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Impacto Potencial desta pesquisa

1. Titulo da Tese: Resisténcia a quimioterapicos no cancer e bioprospeccao de epi-drugs:
abordagem integrada de quimioinformatica e desenvolvimento de modelo in vitro para
testes funcionais

Impacto cientifico: Este trabalho contribui de forma direta para a descoberta racional de compostos
bioativos em produtos apicolas, integrando quimioinformatica, bioinformatica estrutural e estratégias de
filtragem para priorizag@o de candidatos a moduladores de enzimas-chave da maquinaria epigenética. A
tese combina a geragdo de hipoteses mecanisticas por ancoragem molecular e triagem in silico, além de
propor um modelo in vitro para analises funcionais. O banco de dados curados ¢ um subproduto
reutilizdvel para estudos futuros com enfoque na andlise de compostos bioativos da propolis.
Inicialmente, os acidos graxos da geleia real foram posicionados no contexto da inibi¢ao de desacetilases
de histonas humanas (HDACs). A investigacdo integrou as predi¢des in silico para sugerir mecanismo
de inibigdo, seguida de validagdo da atividade bioquimica avalia¢do experimental in vifro em linhagens
celulares derivadas de cancer humano. Essa abordagem permitiu discutir, em nivel molecular e
funcional, como processos biologicos conservados em abelhas e no homem podem ser explorados com
foco terapéutico, ampliando o entendimento sobre o potencial uso de inibidores de HDAC (HDAC:)
originados de produtos naturais. A mesma estratégia de quimioinformatica foi utilizada para se
investigar a complexidade quimica da propolis por meio da constru¢do de um banco de dados com
anotacdes curadas manualmente referentes aos compostos reportados na literatura. Esse banco,
disponivel em https://fernandafrance.github.io/propolis/ foi explorado com ferramentas
computacionais para geragdo de hipoteses e priorizagdo de moléculas, combinando filtros de
qualidade/risco estrutural e critérios de perfil farmacologico. A integracdo dessas abordagens ¢
inovadora por reduzir a chance de falsos positivos e por direcionar a triagem para compostos com maior
plausibilidade biologica, resultando na priorizacao de candidatos a inibidores da DNA metiltransferase
1 (DNMT1). Na ultima etapa, foi estabelecido e caracterizado um modelo in vitro de resisténcia
adquirida a quimioterapia: células HCT116 expostas diariamente a doses crescentes de SN38
(metabdlito ativo do irinotecano). O modelo foi avaliado por ensaios celulares cldssicos, analise de
expressdo de alvos relacionados a modificadores de histonas e protedmica global, oferecendo base
experimental para estudos futuros visando a elucidagdo de mecanismos de resisténcia adquirida a
quimioterapicos e para estratégias de re-sensibilizacdo por priming epigenético.



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
(HDAC:s). 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.



viii

Impacto Econdmico e Social: Produtos naturais, em especial produtos apicolas, representam uma fonte
relevante de renda para produtores locais. Mel, propolis e geleia real, por apresentarem alto valor
comercial, oferecem alternativas de diversificagdo econdmica para apicultores. Entretanto, a
produtividade e a qualidade desses produtos podem ser ameagadas por fatores externos como variagoes
climaticas, mudancas na vegetacao e agoes do proprio homem. Por isso, ¢ fundamental demonstrar, com
rigor cientifico, seu potencial biologico e terapéutico. Evidéncias criticas e bem fundamentadas nao
apenas valorizam o produto no mercado, mas também aumentam a confian¢a do consumidor ¢ permitem
o desenvolvimento de novos farmacos. Do ponto de vista econdmico e de inovagdo, a caracterizagao
dos diversos compostos quimicos da propolis é reconhecida coma fonte estratégica para a descoberta e
o desenvolvimento de novos produtos terapéuticos, inclusive pela industria farmacéutica. Misturas
complexas como a propolis contém dezenas a centenas de constituintes; por isso, metodologias capazes
de identificar quais moléculas especificas determinam efeitos biologicos aceleram a translagdo do
conhecimento para aplicagdes praticas. Ao explorar os dados quimicos integrados com analises
computacionais e critérios de priorizacdo, este trabalho contribui para reduzir a imprevisibilidade
comum em produtos naturais brutos favorecendo decisdes mais ageis e assertivas em pesquisa e
desenvolvimento por identificar o composto ativo que realmente funciona. Além disso, a caracterizagdo
de compostos candidatos e a proposi¢do de mecanismos de agdo podem estimular parcerias entre
academia, setor produtivo e industria, criando oportunidades para desenvolvimento de insumos
padronizados, produtos de maior valor agregado ¢ iniciativas de inovagdo baseadas em biodiversidade.
Assim, a tese apoia simultancamente a geragdo de conhecimento cientifico aplicavel, a valorizagdo
econdmica da apicultura e a ampliacdo do potencial de impacto social associado ao uso consciente e
fundamentado de produtos naturais.



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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“Uma das regras bdsicas do universo é que nada é perfeito. A perfeicio simplesmente nio

existe... Sem imperfeicdo, nem vocé nem eu existiriamos”

Stephen Hawking, PhD (1942-2018)

“Ser negro sem ser somente negro, ser mulher sem ser somente mulher, ser mulher
negra sem ser somente mulher negra. Alcancar a igualdade de direitos é converter-
se em um ser humano pleno cheio de possibilidades e oportunidades para além de

sua condicdo de raca e de género. Esse é o sentido final dessa luta”

Sueli Carneiro, PhD (1950 -)
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Resumo

Produtos apicolas como geleia real e propolis constituem matrizes naturais quimicamente
complexas e biologicamente ativas, com potencial para a descoberta de drogas relevantes para
o tratamento do cancer. No entanto, a variabilidade quimica intrinseca destes produtos naturais,
influenciada por fatores climdticos e ambientais, impde desafios a padronizagdo e a
comprovacgdo de sua eficacia terapéutica. Este estudo teve como objetivo investigar o potencial
de compostos quimicos presentes em produtos apicolas como candidatos a moduladores da
maquinaria epigenética e, em paralelo, estabelecer uma plataforma experimental para estudar
resisténcia adquirida & quimioterapia em um modelo celular de cancer colorretal. Abordagens
integragadas de quimioinformatica foram utilizadas para a caracterizacdo de potenciais epi-
drugs entre 32 acidos graxos presentes na geleia real ou entre os compostos Unicos detectados
em diferentes amostras de propolis. No capitulo 1, simulagdes computacionais e validagdes
experimentais (determinacdo da atividade enzimatica in vitro e expressao génica por RT-qPCR)
em linhagens de cancer colorretal (HCT116) e mama (MDA-MB-231) demonstraram que os
acidos 10-hidroxi-2-decendico (10-HDA) e 10-hidroxidecanoico (10-HDAA) atuam como
inibidores fracos de desacetilases de histonas (HDACs). Os resultados indicam que esses
compostos facilitam a acetilacdo da cromatina e promovem a modulagdo da expressdo génica,
mimetizando, ainda que de forma atenuada, o mecanismo de farmacos comerciais como SAHA
e TSA. Na investiga¢do da propolis (capitulo 2), realizou-se uma revisdo sistemadtica, segundo
recomendacdes do PRISMA 2020, que consolidou 1.322 pequenas moléculas unicas,
expandindo o conhecimento sobre o espaco quimico global deste produto, com destaque para a
contribuicao da biodiversidade brasileira. Apos a aplicacao de filtros de farmacocinética e
remocao de interferentes (PAINS), a triagem virtual (docking molecular) priorizou candidatos
que sdo potenciais inibidores da enzima DNA metiltransferase 1 (DNMTT1), identificando o
isovestitol e a liquiritigenina como ligantes com perfis de afinidade favoraveis. No Capitulo 3,
foi desenvolvido um modelo in vitro de resisténcia adquirida ao irinotecano por exposi¢ao
diaria de células HCT116 a doses crescentes de SN38 (7-etil-10-hidroxicamptotecina). Duas
subpopulagdes foram selecionadas com base na exposicao a até 60 nM (HCT116-SP60) e a até
80 nM (HCT116-SP80) de SN38. As subpopulagdes parentais e as derivadas foram utilizadas
para calcular a IC50 do SN38 e para comparar seu potencial proliferativo (tempo de duplicagao
usando coloragdo éster succinimidil de carboxifluoresceina (CFSE) e citometria de fluxo, bem
como formacao de coldnias convencional). A migragao celular foi avaliada utilizando o ensaio
de cell scratch. Além disso, foi conduzida uma anélise protedmica baseada em cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) para determinacao de
peptideos e analise diferencial de expressao proteica utilizando a ferramenta MetaboAnalyst. A
RT-gPCR foi realizada para avaliar os niveis de expressdao de genes que codificam enzimas
epigenéticas chave, HDACs e homologo 2 do potenciador de zeste (EZH2). Os valores de IC50
para as células parentais, HCT116-SP60 e HCT116-SP80 foram 0,07409 uM, 0,1838 uM e
0,1665 uM, respectivamente. O tempo de duplicacdo 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 subpopulacdes selecionadas exibiram tamanho de colonia reduzido (ANOVA,
Dunnett, p<0,05) e capacidade de migragdo reduzida (ANOV A, Bonferroni, p<0,05). A anélise
protedmica detectou 351, 327 e 400 proteinas em HCT116, HCT116-SP60 ¢ HCT116-SP80,
respectivamente. A analise de enriquecimento funcional indicou envolvimento em processos
basicos como transcri¢do, splicing de RNA, traducao, metabolismo de aminoacidos, adesdo
celular ¢ modulagdo da cromatina. A proteina 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 a SET para formar o complexo INHAT, que inibe a
acetilacdo de histonas. Os genes codificadores de histona desacetilase de classe 1 (HDACI,
HDAC2 e HDACS) foram regulados negativamente (downregulated) nas subpopulagdes
resistentes. No geral, esta tese demonstra a plausibilidade de um eixo funcional entre produtos
naturais e a regulacdo epigenética. Ao propor mecanismos de agao moleculares especificos, o
estudo contribui para a translagdo do conhecimento cientifico em possiveis aplicagdes praticas
das potenciais epi-drugs. Em adi¢dao, o modelo de resisténcia in vitro desenvolvido sugere que
enzimas modificadoras de histonas estdo associadas a resisténcia ao SN38 nas células HCT116.
Estas células resistentes ao SN-38 serdo posteriormente utilizadas em estudos futuros para
investigar os mecanismos moleculares de resisténcia e testar estratégias de priming epigenético
e re-sensibilizagao.

