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Impacto Potencial desta pesquisa 

1. Título da Tese: Resistência a quimioterápicos no câncer e bioprospecção de epi-drugs:

abordagem integrada de quimioinformática e desenvolvimento de modelo in vitro para

testes funcionais

Impacto científico: Este trabalho contribui de forma direta para a descoberta racional de compostos 

bioativos em produtos apícolas, integrando quimioinformática, bioinformática estrutural e estratégias de 

filtragem para priorização de candidatos a moduladores de enzimas-chave da maquinaria epigenética. A 

tese combina a geração de hipóteses mecanísticas por ancoragem molecular e triagem in silico, além de 

propor um modelo in vitro para análises funcionais. O banco de dados curados é um subproduto 

reutilizável para estudos futuros com enfoque na análise de compostos bioativos da própolis. 

Inicialmente, os ácidos graxos da geleia real foram posicionados no contexto da inibição de desacetilases 

de histonas humanas (HDACs). A investigação integrou as predições in sílico para sugerir mecanismo 

de inibição, seguida de validação da atividade bioquímica avaliação experimental in vitro em linhagens 

celulares derivadas de câncer humano. Essa abordagem permitiu discutir, em nível molecular e 

funcional, como processos biológicos conservados em abelhas e no homem podem ser explorados com 

foco terapêutico, ampliando o entendimento sobre o potencial uso de inibidores de HDAC (HDACi) 

originados de produtos naturais. A mesma estratégia de quimioinformática foi utilizada para se 

investigar a complexidade química da própolis por meio da construção de um banco de dados com 

anotações curadas manualmente referentes aos compostos reportados na literatura. Esse banco, 

disponível em https://fernandafrance.github.io/propolis/  foi explorado com ferramentas 

computacionais para geração de hipóteses e priorização de moléculas, combinando filtros de 

qualidade/risco estrutural e critérios de perfil farmacológico. A integração dessas abordagens é 

inovadora por reduzir a chance de falsos positivos e por direcionar a triagem para compostos com maior 

plausibilidade biológica, resultando na priorização de candidatos a inibidores da DNA metiltransferase 

1 (DNMT1). Na última etapa, foi estabelecido e caracterizado um modelo in vitro de resistência 

adquirida à quimioterapia: células HCT116 expostas diariamente a doses crescentes de SN38 

(metabólito ativo do irinotecano). O modelo foi avaliado por ensaios celulares clássicos, análise de 

expressão de alvos relacionados a modificadores de histonas e proteômica global, oferecendo base 

experimental para estudos futuros visando a elucidação de mecanismos de resistência adquirida a 

quimioterápicos e para estratégias de re-sensibilização por priming epigenético. 
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Potential impact of this research 

1. Thesis Title: Chemoresistance in cancer and the bioprospection of epi-drugs: an integrated

cheminformatics approach and the development of an in vitro model for functional testing

 Scientific impact: This work directly contributes to the rational discovery of bioactive compounds in 

apicultural products by integrating cheminformatics, structural bioinformatics, and filtering strategies to 

prioritize candidate modulators of key enzymes in the epigenetic machinery. The thesis combines the 

generation of mechanistic hypotheses through molecular docking and in silico screening, and 

additionally proposes an in vitro model for functional analyses. The curated database is a reusable 

byproduct for future studies focused on the analysis of bioactive compounds from propolis. Initially, 

fatty acids from royal jelly were positioned in the context of inhibiting human histone deacetylases 

(HDACs). The investigation integrated in silico predictions to propose an inhibition mechanism, 

followed by biochemical activity validation and experimental in vitro evaluation in human cancer–

derived cell lines. This approach enabled discussion, at the molecular and functional levels, of how 

biological processes conserved in bees and humans can be explored with a therapeutic focus, expanding 

understanding of the potential use of natural product–derived HDAC inhibitors (HDACi). The same 

cheminformatics strategy was used to investigate the chemical complexity of propolis through the 

construction of a database with manually curated annotations of compounds reported in the literature. 

This resource, available at https://fernandafrance.github.io/propolis/ was explored with computational 

tools for hypothesis generation and molecular prioritization, combining quality/structural risk filters and 

pharmacological profiling criteria. The integration of these approaches is innovative because it reduces 

the likelihood of false positives and directs screening toward compounds with greater biological 

plausibility, resulting in the prioritization of candidate inhibitors of DNA methyltransferase 1 (DNMT1). 

In the final stage, an in vitro model of acquired chemoresistance was established and characterized: 

HCT116 cells were exposed daily to increasing doses of SN38 (the active metabolite of irinotecan). The 

model was assessed using classical cell-based assays, expression analysis of targets related to histone 

modifiers, and global proteomics, providing an experimental basis for future studies aimed at elucidating 

mechanisms of acquired chemoresistance and at strategies for re-sensitization through epigenetic 

priming. 
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Impacto Econômico e Social: Produtos naturais, em especial produtos apícolas, representam uma fonte 

relevante de renda para produtores locais. Mel, própolis e geleia real, por apresentarem alto valor 

comercial, oferecem alternativas de diversificação econômica para apicultores. Entretanto, a 

produtividade e a qualidade desses produtos podem ser ameaçadas por fatores externos como variações 

climáticas, mudanças na vegetação e ações do próprio homem. Por isso, é fundamental demonstrar, com 

rigor científico, seu potencial biológico e terapêutico. Evidências críticas e bem fundamentadas não 

apenas valorizam o produto no mercado, mas também aumentam a confiança do consumidor e permitem 

o desenvolvimento de novos fármacos. Do ponto de vista econômico e de inovação, a caracterização

dos diversos compostos químicos da própolis é reconhecida coma fonte estratégica para a descoberta e

o desenvolvimento de novos produtos terapêuticos, inclusive pela indústria farmacêutica. Misturas

complexas como a própolis contêm dezenas a centenas de constituintes; por isso, metodologias capazes

de identificar quais moléculas específicas determinam efeitos biológicos aceleram a translação do

conhecimento para aplicações práticas. Ao explorar os dados químicos integrados com análises

computacionais e critérios de priorização, este trabalho contribui para reduzir a imprevisibilidade

comum em produtos naturais brutos favorecendo decisões mais ágeis e assertivas em pesquisa e

desenvolvimento por identificar o composto ativo que realmente funciona. Além disso, a caracterização

de compostos candidatos e a proposição de mecanismos de ação podem estimular parcerias entre

academia, setor produtivo e indústria, criando oportunidades para desenvolvimento de insumos

padronizados, produtos de maior valor agregado e iniciativas de inovação baseadas em biodiversidade.

Assim, a tese apoia simultaneamente a geração de conhecimento científico aplicável, a valorização

econômica da apicultura e a ampliação do potencial de impacto social associado ao uso consciente e

fundamentado de produtos naturais.
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Economic and Social Impact: Natural products, particularly apicultural products, represent a relevant 

source of income for local producers. Honey, propolis, and royal jelly, due to their high commercial 

value, provide alternatives for economic diversification for beekeepers. However, the productivity and 

quality of these products may be threatened by external factors such as climatic variations, changes in 

vegetation, and human activities. Therefore, it is essential to demonstrate, with scientific rigor, their 

biological and therapeutic potential. Robust, well-substantiated evidence not only enhances the 

product’s market value but also increases consumer confidence and enables the development of new 

drugs. From an economic and innovative perspective, the characterization of the diverse chemical 

compounds in propolis is recognized as a strategic source for the discovery and development of new 

therapeutic products, including by the pharmaceutical industry. Complex mixtures such as propolis 

contain dozens to hundreds of constituents; therefore, methodologies capable of identifying which 

specific molecules drive biological effects accelerate the translation of knowledge into practical 

applications. By exploring chemical data integrated with computational analyses and prioritization 

criteria, this work helps reduce the unpredictability commonly associated with crude natural products, 

supporting faster and more accurate research-and-development decisions by identifying the active 

compound that truly works. In addition, the characterization of candidate compounds and the proposal 

of mechanisms of action can stimulate partnerships between academia, the productive sector, and 

industry, creating opportunities for the development of standardized inputs, higher value-added 

products, and biodiversity-based innovation initiatives. Thus, the thesis simultaneously supports the 

generation of applicable scientific knowledge, the economic valorization of beekeeping, and the 

expansion of potential social impact associated with the conscious, evidence-based use of natural 

products. 
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Resumo 

Produtos apícolas como geleia real e própolis constituem matrizes naturais quimicamente 

complexas e biologicamente ativas, com potencial para a descoberta de drogas relevantes para 

o tratamento do câncer. No entanto, a variabilidade química intrínseca destes produtos naturais, 

influenciada por fatores climáticos e ambientais, impõe desafios à padronização e à 

comprovação de sua eficácia terapêutica. Este estudo teve como objetivo investigar o potencial 

de compostos químicos presentes em produtos apícolas como candidatos a moduladores da 

maquinaria epigenética e, em paralelo, estabelecer uma plataforma experimental para estudar 

resistência adquirida à quimioterapia em um modelo celular de câncer colorretal. Abordagens 

integragadas de quimioinformática foram utilizadas para a caracterização de potenciais epi-

drugs entre 32 ácidos graxos presentes na geleia real ou entre os compostos únicos detectados 

em diferentes amostras de própolis. No capítulo 1, simulações computacionais e validações 

experimentais (determinação da atividade enzimática in vitro e expressão gênica por RT-qPCR) 

em linhagens de câncer colorretal (HCT116) e mama (MDA-MB-231) demonstraram que os 

ácidos 10-hidroxi-2-decenóico (10-HDA) e 10-hidroxidecanoico (10-HDAA) atuam como 

inibidores fracos de desacetilases de histonas (HDACs). Os resultados indicam que esses 

compostos facilitam a acetilação da cromatina e promovem a modulação da expressão gênica, 

mimetizando, ainda que de forma atenuada, o mecanismo de fármacos comerciais como SAHA 

e TSA. Na investigação da própolis (capítulo 2), realizou-se uma revisão sistemática, segundo 

recomendações do PRISMA 2020, que consolidou 1.322 pequenas moléculas únicas, 

expandindo o conhecimento sobre o espaço químico global deste produto, com destaque para a 

contribuição da biodiversidade brasileira. Após a aplicação de filtros de farmacocinética e 

remoção de interferentes (PAINS), a triagem virtual (docking molecular) priorizou candidatos 

que são potenciais inibidores da enzima DNA metiltransferase 1 (DNMT1), identificando o 

isovestitol e a liquiritigenina como ligantes com perfis de afinidade favoráveis. No Capítulo 3, 

foi desenvolvido um modelo in vitro de resistência adquirida ao irinotecano por exposição 

diária de células HCT116 a doses crescentes de SN38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina). Duas 

subpopulações foram selecionadas com base na exposição a até 60 nM (HCT116-SP60) e a até 

80 nM (HCT116-SP80) de SN38. As subpopulações parentais e as derivadas foram utilizadas 

para calcular a IC50 do SN38 e para comparar seu potencial proliferativo (tempo de duplicação 

usando coloração éster succinimidil de carboxifluoresceína (CFSE) e citometria de fluxo, bem 

como formação de colônias convencional). A migração celular foi avaliada utilizando o ensaio 

de cell scratch. Além disso, foi conduzida uma análise proteômica baseada em cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) para determinação de 

peptídeos e análise diferencial de expressão proteica utilizando a ferramenta MetaboAnalyst. A 

RT-qPCR foi realizada para avaliar os níveis de expressão de genes que codificam enzimas 

epigenéticas chave, HDACs e homólogo 2 do potenciador de zeste (EZH2). Os valores de IC50 

para as células parentais, HCT116-SP60 e HCT116-SP80 foram 0,07409 µM, 0,1838 µM e 

0,1665 µM, respectivamente. O tempo de duplicação para HCT-116, HCT116-SP60 e HCT116-

SP80 foi de 19,95h (R = 0,958), 28,94h (R = 0,871) e 21,20h (R = 0,986), respectivamente. 

