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RESUMO

O cancer colorretal (CRC) ¢ um dos tipos de cancer mais incidentes na populacao mundial e
brasileira, com elevadas taxas de mortalidade. A doenca ¢ multifatorial e se desenvolve em
multiplas etapas, decorrentes do acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas que conduzem
o processo de carcinogénese e a aquisicdo das capacidades funcionais pelas células tumorais
(“hallmarks of cancer”), incluindo a reprogramacao epigenética ¢ a desregulacdo metabdlica.
Entre os mecanismos epigenéticos alterados estdo a acetilagdao e a desacetilagdo de histonas,
processos dependentes de acetil-CoA, metabolito resultante da beta oxidacao de acidos graxos
e da glicolise. Dessa forma, o acetil-CoA € um importante metabdlito que integra o metabolismo
energético e a regulacdo epigenética. Dados prévios do nosso grupo indicam que os acidos
graxos (AG) de cadeia média, 10-HDA (4cido 10-hidroxi-2-decendico) e o 10-HDAA (4cido
10-hidroxidecanoico) atuam como inibidores de desacetilases de histonas (HDAC1) de classe 1.
Este estudo investigou a hipotese de que, como HDAC!I, 10-HDA e 10-HDAA poderiam ser
empregados em estratégias de priming epigenético, caracterizada pelo pré-tratamento com
epidrugs para sensibilizar células cancerosas e aumentar a resposta ao tratamento com
quimioterapicos, como o irinotecano. Nesse sentido, o objetivo geral do presente estudo foi
analisar os efeitos desses acidos graxos nas células HCT116 em processos celulares
(viabilidade, prolifera¢do e migracao celular); identificar as alteragdes metabodlicas por meio de
metabolomica global utilizando espectrometria de massas e avaliar o impacto do priming por
meio do tratamento continuo (durante 7, 14 e 21 dias) e em baixas doses (50 uM), na resposta
ao quimioterapico SN-38 (metabolito ativo do irinotecano, um inibidor de topoisomerase). O
acido suberoilanilida hidroxamico ou SAHA, um HDACi conhecido, foi utilizado como
controle. O tratamento com dose Unica revelou que o 10-HDA exibiu efeitos tempo- e dose-
dependentes sobre a viabilidade celular, promovendo aumento significativo em concentragdes
intermediarias (100-150 uM) em 24 horas e reducdo consistente da viabilidade em doses
maiores que 50 pM apos 48 horas de exposicao. O 10-HDAA reduziu a viabilidade celular de
maneira mais pronunciada e sustentada que o 10-HDA, com efeito citotoxico significativo ja
nas primeiras 24 horas na dose de 150 uM e acentuado declinio adicional apds 48 e 72 horas,
especialmente nas doses superiores. No entanto, a exposi¢ao Unica nas concentracdes de 100,
200 e 400 pM nao resultou em diferencas significativas na proliferagdo e migragao celular para
ambos os AG. A andlise dos metabolitos diferencialmente expressos ndo revelou vias
especificas afetadas, exceto no tratamento com 10-HDAA (50 uM), que apresentou aumento
na expressdo do metabolito /0Z,13Z-nonadecadienoic acid. Apo6s 7 dias de priming com 10-
HDA foi observado um potencial de sensibilizagdo das células ao SN-38. Esse efeito foi
semelhante ao do inibidor de HDAC SAHA. Ao contrario do 10-HDA e do SAHA, o priming
com 10-HDAA ndo apresentou efeitos de sensibilizacdo. Com 28 dias de priming, foi
identificado efeito antiproliferativo do pré-tratamento utilizando 10-HDA em relag¢do ao mock
(células sem pré-tratamento). Esses achados sustentam o 10-HDA como candidato promissor
para estratégias de priming epigenético e como possivel adjuvante terapéutico no cancer
colorretal.

Palavras-chave: inibidores de desacetilase de histonas, 4cidos graxos de cadeia média,
reprogramagao epigenética, terapia epigenética, sensibilizagdo a quimioterapicos.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) is one of the most incident types of cancer in both global and Brazilian
populations, with high mortality rates. This disease is multifactorial and progresses through
multiple stages due to the accumulation of genetic and epigenetic alterations. The molecular
hallmarks of cancer are a set of functional capabilities acquired by cancer cells, including
epigenetic reprogramming and metabolic dysregulation. Among the altered epigenetic
mechanisms are histone acetylation and deacetylation, characterized by the addition or removal
of an acetyl group provided by acetyl-CoA, a metabolite derived from the B-oxidation of fatty
acids and glycolysis. Thus, acetyl-CoA serves as a crucial metabolite linking epigenetic
regulation and cellular metabolism. Data from our research group indicates that the medium-
chain fatty acids 10-HDA (10-hydroxy-2-decenoic acid) and 10-HDAA (10-hydroxydecanoic
acid) are class I histone deacetylase inhibitors (HDACi) and may directly influence gene
expression regulation. The present study investigated the hypothesis that, as HDACi, 10-HDA
and 10-HDAA could be used in strategies of epigenetic priming, characterized by pretreatment
with epidrugs to sensitize cancer cells and increase the response to treatment with
chemotherapeutic agents, such as irinotecan. In this sense, the overall objective of this study
was to analyze the effects of these fatty acids on HCT116 cells in cellular processes (viability,
proliferation, and cell migration); identify metabolic changes through global metabolomics
using mass spectrometry; and evaluate the impact of priming through continuous treatment (for
7, 14, and 21 days) and at low doses (50 uM) on the response to the chemotherapeutic agent
SN-38 (an active metabolite of irinotecan, a topoisomerase inhibitor). Hydroxamic
suberoilanilide acid, or SAHA, a known HDACi, was used as a control. Single-dose treatment
revealed that 10-HDA exhibited time- and dose-dependent effects on cell viability, promoting
a significant increase at intermediate concentrations (100-150 uM) within 24 hours and a
consistent reduction in viability at doses greater than 50 uM after 48 hours of exposure. 10-
HDAA reduced cell viability more pronouncedly and sustainably than 10-HDA, with a
significant cytotoxic effect already in the first 24 hours at a dose of 150 uM and a marked
additional decline after 48 and 72 hours, especially at higher doses. However, single exposure
at concentrations of 100, 200, and 400 uM did not result in significant differences in cell
proliferation and migration for both AGs. Analysis of differentially expressed metabolites did
not reveal specific affected pathways, except in the treatment with 10-HDAA (50 uM), which
showed increased expression of the metabolite 10Z,13Z-nonadecadienoic acid. After 7 days of
priming with 10-HDA, a potential sensitization of cells to SN-38 was observed. This effect was
similar to the HDAC inhibitor SAHA. Unlike 10-HDA and SAHA, priming with 10-HDAA
did not show any sensitization effects. After 28 days of priming, an antiproliferative effect of
pretreatment with 10-HDA was identified in relation to the mock (cells without pretreatment).
These findings support 10-HDA as a promising candidate for epigenetic priming strategies and
as a potential therapeutic adjuvant in colorectal cancer.