Palavras-chave:  Epigenética, produtos apicolas, resisténcia a  quimioterapia,

quimioinformatica.
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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 puM, 0.1838 uM, and 0.1665 pM, respectively.
Doubling times for HCT116, HCT116-SP60, and HCT116-SP80 were 19.95 h (R = 0.958),
2894 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 (HDACI,
HDAC2, and HDACS8) 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
Capitulo 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
the center, the molecular docking prediction of the lowest energy poses of well-known HDACI
(hydroxamic acids SAHA and TSA) and the carboxylic acids derived from RJ (10-HDA and 10-HDAA);
on the right side, a simplified diagram of the predicted interactions and their respective distances. The
HDAC?2 protein is shown in a gray ribbon. The active site residues are shown in ball-and-stick style,
with hydrogen in white, nitrogen in blue, oxygen in red, and zinc cation in pink. The ligands are shown
in light blue, and the 10-HDAA is highlighted in light green to distinguish it from the 10-HDA. The 2D
molecular structure and the predicted interactions represent hydrogen bonds in blue dotted lines, zinc
interactions with black dashed lines, and salt bridges in yellow dotted lines with a charge center
INAICALEA. . ..ot e e 21

Figure 2. a) relative HDAC inhibition using 2.5 mM, 5 mM, and 10 mM of 10-HDA and 10-HDAA,
alone or in combination, compared to each internal control in a direct cell-free activity assay. b) HDAC3
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Preambulo

Produtos naturais (PNs) sao geralmente definidos como compostos quimicos ou metabodlitos
secundarios provenientes de organismos incluindo fungos, bactérias, animais marinhos e plantas
(Bontempo; De Masi; Rigano, 2023). Os PNs tém sido utilizados para o tratamento de doencas humanas
desde os primodrdios da pratica médica (Mayoka et al., 2025). Em grande parte, esse fendmeno se deve
a diversidade quimica dos PNs, que ultrapassa qualquer espaco quimico criado por métodos de quimica
sintética, o que consequentemente resulta em grande diversidade de fungdes bioativas e propriedades

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

O auge da bioprospeccao de produtos naturais na industria farmacéutica ocorreu no periodo de
1970 a 1980, que resultou na aprovacao de centenas de novas pequenas moléculas naturais,
semissintéticas, andlogas ou sintéticas baseadas em produtos naturais. Ao longo das ultimas décadas,
embora seu uso tradicional seja comum, o maior destaque se da pelo uso como candidatos ou como /ead
de compostos para o desenho de novas drogas (Davison; Brimble, 2019; Koehn; Carter, 2005). Em
2024, 17 dos 200 farmacos mais vendidos nos Estados Unidos da América (USA) eram PNs ou seus
derivados (Butler; La Clair, 2025). Nesse contexto, os PNs se mantém relevantes tanto do ponto de vista
econOmico quanto terapéutico. Avangos recentes de biologia sintética, quimioinformatica, analises
guiadas por inteligéncia artificial (IA), gendomica e quimica medicinal integram a biologia e quimica de
maneira inédita e promissora para a identificacdo de compostos candidatos para o tratamento de doencas
humanas (Butler; La Clair, 2025; Chen, Ya; Kirchmair, 2020; Mullowney et al., 2023). Métodos
computacionais e diferentes bancos de dados de PNs sdo grandes aliados do processo de descoberta de
drogas baseadas de PNs. Estratégias in silico apoiam as decisdes em pesquisa por meio da descoberta
de candidatos, otimizacdo e priorizagdo de compostos para uso experimental (Chen, Ya; Kirchmair,
2020). Exemplos de sucesso na terapia epigenética ilustram esse processo: polifendis de origem natural,
como a epigalocatequina-3-galato (EGCQG), flavonoides (como a quercetina), quinonas (como o acido
lacaico), licopeno e acido boswélico, tém sido relatados como atuando como inibidores de DNMT
(DNMT1) (Prachayasittikul et al., 2017), e a Tricostatina A e a Romidepsina sdo inibidores de HDAC
(HDAC:H) derivados de microrganismos (Salvador; Luesch, 2012a). De maneira congruente, o uso de
ferramentas de bioinformatica estrutural para a descoberta de farmacos epigenéticos vem sendo
continuamente ampliado e aprimorado (Medina-Franco, 2016), bem como a descricdo quimica de

produtos naturais, dada a sua complexidade associada as suas fontes biologicas, a composi¢ao variavel



e/ou a produtos resultantes de reacdes complexas, que podem incluir constituintes parcialmente

desconhecidos (Salvito et al., 2020).

Nosso grupo de pesquisa estabeleceu uma linha de pesquisa de novas drogas nos ultimos anos
(Assumpgao et al., 2020; France et al., 2024) a partir do uso de evidéncias da literatura cientifica de
efeitos bioldgicos de produtos apicolas para compreender se mecanismos epigenéticos podem ser
responsaveis por efeitos biologicos e terapéuticos 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 ef al., 2018; Meeran; Ahmed; Tollefsbol, 2010; Ratovitski, 2017; Salvador; Luesch,
2012b; Shankar et al., 2016; Shukla; Meeran; Katiyar, 2014), os fitoquimicos e alguns compostos da
dieta s3o amplamente investigados devido a possivel agdo moduladora sobre enzimas da maquinaria
epigenética, que estdo envolvidas em processos celulares essenciais e também na origem e progressao
do cancer. Nesse sentido, muitas propriedades bioldgicas tém sido identificadas em produtos de abelhas,

os quais sdo utilizados como nutrac€uticos, firmacos e ingredientes cosméticos (Cornara et al., 2017a).

O presente trabalho apresenta uma visao critica do uso de geleia real e propolis com enfoque na
descoberta de novas drogas epigenéticas (epi-drugs) ou compreensdo dos efeitos exercidos por
compostos ja conhecidos com foco terapéutico no cancer. Ademais, este trabalho propde um modelo de
estudos in vitro da resisténcia a quimioterapia utilizando cé€lulas derivadas de cancer de colon, de
maneira que estratégias de quimiossensibilizagdo e co-tratamento possam ser aplicadas para a reversao

da resisténcia. O trabalho est4 organizado em trés capitulos:

e (Capitulo 1: investigacdo de inibidores de HDACs humanas entre os acidos graxos derivados da
geleia real, trabalho iniciado no mestrado e com experimentos concluidos durante o doutorado.

e (Capitulo 2: revisdo, analise e prioriza¢ao de candidatos a epi-drugs na propolis com integragao
de ferramentas de bioinformatica estrutural e quimioinformatica.

e (apitulo 3: estabelecimento do modelo in vitro de resisténcia ao metabolito ativo do irinotecano,

7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN38).



Introducao

Produtos apicolas como possivel fonte de compostos terapéuticos para o tratamento do cincer

As abelhas s3ao insetos himenopteros sociais, caracterizados pela producdo e pelo
armazenamento de mel, geleia real, propolis, veneno de abelha, pélen e cera de abelha (Bava ef al.,
2024). Esses produtos podem beneficiar os seres humanos em diferentes aplicagdes promissoras, €
algumas de suas propriedades bioldgicas e antitumorais ja foram descritas na literatura (Santos-Buelga;

Gonzalez-Paramas, 2017).