Ambas as subpopulações selecionadas exibiram tamanho de colônia reduzido (ANOVA, 

Dunnett, p<0,05) e capacidade de migração reduzida (ANOVA, Bonferroni, p<0,05). A análise 

proteômica detectou 351, 327 e 400 proteínas em HCT116, HCT116-SP60 e HCT116-SP80, 

respectivamente. A análise de enriquecimento funcional indicou envolvimento em processos 

básicos como transcrição, splicing de RNA, tradução, metabolismo de aminoácidos, adesão 

celular e modulação da cromatina. A proteína ANP32A foi encontrada exclusivamente na 

HCT116-SP60 e HCT116-SP80. Esta enzima, considerada supressora de tumor, foi 
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previamente relatada como associada à SET para formar o complexo INHAT, que inibe a 

acetilação de histonas. Os genes codificadores de histona desacetilase de classe I (HDAC1, 

HDAC2 e HDAC8) foram regulados negativamente (downregulated) nas subpopulações 

resistentes. No geral, esta tese demonstra a plausibilidade de um eixo funcional entre produtos 

naturais e a regulação epigenética. Ao propor mecanismos de ação moleculares específicos, o 

estudo contribui para a translação do conhecimento científico em possíveis aplicações práticas 

das potenciais epi-drugs. Em adição, o modelo de resistência in vitro desenvolvido sugere que 

enzimas modificadoras de histonas estão associadas à resistência ao SN38 nas células HCT116. 

Estas células resistentes ao SN-38 serão posteriormente utilizadas em estudos futuros para 

investigar os mecanismos moleculares de resistência e testar estratégias de priming epigenético 

e re-sensibilização. 

Palavras-chave: Epigenética, produtos apícolas, resistência à quimioterapia, 

quimioinformática. 
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Abstract 

Apicultural products such as royal jelly and propolis are chemically complex and biologically 

active natural matrices with potential for the discovery of anticancer drugs. However, the 

intrinsic chemical variability of these natural products, influenced by climatic and 

environmental factors, poses challenges for standardization and for demonstrating therapeutic 

efficacy. This study aimed to investigate the potential of chemical constituents from apicultural 

products as candidate modulators of epigenetic machinery and, in parallel, to establish an 

experimental platform to study acquired chemoresistance in a colorectal cancer cell model. 

Integrated cheminformatics approaches were used to characterize potential epi-drug candidates 

among 32 fatty acids present in royal jelly and among the unique compounds detected across 

different propolis samples. In Chapter 1, computational simulations and experimental 

validation (in vitro enzymatic activity assays and gene expression analysis by RT–qPCR) in 

colorectal (HCT116) and breast (MDA-MB-231) cancer cell lines demonstrated that 10-

hydroxy-2-decenoic acid (10-HDA) and 10-hydroxydecanoic acid (10-HDAA) act as weak 

inhibitors of histone deacetylases (HDACs). These results indicate that these compounds 

facilitate chromatin acetylation and modulate gene expression, mimicking, albeit in an 

attenuated manner, the mechanism of action of commercial drugs such as SAHA and TSA. In 

the propolis investigation (Chapter 2), a systematic review following PRISMA 2020 

recommendations consolidated 1,322 unique small molecules, expanding knowledge of the 

global chemical space of this product and highlighting the contribution of Brazilian 

biodiversity. After the application of pharmacokinetic filters and the removal of assay 

interferents (PAINS), virtual screening (molecular docking) prioritized candidates as potential 

inhibitors of DNA methyltransferase 1 (DNMT1), identifying isovestitol and liquiritigenin as 

ligands with favorable affinity profiles. In Chapter 3, an in vitro model of acquired irinotecan 

resistance was developed through daily exposure of HCT116 cells to increasing doses of SN38 

(7-ethyl-10-hydroxycamptothecin). Two subpopulations were selected based on exposure up to 

60 nM (HCT116-SP60) and up to 80 nM (HCT116-SP80) SN38. Parental and derived 

subpopulations were used to determine SN38 IC50 values and to compare proliferative capacity 

(doubling time assessed by carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) staining 

and flow cytometry, as well as conventional colony formation). Cell migration was evaluated 

using the scratch assay. In addition, liquid chromatography coupled to tandem mass  

spectrometry (LC–MS/MS)-based proteomics was performed for peptide identification and 

differential protein expression analysis using MetaboAnalyst. RT–qPCR was conducted to 

assess the expression levels of genes encoding key epigenetic enzymes, including HDACs and 

enhancer of zeste homolog 2 protein (EZH2). The IC50 values for parental cells, HCT116-

SP60, and HCT116-SP80 were 0.07409 µM, 0.1838 µM, and 0.1665 µM, respectively. 

Doubling times for HCT116, HCT116-SP60, and HCT116-SP80 were 19.95 h (R = 0.958), 

28.94 h (R = 0.871), and 21.20 h (R = 0.986), respectively. Both selected subpopulations 

exhibited reduced colony size (ANOVA, Dunnett, p < 0.05) and reduced migratory capacity 

(ANOVA, Bonferroni, p < 0.05). Proteomic analysis detected 351, 327, and 400 proteins in 

HCT116, HCT116-SP60, and HCT116-SP80, respectively. Functional enrichment analysis 

indicated involvement in fundamental processes such as transcription, RNA splicing, 

translation, amino acid metabolism, cell adhesion, and chromatin modulation. ANP32A was 

detected exclusively in HCT116-SP60 and HCT116-SP80. This protein, considered a tumor 

suppressor, has been previously reported to be associated with SET to form the INHAT 

complex, which inhibits histone acetylation. Class I histone deacetylase genes (HDAC1, 

HDAC2, and HDAC8) were downregulated in resistant subpopulations. Overall, this thesis 
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demonstrates the plausibility of a functional axis between natural products and epigenetic 

regulation. By proposing specific molecular mechanisms of action, the study supports 

translation of scientific knowledge into potential practical applications for candidate epi-drugs. 

In addition, the in vitro resistance model developed suggests that histone-modifying enzymes 

are associated with SN38 resistance in HCT116 cells. These SN38-resistant cells will be used 

in future studies to investigate molecular resistance mechanisms and to test epigenetic priming 

and re-sensitization strategies. 

Keywords: Epigenetics, bee products, chemotherapy resistance, cheminformatics. 
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Lista de Figuras 

Capítulo 1 

Figure 1. a) simplified illustration of the HDAC catalytic deacetylation mechanism upon the acetylated 

lysine residue at the active site. The zinc ion is coordinated by two tandem histidine residues, which 

make hydrogen bonds to two aspartic acids. One of these histidines serves as a base for the nucleophilic 

attack at the substrate carbonyl by a water molecule hydrolysis. The tetrahedral oxyanion intermediate 

arising from nucleophilic attack by water is illustrated in the center following the acetate liberation from 

the N-terminal histone tail (right). (b-e) on the left 2D molecular structures of the tested compounds; in 
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Preâmbulo 
 

Produtos naturais (PNs) são geralmente definidos como compostos químicos ou metabólitos 

secundários provenientes de organismos incluindo fungos, bactérias, animais marinhos e plantas 

(Bontempo; De Masi; Rigano, 2023). Os PNs têm sido utilizados para o tratamento de doenças humanas 

desde os primórdios da prática médica (Mayoka et al., 2025). Em grande parte, esse fenômeno se deve 

à diversidade química dos PNs, que ultrapassa qualquer espaço químico criado por métodos de química 

sintética, o que consequentemente resulta em grande diversidade de funções bioativas e propriedades 

semelhante a drogas conhecidas, do inglês druglike  (Davison; Brimble, 2019).  

O auge da bioprospecção de produtos naturais na indústria farmacêutica ocorreu no período de 

1970 a 1980, que resultou na aprovação de centenas de novas pequenas moléculas naturais, 

semissintéticas, análogas ou sintéticas baseadas em produtos naturais. Ao longo das últimas décadas, 

embora seu uso tradicional seja comum, o maior destaque se dá pelo uso como candidatos ou como lead 

de compostos para o desenho de novas drogas (Davison; Brimble, 2019; Koehn; Carter, 2005). Em 

2024, 17 dos 200 fármacos mais vendidos nos Estados Unidos da América (USA) eram PNs ou seus 

derivados (Butler; La Clair, 2025). Nesse contexto, os PNs se mantêm relevantes tanto do ponto de vista 

econômico quanto terapêutico. Avanços recentes de biologia sintética, quimioinformática, análises 

guiadas por inteligência artificial (IA), genômica e química medicinal integram a biologia e química de 

maneira inédita e promissora para a identificação de compostos candidatos para o tratamento de doenças 

humanas (Butler; La Clair, 2025; Chen, Ya; Kirchmair, 2020; Mullowney et al., 2023). Métodos 

computacionais e diferentes bancos de dados de PNs são grandes aliados do processo de descoberta de 

drogas baseadas de PNs. Estratégias in silico apoiam as decisões em pesquisa por meio da descoberta 

de candidatos, otimização e priorização de compostos para uso experimental (Chen, Ya; Kirchmair, 

2020). Exemplos de sucesso na terapia epigenética ilustram esse processo: polifenóis de origem natural, 

como a epigalocatequina-3-galato (EGCG), flavonoides (como a quercetina), quinonas (como o ácido 

lacaico), licopeno e ácido boswélico, têm sido relatados como atuando como inibidores de DNMT 

(DNMTi) (Prachayasittikul et al., 2017), e a Tricostatina A e a Romidepsina são inibidores de HDAC 

(HDACi) derivados de microrganismos (Salvador; Luesch, 2012a). De maneira congruente, o uso de 

ferramentas de bioinformática estrutural para a descoberta de fármacos epigenéticos vem sendo 

continuamente ampliado e aprimorado (Medina-Franco, 2016), bem como a descrição química de 

produtos naturais, dada a sua complexidade associada às suas fontes biológicas, à composição variável 
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e/ou a produtos resultantes de reações complexas, que podem incluir constituintes parcialmente 

desconhecidos (Salvito et al., 2020).  

