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RESUMO

A prépolis é uma substancia de origem natural, de aspecto resinoso, produzida pelas abelhas
a partir de diferentes plantas, que determina a sua composicdo quimica. Centenas de
componentes foram identificados em diferentes amostras de prépolis, cujo extrato exerce uma
diversidade de efeitos biologicos e farmacologicos. Alguns estudos demonstraram que este
produto pode interferir em vias de sinalizagdo de oncogenes, inibir o crescimento, reduzir a
proliferacdo celular, induzir apoptose e apresentar efeito antiangiogénico. O cancer de mama
€ uma doenca complexa, caracterizada por heterogeneidade em nivel molecular, histoldgico e
clinico. O cancer de mama triplo-negativo € caracterizado pela auséncia de expressdo dos
receptores hormonais ER (receptor de estrogeno) e PgR (receptor de progesterona), bem
como pela baixa expressdo da proteina Her-2; esse subtipo de cancer de mama é um
problema do ponto de vista clinico devido ao seu pior prognéstico quando comparado aos
outros subtipos, ata agressividade e auséncia de terapias que possuam alvos especificos.
Estudos prévios demonstraram que 0os compostos de origem natural podem inibir a atividade
de enzimas da maguinaria epigenética, como as DNA metiltransferases e, consequentemente,
aumentar a expressdo de genes supressores de tumor silenciados por hipermetilagdo no
cancer. Portanto, o presente estudo investigou a hipétese de que os efeitos antitumorais da
prépolis sdo, em parte, mediados por mecanismos epigenéticos. Primeiramente, utilizou-se a
abordagem in silico de docking molecular a fim de verificar se moléculas derivadas da
propolis podem interagir com o dominio metiltransferase (MTase) da DNMT1 (DNA
metiltransferase 1) humana. O ligantes foram selecionados a partir da composicao quimica
definida de uma amostra de prépolis brasileira contendo: benzil benzoato, &cido cafeico,
CAPE (éster de &cido cafeico), acido dihidrocindmico, (2E,6Z)-farnesol, &cido ferdlico,
kaempferide, &cido p-cumaérico, acido hidrocindmico e espatulenol. Foram selecionados 3
programas para as predi¢cdes de docking molecular: AutoDock 4.2, Dock 6.7 e SwissDock .
As estruturas quimicas dos ligantes foram obtidas no banco de dados PubChem e o modelo
cristalografico da DNMT1 humana em complexo com S-adenosil-homocisteina (SAH)
(PDBID:4WXX) foi utilizado como receptor, onde foi definido uma area de interesse no sitio
de interacdo de SAH ao dominio MTase (residuos de aminoacidos 1135-1605). As
conformacdes cal culadas foram agrupadas em clusters usando Gromacs. O programa LigPlot
+ para verificar os contatos com os residuos de aminoacidos de DNMT1. Adicionalmente,
analisamos a inibicéo da atividade da metilase M.Sssl na presenca de EEP (extrato etandlico
de propolis), EGCG (epigalocatequina-3-galato) e &cido p-cumarico, bem como o efeito do
tratamento in vitro com EEP , EGCG e trés acidos aromaticos (cafeico, hidrocinamico e p-
cumarico). A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio de MTT [(3- (4,5-dimetiltiazol-
2-il) -2,5-difeniltetrazdlio]; a andlise de MS-PCR (Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction) foi realizada para verificar a possivel efeito hipometilante do acido p-cumarico,
EGCG e EEP em 3 linhagens celulares de cancer de mama. Os nossos resultados de docking
indicaram que CAPE, (2E,6Z)-farnesol e o &cido p-cumarico foram os ligantes que
apresentaram energias de ligagdo mais favoraveis, melhor ocupacdo do sitio de ligagdo e
interagbes quimicas comuns com o complexo SAH-DNMT1. O EEP reduziu a viabilidade
celular das linhagens BT-20 e BT-549, enquanto o acido p-cumérico e EGCG reduziram a
viabilidade de todas as linhas celulares estudadas, de um modo dose e tempo dependentes.