A geleia real ¢ um produto complexo que contém agua, acgucares, proteinas e aminoacidos,
lipidios e, em menores concentragdes, inclui enzimas, vitaminas, compostos fenolicos e minerais
(Cornara et al., 2017a). Ela ¢ secretada pelas glandulas salivares hipofaringeas e mandibulares das
abelhas operarias, responsaveis pela alimentacdo das larvas de Apis mellifera, que podem vir a se
desenvolver como futuras rainhas ou operarias (Haydak, 1970). A nutricdo das larvas controla a
alternancia de castas: embora algumas larvas fémeas compartilhem o mesmo genoma, a quantidade e a
duragdo da geleia real ofertada determinam o destino do desenvolvimento. As larvas que se tornardo
rainhas recebem uma dieta rica em geleia real por um periodo mais prolongado, enquanto aquelas
destinadas a se tornarem operarias recebem geleia real apenas nos primeiros dias e, em seguida, sua
dieta ¢ alterada para mel e outros compostos (Chittka; Chittka, 2010; Cridge et al., 2015). Spannhof e
colaboradores sugeriram que a regulacdo epigenética responsavel pela plasticidade fenotipica associada
ao fendtipo de rainha €, em parte, mediada pela atividade inibitéria de HDAC (HDAC:1) do acido (E)-
10-hidroxi-2-decenodico, um acido graxo encontrado exclusivamente na geleia real (detectado em
concentracao de até 5%) (Spannhoff ez al., 2011). O sequenciamento do genoma das abelhas meliferas
demonstrou conservacao das sequéncias de histonas e da maquinaria de modificagdo de cromatina em
relacdo as humanas. Por exemplo, modificagdes pos-traducionais (PTMs) nas caudas de histonas e suas
interacdes 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
modulagdo da alternancia de castas (He, Xu Jiang ef al., 2017) também foram descritos, em abelhas
meliferas, o envolvimento da acetilagdo de histonas na memoria aversiva (Lockett ef al., 2014) e no
comportamento (Yan, Hua et al.,, 2014). Um artigo publicado mais recentemente indica que as
concentracdes de 10-HDA, zinco e potassio apresentam forte correlacdo com a diferenciagao de castas,
entre outros mecanismos de controle (Polsinelli; Yu, 2018), como microRNAs (Ashby et al., 2016; Shi

etal,2012; Zhu et al., 2017) e a concentragdo de metionina (Chen, Wen-Feng et al., 2020).



A geleia real tem sido utilizada desde a Antiguidade e, atualmente, ¢ empregada nos setores
farmacéutico e cosmético (Cornara et al., 2017a). Embora ndo existam estruturas cristalograficas das
HDACs de Apis mellifera em bases de dados publicas, o genoma da abelha codifica desacetilases de
histonas semelhantes as enzimas humanas de classe I e classe II (Spannhoff ez al., 2011). Se o 10-HDA
inibe HDAC:s de classe I e classe II em abelhas meliferas, bem como as HDACs recombinantes testadas
por Spannhof et al., € razoavel levantar a hipotese de que o 10-HDA possa inibir HDACs humanas de
maneira semelhante. Acidos carboxilicos constituem uma subclasse de HDACi e, embora apresente
uma cadeia mais longa, o 10-HDA pode ser enquadrado nesse grupo, que inclui o acido valpréico e o
acido butirico (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 mamario humano (Balan 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 clinico publicado recentemente envolvendo carcinoma de células renais (Miyata et al.,
2020). Adicionalmente, perspectivas para a terapia epigenética do cancer t€ém emergido a partir de
evidéncias de seu papel na regulacao de desacetilases de histonas (Makino et al., 2016; Polsinelli; Yu,
2018; Spannhoff et al., 2011). Considerando o papel central das HDACs no céncer de mama,
levantamos a hipotese 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 propolis € uma substancia resinosa produzida pelas abelhas a partir
de polen e outros materiais derivados de plantas. As abelhas meliferas produzem a propolis ao misturar
secrecdes salivares com exsudatos vegetais (resinas) coletados de diferentes partes das plantas,
incluindo ramos, cascas, botdes florais, folhas e caules (Bava et al., 2024). A propolis tem sido
amplamente utilizada por comunidades traducionais desde a antiguidade, devido aos beneficios a ela
atribuidos, tanto como suplemento alimentar quanto para fitoterapia para auxilio do tratamento de
doencas humanas (Huang ef al., 2014a). A composi¢do quimica da propolis difere de acordo com as
fontes botanicas e localizacdes geograficas de cada colmeia (Belmehdi ef al., 2022a). A propolis
geralmente € composta por resinas vegetais, cera de abelha, compostos organicos volateis, polen, entre
outras substancias organicas e inorganicas. A maior classe de compostos sdo os 4cidos alifaticos, acidos
aromaticos, flavonoides, terpenoides, carboidratos, aminodcidos, vitaminas e minerais (Kasote;
Bankova; Viljoen, 2022a). A literatura recente que aborda a diversidade da composi¢cdo quimica da
propolis normalmente cita de 241 (Huang et al., 2014a), 578 (Tran et al., 2020a), 300 (Hossain et al.,
2022a) até 800-1000 entidades quimicas unicas (Huang et al., 2014a; Kasote; Bankova; Viljoen, 2022a;
Sturm; Ulrih, 2020b).



Dada a importancia comercial e ecologica das abelhas, nos ultimos anos houve aumento
exponencial das publicacdes cientificas sobre as atividades biologicas da propolis e seus compostos
derivados. Tais compostos podem ser utilizados para descoberta e desenvolvimento de novas drogas,
servindo como arcabougo/esqueleto base para quimica medicinal (scaffolds) (Tran et al., 2020a).
Devido a sua complexidade e variabilidade da sua composicao, usualmente a propolis € estudada a partir
de seus extratos em solventes organicos, sendo o extrato etandlico o mais comum (Burdock, 1998a).
Historicamente, ao longo da literatura cientifica, uma ampla gama de estudos demonstrou efeitos
bioldgicos da propolis, sendo os mais comuns: atividade antioxidante, antimicrobiana, analgésica, anti-
inflamatoria, antidiabética, antidepressiva, antiviral e anticancer, tanto in vitro quanto in vivo (Hossain
et al., 2022a). Em contrapartida, abelhas e seus produtos sdo diretamente afetados por mudangas
ambientais e agdes antropicas (Ribeiro Pereira; Barchuk; do Valle Teixeira, 2009a), o que contribui
com a dificuldade de predicdo da composi¢do quimica especifica (caracteristica) da propolis (uma
espécie de “assinatura quimica”), uma vez que ha consideravel flutuacdo no perfil quimico quando

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

Entretanto, a maior parte dos estudos nao atribui tais propriedades a um Unico componente da
propolis. Fitoquimicos e formulacdes herbais sdo consideradas alternativas para o tratamento da
resisténcia no cancer de colon, pois apresentam efeito antitumoral em modelos xenograficos derivados
de pacientes em camundongos (Telang, 2022), enquanto em linhagens celulares in vitro, polifendis
apresentam seletividade de acdo antiproliferativos e pro-apoptoticos quando comparado com linhagem
ndo tumorigénica (Telang, 2022). Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa demonstrou efeito
hipometilante locus-especifico, associado a efeito citotoxico em linhagem derivada de cancer de mama
triplo negativo (TNBC) (Assumpgao et al., 2020). O presente estudo tem como objetivo organizar de
maneira critica estratégia de revisdo, analise e priorizagdo de compostos derivados da geleia real e da
propolis para compreender a diversidade molecular e investigar possiveis compostos moduladores da
magquinaria epigenética com foco em aplicagdes futuras para contribuir com o tratamento, prevengao e

reverdo da resisténcia a quimioterapia.

Terapia epigenética do cancer

O termo cancer caracteriza um conjunto de doengas heterogéneas e complexas resultantes do
acimulo de alteragdes genéticas e epigenéticas (Dawson; Kouzarides, 2012a; Yu et al, 2024a). A
tumorigénese consiste em um processo de multiplas etapas de aquisicdo de alteragdes que,

coletivamente, promovem o crescimento tumoral. Didaticamente, o conjunto de caracteristicas



consideradas como capacidades ou habilidades tumorais constituem as Hallmarks do cancer (Hanahan;

Weinberg, 2000).

As caracteristicas facilitadoras ou ativadoras sao classificadas a parte devido ao seu papel no
favorecimento da evolugdo tumoral, proporcionando terreno fértil para a diversificagdo clonal em
subpopulagdes celulares com heterogeneidade genética e epigenética (Chen, Xuelan et al., 2024; Laisné;
Lupien; Vallot, 2024). A instabilidade gendomica pode ser agravada por fatores ambientais carcinogénicos
e mudangas metabdlicas intrinsecamente relacionadas ao comportamento tumoral (Pavlova; Zhu;
Thompson, 2022; Vaz et al., 2017). Durante o processo de carcinogénese, protoncogenes relacionados a
sinais de sobrevivéncia, proliferacao, escape de controles citostaticos e atenuagao da apoptose sofrem
mutagdes dominantes de ganho de fungdo (Hanahan; Weinberg, 2000, 2011a). De maneira complementar,
ocorrem mutagdes de perda de funcdo em genes supressores tumorais (gatekeepers | caretakers)
(Kinzler; Vogelstein, 1997). Como consequéncia, mutagdes condutoras (driver mutations) ¢ as alteragoes
bioquimicas da cromatina contribuem igualmente para o processo de carcinogénese, incluindo a origem

e progressao para fendtipos invasivo e metastatico (Esteller, 2008).

