares relacionadas a
senescéncia celular ainda ndo tenham sido demonstrados em células de CHC.

A senescéncia celular ¢ um estado de bloqueio irreversivel do ciclo celular
(LOZANO-TORRES et al. 2019; SARETZKI, 2010). Nos observamos,
principalmente em culturas de Hep3B, o enriquecimento da cultura com células,
cujas caracteristicas eram compativeis com células senescentes (células grandes e
achatadas) em culturas tratadas com LASSBio-1911. Assim, nds investigamos se
LASSBio-1911 foi capaz de induzir senescéncia em células de CHC. Os dados
mostraram aumento significativo na frequéncia em células positivas para [-
galactosidade em relagdo as culturas controles, indicando que LASSBio-1911 induz
senescéncia nas linhagens HepG2 e Hep3B. No6s ja haviamos demonstrado que o
tratamento com LASSBio-1911 induziu aumento dos niveis de expressao de p21, um
dos marcadores de senescéncia (BORLON et al., 2008; SCHMITT et al., 2002).

Considerando os dados publicados por Pinheiro ef al. (2018) e Rodrigues et
al. (2016) que mostraram, por estudos de docking molecular, a alta afinidade da
LASSBio0-1911 para o sitio catalitico da HDAC6, nés avaliamos se os efeitos dessa
substancia sobre células de CHC estavam associados a sua capacidade de inibir
HDACG6. Nossos resultados mostraram que os efeitos de LASSBio-1911 foram
decorrentes da inibicdo de HDAC6, uma vez que a atividade dessa isoforma foi
efetivamente inibida nas condi¢des experimentais testadas.

A fun¢ao de HDAC6 no processo de hepatocarcinogénese € bastante
controverso. Alguns estudos mostram que HDAC6 atua como supressor de tumor
(BAE et al.,2015; JUNG et al., 2012; LV et al., 2016), enquanto outros mostram que
HDACS6 atua como fator pro-oncogénico (DING et al., 2013; KALUZA et al., 2011;
KONG et al., 2006; YANG et al., 2018). Os dados obtidos no presente estudo,
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claramente demonstram que a inibicdo de HDAC6 estd envolvida com todos os
efeitos bioldgicos observados (inibigdo de proliferacdo e inducdo de morte celular
por diferentes mecanismos). Assim sendo, considerando as caracteristicas genéticas
e epigenéticas das linhagens celulares estudadas, a HDAC6 tem atividade pro-
oncogénica em CHC.

No6s demonstramos que o tratamento com LASSBio-1911 inibiu a
capacidade clonogénica na linhagem Hep3B, mesmo quando utilizado em
concentracoes subtoxicas. Assim, a inibi¢ado de HDAC6 em células de CHC inibe o
comportamento proliferativo. Considerando que intensa atividade proliferativa esta
relacionada a progressao tumoral e o estabelecimento de metéstase, LASSBio-1911
tem promissora atividade antitumoral e deve ser considerado como protétipo
candidato a farmaco antineoplasico para o tratamento de CHC (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Nos investigamos também a capacidade de LASSBio-1911 em influenciar
a instabilidade dindmica dos microtibulos e dos microfilamentos, bem como na
capacidade de migracdo de células Hep3B, uma vez que a inibi¢do de HADCG6 afeta
o comportamento de elementos do citoesqueleto. Os principais alvos de HDAC6 sao
a-tubulina, cortactina e Hsp90 (DING et al., 2013; HUBBERT et al., 2002; KONG
et al., 2006; KOVACS et al., 2005;). N6s mostramos que LASSBio-1911 reduz
significativamente a capacidade de migracdo na linhagem Hep3B e estabiliza
microtubulos e microfilamentos. A instabilidade dindmica dos microtibulos ¢
essencial para a separagdo das cromatides irmas durante a anafase, enquanto a
instabilidade dindmica dos microfilamentos estd intimamente relacionada aos
processos de citocinese, migragdo e invasao (NURNBERG; KITZING; GROSSE,
2011).

Os processos de proliferagao, migracao, angiogénese € morte celular podem
ser regulados pela inibigado da HDAC 6 em diferentes modelos experimentais (DING
et al., 2013; HUBBERT et al., 2002; KALUZA et al., 2011; KONG et al., 2006;
KOVACS et al., 2005; PALAZZO; ACKERMAN; GUNDERSEN, 2002; ZHANG
et al., 2003; YANG et al., 2018). Alguns estudos conduzidos em linhagens
provenientes de CHC indicam que a inibicao seletiva da HDAC6 parece ser uma
estratégia promissora para o tratamento do CHC (DING et al., 2013; KALUZA et
al., 2011; KONG et al., 2006; YANG et al., 2018). Em conjunto, os dados obtidos

com o nosso trabalho reforgam a hipotese de que a inibi¢ao da HDAC6 tem impacto
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negativo sobre a proliferagdo e pode induzir morte celular em culturas derivadas de
CHC. Estes resultados abrem a perspectiva para o delineamento de novas abordagens

experimentais in vivo que validem o potencial antitumoral de LASSBio-1911.
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7 CONCLUSAO

v LASSBio0-1911 ¢ 1935 inibem a proliferacdo e induzem morte em células
de CHC com diferentes caracteristicas genéticas;

v" LASSBio-1911 e 1935 sio seletivas para as células tumorais em relagio as
células normais;

v' A atividade antiproliferativa de LASSBio-1911 sobre as linhagens de CHC
esta associada a sua capacidade de inibir HDAC6, induzir danos ao DNA e
ativar o checkpoint de G2/M, ao contrario de LASSBio-1935 que
efetivamente inibe a proliferacdo, porém ndo exerce influéncia sobre a
dindmica de progressdo do ciclo celular;

v' A ativag¢do do checkpoint em G2/M, induzido por LASSBio-1911, induz
aumento de p21 e ativacdo sustentada de ERK em ambas as linhagens
avaliadas;

v A atividade pro-apoptotica de LASSBio-1911 parece estar relacionada a
modulagdo dos membros Bax e Bcl-2 (aumento do raio BAX/BCL?2);

v' LASSBio-1911 parece induzir catastrofe mitotica na linhagem HepG2 e
senescéncia na linhagem Hep3B;

v' A inibigdo do comportamento proliferativo e migratorio, induzido por
LASSBio0-1911 em linhagens de CHC, esta associada a inibi¢ao de HDAC6,

indicando que HDAC6 ativa vias oncogénicas em CHC.
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