Tanto o EGCG como o &cido p-cumarico foram incapazes de inibir a metilase M.Sssl; porém,
os resultados da MS-PCR demonstraram que o EEP € capaz de induzir hipometilacdo locus-
especifica nas linhagens BT-549 e MDA-MB-436. EGCG também foi capaz de hipometilar
as linhagens BT-549 e MDA-MB231. Em conclusdo, a andlise de docking molecular mostrou
evidéncias de que os compostos derivados de prépolis brasileira podem interagir com o sitio
de ligagdo de SAH no dominio metiltransferase da DNMT1 humana e devem ser
considerados em estudos futuros dedicados a identificagdo de novas drogas para a terapia
epigenética.
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ABSTRACT

Propolisis a natura resinous substance produced by honeybees from severa parts of plants,
which are related to its chemical composition. Hundreds of chemical substances have been
identified in different samples of propolis, which extract shows a plethora of biological and
pharmacological activities. Generaly, it has been demonstrated that this complex mixture can
disrupt oncogene signaling pathways, inhibit cell growth and proliferation, induces apoptosis,
and shows antiangiogenic effects. Breast cancer is a complex disease characterized by
molecular, histological, and clinicd heterogeneity. Triple-negative breast cancer,
characterized by absence of expression of the receptors ER (estrogen receptor), PgR
(progesterone receptor), and HER2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), presents a significant
clinical problem due to its poor prognosis, aggressiveness and lack of targeted therapies.
Previous studies reported that compounds of natural origin target epigenetic modifying
enzymes, such as DNA methyltransferases (DNMTSs), and reactivate methylation-silenced
genesin cancer. Thus, we hypothesized that the effects of propolisin cancer cell lines are, in
part, mediated by epigenetic mechanisms. Therefore, this study aims to demonstrate the
possible hypomethylating effect of propolis or its compounds on triple negative breast cancer
cell lines. Initially, we used an in silico approach based on molecular docking to find
propolis-derived molecules able to interact with the MTAse domain of human DNMT1. The
potential ligands were selected based on the chemical composition of a defined Brazilian
propolis sample: benzyl benzoate, caffeic acid, CAPE (caffeic acid phenethyl ester),
dihydrocinnamic acid, farnesol, ferulic acid, kampeferide, p-coumaric acid, hydrocinnamic
acid, and spathulenol. For molecular docking predictions three software were selected:
AutoDock 4.2 (autodock.scripps.edu/), Dock 6.7 (http://dock.compbio.ucsf.edu/), and
SwissDock (www.swissdock.ch). The chemical structures of probable ligands were retrieved
from PubChem database (pubchem.ncbi.nim.nih.gov) and the crystallographic model of
human DNMT1 in complex with S-adenosyl-homocisteine (SAH) (PDBID: 4WXX) was
used to refine the site of interest in the receptor [methyltransferase (Mtase) domain, amino
acids residues 1135-1605]. All structures were prepared for docking using Chimera 1.11.2
(cgl.ucsf.edu/chimera). The known interaction of methyl group donator S-adenosyl-
methionine (SAM) and the intrinsic inhibitor (SAH) with DNMT1 were used as reference.
The calculated conformations were clustered using Gromacs (www.gromacs.org) with the
Gromos agorithm, using a RMSD (Root-Mean-Square Deviation) of atomic positions cutoff
of 1A. The middle structure of the 3 clusters with more conformations of each ligand was
analyzed with LigPlot+ (www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/LigPlus/) to verify the
contacts with the amino acids residues of DNMT1. Further, we have analyzed the inhibition
of M.Sssl methylase activity in the presence of EEP (ethanolic extract of propolis), EGCG
and p-coumaric acid as well as the effect after in vitro treatment with EPP (concentrations of
6.25, 12.5, 25, 50 and 100mg/mL), EGCG, and three aromatic acids (cafeic, hydrocymanic,
and p-coumaric) (concentration of 6.25, 12.5, 25, 50 and 100uM), during 24, 48, 72 and 96h
in the BT-20, BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-468 breast cancer cell lines. Cell
viability was determined by MTT [(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium



bromide)] test and Methylation Specific — Polymerase Chain Reaction (MS-PCR) was used to
verify the possible hypomethylation effect of p-coumaric acid, EGCG and EEP three breast
cancer cell-lines (BT-549, MDA-MB-231 and MDA-MB-436). Our results indicates that
CAPE, (2E, 6Z)-farnesol and p-coumaric acid were the ligands that showed more negative
free binding energies, better occupation of the binding site and common chemical interactions
with the complex SAH-DNMT1. The EEP reduced the cell viability of BT-20 and BT-549,
while p-coumaric acid and EGCG reduced the viability of all cell lines studied, in a dose and
time dependent manners. Both EGCG and p-coumaric acid were unable to inhibit M.Sssl
methylase, however MS-PCR results demonstrated that EEP is able to induce locus-specific
hypomethylation in the BT-549 and MDA-MB-436 cell lines and EGCG was also able to
hypomethylate BT-549 and MDA-MB231. In conclusion, the molecular docking
demonstrates that compounds derived from Brazilian propolis can interact with SAH binding
pocket of methyltransferase domain of human DNMT1 and could be included in future
studies of new drugs for epigenetic therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