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu uma linha de pesquisa de novas drogas nos últimos anos 

(Assumpção et al., 2020; France et al., 2024) a partir do uso de evidências da literatura cientifica de 

efeitos biológicos de produtos apícolas para compreender se mecanismos epigenéticos podem ser 

responsáveis por efeitos biológicos e terapêuticos relatados.  Como revisado por trabalhos importantes 

da literatura cientifica (Carlos-Reyes et al., 2019; Cornara et al., 2017a; Jasek et al., 2019; Khan, 

Mohammad Imran et al., 2018; Meeran; Ahmed; Tollefsbol, 2010; Ratovitski, 2017; Salvador; Luesch, 

2012b; Shankar et al., 2016; Shukla; Meeran; Katiyar, 2014), os fitoquímicos e alguns compostos da 

dieta são amplamente investigados devido à possível ação moduladora sobre enzimas da maquinaria 

epigenética, que estão envolvidas em processos celulares essenciais e também na origem e  progressão 

do câncer. Nesse sentido, muitas propriedades biológicas têm sido identificadas em produtos de abelhas, 

os quais são utilizados como nutracêuticos, fármacos e ingredientes cosméticos (Cornara et al., 2017a).  

O presente trabalho apresenta uma visão crítica do uso de geleia real e própolis com enfoque na 

descoberta de novas drogas epigenéticas (epi-drugs) ou compreensão dos efeitos exercidos por 

compostos já conhecidos com foco terapêutico no câncer. Ademais, este trabalho propõe um modelo de 

estudos in vitro da resistência a quimioterapia utilizando células derivadas de câncer de cólon, de 

maneira que estratégias de quimiossensibilização e co-tratamento possam ser aplicadas para a reversão 

da resistência. O trabalho está organizado em três capítulos: 

• Capítulo 1: investigação de inibidores de HDACs humanas entre os ácidos graxos derivados da 

geleia real, trabalho iniciado no mestrado e com experimentos concluídos durante o doutorado. 

• Capítulo 2: revisão, análise e priorização de candidatos a epi-drugs na própolis com integração 

de ferramentas de bioinformática estrutural e quimioinformática. 

• Capítulo 3: estabelecimento do modelo in vitro de resistência ao metabólito ativo do irinotecano, 

7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN38). 
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Introdução 
 

Produtos apícolas como possível fonte de compostos terapêuticos para o tratamento do câncer 

 

As abelhas são insetos himenópteros sociais, caracterizados pela produção e pelo 

armazenamento de mel, geleia real, própolis, veneno de abelha, pólen e cera de abelha (Bava et al., 

2024). Esses produtos podem beneficiar os seres humanos em diferentes aplicações promissoras, e 

algumas de suas propriedades biológicas e antitumorais já foram descritas na literatura (Santos-Buelga; 

González-Paramás, 2017).  

A geleia real é um produto complexo que contém água, açúcares, proteínas e aminoácidos, 

lipídios e, em menores concentrações, inclui enzimas, vitaminas, compostos fenólicos e minerais 

(Cornara et al., 2017a). Ela é secretada pelas glândulas salivares hipofaríngeas e mandibulares das 

abelhas operárias, responsáveis pela alimentação das larvas de Apis mellifera, que podem vir a se 

desenvolver como futuras rainhas ou operárias (Haydak, 1970). A nutrição das larvas controla a 

alternância de castas: embora algumas larvas fêmeas compartilhem o mesmo genoma, a quantidade e a 

duração da geleia real ofertada determinam o destino do desenvolvimento. As larvas que se tornarão 

rainhas recebem uma dieta rica em geleia real por um período mais prolongado, enquanto aquelas 

destinadas a se tornarem operárias recebem geleia real apenas nos primeiros dias e, em seguida, sua 

dieta é alterada para mel e outros compostos (Chittka; Chittka, 2010; Cridge et al., 2015). Spannhof e 

colaboradores sugeriram que a regulação epigenética responsável pela plasticidade fenotípica associada 

ao fenótipo de rainha é, em parte, mediada pela atividade inibitória de HDAC (HDACi) do ácido (E)-

10-hidróxi-2-decenóico, um ácido graxo encontrado exclusivamente na geleia real (detectado em 

concentração de até 5%) (Spannhoff et al., 2011). O sequenciamento do genoma das abelhas melíferas 

demonstrou conservação das sequências de histonas e da maquinaria de modificação de cromatina em 

relação às humanas. Por exemplo, modificações pós-traducionais (PTMs) nas caudas de histonas e suas 

interações foram caracterizadas para as histonas H3.1, H3.3 e H4 em Apis mellifera (Dickman et al., 

2013), e as metiltransferases e desmetilases de histonas foram descritas (Gulati et al., 2020). Além da 

modulação da alternância de castas (He, Xu Jiang et al., 2017) também foram descritos, em abelhas 

melíferas, o envolvimento da acetilação de histonas na memória aversiva (Lockett et al., 2014) e no 

comportamento (Yan, Hua et al., 2014). Um artigo publicado mais recentemente indica que as 

concentrações de 10-HDA, zinco e potássio apresentam forte correlação com a diferenciação de castas, 

entre outros mecanismos de controle (Polsinelli; Yu, 2018), como microRNAs (Ashby et al., 2016; Shi 

et al., 2012; Zhu et al., 2017) e a concentração de metionina (Chen, Wen-Feng et al., 2020).  
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A geleia real tem sido utilizada desde a Antiguidade e, atualmente, é empregada nos setores 

farmacêutico e cosmético (Cornara et al., 2017a). Embora não existam estruturas cristalográficas das 

HDACs de Apis mellifera em bases de dados públicas, o genoma da abelha codifica desacetilases de 

histonas semelhantes às enzimas humanas de classe I e classe II (Spannhoff et al., 2011). Se o 10-HDA 

inibe HDACs de classe I e classe II em abelhas melíferas, bem como as HDACs recombinantes testadas 

por Spannhof et al., é razoável levantar a hipótese de que o 10-HDA possa inibir HDACs humanas de 

maneira semelhante. Ácidos carboxílicos constituem uma subclasse de HDACi e, embora apresente 

uma cadeia mais longa, o 10-HDA pode ser enquadrado nesse grupo, que inclui o ácido valpróico e o 

ácido butírico (Bertrand, 2010; Finnin et al., 1999; Spannhoff et al., 2011).   

De forma interessante, a geleia real demonstrou efeitos bioativos em modelos in vitro utilizando 

células de carcinoma mamário humano (Bălan et al., 2020; Cornara et al., 2017a; Miyata et al., 2020; 

Miyata; Sakai, 2018; Moutsatsou et al., 2010; Nakaya et al., 2007; Suzuki, Kazu-Michi et al., 2008) e 

em um ensaio clínico publicado recentemente envolvendo carcinoma de células renais (Miyata et al., 

2020). Adicionalmente, perspectivas para a terapia epigenética do câncer têm emergido a partir de 

evidências de seu papel na regulação de desacetilases de histonas (Makino et al., 2016; Polsinelli; Yu, 

2018; Spannhoff et al., 2011). Considerando o papel central das HDACs no câncer de mama, 

levantamos a hipótese de que o 10-HDA interaja com HDACs humanas e iniba sua atividade, 

configurando-se como um novo candidato a HDACi para terapia epigenética 

Diferente da geleia real, a própolis é uma substância resinosa produzida pelas abelhas a partir 

de pólen e outros materiais derivados de plantas. As abelhas melíferas produzem a própolis ao misturar 

secreções salivares com exsudatos vegetais (resinas) coletados de diferentes partes das plantas, 

incluindo ramos, cascas, botões florais, folhas e caules (Bava et al., 2024). A própolis tem sido 

amplamente utilizada por comunidades traducionais desde a antiguidade, devido aos benefícios a ela 

atribuídos, tanto como suplemento alimentar quanto para fitoterapia para auxílio do tratamento de 

doenças humanas (Huang et al., 2014a).  A composição química da própolis difere de acordo com as 

fontes botânicas e localizações geográficas de cada colmeia (Belmehdi et al., 2022a). A própolis 

geralmente é composta por resinas vegetais, cera de abelha, compostos orgânicos voláteis, pólen, entre 

outras substâncias orgânicas e inorgânicas. A maior classe de compostos são os ácidos alifáticos, ácidos 

aromáticos, flavonoides, terpenoides, carboidratos, aminoácidos, vitaminas e minerais (Kasote; 

Bankova; Viljoen, 2022a). A literatura recente que aborda a diversidade da composição química da 

própolis normalmente cita de 241 (Huang et al., 2014a), 578 (Tran et al., 2020a), 300 (Hossain et al., 

2022a) até 800-1000 entidades químicas únicas (Huang et al., 2014a; Kasote; Bankova; Viljoen, 2022a; 

Šturm; Ulrih, 2020b).  
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Dada a importância comercial e ecológica das abelhas, nos últimos anos houve aumento 

exponencial das publicações científicas sobre as atividades biológicas da própolis e seus compostos 

derivados. Tais compostos podem ser utilizados para descoberta e desenvolvimento de novas drogas, 

servindo como arcabouço/esqueleto base para química medicinal (scaffolds) (Tran et al., 2020a). 

Devido a sua complexidade e variabilidade da sua composição, usualmente a própolis é estudada a partir 

de seus extratos em solventes orgânicos, sendo o extrato etanólico o mais comum (Burdock, 1998a). 

Historicamente, ao longo da literatura científica, uma ampla gama de estudos demonstrou efeitos 

biológicos da própolis, sendo os mais comuns: atividade antioxidante, antimicrobiana, analgésica, anti-

inflamatória, antidiabética, antidepressiva, antiviral e anticâncer, tanto in vitro quanto in vivo (Hossain 

et al., 2022a). Em contrapartida, abelhas e seus produtos são diretamente afetados por mudanças 

ambientais e ações antrópicas (Ribeiro Pereira; Barchuk; do Valle Teixeira, 2009a), o que contribui 

com a dificuldade de predição da composição química específica (característica) da própolis (uma 

espécie de “assinatura química”), uma vez que há considerável flutuação no perfil químico quando 

consideradas as fontes botânicas (Bankova, Vassya, 2005a).  