Os mecanismos epigenéticos coordenam a regulacdo e as adaptagdes estruturais de regides
cromossdmicas para registrar, sinalizar ou perpetuar diferentes estados de atividade (Bird, 2007). De
maneira congruente, a epigenética engloba as modificacdes mitoticamente e meioticamente herdaveis
que ndo envolvem mudangas na sequéncia de DNA (Russo, V E A (Vincenzo E A.); Martienssen; Riggs,
1996). Tais modificagdes t€m carater reversivel, dadas as atividades de enzimas efetoras, didaticamente
divididas entre writers, readers e erasers, responsaveis pela adicao, identificacdo e remog¢ao de marcas
epigenéticas, respectivamente (Cheng et al., 2019). Os mecanismos epigenéticos classicos incluem a
metilagdo do DNA, as modificacdes pos-traducionais em histonas e o remodelamento de nucleossomos
(Jones; Baylin, 2007), embora evidéncias mais recentes adicionem RNAs nao codificantes como
IncRNAs, piRNAs e, indiretamente, os miRNAs (Brennecke et al., 2008; Fabbri et al., 2007; Lujambio et
al., 2007; Spitale; Tsai; Chang, 2011).

A regulacdo dindmica das modificagdes da cromatina € essencial para a coordenagao apropriada
da expressao génica (Valencia; Kadoch, 2019). Dessa forma, a desregulagdo dos mecanismos epigenéticos
pode causar padroes anormais de metilagdo do DNA e de configuragdes da cromatina, ambos criticos
para o inicio e progressdo do cancer. (Tsai; Baylin, 2011). Historicamente, a metilagdo de DNA ¢ o
mecanismo mais frequentemente estudado, principalmente devido ao fendmeno contrastante de que
geralmente os tumores apresentam consideravel perda global da metilagdo nas citosinas (5-

metilcitosina) no contexto gendmico, com discretas regides de hipermetilagdo, ao passo que



hipometilacao ¢ encontrada em DNA repetitivo e elementos transponiveis (Nishiyama; Nakanishi, 2021).
Por outro lado, hipermetilagao ocorre em ilhas CpG localizadas nos promotores de genes supressores
tumorais, causando repressdo da expressdo génica (Esteller, 2006). Tal processo pode conferir um
segundo evento de inativacao de genes supressores tumorais (Issa, 2022; Kane et al., 1997), considerando
a hipdtese de dois &its de Knudson, com a perda de heterozigose necessaria para a perda de funcao de
genes de reparo de danos no DNA e de controle do ciclo celular (Knudson, 1993, 1971). Em conjunto, as
alteragdes epigenéticas contribuem para a aquisicdo de marcas caracteristicas (hallmarks) de
plasticidade fenotipica, o que fez com que a reprogramacgao epigenética independente de mutagdes tenha
emergido como uma das recentes hallmarks propriamente ditas do cancer, que contribui com a

heterogeneidade transcriptdmica 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 op¢ao
terapéutica de doencas humanas, como o cancer (Egger et al., 2004). As epi-drugs, definidas como
“pequenas moléculas que geralmente interferem com a atividade de proteinas epigenéticas ou que
interferem em alvos do epigenoma”, t€ém sido desenvolvidas para inibigdo de enzimas da maquinaria
epigenética (Cossio; Esteller; Berdasco, 2020). Atualmente, diversos ensaios clinicos estdo sendo
conduzidos para investigacdo da combinagao de epi-drugs de primeira, segunda e terceira geragdo com
outras modalidades terapéuticas (Morel et al., 2019). Os principais tipos de moléculas utilizadas nesses
ensaios clinicos sao os inibidores de DNA metiltransferases (DNMT1), inibidores de desacetilases de
histonas (HDAC:), inibidores de bromodominios € dominios extra-terminais (BET1i), inibidores de
metiltransferases de histonas (HMT1i) e inibidores de demetilases de histonas (HDMi) (Morel et al.,
2019). A agéncia regulatoria estadunidense Food and Drug Administration (FDA) aprovou 5-azacitidina
e 5-aza-2'-desoxicitidina/decitabina (DNMTi); acido hidroxamico suberoilanilida, romidepsina,
belinostate e panobinostate (HDAC1), tazemetostate (HMT1), e tranilcipromina (HDMi) (Feehley et al.,

2023) para uso clinico em humanos.

A estratégia de modificar o epigenoma de células tumorais revolucionou o tratamento de
tumores hematologicos (Costa et al., 2023). Adicionalmente, as epi-drugs modulam a intera¢do entre o
tumor e o sistema imunoldgico do paciente (Xu, Yang et al., 2022), podendo reativar genes anteriormente
silenciados, tais como o regulador de checkpoint imunologico PD-L1 e outros mediadores de
imunossupressao no cancer (Zwergel; Fioravanti; Mai, 2023). A terapia epigenética pode aumentar a
imunogenicidade dos tumores (Jones et al., 2019) e os efeitos pro-apoptoticos (Terranova-Barberio;

Thomas; Munster, 2016). Combinacdes entre epi-drugs e agentes imunomodulatorios sdo conhecidas



como epi-imunoterapia (epi-immunotherapy) (Xu, Yang et al, 2022), que tem apresentado bons
resultados em ensaios clinicos (Wang, Chunmeng et al., 2023), sendo promissores para tumores
hematologicos e solidos (Mazzone et al., 2017). Na abordagem de medicina de precisdo, alteragdes
especificas de células tronco tumorais foram alvos terapéuticos importantes que se beneficiaram da
combinacao de epi-drugs com CAR-T (Veschi; Turdo; Stassi, 2023). Apesar do sucesso preliminar, as
epi-drugs apresentam limitagdes relacionadas a toxicidade e efeitos indesejados (secundarios) causados
por modificagcdes globais e locais que ocorrem na conformagdo da cromatina, podendo modular

multiplas vias bioldgicas (Cossio; Esteller; Berdasco, 2020).

Resisténcia a quimioterapia

A resisténcia a quimioterapia ¢ um dos principais fatores limitantes para o tratamento de
pacientes com cancer (Vasan; Baselga; Hyman, 2019), sendo classificada como resisténcia primaria (ndo
ha resisténcia-cruzada com outras drogas) ou resisténcia a multiplas drogas (resisténcia a multiplas
drogas com diversas estruturas e mecanismos de a¢do diferentes) (Liu et al., 2021). A resisténcia pode
ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca envolve mecanismos pré-existentes e independentes
da administracdo da droga. A resisténcia adquirida se refere a redugdo do potencial terapéutico de
determinada droga apos repetidas administragdes. Tal processo pode ser induzido por ativagdes de
protoncogenes secundarios, modificacdes nos alvos do quimioterapico que reduzam o seu
reconhecimento e também modificacdes no microambiente tumoral, por exemplo (Emran et al., 2022). A
heterogeneidade intra e inter-tumoral em um contexto de instabilidade gendmica tornam propicio o
desenvolvimento de resisténcia (Vasan; Baselga; Hyman, 2019), sendo estimadas 90% das falhas no
tratamento do cancer associadas a resisténcia e ao desenvolvimento de metastases (Longley; Johnston,
2005). Do ponto de vista molecular, os mecanismos mais frequentes de resisténcia sdo: alteragdes no
influxo e efluxo da droga do ambiente intracelular, metabolizacdo e inativagdo da droga, modificagcdes
na expressao e mutacdes no alvo, alteragdes na proficiéncia da maquinaria de reparo a danos no DNA,
alteragdes no ciclo celular que envolvem a parada (cycle arrest) e apoptose, € promogao de fatores de

proliferacdo (Longley; Johnston, 2005).

A heterogeneidade genética, epigenética e transcriptdmica dentre diferentes tipos de canceres €
amplamente discutida na literatura, embora a evolucdo tumoral que esta correlacionada a resisténcia a
terapias ¢ frequentemente enxergada do ponto de vista genético (Marine; Dawson; Dawson, 2020).