O céancer de mama é uma doenca heterogénea e progressiva, resultante do acimulo de
alteracOes genéticas e epigenéticas (BECA; POLY AK, 2016). Essa doenca corresponde a um
dos tipos de cancer mais comumente diagnosticados e uma das principals causas de morte em
mulheres no mundo (FERLAY et al., 2015), sendo que a suaincidéncia continua aumentando
tanto nos paises desenvolvidos quanto nagueles em desenvolvimento. No Brasil, excetuando-
se os tumores de pele ndo melanoma, é o cancer mais comum em mulheres, correspondendo a
aproximadamente 25% dos casos, com estimativa de 57.960 casos novos em 2016 (INCA,
2016) e risco de 56,20 casos a cada 100 mil mulheres, além de aproximadamente 14.206
mortes por ano (SIM, 2013).

Véarios fatores de risco foram associados a0 seu desenvolvimento, incluindo os
relacionados a vida reprodutiva da mulher como menarca precoce e menopausa tardia, idade
e historico familia de cancer (LAMBERTINI et a., 2016). A incidéncia de cancer de mama
até os 35 anos é relativamente baixa e infrequente, porém aumenta rdpida e progressivamente
especia mente apos os 50 anos de idade. O historico familia é considerado um fator de risco
critico, evidenciando a importancia da predisposicdo hereditéaria no desenvolvimento desse
tipo de cancer: estima-se que entre 5 a 10% dos casos sgjam hereditarios, geralmente
acometendo pacientes jovens e com historico da doenca na familia em parentes de primeiro e
segundo graus (CHEUNG; GRAVES; ROBERTSON, 2000; GOLUBNITSCHAJA et 4d.,
2016).

A maioria dos subtipos de cancer de mama foi correlacionada a um bom prognéstico,
desde que o tumor sga diagnosticado e tratado prontamente (INCA, 2016). No entanto,
alguns tumores mamarios evoluem de forma rapida e apresentam progndstico pobre. No

Brasil, h4 uma tendéncia de aumento nas taxas de mortalidade por neoplasias mamarias,



sendo em muitos casos decorrentes de um diagnéstico tardio em muitos casos (BARRIOS et
al., 2005)

Do ponto de vista clinico, utiliza-se 0 sistema de estadiamento recomendado pela
Union for International Cancer Control (UICC) denominado Tumor-Nodulo-Metastase
(TNM). Essa classificac8o baseia-se na localizaco e tamanho do tumor primario, extenséo
tumoral, além da presenca ou auséncia de metastases ou sgja, a categoria T descreve o tumor
primario e o local onde 0 mesmo se encontra; a categoria N descreve o envolvimento loco-
regional, considerando-se a presenca de células tumorais em linfonodos axilares; e a
categoria M descreve a presenca ou auséncia de metéstases a distancia. Esse sistema de
estadiamento clinico variade 0 alV (UICC, 2013).

Histologicamente, os carcinomas mamarios sdo classificados em subtipos distintos. o
carcinoma ductal € o tipo histolégico mais comum, sua frequéncia varia entre 80 a 85% dos
casos, seguido dos carcinomas lobulares (aproximadamente 15% dos casos). Geralmente, 0s
carcinomas nao-invasivos (in situ, ou crescimento confinado ao epitélio) sdo os tumores que
mostram o melhor prognéstico. Existem ainda os carcinomas invasivos de progndstico
favoravel: carcinoma ductal invasivo com componente intraductal predominante (ou
carcinoma ductal microinvasivo), carcinoma mucinoso (coloide), carcinoma medular,
carcinoma papilifero, carcinoma tubular, carcinoma adenocistico e carcinoma secretor
(juvenil). Os tumores de pior prognéstico sdo os carcinomas ductais ou lobulares invasivos
(Barroset d., 2001).