Entretanto, a maior parte dos estudos não atribui tais propriedades a um único componente da 

própolis. Fitoquímicos e formulações herbais são consideradas alternativas para o tratamento da 

resistência no câncer de cólon, pois apresentam efeito antitumoral em modelos xenográficos derivados 

de pacientes em camundongos (Telang, 2022), enquanto em linhagens celulares in vitro, polifenóis 

apresentam seletividade de ação antiproliferativos e pró-apoptóticos quando comparado com linhagem 

não tumorigênica (Telang, 2022). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa demonstrou efeito 

hipometilante locus-específico, associado a efeito citotóxico em linhagem derivada de câncer de mama 

triplo negativo (TNBC) (Assumpção et al., 2020). O presente estudo tem como objetivo organizar de 

maneira crítica estratégia de revisão, análise e priorização de compostos derivados da geleia real e da 

própolis para compreender a diversidade molecular e investigar possíveis compostos moduladores da 

maquinaria epigenética com foco em aplicações futuras para contribuir com o tratamento, prevenção e 

reverão da resistência a quimioterapia.  

 

Terapia epigenética do câncer 

 

O termo câncer caracteriza um conjunto de doenças heterogêneas e complexas resultantes do 

acúmulo de alterações genéticas e epigenéticas (Dawson; Kouzarides, 2012a; Yu et al., 2024a). A 

tumorigênese consiste em um processo de múltiplas etapas de aquisição de alterações que, 

coletivamente, promovem o crescimento tumoral. Didaticamente, o conjunto de características 
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consideradas como capacidades ou habilidades tumorais constituem as Hallmarks do câncer (Hanahan; 

Weinberg, 2000).  

As características facilitadoras ou ativadoras são classificadas à parte devido ao seu papel no 

favorecimento da evolução tumoral, proporcionando terreno fértil para a diversificação clonal em 

subpopulações celulares com heterogeneidade genética e epigenética (Chen, Xuelan et al., 2024; Laisné; 

Lupien; Vallot, 2024). A instabilidade genômica pode ser agravada por fatores ambientais carcinogênicos 

e mudanças metabólicas intrinsecamente relacionadas ao comportamento tumoral (Pavlova; Zhu; 

Thompson, 2022; Vaz et al., 2017). Durante o processo de carcinogênese, protoncogenes relacionados a 

sinais de sobrevivência, proliferação, escape de controles citostáticos e atenuação da apoptose sofrem 

mutações dominantes de ganho de função (Hanahan; Weinberg, 2000, 2011a). De maneira complementar, 

ocorrem mutações de perda de função em genes supressores tumorais (gatekeepers / caretakers) 

(Kinzler; Vogelstein, 1997). Como consequência, mutações condutoras (driver mutations) e as alterações 

bioquímicas da cromatina contribuem igualmente para o processo de carcinogênese, incluindo a origem 

e progressão para fenótipos invasivo e metastático (Esteller, 2008).  

Os mecanismos epigenéticos coordenam a regulação e as adaptações estruturais de regiões 

cromossômicas para registrar, sinalizar ou perpetuar diferentes estados de atividade (Bird, 2007). De 

maneira congruente, a epigenética engloba as modificações mitoticamente e meioticamente herdáveis 

que não envolvem mudanças na sequência de DNA (Russo, V E A (Vincenzo E A.); Martienssen; Riggs, 

1996). Tais modificações têm caráter reversível, dadas as atividades de enzimas efetoras, didaticamente 

divididas entre writers, readers e erasers, responsáveis pela adição, identificação e remoção de marcas 

epigenéticas, respectivamente (Cheng et al., 2019). Os mecanismos epigenéticos clássicos incluem a 

metilação do DNA, as modificações pós-traducionais em histonas e o remodelamento de nucleossomos 

(Jones; Baylin, 2007), embora evidências mais recentes adicionem RNAs não codificantes como 

lncRNAs, piRNAs e, indiretamente, os miRNAs (Brennecke et al., 2008; Fabbri et al., 2007; Lujambio et 

al., 2007; Spitale; Tsai; Chang, 2011).  

A regulação dinâmica das modificações da cromatina é essencial para a coordenação apropriada 

da expressão gênica (Valencia; Kadoch, 2019). Dessa forma, a desregulação dos mecanismos epigenéticos 

pode causar padrões anormais de metilação do DNA e de configurações da cromatina, ambos críticos 

para o início e progressão do câncer. (Tsai; Baylin, 2011). Historicamente, a metilação de DNA é o 

mecanismo mais frequentemente estudado, principalmente devido ao fenômeno contrastante de que 

geralmente os tumores apresentam considerável perda global da metilação nas citosinas (5-

metilcitosina) no contexto genômico, com discretas regiões de hipermetilação, ao passo que 
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hipometilação é encontrada em DNA repetitivo e elementos transponíveis (Nishiyama; Nakanishi, 2021). 

Por outro lado, hipermetilação ocorre em ilhas CpG localizadas nos promotores de genes supressores 

tumorais, causando repressão da expressão gênica (Esteller, 2006). Tal processo pode conferir um 

segundo evento de inativação de genes supressores tumorais (Issa, 2022; Kane et al., 1997), considerando 

a hipótese de dois hits de Knudson, com a perda de heterozigose necessária para a perda de função de 

genes de reparo de danos no DNA e de controle do ciclo celular (Knudson, 1993, 1971). Em conjunto, as 

alterações epigenéticas contribuem para a aquisição de marcas características (hallmarks) de 

plasticidade fenotípica, o que fez com que a reprogramação epigenética independente de mutações tenha 

emergido como uma das recentes hallmarks propriamente ditas do câncer, que contribui com a 

heterogeneidade transcriptômica dos tumores (Hanahan, 2022a; Swanton et al., 2024a).  

Nesse contexto, considerando a reversibilidade das marcas epigenéticas, a terapia epigenética 

(uso de drogas moduladoras da maquinaria epigenética, epi-drugs) emergiu como uma opção 

terapêutica de doenças humanas, como o câncer (Egger et al., 2004). As epi-drugs, definidas como 

“pequenas moléculas que geralmente interferem com a atividade de proteínas epigenéticas ou que 

interferem em alvos do epigenoma”, têm sido desenvolvidas para inibição de enzimas da maquinaria 

epigenética (Cossío; Esteller; Berdasco, 2020). Atualmente, diversos ensaios clínicos estão sendo 

conduzidos para investigação da combinação de epi-drugs de primeira, segunda e terceira geração com 

outras modalidades terapêuticas (Morel et al., 2019). Os principais tipos de moléculas utilizadas nesses 

ensaios clínicos são os inibidores de DNA metiltransferases (DNMTi), inibidores de desacetilases de 

histonas (HDACi), inibidores de bromodomínios e domínios extra-terminais (BETi), inibidores de 

metiltransferases de histonas (HMTi) e inibidores de demetilases de histonas (HDMi) (Morel et al., 

2019). A agência regulatória estadunidense Food and Drug Administration (FDA) aprovou 5-azacitidina 

e 5-aza-2′-desoxicitidina/decitabina (DNMTi); ácido hidroxâmico suberoilanilida, romidepsina, 

belinostate e panobinostate (HDACi), tazemetostate (HMTi), e tranilcipromina (HDMi) (Feehley et al., 

2023) para uso clínico em humanos.   

A estratégia de modificar o epigenoma de células tumorais revolucionou o tratamento de 

tumores hematológicos (Costa et al., 2023). Adicionalmente, as epi-drugs modulam a interação entre o 

tumor e o sistema imunológico do paciente (Xu, Yang et al., 2022), podendo reativar genes anteriormente 

silenciados, tais como o regulador de checkpoint imunológico PD-L1 e outros mediadores de 

imunossupressão no câncer (Zwergel; Fioravanti; Mai, 2023). A terapia epigenética pode aumentar a 

imunogenicidade dos tumores (Jones et al., 2019) e os efeitos pró-apoptóticos (Terranova-Barberio; 

Thomas; Munster, 2016). Combinações entre epi-drugs e agentes imunomodulatórios são conhecidas 
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como epi-imunoterapia (epi-immunotherapy) (Xu, Yang et al., 2022), que tem apresentado bons 

resultados em ensaios clínicos (Wang, Chunmeng et al., 2023), sendo promissores para tumores 

hematológicos e sólidos (Mazzone et al., 2017). Na abordagem de medicina de precisão, alterações 

específicas de células tronco tumorais foram alvos terapêuticos importantes que se beneficiaram da 

combinação de epi-drugs com CAR-T (Veschi; Turdo; Stassi, 2023). Apesar do sucesso preliminar, as 

epi-drugs apresentam limitações relacionadas a toxicidade e efeitos indesejados (secundários) causados 

por modificações globais e locais que ocorrem na conformação da cromatina, podendo modular 

múltiplas vias biológicas (Cossío; Esteller; Berdasco, 2020). 

 

Resistência a quimioterapia 

 

A resistência a quimioterapia é um dos principais fatores limitantes para o tratamento de 

pacientes com câncer (Vasan; Baselga; Hyman, 2019), sendo classificada como resistência primária (não 

há resistência-cruzada com outras drogas) ou resistência a múltiplas drogas (resistência a múltiplas 

drogas com diversas estruturas e mecanismos de ação diferentes) (Liu et al., 2021). A resistência pode 

ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca envolve mecanismos pré-existentes e independentes 

da administração da droga. A resistência adquirida se refere a redução do potencial terapêutico de 

determinada droga após repetidas administrações. Tal processo pode ser induzido por ativações de 

protoncogenes secundários, modificações nos alvos do quimioterápico que reduzam o seu 

reconhecimento e também modificações no microambiente tumoral, por exemplo (Emran et al., 2022). A 

heterogeneidade intra e inter-tumoral em um contexto de instabilidade genômica tornam propício o 

desenvolvimento de resistência (Vasan; Baselga; Hyman, 2019), sendo estimadas 90% das falhas no 

tratamento do câncer associadas a resistência e ao desenvolvimento de metástases (Longley; Johnston, 

2005). Do ponto de vista molecular, os mecanismos mais frequentes de resistência são: alterações no 

influxo e efluxo da droga do ambiente intracelular, metabolização e inativação da droga, modificações 

na expressão e mutações no alvo, alterações na proficiência da maquinaria de reparo a danos no DNA, 

alterações no ciclo celular que envolvem a parada (cycle arrest) e apoptose, e promoção de fatores de 

proliferação (Longley; Johnston, 2005). 