Notavelmente, mutagdes em genes codificadores de proteinas da maquiaria epigenética conferem



possibilidade de adaptacdao rapida as pressdoes ambientais (Dawson, 2017). A selecdo de mutagdes
adquiridas ao acaso modifica a composi¢cdo clonal ao longo do tempo. Nesse sentido, restringir tal
plasticidade ¢ a tarefa de maior complexidade, pois contextos celulares e moleculares que poderiam se
beneficiar de terapia epigenética para prevenir a trans diferenciacdo celular ainda nao foram
completamente estabelecidos (Marine; Dawson; Dawson, 2020). Mecanismos de evolug¢ao adaptativa
darwiniana e ndo-darwiniana podem ser ativados logo apds o inicio da quimioterapia, favorecendo o
surgimento de um reservatorio de células tolerantes (DTP — drug tolerant persister), das quais
subpopulagdes resistentes podem evoluir (Vendramin; Litchfield; Swanton, 2021). Entretanto, a
persisténcia de tais células ndo se deve a presenca de variantes genéticas, mas sim de alteracdes ndo
genéticas associadas a reduzida capacidade de proliferacao (Shen, Shensi; Vagner; Robert, 2020). Tal
caracteristica pode resultar de mecanismos preexistentes ou induzidos de reprogramacgao epigenética,
regulacdo transcricional ou interagdes com o microambiente tumoral (Shen, Shensi; Vagner; Robert,
2020). Fenomeno semelhante foi observado pelo estudo de Russo e colaboradores, em modelo in vitro
de cancer colorretal, em que foi detectado que as células tolerantes a terapias-alvo temporariamente
reduziram a expressdo de genes de reparo de mal pareamento de bases (MMR) e de recombinacao
homologa (HR), favorecendo a agdo de polimerases propensas a erros, um mecanismo de resposta
adaptativa para barrar a a¢do dos inibidores de BRAF e EGFR (Russo, Mariangela et al., 2019). Nesse
sentido, estratégias terapéuticas que possam eliminar estratégias adaptativas poderiam prevenir o

surgimento de DTP.

Alguns autores consideram a maquinaria epigenética um regulador chave na formagdo e
manutengdo da persisténcia/tolerancia (Marsolier ef al., 2022; Russo, Mariangela ef al., 2024; Wang,
Pengliang; Ke; Ma, 2024). Evidéncias apontam que populacdes DTP de linhagens derivadas de
melanoma, cancer de colon, e cancer de pulmao demonstram hipersensibilidade ao TSA, inibidor de
desacetilases de histonas (HDACi) (Sharma et al., 2010). O tratamento com 5-fluoroacil em linhagens
derivadas de cancer de mama triplo negativo induziu o surgimento de células DTP, fen6tipo cujos genes
associados eram regulados pela marca H3K27me3. Com inibi¢cdo de EZH2, a expressdo dos genes foi
reativada, induzindo fendtipo semelhante a DTP, sugerindo que sua programacgao para resisténcia estava
silenciada por essa marca anteriormente a exposi¢ao pelo quimioterapico (Marsolier et al., 2022). A
inibi¢do de KDMS5 ou knockdown de KDM6A ou KDM6B provou ser efetiva em reduzir a fracao de
DTP em modelos de gliobastoma (Banelli et al., 2015), cancer de mama e de pulmao (Vinogradova et
al., 2016). A preservacao da memoria epigenética das alteracdes adquiridas no processo de tolerancia
de forma herdada, mesmo apds a transi¢do para um estado de sensibilidade, cria um caminho para

evolucdo de subclones resistentes, pois com a reexposi¢ao ao quimioterapico ao longo do tempo, o
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processo de persisténcia pode se tornar irreversivel (He, Jun et al., 2024). De maneira congruente, uma
revisdo da literatura recente sugere que a resisténcia a quimioterapia tenha contribui¢des da agdo
aberrante de mecanismos epigenéticos que culminam em desregulacdo de genes supressores tumorais €
oncogenes, reprogramacao metabolica, proliferacao celular ilimitada e resisténcia a morte celular (Song

et al.,2025).

Notavelmente, alguns estudos obtiveram sucesso em quimiosensibilizar células de cancer a
quimioterapicos por meio do emprego de DNMTi (Clozel ef al., 2013), KMTi (Li, Yimin et al., 2022) e
HDACI (Roca et al., 2022). Além de auxiliar na superacdo da resisténcia, as epi-drugs podem ser
utilizadas para epigenetic priming (livremente traduzido como preparo, iniciagdo ou pré-ativagao), com
objetivo de “preparar”, “iniciar” ou “pré-ativar” o tumor anteriormente ao tratamento com outras
drogas (quimioterapicos, terapias-alvo especificas, dentre outras possiblidades). O priming epigenético
tem sido utilizado com diferentes estratégias metodoldgicas em estudos pré-clinicos (Fraunhoffer ef al.,
2023) e em ensaios clinicos de fase I e II com pacientes de melanoma (Xia, Chang et al., 2014), cancer
gastroesofagico (Schneider, Bryan J et al., 2017), cancer de ovario (Chen, Siqi et al., 2022) e colorretal

(Murphy et al., 2016).

Entretanto, ndo esta bem estabelecido na literatura quais contextos especificos se beneficiariam
da terapia epigenética do ponto de vista molecular, considerando o crosstalk entre multiplos
mecanismos de regulagdo epigenética da expressdo génica (Dawson; Kouzarides, 2012a).
Adicionalmente, ha frequentes casos de descontinuidade devido a alta toxicidade e inespecificidade.
Produtos de origem natural tém sido fonte de investigagdo para compostos bioativos com capacidade
de modulacdo epigenética que poderiam ser explorados nesse contexto (Irshad; Husain, 2021a; Mann,
2002). Levando em consideracdo o problema do tratamento de pacientes com doencga avancada e
resistente & quimioterapia e, por outro lado, a existéncia de produtos de origem natural que podem servir
como fontes de compostos alternativos as 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 area da largura do wound a Oh menos a area da largura do wound
a 24, 48 ou 72h pela largura do wound a Oh, sendo esse resultado multiplicado por 100 (Almeida
et al., 2019). Os calculos estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prisma
versdo 10.1.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA), com teste de ANOVA (analise de
variancia), seguido pelo teste de Dunnett para comparagdes multiplas, sendo considerado

significativo, valores de p<0,05.

Extracio de proteinas

Foram obtidos pellets contendo aproximadamente 3x10° células da linhagem HCT116
parental e suas subpopulacdes HCT116-SP60 e HCT116-SP80, apds lavagens com PBS 1X
(Gibco, ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). Estes, foram armazenados em freezer -80°C. O
extrato celular foi obtido apds lise em tampao 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 MgCl; 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), (100uL
para cada 1 x 10° 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 4°C por 30min e centrifugado a 16000%g por 30min a 4°C.
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 instrucdes
do fabricante e armazenado a -80°C. A verifica¢do de integridade das proteinas foi realizada
por meio de géis de poliacrilamida a 6% e 12%. As amostras de proteinas (50ug) foram diluidas
em tampao de 50mM de bicarbonato de amdnia (AmBic, NHAHCO3; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA), 0.2% (m/v) RapiGest SF (Waters™, Milford, MA, USA), e incubadas por 60min
a 37°C. Em seguida, 100mM de Ditiotreitol (DTT, 2.5uL; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
e 300mM 2-iodoacetamida (IAA, 2.5uL; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) foram
adicionados as amostras. Foi realizada incubagdo a temperatura ambiente por 30min. As
amostras foram digeridas com tripsina Sequencing Grade Modified (0.1 pg/pL, Promega) por
16h a 37°C. Apos digestao, as reagdes foram acidificadas com 4acido trifluoroacético 5% (TFA,
v/v) e incubadas por 90min a 37°C para interromper a protedlise. As amostras foram
centrifugadas a 16000xg por 30min a 4°C para remocao de debris insoltiveis. O sobrenadante
contendo peptideos soluveis foi coletado e secado utilizando Vacufuge® Concentrator Plus

(Eppendorf, Hamburg, HH, Germany). De acordo com as instru¢des do fabricante, a remogao
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de sais, purificagdo e concentracao foi realizada utilizando colunas Pierce™ CI18 Spin

(ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA).

Protedmica global

A protedmica global foi realizada utilizando abordagem de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) no Laboratorio de
Protedmica no Instituto de Biotecnologia da UNESP (IBTEC). A espectrometria de massas
(MS) foi realizada para identificacdo e quantifica¢do das proteinas diferencialmente expressas
entre as linhagens HCT116 parental e suas subpopulacdesHCT116-SP60 e HCT116-SP80. Os
peptideos obtidos foram aplicados em solugcdo de peptideos de 1ug para MS, seguida de
sequenciamento por meio de cromatografia liquida consistindo no sistema UltiMate 3000 LC
de nanocromatografia liquida (LC Packings DIONEX, Sunnyvale, CA, USA) acoplado ao
espectometro de massas Q-Exactive™ Hybrid Quadrupole-Orbitrap (ThermoFisher, Carlsbad,
CA, EUA). A LC-MS/MS foi conduzida de acordo com pardmetros previamente estabelecidos
e publicados: fonte de ions nanospray (PicoChip, Model 1PCH-550, 75um ReproSil Pur C18
3um; New Objective, MA, USA) com pré-concentracdo em 2cm Acclaim PepMap 100 trap
(75pm ID, C18 3um; ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). O gradiente consistiu em 2—40% de
fase movel B (0.1% acido féormico em acetonitrila; fase A: 0.1% acido féormico em agua) por
2h, seguida de uma lavagem da coluna de 10min a 80% da fase movel B e reequilibrio de coluna
durante 10min a 2% da fase movel B com acetonitrila a um fluxo constante de 300 nl/min. Foi
utilizada aquisicao dependente de dados para obtencao dos espectros de 200 to 2000 m/z sob
uma resolugdo de 70000 and 100ms de tempo de injecao. Para a fragmentagdo dos peptideos, a
energia de colisdo foi normalizada para 30, a resolu¢do de 17500, janela de isolamento de 1.2
m/z com 100ms de tempo de injecdo, 45s de tempo dindmico de exclusdo e cargas +2, +3 e +4
(Prospero et al., 2021). As proteinas expressas foram identificadas utilizando o software
PatternLab 4.0.0.84 (Carvalho et al., 2016), utilizando o proteoma de Homo Sapiens como
referéncia (UniProt ID: UP000005640) (Bateman et al., 2023). A tolerdncia de massa de
fragmentos foi 40ppm com correcdo de falso positivo (false discovery rate — FDR) de <1 %.
As proteinas detectadas foram submetidas a andlise de parcimdnia e a quantificacdo por meio
do cromatograma de ions extraidos (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 visualizacdo e detec¢ao de vias bioldgicas relevantes foi realizada utilizando a
plataforma de dados web String (Szklarczyk et al., 2023) utilizando o valor de kmeans igaul a 3

para clusterizagao.