Keywords: histone deacetylase inhibitors (HDACi), medium-chain fatty acids (MCAF),
epigenetic reprogramming, epigenetic therapy, chemotherapy sensitization.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer colorretal: aspectos gerais

O termo cancer abrange um conjunto heterogéneo de neoplasias malignas. E uma
doenca com alta incidéncia global, com cerca de 19,9 milhdes de casos, conforme dados do
GLOBOCAN (Global Cancer Observatory). Entre os varios o6rgaos acometidos, o intestino
grosso (colon) e o reto estdo entre os mais frequentes, representando aproximadamente 9,6%
(1,9 milhdes) de todos os casos diagnosticados em ambos os sexos (figura 1A). Analisando a
populagdo mundial feminina e masculina separadamente, o cancer colorretal (CRC, inglés
colorectal cancer) € o terceiro mais incidente para ambos, com cerca de 860 mil casos (8,9%)
nas mulheres e aproximadamente 1,07 milhdes de casos (10,4%) nos homens (figura 1B). A
maior incidéncia ¢ observada na populacao asidtica, seguida da europeia e da norte americana.
Os tipos de canceres que apresentam as maiores taxas de mortalidade mundialmente sdo o de
pulmdo, o CRC e o de figado (Bray et al., 2024). Atualmente, observa-se um aumento da
incidéncia de CRC na populagdo com faixa etdria entre 25 e 50 anos (Sung et al., 2025). De
acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (WHO, do inglés Wolrd Health Organization),
por se tratar de uma doenca assintomatica nos estagios iniciais, na maioria dos casos, 0O

diagnéstico ocorre quando a doencga se encontra em estagios avangados.

No Brasil, de acordo com relatorio de 2022 do Instituto Nacional de Céancer (INCA),
estima-se que 704 mil novos casos de cancer entre os anos de 2023 e 2025, sendo os mais
incidentes o cancer de pele ndo melanoma (31,3%), seguido pelos canceres de mama feminino
(10,5%), de prostata (10,2%) e o colorretal (6,5%). O CRC ¢ o segundo mais incidente na
populagdo brasileira feminina e masculina, sem considerar o cancer de pele ndo melanoma,
seguindo a tendéncia mundial de ser um cancer incidente em ambos os sexos (figura 2). No ano
de 2020, foram registrados cerca de 20 mil 6bitos decorrentes do CRC na populacdo brasileira

(INCA, 2022).
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Figura 1. A) Os tipos de céncer mais incidentes mundialmente. Os dez tipos de cancer mais incidentes
mundialmente em mulheres (B) ¢ em homens (C) no ano de 2022. Fonte: GLOBOCAN 2024; acesso: novembro

2025.
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Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele ndio melanoma*

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres Mama feminina 73.610 30,1%
Colon e reto 21.970 9.2% Colon e reto 23.660 9.7%
Traqueia, brnquio e pulmao 18.020 7.9% Colo do ttero 17.010 7.0%
Estdmago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pumao  14.540 6.0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%
Esdfago 8.200 3.4% Estémago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do ttero 7.840 3,2%
Laringe 6.570 2,7% Ovério 7.310 3,0%
Linforna ndo Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 2,3%

*Nameros arredondados para mdltiplos de 10.

Figura 2. Tipos de cancer mais incidentes no Brasil de acordo com a populag@o feminina e masculina. Fonte:
INCA 2022; acesso: novembro 2025.

O CRC, assim como os outros tipos de cancer, possui etiologia multifatorial, tendo
como fatores de risco genético e fatores ambientais, como o estilo de vida e a dieta. O baixo
consumo de frutas, vegetais, fibras e grdos integrais, além do alto consumo de carne
vermelha e processada contribuem para a iniciacdo e progressao da doenca. Habitos
como fumar e sedentarismo também sdo fatores de risco associados a doenca (Song; Chan;
Sun, 2020). Outros fatores sao: sobrepeso, obesidade (Ortega et al., 2017) e diabetes
mellitus, que aumentam o risco de CRC (Yu ef al., 2022). Esses fatores também contribuem
com a alteracdo da microbiota intestinal, formada por bactérias, virus e fungos, que estd
relacionada com mudancas no metabolismo e do sistema imune, favorecendo a promog¢ao do

CRC (Song; Chan; Sun, 2020).
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