A heterogeneidade genética, epigenética e transcriptômica dentre diferentes tipos de cânceres é 

amplamente discutida na literatura, embora a evolução tumoral que está correlacionada à resistência a 

terapias é frequentemente enxergada do ponto de vista genético (Marine; Dawson; Dawson, 2020). 

Notavelmente, mutações em genes codificadores de proteínas da maquiaria epigenética conferem 
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possibilidade de adaptação rápida às pressões ambientais (Dawson, 2017). A seleção de mutações 

adquiridas ao acaso modifica a composição clonal ao longo do tempo. Nesse sentido, restringir tal 

plasticidade é a tarefa de maior complexidade, pois contextos celulares e moleculares que poderiam se 

beneficiar de terapia epigenética para prevenir a trans diferenciação celular ainda não foram 

completamente estabelecidos (Marine; Dawson; Dawson, 2020). Mecanismos de evolução adaptativa 

darwiniana e não-darwiniana podem ser ativados logo após o início da quimioterapia, favorecendo o 

surgimento de um reservatório de células tolerantes (DTP – drug tolerant persister), das quais 

subpopulações resistentes podem evoluir (Vendramin; Litchfield; Swanton, 2021). Entretanto, a 

persistência de tais células não se deve a presença de variantes genéticas, mas sim de alterações não 

genéticas associadas à reduzida capacidade de proliferação (Shen, Shensi; Vagner; Robert, 2020). Tal 

característica pode resultar de mecanismos preexistentes ou induzidos de reprogramação epigenética, 

regulação transcricional ou interações com o microambiente tumoral  (Shen, Shensi; Vagner; Robert, 

2020). Fenômeno semelhante foi observado pelo estudo de Russo e colaboradores, em modelo in vitro 

de câncer colorretal, em que foi detectado que as células tolerantes a terapias-alvo temporariamente 

reduziram a expressão de genes de reparo de mal pareamento de bases (MMR) e de recombinação 

homóloga (HR), favorecendo a ação de polimerases propensas a erros, um mecanismo de resposta 

adaptativa para barrar a ação dos inibidores de BRAF e EGFR (Russo, Mariangela et al., 2019). Nesse 

sentido, estratégias terapêuticas que possam eliminar estratégias adaptativas poderiam prevenir o 

surgimento de DTP.  

Alguns autores consideram a maquinaria epigenética um regulador chave na formação e 

manutenção da persistência/tolerância (Marsolier et al., 2022; Russo, Mariangela et al., 2024; Wang, 

Pengliang; Ke; Ma, 2024). Evidências apontam que populações DTP de linhagens derivadas de 

melanoma, câncer de cólon, e câncer de pulmão demonstram hipersensibilidade ao TSA, inibidor de 

desacetilases de histonas (HDACi) (Sharma et al., 2010).  O tratamento com 5-fluoroacil em linhagens 

derivadas de câncer de mama triplo negativo induziu o surgimento de células DTP, fenótipo cujos genes 

associados eram regulados pela marca H3K27me3. Com inibição de EZH2, a expressão dos genes foi 

reativada, induzindo fenótipo semelhante a DTP, sugerindo que sua programação para resistência estava 

silenciada por essa marca anteriormente à exposição pelo quimioterápico (Marsolier et al., 2022). A 

inibição de KDM5 ou knockdown de KDM6A ou KDM6B provou ser efetiva em reduzir a fração de 

DTP em modelos de gliobastoma (Banelli et al., 2015), câncer de mama e de pulmão (Vinogradova et 

al., 2016). A preservação da memória epigenética das alterações adquiridas no processo de tolerância 

de forma herdada, mesmo após a transição para um estado de sensibilidade, cria um caminho para 

evolução de subclones resistentes, pois com a reexposição ao quimioterápico ao longo do tempo, o 
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processo de persistência pode se tornar irreversível (He, Jun et al., 2024). De maneira congruente, uma 

revisão da literatura recente sugere que a resistência a quimioterapia tenha contribuições da ação 

aberrante de mecanismos epigenéticos que culminam em desregulação de genes supressores tumorais e 

oncogenes, reprogramação metabólica, proliferação celular ilimitada e resistência a morte celular (Song 

et al., 2025). 

Notavelmente, alguns estudos obtiveram sucesso em quimiosensibilizar células de câncer a 

quimioterápicos por meio do emprego de DNMTi (Clozel et al., 2013), KMTi (Li, Yimin et al., 2022) e 

HDACi (Roca et al., 2022). Além de auxiliar na superação da resistência, as epi-drugs podem ser 

utilizadas para epigenetic priming (livremente traduzido como preparo, iniciação ou pré-ativação), com 

objetivo de “preparar”, “iniciar” ou “pré-ativar” o tumor anteriormente ao tratamento com outras 

drogas (quimioterápicos, terapias-alvo específicas, dentre outras possiblidades). O priming epigenético 

tem sido utilizado com diferentes estratégias metodológicas em estudos pré-clínicos (Fraunhoffer et al., 

2023) e em ensaios clínicos de fase I e II com pacientes de melanoma (Xia, Chang et al., 2014), câncer 

gastroesofágico (Schneider, Bryan J et al., 2017), câncer de ovário (Chen, Siqi et al., 2022) e colorretal 

(Murphy et al., 2016).  

Entretanto, não está bem estabelecido na literatura quais contextos específicos se beneficiariam 

da terapia epigenética do ponto de vista molecular, considerando o crosstalk entre múltiplos 

mecanismos de regulação epigenética da expressão gênica (Dawson; Kouzarides, 2012a). 

Adicionalmente, há frequentes casos de descontinuidade devido à alta toxicidade e inespecificidade. 

Produtos de origem natural têm sido fonte de investigação para compostos bioativos com capacidade 

de modulação epigenética que poderiam ser explorados nesse contexto (Irshad; Husain, 2021a; Mann, 

2002).  Levando em consideração o problema do tratamento de pacientes com doença avançada e 

resistente à quimioterapia e, por outro lado, a existência de produtos de origem natural que podem servir 

como fontes de compostos alternativos às drogas existentes, o presente estudo tem objetivo de contribuir 

com o descobrimento de compostos que possam ser futuros candidatos a epi-drugs. 
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foi calculada pelo quociente da área da largura do wound a 0h menos a área da largura do wound 

a 24, 48 ou 72h pela largura do wound a 0h, sendo esse resultado multiplicado por 100 (Almeida 

et al., 2019). Os cálculos estatísticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prisma 

versão 10.1.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), com teste de ANOVA (análise de 

variância), seguido pelo teste de Dunnett para comparações múltiplas, sendo considerado 

significativo, valores de p<0,05. 

 

Extração de proteínas  

 

Foram obtidos pellets contendo aproximadamente 3x106 células da linhagem HCT116 

parental e suas subpopulações HCT116-SP60 e HCT116-SP80, após lavagens com PBS 1X 

(Gibco, ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA).  Estes, foram armazenados em freezer -80oC.  O 

extrato celular foi obtido após lise em tampão livre de detergentes, contendo 8 M de ureia, 75 

mM de NaCl, 50mM de Tris-HCl pH 8.2, 50 U/mL de benzonase, 2 mM de MgCl2 e 

cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche Life Science, Indianapolis, IN, 

USA) de acordo com a literatura (Caetano et al., 2023; van der Plas-Duivesteijn et al., 2014), (100μL 

para cada 1 × 106 células), sonicados por cinco ciclos de amplitude 20% por 1min, com 

intervalos de 30s com o Vibra-Cell™ VCX 750 (Sonics & Materials Inc., Newtown, CT, USA). 

Em seguida, o extrato foi incubado a 4ºC por 30min e centrifugado a 16000×g por 30min a 4ºC. 

O sobrenadante foi coletado e quantificado utilizando o kit Bio-Rad Protein Assay e o Quick 

Start Bovine Serum Albumin Standard Set (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) seguindo instruções 

do fabricante e armazenado a -80ºC. A verificação de integridade das proteínas foi realizada 

por meio de géis de poliacrilamida a 6% e 12%. As amostras de proteínas (50μg) foram diluídas 

em tampão de 50mM de bicarbonato de amônia (AmBic, NH4HCO3; Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO, USA), 0.2% (m/v) RapiGest SF (Waters™, Milford, MA, USA), e incubadas por 60min 

a 37ºC. Em seguida, 100mM de Ditiotreitol (DTT, 2.5μL; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) 

e 300mM 2-iodoacetamida (IAA, 2.5μL; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) foram 

adicionados às amostras. Foi realizada incubação a temperatura ambiente por 30min. As 

amostras foram digeridas com tripsina Sequencing Grade Modified (0.1 μg/μL, Promega) por 

16h a 37ºC. Após digestão, as reações foram acidificadas com ácido trifluoroacético 5% (TFA, 

v/v) e incubadas por 90min a 37ºC para interromper a proteólise. As amostras foram 

centrifugadas a 16000×g por 30min a 4ºC para remoção de debris insolúveis. O sobrenadante 

contendo peptídeos solúveis foi coletado e secado utilizando Vacufuge® Concentrator Plus 

(Eppendorf, Hamburg, HH, Germany). De acordo com as instruções do fabricante, a remoção 
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de sais, purificação e concentração foi realizada utilizando colunas Pierce™ C18 Spin 

(ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). 

 

Proteômica global 

 

A proteômica global foi realizada utilizando abordagem de cromatografia líquida de alta 

eficiência acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) no Laboratório de 

Proteômica no Instituto de Biotecnologia da UNESP (IBTEC). A espectrometria de massas 

(MS) foi realizada para identificação e quantificação das proteínas diferencialmente expressas 

entre as linhagens HCT116 parental e suas subpopulaçõesHCT116-SP60 e HCT116-SP80. Os 

peptídeos obtidos foram aplicados em solução de peptídeos de 1µg para MS, seguida de 

sequenciamento por meio de cromatografia líquida consistindo no sistema UltiMate 3000 LC 

de nanocromatografia líquida (LC Packings DIONEX, Sunnyvale, CA, USA) acoplado ao 

espectômetro de massas Q-Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (ThermoFisher, Carlsbad, 

CA, EUA). A LC-MS/MS foi conduzida de acordo com parâmetros previamente estabelecidos 

e publicados: fonte de íons nanospray (PicoChip, Model 1PCH-550, 75μm ReproSil Pur C18 

3μm; New Objective, MA, USA) com pré-concentração em 2cm Acclaim PepMap 100 trap 

(75μm ID, C18 3μm; ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). O gradiente consistiu em 2–40% de 

fase móvel B (0.1% ácido fórmico em acetonitrila; fase A: 0.1% ácido fórmico em água) por 

2h, seguida de uma lavagem da coluna de 10min a 80% da fase móvel B e reequilíbrio de coluna 

durante 10min a 2% da fase móvel B com acetonitrila a um fluxo constante de 300 nl/min. Foi 

utilizada aquisição dependente de dados para obtenção dos espectros de 200 to 2000 m/z sob 

uma resolução de 70000 and 100ms de tempo de injeção. Para a fragmentação dos peptídeos, a 

energia de colisão foi normalizada para 30, a resolução de 17500, janela de isolamento de 1.2 

m/z com 100ms de tempo de injeção, 45s de tempo dinâmico de exclusão e cargas +2, +3 e +4 

(Prospero et al., 2021). As proteínas expressas foram identificadas utilizando o software 

PatternLab 4.0.0.84 (Carvalho et al., 2016), utilizando o proteoma de Homo Sapiens como 

referência (UniProt ID: UP000005640) (Bateman et al., 2023). A tolerância de massa de 

fragmentos foi 40ppm com correção de falso positivo (false discovery rate – FDR) de ≤1 %. 