Extraciao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi obtido das linhagens celulare HCT116 parental, HCT116-SP60 e
HCT116-SP80 utilizando-se o Al/lPrep DNA/RNA/miRNA Universal kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha), conforme as instru¢des do fabricante, sendo, por fim, 0 RNA eluido em 40 pL de
agua RNase-free. A concentracdo e pureza das amostras de RNA foram determinadas por meio
do espectrofotdmetro NanoDrop ND-1000 (ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA). O RNA
extraido foi submetido a tratamento com DANase [ Amplification Grade (Invitrogen,
ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA) e em seguida foi realizada sintese do DNA complementar
(cDNA) com primers randomicos, utilizando SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen,
ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA), segundo recomendacdes do fabricante, em um volume

final de 20uL.

Analise de expressao génica por RT-qPCR

Os experimentos de RT-qPCR (reverse-transcriptase quantitative PCR) para analise da
expressao dos genes HDACI, HDAC2, HDAC3, HDACS, EZH2 e do controle endogeno
escolhido (GAPDH) foram efetuados a partir da confec¢do de curvas para determinacdo da
eficiéncia de amplificacdo. As reagdes foram realizadas no equipamento StepOne Real-Time
PCR System (Applyed Biosystems ®, ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA), no volume final de
10 pL, contendo 100 ng de cDNA, 2X GoTaq qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI,
USA), 50nM de cada oligonucleotideo iniciador (Exxtend, Paulinia, SP, Brasil) e dgua livre de
nucleases. Os niveis de expressao foram normalizados utilizando o gene GAPDH como controle
enddgeno, o qual foi selecionado experimentalmente entre as amostras avaliadas. As reagdes
foram realizadas em triplicatas nas seguintes condi¢oes: 1 ciclo a 95°C durante 10 minutos,
seguido por 40 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 15s, anelamento dos primers combinado a
extensdo a 60°C por 1 minuto e uma etapa para a formacdo da curva de dissociacdo (melting)
de 60°C a 95°C com aumento gradual em incrementos de 0.3°C/s. A expressdo relativa foi

calculada pelo método do Ct comparativo 2724t (Livak; Schmittgen, 2001), utilizando-se como
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calibrador a expressao da linhagem parental. A quantificagdo de Ct médio foi calculada pelo
uso do software StepOne™ Software v2.3, proprio do equipamento. Para as analises estatisticas
dos resultados, os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA (analise de variancia),
seguido pelo teste de Dunnett para comparagdes multiplas, sendo considerado significativo,
valores de p<0,05. A constru¢do dos graficos e as analises estatisticas foram realizadas no
software GraphPad Prisma versao 10.1.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A

sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados esta informada na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores selecionados para anélise da expressao

génica por RT-qPCR

Tamanho do

Gene Sequéncias de Oligonucleotideos (5’- 3”) ID do transcrito Amplicon (bp)
i SOTTATICGMIGSCIOT ) e
iz OCTACTACACONGTIONATION o
e TOGSCACTONONITANGD s 10
GAPDH" CAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAA (F) NM_004456.5 130

TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT (R)

Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores foi desenhada utilizando as seguintes ferramentas:
(a) PrimerQuest™ Tool software, IDT, Coralville, lowa, USA (www.idtdna.com/SciTools)
(b) The Primer Express® Software v3.0 (ThermoFisher, Carlsbad, CA, EUA)
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Resultados e discussao

Modelo de resisténcia induzida in vitro para selecao de subpopulacdes, resistentes ao
SN38, derivadas da linhagem HCT116

O processo de indugdo de resisténcia, baseado na estratégia de exposi¢do continua com
aumentos gradativos da concentracdo de SN38, foi conduzida durante o periodo de 267 dias.
Subpopulagdes adaptadas a cada concentragado utilizada fora criopreservadas, sendo que para o
presente trabalho, até foram selecionadas as subpopulagdes 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 exposi¢do e, especificamente nestas
concentragdes, foi observada sutil mudanga morfolégica (Figura 3). Ao longo da exposicao, as
subpopulacdes celulares frequentemente formavam sincicios, com limites celulares pouco
evidentes, formavam aglomerados com crescimento sobreposto e se soltavam espontaneamente
do frasco ocasionalmente (loose-adherent). Adicionalmente, as subpopulacdes expostas ao
SN38 apresentavam vacuolos como parte da resposta citotoxica da droga, semelhante ao que ja
foi relatado na literatura, com microscopia eletronica de transmissdo, em que vacuolos gerados
pelo aparelho de Golgi estdo relacionados ao surgimento de resisténcia em células de cancer de

colon tratadas com irinotecano (Li, Yangkun ef al., 2024).

Figura 3. Fotografias ao microscopio 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 subpopulacoes
selecionadas

A curva de dose-resposta foi realizada por meio do uso do ensaio de viabilidade celular,
com objetivo de verificar se as subpopulagdes SP60 e SP80 apresentam resisténcia ao SN38
(Figura 6). Os valores obtidos para a ICsp apds um tempo de exposi¢cao apds 24, 48 ¢ 72h
encontram-se na Tabela 2. Nota-se que, apds 72 horas de exposi¢do, as diferentes populagdes

selecionadas ndo difere em relagdo as células parentais.

Tabela 2. Valores de IC50 em nM para a linhagem HCT116 parental e as subpopulacdes
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, apds 48h menos de um
quarto da concentragdo inicial de dose seria detectada, sendo esperada perda do efeito citotoxico
com 72h. Nossos dados mostram que, doses superiores a 0.2uM de SN38 provocaram
acentuada morte celular, e que o tempo de 48h ¢ 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 S0nM (Jensen et
al., 2015b) até de 3.8uM (Torigoe et al., 2009) e 5 uM (Harrison et al., 2011). Notavelmente,
as variagdes podem ser explicadas pelas diferencas de padronizacao no cultivo da linhagem em
diferentes condi¢des, técnicas empregadas, forma de andlise e tempo de incubagdo. No presente

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

Investigacio de habilidades de proliferacio e migraciao celulares

A taxa de proliferacao celular para a linhagem HCT116 parental e suas subpopulacdes
derivadas foi determinada por meio da redu¢@o pela metade do corante fluorescente CFSE ao

longo dos ciclos e divisdo celular, utilizando citometria de fluxo (Figura 4). Os valores
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absolutos de fluorescéncia foram utilizados para o calculo da regressao linear (equagao da reta)
e predicao 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 subpopulacdo SP80 que foi previamente exposta
ao SN38 em maiores concentragdes tem sutil atraso para completar o ciclo celular.
Considerando que a equagdo de reta nao 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 sdo semelhantes aos tempos de aproximadamente 17h e 22h
encontrados na literatura para as linhagens HCT116 sensivel e resistente, respectivamente

(Jensen et al., 2015b).