As proteínas detectadas foram submetidas a análise de parcimônia e a quantificação por meio 

do cromatograma de íons extraídos (extracted-ion chromatogram – XIC) foi processada 

utilizando a ferramenta MetaboAnalyst (www.metaboanalyst.ca) (Xia, Jianguo; Wishart, 2011). 

A qualidade dos dados brutos foi verificada por meio do software RawVegetable (Kurt et al., 
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2020). A visualização e detecção de vias biológicas relevantes foi realizada utilizando a 

plataforma de dados web String (Szklarczyk et al., 2023) utilizando o valor de kmeans igaul a 3 

para clusterização. 

 

Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

O RNA total foi obtido das linhagens celulare HCT116 parental, HCT116-SP60 e 

HCT116-SP80 utilizando-se o AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha), conforme as instruções do fabricante, sendo, por fim, o RNA eluído em 40 μL de 

água RNase-free. A concentração e pureza das amostras de RNA foram determinadas por meio 

do espectrofotômetro NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). O RNA 

extraído foi submetido a tratamento com DNase I Amplification Grade (Invitrogen, 

ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA) e em seguida foi realizada síntese do DNA complementar 

(cDNA) com primers randômicos, utilizando SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen, 

ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA), segundo recomendações do fabricante, em um volume 

final de 20μL. 

 

Análise de expressão gênica por RT-qPCR 

 

Os experimentos de RT-qPCR (reverse-transcriptase quantitative PCR) para análise da 

expressão dos genes HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8, EZH2 e do controle endógeno 

escolhido (GAPDH) foram efetuados a partir da confecção de curvas para determinação da 

eficiência de amplificação. As reações foram realizadas no equipamento StepOne Real-Time 

PCR System (Applyed Biosystems ®, ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA), no volume final de 

10 μL, contendo 100 ng de cDNA, 2X GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, 

USA), 50nM de cada oligonucleotídeo iniciador (Exxtend, Paulínia, SP, Brasil) e água livre de 

nucleases. Os níveis de expressão foram normalizados utilizando o gene GAPDH como controle 

endógeno, o qual foi selecionado experimentalmente entre as amostras avaliadas. As reações 

foram realizadas em triplicatas nas seguintes condições: 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos, 

seguido por 40 ciclos de desnaturação a 95°C por 15s, anelamento dos primers combinado à 

extensão a 60°C por 1 minuto e uma etapa para a formação da curva de dissociação (melting) 

de 60ºC a 95ºC com aumento gradual em incrementos de 0.3ºC/s. A expressão relativa foi 

calculada pelo método do Ct comparativo 2-ΔΔCt (Livak; Schmittgen, 2001), utilizando-se como 
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calibrador a expressão da linhagem parental. A quantificação de Ct médio foi calculada pelo 

uso do software StepOneTM Software v2.3, próprio do equipamento. Para as análises estatísticas 

dos resultados, os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA (análise de variância), 

seguido pelo teste de Dunnett para comparações múltiplas, sendo considerado significativo, 

valores de p<0,05. A construção dos gráficos e as análises estatísticas foram realizadas no 

software GraphPad Prisma versão 10.1.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A 

sequência dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) utilizados está informada na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores selecionados para análise da expressão 

gênica por RT-qPCR 

Gene Sequências de Oligonucleotídeos (5’- 3’) ID do transcrito 
Tamanho do 

Amplicon (bp) 

HDAC1(a) 
CCAGTATTCGATGGCCTGTT (F) 

GATGTCCGTCTGCTGCTTAT (R) 
NM_004964 93 

HDAC2(a) 
GCTACTACTACGACGGTGATATTG (F) 

GTTATGGGTCATGCGGATTCTA (R) 
NM_001527 86 

HDAC3(a) 
GACGGTGTCCTTCCACAAATA (F) 

GGCACGTTCAGACAGTAGTAG (R) 
NM_003883 102 

HDAC8(a) 
CCTTCCACACTGATGCTTATCT (F) 

GCAGTCATAACCTAGCCCATATT (R) 
NM_018486 101 

EZH2(b) 
TCAGACGAGCTGATGAAGTAAAG (F) 

ATCCTTCGCTGTTTCCATTCT (R) 
NM_002046 100 

GAPDH(b) 
CAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAA (F) 

TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT (R) 
NM_004456.5 130 

Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores foi desenhada utilizando as seguintes ferramentas: 

(a) PrimerQuest™ Tool software, IDT, Coralville, Iowa, USA (www.idtdna.com/SciTools) 

(b) The Primer Express® Software v3.0 (ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA) 
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Resultados e discussão  
 

Modelo de resistência induzida in vitro para seleção de subpopulações, resistentes ao 

SN38, derivadas da linhagem HCT116  

 

 

O processo de indução de resistência, baseado na estratégia de exposição contínua com 

aumentos gradativos da concentração de SN38, foi conduzida durante o período de 267 dias. 

Subpopulações adaptadas a cada concentração utilizada fora criopreservadas, sendo que para o 

presente trabalho, até foram selecionadas as subpopulações expostas a 60nM e 80nM de SN38, 

nomeadas de HCT116-SP60 e HCT116-SP80, respectivamente (ou simplesmente referidas 

neste texto como SP60 e SP80). Ao longo da exposição e, especificamente nestas 

concentrações, foi observada sutil mudança morfológica (Figura 3). Ao longo da exposição, as 

subpopulações celulares frequentemente formavam sincícios, com limites celulares pouco 

evidentes, formavam aglomerados com crescimento sobreposto e se soltavam espontaneamente 

do frasco ocasionalmente (loose-adherent). Adicionalmente, as subpopulações expostas ao 

SN38 apresentavam vacúolos como parte da resposta citotóxica da droga, semelhante ao que já 

foi relatado na literatura, com microscopia eletrônica de transmissão, em que vacúolos gerados 

pelo aparelho de Golgi estão relacionados ao surgimento de resistência em células de câncer de 

cólon tratadas com irinotecano (Li, Yangkun et al., 2024).   

 

 

Figura 3. Fotografias ao microscópio invertido, em aumento de 100X. A)  HCT116 parental,B) SP60 e C) SP80. 
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Sensibilidade diferencial ao SN38 na linhagem HCT116-parental e nas subpopulações 

selecionadas  

 

A curva de dose-resposta foi realizada por meio do uso do ensaio de viabilidade celular, 

com objetivo de verificar se as subpopulações SP60 e SP80 apresentam resistência ao SN38 

(Figura 6). Os valores obtidos para a  IC50 após um tempo de exposição após 24, 48 e 72h 

encontram-se na Tabela 2.  Nota-se que, após 72 horas de exposição, as diferentes populações 

selecionadas não difere em relação às células parentais.  

 

Tabela 2. Valores de IC50 em nM para a linhagem HCT116 parental e as subpopulações 

expostas ao SN38. 

 HCT116 SP60 SP80 

24h 171.1 103.0 242.6 

48h 74.09 183.8 166.5 

72h 158.0 163.7 174.6 

 

De acordo com a literatura, o tempo de meia-vida do SN38 pode variar de 10h a 19h, 

aproximadamente (Chabot et al., 1995; Fan et al., 2017). Nesse sentido, após 48h menos de um 

quarto da concentração inicial de dose seria detectada, sendo esperada perda do efeito citotóxico 

com 72h. Nossos dados mostram que, doses superiores a 0.2µM de SN38 provocaram 

acentuada morte celular, e que o tempo de 48h é o tempo ideal para que seja garantida a 

cobertura de um ciclo celular completo. Estudos publicados previamente na literatura indicam 

valores de IC50 para HCT116 que variam de 1.9 nM (Candeil et al., 2004b) e 50nM (Jensen et 

al., 2015b) até de 3.8µM (Torigoe et al., 2009) e 5 µM (Harrison et al., 2011). Notavelmente, 

as variações podem ser explicadas pelas diferenças de padronização no cultivo da linhagem em 

diferentes condições, técnicas empregadas, forma de análise e tempo de incubação. No presente 

contexto, a linhagem resistente apresenta o dobro do valor da linhagem sensível. 
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Figura 4. Curvas de dose-resposta com tempos de exposição de 24h, 48h e 72h em HCT116, SP60 e SP80. 

 

 

 

Investigação de habilidades de proliferação e migração celulares  

 

A taxa de proliferação celular para a linhagem HCT116 parental e suas subpopulações 

derivadas foi determinada por meio da redução pela metade do corante fluorescente CFSE ao 

longo dos ciclos e divisão celular, utilizando citometria de fluxo (Figura 4). Os valores 
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absolutos de fluorescência foram utilizados para o cálculo da regressão linear (equação da reta) 

e predição do tempo de dobramento celular. A HCT116 teve tempo de dobramento de 19.95 h, 

a SP60 de 28.94h e a SP80 de 21.20h, com valores de R de 0.958, 0.871 e 0.986, 

respectivamente. Tais valores indicam que a subpopulação SP80 que foi previamente exposta 

ao SN38 em maiores concentrações tem sutil atraso para completar o ciclo celular. 

Considerando que a equação de reta não atingiu valor de R esperado, o valor de tempo de 

dobramento para SP60 deve ser interpretado com cautela. Os tempos de 19.95 h e 21.20 h 

detectados no presente trabalho são semelhantes aos tempos de aproximadamente 17h e 22h 

encontrados na literatura para as linhagens HCT116 sensível e resistente, respectivamente 

(Jensen et al., 2015b). 

Atrasos no ciclo celular também foram observados em outros trabalhos que induziram 

resistência em linhagens derivadas de câncer colorretal, sendo atribuídos a um provável atraso 

em G2 (Gongora et al., 2011; Hassan et al., 2022; Petitprez et al., 2013). O atraso em G2 está 

diretamente relacionado ao atraso das forquilhas de replicação em decorrência do mecanismo 

de ação do SN38, com inibição da TOP1, formação quebras duplas na fita de DNA, indução da 

parada da forquilha de replicação e ativação de mecanismos de controle do ciclo celular (Xu, 

Y; Villalona-Calero, 2002).  
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Figura 5. Proliferação celular de HCT116 parental, SP60 e SP80, em ordem conforme indicado. A redução 

sucessiva da emissão de fluorescência ao longo do tempo pode ser observada pelo deslocamento dos picos da 

direita para a esquerda. 
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A capacidade de proliferação e formação de colônias foi analisada pelo ensaio 

clonogênico tradicional.  Foi observado que as subpopulações SP60 e SP80 formaram colônias 

menores e com menor potencial proliferativo, que foi quantitativamente analisado por meio do 

cálculo da área total coberta por colônias (Figura 5). Adicionalmente, SP60 e SP80 também 

apresentam comportamento de migração diferente, sendo mais lentas do que a linhagem 

parental (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Proliferação e formação de colônias com semeadura de 200 células (A e B) e 400 células (C e D). Teste 

de ANOVA com correção de Dunnett para múltiplas comparações, p<0.5*. 
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Figura 7. A) Fotografias ao microscópio invertido com aumento de 100X nos tempos observados desde o início 

da ranhura. B) Análise da área de fechamento ao longo do tempo. Teste de ANOVA com correção de Bonferroni 

para múltiplas comparações, p<0.5*, p<0.1** e p<0.001***.  

 

 

Determinação do perfil de expressão proteica  

 

Inicialmente, a quantidade e qualidade dos extratos de proteínas totais obtidos foram 

avaliados de acordo com a extrapolação de valores de absorbância na curva-padrão (Figura 

7A). As concentrações das amostras de HCT116, SP60 e SP80 foram 3.57µg/µL, 3.20 µg/µL e 

3.09 µg/µL, respectivamente. O gel de poliacrilamida para verificação da integridade da 

amostra indica a presença de peptídeos de diferentes pesos moleculares (Figura 7B), adequado 

para as próximas etapas do protocolo. 

Figura 8. Determinação da quantidade e análise de integridade do extrato de proteínas totais. A) Curva padrão 

para a quantificação absoluta da concentração de proteínas obtidas. B) Gel de poliacrilamida 6%/12% para 

checagem de integridade dos peptídeos. 
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Na linhagem parental HCT116 não tratada com SN38, foram identificadas 363 proteínas 

e, nas linhagens SP60 e SP80, 341 e 406 proteínas, respectivamente. Foram detectadas 218 

proteínas comuns às três amostras. Ao agrupar os dados de acordo com as suas funções por 

meio das ferramentas MetaboloAnalyst e String, foi possível identificar que maioria das 

proteínas que estão enriquecidas são house-keeping (proteínas de manutenção de metabolismo 

básico para sobrevivência celular) como ilustrado nas Figuras 8-10. Notavelmente, processos 

de metabolismo de aminoácidos, transcrição e tradução celular foram os mais frequentemente 

enriquecidos, incluindo também proteínas relacionadas ao citoesqueleto e ao metabolismo. As 

proteínas identificadas exclusivamente em cada população celular foram agrupadas de acordo 

com suas funções biológicas no formato de rede de interação (Figuras 11-13). As proteínas 

detectadas em ambas as subpopulações expostas previamente ao SN38 estão destacadas na 

Figura 14. A semelhança entre os perfis de expressão proteica pode ser visualizada na Figura 

15. Proteínas diferencialmente expressas estão destacadas nas Tabelas 3, 4 e 5.  

Embora os processos celulares básicos de sobrevivência sejam os mais proeminentes 

nos resultados encontrados, a proteína ANP32A (Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein-

32), também descrita na literatura como pp32/PHAP-I (PHAPI), se destaca como expressa 

exclusivamente nas linhagens resistentes ao quimioterápico. A ANP32A é associada à 

promoção de morte celular em vias dependentes do apoptossomo, como demonstrado em 

modelo de câncer de pulmão de células não pequenas (NSCLC) (Hoffarth et al., 2008), sendo 

considerada supressora tumoral devido a essa ação pró-apoptótica. No mesmo estudo, aumento 

da ANP32A está correlacionado com redução de sobrevivência clonogênica em células de 

NSCLC resistentes. Adicionalmente, a ausência de expressão citoplasmática detectável de 

ANP32A em amostras tumorais derivadas de NSCLC primário foi relatada como 

correlacionada com pior desfecho após quimioterapia, sugerindo um papel como marcador 

prognóstico nesse cenário (Hoffarth et al., 2008). Por outro lado, no estudo com pacientes com 

carcinoma espinocelular oral (OSCC), alta expressão de ANP32A foi associada a metástase 

linfonodal e a pior sobrevida, com aumento do risco de mortalidade em pacientes com 

comprometimento linfonodal. Funcionalmente, o silenciamento de ANP32A na linhagem HSC-

3, derivada de câncer de língua, foi associado a alterações em marcadores de transição epitélio-

mesenquimal (EMT). Um fenômeno semelhante foi observado com o silenciamento de 

ANP32A nas linhagens derivadas de câncer de cólon SW40 e HCT116, em que além da redução 

da expressão de marcadores relacionados a EMT, houve redução das capacidades de migração 

e invasão (Tian et al., 2021; Velmurugan et al., 2016). Interessantemente, essa dualidade de 



106 
 

 

funções biológicas contraditórias também se reflete em seu possível papel na sensibilização ou 

na resistência a quimioterápicos em linhagens resistentes de NSCLC e em tecidos primários de 

carcinoma hepatocelular (Hoffarth et al., 2008; Li, Chen et al., 2012).  

Quanto aos seus efeitos na regulação da cromatina, a ANP32A é um componente do 

complexo inibidor de acetiltransferases de histonas (INHAT), que inibe a acetilação de histonas 

intermediada por p300/CBP (proteína E1A de interação com p300/ proteína de ligação com 

CREB) e PCAF (Fator Associado a p300/CBP) (Seo et al., 2001, 2002). ANP32A e outras 

proteínas de sua família atuam na regulação da transcrição e remodelamento da cromatina ao 

se ligar nas histonas para histone masking, isto é, formar uma barreira que torna as histonas 

inacessíveis (Monteagudo et al., 2022). Adicionalmente, ANP32A parece ter a tendência de 

interagir com as caudas das histonas H3 para bloquear a sua acetilação e inibir a transcrição 

genica (Schneider, Robert et al., 2004).  

No câncer de cólon, maiores níveis de expressão de ANP32A são associados a fenótipo 

tumoral mais agressivo e pior prognóstico (Li, Xiaojuan et al., 2023; Uzozie et al., 2017; Yan, 

Wei et al., 2017). Adicionalmente, é interessante notar que no modelo de resistência do presente 

estudo um regulador negativo da acetilação de histonas apareça exclusivamente nas 

subpopulações resistentes, pois Meisenberg e colaboradores (2017) ao desenvolverem modelos 

in vitro de resistência ao irinotecano nas linhagens de câncer colorretal, identificaram que a 

resistência estava associada com a perda da marca H4K16ac (Meisenberg et al., 2016b). 

Evidências indicam que o desequilíbrio entre acetilação e desacetilação de histonas pode 

constituir um fator relevante na resistência adquirida ao irinotecano (ou ao seu metabólito 

ativo). No entanto, são necessários estudos adicionais para elucidar os mecanismos subjacentes 

a esse desbalanço regulatório no câncer de cólon e sua relação direta com a resistência adquirida 

após a exposição ao quimioterápico. 
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Figura 9. Enriquecimento de vias de processos biológicos na amostra HCT116 parental. Tamanho e intensidade 

de cores indicam maior enriquecimento.  

 

 

 

Figura 10. Enriquecimento de vias de processos biológicos na amostra de SP60. Tamanho e intensidade de cores 

indicam maior enriquecimento.  
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Figura 11. Enriquecimento de vias de processos biológicos na amostra SP80 parental. Tamanho e intensidade de 

cores indicam maior enriquecimento. 
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Figura 12. Clusters de acordo com função biológica das proteínas exclusivamente detectadas em HCT116. Em 

vermelho, proteínas principalmente relacionadas ao citoesqueleto, adesão celular e processos análogos. Em verde, 

proteínas relacionadas aos processos de transcrição e tradução celular. Em azul, proteínas relacionadas a 

sinalização de semaforina. 
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Figura 13. Clusters de acordo com função biológica das proteínas detectadas exclusivamente na subpopulação 

SP60. Em vermelho, proteínas principalmente relacionadas a tradução e ao processamento de RNA. Em verde, 

proteínas relacionadas a transcrição e remodeladores de nucleossomos. Em azul, a proteína CHCHD2, um fator de 

transcrição, e a proteína chaperona DNAJC13, relacionada ao tráfego de vesículas intracelulares. 
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Figura 14. Clusters de acordo com função biológica das proteínas detectadas exclusivamente na subpopulação 

SP80. Em vermelho, proteínas principalmente relacionadas ao processamento de RNAs (incluindo o splicing), 

montagem ribossomal e cromatina. Em verde, majoritariamente proteínas relacionadas ao metabolismo energético 

e oxirredução. Em azul, processos relacionados a actina, miosina e proteínas de membrana. 
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Figura 15. Clusters de acordo com função biológica das proteínas compartilhadas e detectadas exclusivamente 

nas subpopulações derivadas da linhagem parental SP60 e SP80. Em vermelho, proteínas principalmente 

relacionadas a tradução, metabolismo de proteínas, ribossomos e metabolismo de compostos nitrogenados. Em 

verde, proteínas relacionadas a sinalização de semaforina, membranas extracelulares, citoesqueleto e fator de 

dissociação Rho. Em azul, a proteína de exportação nuclear CSE1L e a proteína ANP32A, envolvida em 

proliferação, diferenciação, apoptose, supressão tumoral, inibição de acetiltransferases de histonas como parte do 

complexo INHAT, que atua na repressão transcricional mediada por E4F1.  
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Figura 16. A) Diagrama de venn com as quantidades de peptídeos que foram detectados na linhagem HCT116 

parental (vermelho) e nas subpopulações derivadas SP60 (verde) e SP80 (azul) individualmente e em suas 

intersecções. B-D) Gráficos de análise de componente principal (PCA) que ilustram sobreposições e semelhanças 

entre as populações celulares estudadas, quanto ao perfil de peptídeos. E-G) Gráfico no estilo vulcão (volcano 

plot) ilustrando os peptídeos que foram encontrados diferencialmente regulados positivamente (vermelho) e 

negativamente (azul). H-J) Dendograma que ilustra as relações de proximidade entre as populações celulares. 
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Tabela 3. Proteínas diferencialmente expressas entre HCT116 e SP60 