Atrasos no ciclo celular também foram observados em outros trabalhos que induziram
resisténcia em linhagens derivadas de cancer colorretal, sendo atribuidos a um provavel atraso
em G2 (Gongora et al., 2011; Hassan et al., 2022; Petitprez et al., 2013). O atraso em G2 esta
diretamente relacionado ao atraso das forquilhas de replicagdo em decorréncia do mecanismo
de a¢do do SN38, com inibicao da TOP1, formacao quebras duplas na fita de DNA, indugao da
parada da forquilha de replicagdo e ativacdo de mecanismos de controle do ciclo celular (Xu,

Y; Villalona-Calero, 2002).
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Figura 5. Proliferacdo celular de HCT116 parental, SP60 ¢ SP80, em ordem conforme indicado. A reducdo

sucessiva da emissdo de fluorescéncia ao longo do tempo pode ser observada pelo deslocamento dos picos da
direita para a esquerda.
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A capacidade de proliferagdo e formagdo de colonias foi analisada pelo ensaio

clonogénico tradicional. Foi observado que as subpopulagdes SP60 e SP80 formaram colonias

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

calculo da area total coberta por colonias (Figura 5). Adicionalmente, SP60 e SP80 também

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

parental (Figura 6).
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Figura 6. Proliferacdo e formacdo de colonias com semeadura de 200 células (A e B) e 400 células (C e D). Teste
de ANOVA com corre¢do de Dunnett para multiplas comparagdes, p<0.5*.
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Figura 7. A) Fotografias ao microscopio invertido com aumento de 100X nos tempos observados desde o inicio
da ranhura. B) Anélise da area de fechamento ao longo do tempo. Teste de ANOVA com corregdo de Bonferroni
para multiplas comparagdes, p<0.5*, p<0.1** ¢ p<0.001***,

Determinacio do perfil de expressao proteica

Inicialmente, a quantidade e qualidade dos extratos de proteinas totais obtidos foram
avaliados de acordo com a extrapolacdo de valores de absorbancia na curva-padrao (Figura
7A). As concentracdes das amostras de HCT116, SP60 e SP80 foram 3.57ug/uL, 3.20 pg/ul e
3.09 pg/uL, respectivamente. O gel de poliacrilamida para verificacdo da integridade da
amostra indica a presenca de peptideos de diferentes pesos moleculares (Figura 7B), adequado

para as proximas etapas do protocolo.
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Figura 8. Determinacdo da quantidade e analise de integridade do extrato de proteinas totais. A) Curva padrio
para a quantificacdo absoluta da concentragdo de proteinas obtidas. B) Gel de poliacrilamida 6%/12% para
checagem de integridade dos peptideos.
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Na linhagem parental HCT116 nao tratada com SN38, foram identificadas 363 proteinas
e, nas linhagens SP60 e SP80, 341 e 406 proteinas, respectivamente. Foram detectadas 218
proteinas comuns as trés amostras. Ao agrupar os dados de acordo com as suas fungdes por
meio das ferramentas MetaboloAnalyst e String, foi possivel identificar que maioria das
proteinas que estao enriquecidas sdo house-keeping (proteinas de manutencao de metabolismo
basico para sobrevivéncia celular) como ilustrado nas Figuras 8-10. Notavelmente, processos
de metabolismo de aminoécidos, transcri¢ao e tradugdo celular foram os mais frequentemente
enriquecidos, incluindo também proteinas relacionadas ao citoesqueleto e ao metabolismo. As
proteinas identificadas exclusivamente em cada populacao celular foram agrupadas de acordo
com suas fungdes biologicas no formato de rede de interacdo (Figuras 11-13). As proteinas
detectadas em ambas as subpopulagdes expostas previamente ao SN38 estdo destacadas na
Figura 14. A semelhanga entre os perfis de expressao proteica pode ser visualizada na Figura

15. Proteinas diferencialmente expressas estdo destacadas nas Tabelas 3,4 ¢ 5.

Embora os processos celulares basicos de sobrevivéncia sejam os mais proeminentes
nos resultados encontrados, a proteina 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 quimioterapico. A ANP32A ¢ associada a
promocao de morte celular em vias dependentes do apoptossomo, como demonstrado em
modelo de cancer de pulmao de células nao pequenas (NSCLC) (Hoffarth ez al., 2008), sendo
considerada supressora tumoral devido a essa agdo pré-apoptdtica. No mesmo estudo, aumento
da ANP32A estd correlacionado com redu¢do de sobrevivéncia clonogénica em células de
NSCLC resistentes. Adicionalmente, a auséncia de expressao citoplasmatica detectavel de
ANP32A em amostras tumorais derivadas de NSCLC primario foi relatada como
correlacionada com pior desfecho apds quimioterapia, sugerindo um papel como marcador
progndstico nesse cenario (Hoffarth et al., 2008). Por outro lado, no estudo com pacientes com
carcinoma espinocelular oral (OSCC), alta expressdo de ANP32A foi associada a metastase
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 cancer de lingua, foi associado a alteracdes em marcadores de transicao epitélio-
mesenquimal (EMT). Um fendmeno semelhante foi observado com o silenciamento de
ANP32A nas linhagens derivadas de cancer de c6lon SW40 e HCT116, em que além da redugao
da expressdao de marcadores relacionados a EMT, houve reducdo das capacidades de migracao

e invasdo (Tian et al., 2021; Velmurugan et al., 2016). Interessantemente, essa dualidade de
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fungdes bioldgicas contraditdrias também se reflete em seu possivel papel na sensibilizagdo ou
na resisténcia a quimioterapicos em linhagens resistentes de NSCLC e em tecidos primarios de

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

Quanto aos seus efeitos na regulacao da cromatina, a ANP32A ¢ um componente do
complexo inibidor de acetiltransferases de histonas (INHAT), que inibe a acetilagao de histonas
intermediada por p300/CBP (proteina E1A de interacdo com p300/ proteina de ligagdo com
CREB) e PCAF (Fator Associado a p300/CBP) (Seo et al., 2001, 2002). ANP32A e outras
proteinas de sua familia atuam na regulacdo da transcri¢cdo e remodelamento da cromatina ao
se ligar nas histonas para histone masking, isto €, formar uma barreira que torna as histonas
inacessiveis (Monteagudo et al., 2022). Adicionalmente, ANP32A parece ter a tendéncia de
interagir com as caudas das histonas H3 para bloquear a sua acetilagdo e inibir a transcri¢ao

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

No cancer de colon, maiores niveis de expressao de ANP32A sdo associados a fenétipo
tumoral mais agressivo e pior progndstico (Li, Xiaojuan et al., 2023; Uzozie et al., 2017; Yan,
Wei et al.,2017). Adicionalmente, ¢ interessante notar que no modelo de resisténcia do presente
estudo um regulador negativo da acetilagdo de histonas apareca exclusivamente nas
subpopulagdes resistentes, pois Meisenberg e colaboradores (2017) ao desenvolverem modelos
in vitro de resisténcia ao irinotecano nas linhagens de cancer colorretal, identificaram que a
resisténcia estava associada com a perda da marca H4Kl6ac (Meisenberg et al., 2016b).
Evidéncias indicam que o desequilibrio entre acetilagdo e desacetilagdo de histonas pode
constituir um fator relevante na resisténcia adquirida ao irinotecano (ou ao seu metabolito
ativo). No entanto, s3o necessarios estudos adicionais para elucidar os mecanismos subjacentes
a esse desbalango regulatorio no cancer de célon e sua relagdo direta com a resisténcia adquirida

apOs a exposi¢ao ao quimioterapico.
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Figura 13. Clusters de acordo com fun¢do biologica das proteinas detectadas exclusivamente na subpopulacdo
SP60. Em vermelho, proteinas principalmente relacionadas a tradugdo e ao processamento de RNA. Em verde,
proteinas relacionadas a transcrigdo e remodeladores de nucleossomos. Em azul, a proteina CHCHD?2, um fator de
transcrigdo, e a proteina chaperona DNAJC13, relacionada ao trafego de vesiculas intracelulares.
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Figura 14. Clusters de acordo com fungdo bioldgica das proteinas detectadas exclusivamente na subpopulacio
SP80. Em vermelho, proteinas principalmente relacionadas ao processamento de RNAs (incluindo o splicing),
montagem ribossomal e cromatina. Em verde, majoritariamente proteinas relacionadas ao metabolismo energético
e oxirreducdo. Em azul, processos relacionados a actina, miosina e proteinas de membrana.
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Figura 15. Clusters de acordo com fungdo bioldgica das proteinas compartilhadas e detectadas exclusivamente
nas subpopulagdes derivadas da linhagem parental SP60 e SP80. Em vermelho, proteinas principalmente
relacionadas a tradugdo, metabolismo de proteinas, ribossomos e metabolismo de compostos nitrogenados. Em
verde, proteinas relacionadas a sinalizagdo de semaforina, membranas extracelulares, citoesqueleto e fator de
dissociagdo Rho. Em azul, a proteina de exportagdo nuclear CSEIL e a proteina ANP32A, envolvida em
proliferagdo, diferenciagéo, apoptose, supressdo tumoral, inibi¢do de acetiltransferases de histonas como parte do

complexo INHAT, que atua na repressao transcricional mediada por E4F1.



A) Venn diagram of the detected proteins
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Figura 16. A) Diagrama de venn com as quantidades de peptideos que foram detectados na linhagem HCT116
parental (vermelho) e nas subpopulacdes derivadas SP60 (verde) e SP80 (azul) individualmente e em suas
intersecc¢des. B-D) Graficos de analise de componente principal (PCA) que ilustram sobreposi¢des e semelhangas
entre as populagdes celulares estudadas, quanto ao perfil de peptideos. E-G) Grafico no estilo vulcao (volcano
plot) ilustrando os peptideos que foram encontrados diferencialmente regulados positivamente (vermelho) e
negativamente (azul). H-J) Dendograma que ilustra as relagdes de proximidade entre as populagdes celulares.



Tabela 3. Proteinas diferencialmente expressas entre HCT116 e SP60

114

log2 P
Gene Proteina Funcio UNIPROT ID (Fold .
ajustado
Change)
DEAD-box 4.2544c-
DDX3X helicase 3 X- RNA helicase AO0AODISF53 2.1087 ) 06
linked
Lo Proteina semelhante a ubiquitina que
ISG15 szqt.atzn—lzke desempenha papel fundamental na resposta P05161 -1.1388 4.2544e-
protein ISG15 . . L. .~ . 06
imune inata a infec¢do viral
Large ribosomal Componente da subunidade maior do 4.2544e-
RPL35A  subunit protein p : P18077 1.1087 *
ribossomo 06
elL33
Componente efetor serina/treonina-quinase
rjlgizaIO/isii_e- da cascata de quinases WNK—-SPAK/OSR1, 4.9544c-
STK39 ' prod envolvida em diversos processos, tais como Q9UEWS 1.1087 '
alanine-rich a 06
rotein kinase .transpf)rte 10n1co, resposta ao estresse.
P hipertdnico e regulagdo da pressdo arterial
Oxygen-
dependent Atua na biossintese do heme, que constitui
CPOX coproporphyrin umNCOITnponente de hemoprotema.s, cujas P36551 25205 0.00032
ogen-1I1 fungdes incluem o transporte de oxigénio na 04
oxidase, corrente sanguinea
mitochondrial
Cellular retinoic ~ Transporta o acido retinoico para o nticleo e 0.00032
CRABP2 acid-binding regula sua disponibilidade/acesso aos P29373 -1.8549 ’ 04
protein 2 receptores nucleares de acido retinoico
RPSS szos?mal Componente dg subunidade menor do MOROR2 15398 0.00032
protein S5 ribossomo 04
hislt_[oLclierftSi lfz it Molécula do complexo principal de 0.00032
HLA-B anti 1:3 . B histocompatibilidade de classe I (MHC I) P01889 -1.5398 ’ 04
Y antigen, | envolvida na apresentagdo de antigenos
alpha chain
Proteina multifuncional envolvida na
regulagdo de diversos processos, incluindo
Acidic leucine- supressao tumoral, apppztose, progressao do
vich nuclear ciclo <.:e.lular e transcrlgao. Ad1c1(?nal~rnente,

ANP324  phosphoprotein h'part1c1pa da modul.ag~a0 da acetilagdo de P39687 -1.5398 0.00032
32 family istonas e da transcricdo como componente 04
member A do complexo INHAT (inibidor de

acetiltransferases de histonas). Inibe a
atividade acetiltransferase de histonas (HAT)
de EP300/CREBBP
Liga-se a cauda poli(A) do mRNA, incluindo
Polyadenylate- a do seu proprio transcrito, e regula 0.00032
PABPCI1 binding protein processos do metabolismo de mRNA, como P11940 1.4973 ’ 04
1 o splicing de pré-mRNA e a estabilidade do
mRNA
Proteina ligante de filamentos de actina (F-
actina) envolvida na adesdo célula—matriz e
VCL Vinculin na adesdo celul'afcelula. Reggla a expressao P18206 1 8483 0.00037
de E-caderina na superficie celular e 59
potencializa a mecanossensagdo mediada
pelo complexo de E-caderina.
RPSI6 408 ribosomal Componente dg subunidade menor do Q6IPX4 -1.8869 0.00043
ribossomo 424

protein S16
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; ~ UNIPROT log2(Fold P
Gene Proteina Funciao D Change) ajustado
Proteina com interagdo com a
. cromatina que forma um heterodimero
Interleul.an . estavel com o fator de ligagdo ao 2.83E-
ILF2 enhancer-binding intensificador de interleucina 3 (/LF3) e Q12905 -2:3332 05
Sactor 2 .
desempenha papel no crescimento
celular
Large ribosomal Componente da subunidade maior do 4.68E-
RPL35A subunit protein . P18077 1.4764 '
ribossomo 05
el33
Large ribosomal Componente da subunidade maior do 0.00057
RPL18A subunit protein P . Q02543 2.8644 ’
ribossomo 441
el20
Interacdo célula—célula. Induz a
expressdo de FABPS5, MYC e das
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Epithelial cell de EpCAM ¢ frequentemente associada 0.00065
EPCAM adhesion a transformagdo tumoral. O EpCAM B5MCA4 3.0723 ’ 186
molecule pode favorecer maior plasticidade
celular, o que, por sua vez, pode
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proliferacdo e da motilidade celulares.
Oxygen- Atua na biossintese do heme, que
dependent constitui um componente de 0.00065
CPOX coproporphyrino  hemoproteinas, cujas fung¢des incluem o P36551 2.8893 ' 186
gen-III oxidase, transporte de oxigénio na corrente
mitochondrial sanguinea
Componente do complexo T contendo
T-complex chaperonina (TRiC), um complexo de 0.01020
TCP1 protein 1 subunit chaperonas moleculares que auxilia o P17987 -1.5384 ’ 9
alpha dobramento de proteinas mediante

hidrélise de ATP
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. ~ UNIPROT log2(Fold P
Gene Proteina Funcgao D C%lange) ajustado
Proteina que interage com a
Interleukin cromatina, forma um heterodimero
enhancer- estavel com o fator 3 de ligagdo ao
ILF2 binding intensificador de interleucina (/LF3) Q12905 -2:533 1.90E-05
factor 2 e desempenha papel no crescimento
celular
Serine/argini E um regulador critico que controla
ne-rich tanto o splicing quanto a estabilidade
SRSF1 splicing de RNA no nticleo, atuando de J3KTL2 14915 2.12E-05
factor 1 maneira dependente de Malatl
Proteina acessoria das DNA
Proliferating pollllmefas(els ?)%une Ct"frdF“? a
PCNA cell nuclear P 168680 €0 SHUA €8 10 EIANCIA & p1pg04 -1.1474 2.12E-05
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antigen p
para recrutamento de proteinas de
resposta ao dano
Eukaryotic Componente ligante de RNA do
translation complexo fator de iniciacdo da
EIF3A4 initiation tradugdo eucaridtica 3 (elF3), Q14152 -1.1474 2.12E-05
factor 3 necessario para diversas etapas da
subunit A iniciacdo da sintese proteica
Proteina ligante de poli(A) que
controla processamento/estabilidade
Polyadenylat do mRNA e contribui para a via de 0.000138
PABPCI e-binding degradagdo mediada por perda de P11940 -1.8369 ’ 33
protein 1 sentido, nonsense-mediated decay
(NMD) eliminando transcritos com
parada prematura
Atua na exportacdo de mRNA e ¢
. essencial para a montagem inicial do
Spliceosome liceossomo e para o 0.000275
DDX39B  RNA helicase °P P Q13838 -1.527 '
DDX39B recmtamento/ancoragem.do U2 43
snRNP ao o ponto de ramificagdo
(branchpoint)
Pyt i a4 o A
PABPC3 e-binding L e Processos  QoH3e6l -1.527 '
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protein 3 metabolismo de mRNA
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damage- proteinas, como parte do complexo 0.000352
DDBI o UV-DDB e do DCX. O DCX pode Q16531 -1.5389 ’
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EP300 e recruta HDACs de classe I,
induzindo um estado de cromatina
hipoacetilada
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Analise do nivel de expressiao dos genes codificadores de histonas comumente utilizados

como alvos da terapia

A analise de expressdo génica permitiu a deteccdo da presenca dos transcritos dos genes
HDACI, HDAC2, HDAC3, HDACS, EZH?2 (Figura 16) na linhagem HCT116 parental e nas
duas linhagens derivadas. Considerando que a modulacao epigenética depende da presenga dos
alvos de interesse, a mudanca do perfil de expressdo ao longo do processo de indugdo de
resisténcia ao SN38 ¢ um dos fatores iniciais a se considerar para a terapia epigenética € o
priming epigenético. De maneira geral, ao longo do processo de inducdo de resisténcia houve
uma sutil reducdo da expressdao de HDACI, HDAC2 e HDACS. Embora a expressao tenha sido
reduzida, os dados permitiram verificar que esses alvos da terapia epigenética estdo presentes

nas linhagens resistentes. Nao foi detectada diferenga na expressao de HDAC3 e EZH?2.
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Figura 17. A-E) Niveis de expressdo de genes codificadores de modificadores pos-traducionais de histonas de
interesse nas linhagens HCT116 parental e subpopulacdes SP60 e SP80. Teste de ANOVA com correcao de
Dunnett para multiplas comparacdes; ns indica ndo significativo, valores de p<0.001***, p<0.01**, p<0.5*.
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Os experimentos conduzidos forneceram parametros importantes para a otimizagao dos
protocolos experimentais ¢ os dados obtidos indicam que, quando comparadas com HCT116
parental, as linhagens resistentes apresentam:

e aproximadamente o dobro da ICso em 48h de exposi¢dao ao SN38;

e tempo de dobramento maior e tém menor capacidade proliferativa;

e reduzida capacidade migratoria;

e perfis de expressdo proteica com proteinas exclusivas e proteinas diferencialmente
expressas;

e expressao sutilmente reduzida dos genes HDAC1, HDAC2, HDACS.
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