Gene Proteína Função UNIPROT ID 

log2 

(Fold 

Change) 

P 

ajustado 

DDX3X 

DEAD-box 

helicase 3 X-

linked 

RNA helicase A0A0D9SF53 2.1087 
4.2544e-

06 

ISG15 
Ubiquitin-like 

protein ISG15 

Proteína semelhante à ubiquitina que 

desempenha papel fundamental na resposta 

imune inata à infecção viral 

P05161 -1.1388 
4.2544e-

06 

RPL35A 

Large ribosomal 

subunit protein 

eL33 

Componente da subunidade maior do 

ribossomo  
P18077 1.1087 

4.2544e-

06 

STK39 

STE20/SPS1-

related proline-

alanine-rich 

protein kinase 

Componente efetor serina/treonina-quinase 

da cascata de quinases WNK–SPAK/OSR1, 

envolvida em diversos processos, tais como 

transporte iônico, resposta ao estresse 

hipertônico e regulação da pressão arterial 

Q9UEW8 1.1087 
4.2544e-

06 

CPOX 

Oxygen-

dependent 

coproporphyrin

ogen-III 

oxidase, 

mitochondrial 

Atua na biossíntese do heme, que constitui 

um componente de hemoproteínas, cujas 

funções incluem o transporte de oxigênio na 

corrente sanguínea 

P36551 2.5205 
0.00032

04 

CRABP2 

Cellular retinoic 

acid-binding 

protein 2 

Transporta o ácido retinoico para o núcleo e 

regula sua disponibilidade/acesso aos 

receptores nucleares de ácido retinoico 

P29373 -1.8549 
0.00032

04 

RPS5 
Ribosomal 

protein S5 

Componente da subunidade menor do 

ribossomo  
M0R0R2 -1.5398 

0.00032

04 

HLA-B 

HLA class I 

histocompatibilit

y antigen, B 

alpha chain 

Molécula do complexo principal de 

histocompatibilidade de classe I (MHC I) 

envolvida na apresentação de antígenos 

P01889 -1.5398 
0.00032

04 

ANP32A 

Acidic leucine-

rich nuclear 

phosphoprotein 

32 family 

member A 

Proteína multifuncional envolvida na 

regulação de diversos processos, incluindo 

supressão tumoral, apoptose, progressão do 

ciclo celular e transcrição. Adicionalmente, 

participa da modulação da acetilação de 

histonas e da transcrição como componente 

do complexo INHAT (inibidor de 

acetiltransferases de histonas). Inibe a 

atividade acetiltransferase de histonas (HAT) 

de EP300/CREBBP 

P39687 -1.5398 
0.00032

04 

PABPC1 

Polyadenylate-

binding protein 

1 

Liga-se à cauda poli(A) do mRNA, incluindo 

a do seu próprio transcrito, e regula 

processos do metabolismo de mRNA, como 

o splicing de pré-mRNA e a estabilidade do 

mRNA 

P11940 1.4973 
0.00032

04 

VCL Vinculin 

Proteína ligante de filamentos de actina (F-

actina) envolvida na adesão célula–matriz e 

na adesão célula–célula. Regula a expressão 

de E-caderina na superfície celular e 

potencializa a mecanossensação mediada 

pelo complexo de E-caderina. 

P18206 1.8483 
0.00037

59 

RPS16 
40S ribosomal 

protein S16 

Componente da subunidade menor do 

ribossomo  
Q6IPX4 -1.8869 

0.00043

424 
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Tabela 4. Proteínas diferencialmente expressas entre HCT116 e SP80 

Gene Proteína Função 
UNIPROT 

ID 

log2(Fold 

Change) 

P 

ajustado 

ILF2 

Interleukin 

enhancer-binding 

factor 2 

Proteína com interação com a 

cromatina que forma um heterodímero 

estável com o fator de ligação ao 

intensificador de interleucina 3 (ILF3) e 

desempenha papel no crescimento 

celular 

Q12905 -2.5332 
2.83E-

05 

RPL35A 

Large ribosomal 

subunit protein 

eL33 

Componente da subunidade maior do 

ribossomo  
P18077 1.4764 

4.68E-

05 

RPL18A 

Large ribosomal 

subunit protein 

eL20 

Componente da subunidade maior do 

ribossomo  
Q02543 2.8644 

0.00057

441 

EPCAM 

Epithelial cell 

adhesion 

molecule 

Interação célula–célula. Induz a 

expressão de FABP5, MYC e das 

ciclinas A e E. A expressão aumentada 

de EpCAM é frequentemente associada 

à transformação tumoral. O EpCAM 

pode favorecer maior plasticidade 

celular, o que, por sua vez, pode 

contribuir para a promoção da 

proliferação e da motilidade celulares. 

B5MCA4 3.0723 
0.00065

186 

CPOX 

Oxygen-

dependent 

coproporphyrino

gen-III oxidase, 

mitochondrial 

Atua na biossíntese do heme, que 

constitui um componente de 

hemoproteínas, cujas funções incluem o 

transporte de oxigênio na corrente 

sanguínea 

P36551 2.8893 
0.00065

186 

TCP1 

T-complex 

protein 1 subunit 

alpha 

Componente do complexo T contendo 

chaperonina (TRiC), um complexo de 

chaperonas moleculares que auxilia o 

dobramento de proteínas mediante 

hidrólise de ATP 

P17987 -1.5384 
0.01020

9 
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Tabela 5. Proteínas diferencialmente expressas entre SP60 e SP80 

Gene Proteína Função 
UNIPROT 

ID 

log2(Fold 

Change) 

P 

ajustado 

ILF2 

Interleukin 

enhancer-

binding 

factor 2 

Proteína que interage com a 

cromatina, forma um heterodímero 

estável com o fator 3 de ligação ao 

intensificador de interleucina (ILF3) 

e desempenha papel no crescimento 

celular 

Q12905 -2.533 1.90E-05 

SRSF1 

Serine/argini

ne-rich 

splicing 

factor 1 

É um regulador crítico que controla 

tanto o splicing quanto a estabilidade 

de RNA no núcleo, atuando de 

maneira dependente de Malat1 

J3KTL2 1.4915 2.12E-05 

PCNA 

Proliferating 

cell nuclear 

antigen 

Proteína acessória das DNA 

polimerases δ e ε que coordena a 

replicação do DNA e a tolerância a 

danos, atuando como plataforma 

para recrutamento de proteínas de 

resposta ao dano 

P12004 -1.1474 2.12E-05 

EIF3A 

Eukaryotic 

translation 

initiation 

factor 3 

subunit A 

Componente ligante de RNA do 

complexo fator de iniciação da 

tradução eucariótica 3 (eIF3), 

necessário para diversas etapas da 

iniciação da síntese proteica 

Q14152 -1.1474 2.12E-05 

PABPC1 

Polyadenylat

e-binding 

protein 1 

Proteína ligante de poli(A) que 

controla processamento/estabilidade 

do mRNA e contribui para a via de 

degradação mediada por perda de 

sentido, nonsense-mediated decay 

(NMD) eliminando transcritos com 

parada prematura 

P11940 -1.8369 
0.000138

33 

DDX39B 

Spliceosome 

RNA helicase 

DDX39B 

Atua na exportação de mRNA e é 

essencial para a montagem inicial do 

spliceossomo e para o 

recrutamento/ancoragem do U2 

snRNP ao o ponto de ramificação 

(branchpoint) 

Q13838 -1.527 
0.000275

43 

PABPC3 

Polyadenylat

e-binding 

protein 3 

Liga-se à cauda poli(A) do mRNA. 

Pode estar envolvida em processos 

regulatórios citoplasmáticos do 

metabolismo de mRNA 

Q9H361 -1.527 
0.000275

43 

DDB1 

DNA 

damage-

binding 

protein 1 

Está envolvida tanto no reparo do 

DNA quanto na ubiquitinação de 

proteínas, como parte do complexo 

UV-DDB e do DCX. O DCX pode 

ubiquitinar as histonas H2A, H3 e 

H4 em sítios de dano ao DNA 

induzido por radiação UV 

Q16531 -1.5389 
0.000352

29 

MACROH2A1 
Core histone 

macro-H2A.1 

Variante da histona H2A que 

substitui a H2A convencional em um 

subconjunto de nucleossomos, nos 

quais reprime a transcrição. Inibe a 

acetilação de histonas mediada por 

EP300 e recruta HDACs de classe I, 

induzindo um estado de cromatina 

hipoacetilada 

O75367 2.2387 
0.000591

13 
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Análise do nível de expressão dos genes codificadores de histonas comumente utilizados 

como alvos da terapia  

 

A análise de expressão gênica permitiu a detecção da presença dos transcritos dos genes 

HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8, EZH2 (Figura 16) na linhagem HCT116 parental e nas 

duas linhagens derivadas. Considerando que a modulação epigenética depende da presença dos 

alvos de interesse, a mudança do perfil de expressão ao longo do processo de indução de 

resistência ao SN38 é um dos fatores iniciais a se considerar para a terapia epigenética e o 

priming epigenético. De maneira geral, ao longo do processo de indução de resistência houve 

uma sutil redução da expressão de HDAC1, HDAC2 e HDAC8. Embora a expressão tenha sido 

reduzida, os dados permitiram verificar que esses alvos da terapia epigenética estão presentes 

nas linhagens resistentes. Não foi detectada diferença na expressão de HDAC3 e EZH2.  

 

Figura 17. A-E) Níveis de expressão de genes codificadores de modificadores pós-traducionais de histonas de 

interesse nas linhagens HCT116 parental e subpopulações SP60 e SP80. Teste de ANOVA com correção de 

Dunnett para múltiplas comparações; ns indica não significativo, valores de p<0.001***, p<0.01**, p<0.5*. 
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 Os experimentos conduzidos forneceram parâmetros importantes para a otimização dos 

protocolos experimentais e os dados obtidos indicam que, quando comparadas com HCT116 

parental, as linhagens resistentes apresentam: 

• aproximadamente o dobro da IC50 em 48h de exposição ao SN38; 

• tempo de dobramento maior e têm menor capacidade proliferativa; 

• reduzida capacidade migratória; 

• perfis de expressão proteica com proteínas exclusivas e proteínas diferencialmente 

expressas; 

• expressão sutilmente reduzida dos genes HDAC1, HDAC2, HDAC8.  
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