Durante décadas, foram desenvolvidas muitas pesquisas para a identificacdo de
marcadores moleculares de diversos tipos de cancer, incluindo os da mama. Atualmente, os
marcadores moleculares amplamente utilizados no diagnéstico e prognéstico de pacientes
com cancer de mama incluem os receptores hormonais ER (receptor de estrégeno) e PgR

(receptor de progesterona), o marcador de proliferacdo celular Ki-67, aém do nivel de



expressao do receptor codificado pelo protoncogene HER-2 (também denominado ERBBZ2,
erb-b2 receptor tyrosine kinase 2) (INWALD et a., 2015). A expressdo dos receptores
hormonais ER e PgR normalmente esta associada a tumores de baixo grau histoldgico, ou
sgja, menor potencial de malignidade (PUSZTAI et al., 2006). A taxa de proliferacéo celular,
por sua vez, € investigada pelo do antigeno nuclear Ki-67. Portanto, quanto mais elevada a
expressdo de Ki-67, pior o prognostico, ja que tumores com caracteristica apresentam
maior probabilidade de evoluir para metastases (ESTEVA; HORTOBAGY |, 2004).

O protoncogene HER-2 codifica um membro da familia de receptores do fator de
crescimento epidérmico (EGF, epidermal growth factor), possui atividade tirosina quinase e
atua na ativacdo das vias de sinalizacdo mitogénica. Quando este € ativado por amplificacéo
génica, a sua expressao aumentada esta associada a proliferacéo celular, devido a transmisséo
constante de sinais para o crescimento e proliferacéo celular.

Considerando-se a grande heterogeneidade clinica, histopatolégica e nos padrfes
anormais de expressdo génica no cancer de mama, Perou e colaboradores (2000)
investigaram a variacdo no padréo global de expressdo génica de 65 amostras de tumores
primarios de mama, utilizando uma plataforma de microarray contendo 8.102 genes
humanos. Baseados nesta analise, 0s autores sugeriram a primeira classificagdo molecular de
tumores mamarios, a partir de assinaturas de expressao génicas distintas.

Atuamente, o cancer de mama é classificado em pelo menos quatro subtipos
moleculares intrinsecos. luminal A (geramente os tumores sGo ER e PgR positivos e
negativos para a expressao aumentada de HER-2), lumina B (grupo caracterizado por
tumores ER positivos com expressdo baixa ou ausente de PgR, mostrando altas taxas de
proliferacdo celular e, ocasionalmente, expressdo ata da proteina HER-2), tumores que

expressam atos niveis de HER-2 (ER e PgR negativos, mas com niveis elevados de



expressdo de HER-2) e basal-like (geramente ER, PgR, e HER-2 negativos, também
conhecidos como triplo negativos) (INWALD et al., 2015).

Os subtipos moleculares do cancer de mama diferem em incidéncia, prognéstico e
resposta a terapia (MIRZANIA, 2016). Neste contexto, o cancer de mama triplo negativo
corresponde a aproximadamente 15% dos carcinomas mamarios e caracteriza-se por
comportamento mais agressivo, maior risco de recorréncia e metastases, sendo mais dificeis
de serem tratados (ALLISON, 2012; AMBROSONE; HONG; GOODWIN, 2015; RAKHA;
GREEN, 2017).

Considerando-se o impacto que os padrées anormais de metilacdo do DNA possuem
sobre a regulacdo da expressao génica no cancer (ESTELLER, 2002; JIN; ROBERTSON,
2013; ROBERTSON, 2005), estudos recentes investigaram a relacéo existente entre os perfis
anormais de metilacdo do DNA e os subtipos moleculares do cancer de mama (TCGA - The
Cancer Genome Atlas Network, 2012). O perfil de metilacdo do DNA dos subtipos Luminais
€ caracterizado por ganhos de metilacgo na regido promotora de genes especificos, enquanto
os tumores basal-like tendem a ser hipometilados no corpo do gene e em regides repetitivas

(Stefansson et al., 2015; Gyorffy et al., 2016; Holm et al., 2016).

1.2. M ecanismos epigenéticos e cancer

A definicdo moderna de epigenéticarefere-se a heranca de caracteristicas estaveis
decorrentes de modificagcbes no DNA ou na cromatina e que ndo decorrem de mudangas na
sequéncia de bases nitrogenadas do genoma. Diferentes radicais quimicos podem ser ligados
tanto no DNA quanto nas histonas. Tais marcagdes quimicas podem ser conservadas e
transmitidas a cada geracéo celular (BERGER et al., 2009). Existem diversas enzimas que
podem adicionar ou remover diferentes radicais. metil, acetil, ubiquitina, entre outros,

modificando as histonas em residuos de aminoécidos especificos. No DNA, a marca



epigenética melhor estudada é a adicdo de um radical metil no carbono cinco de citosinas,
formando a 5-metilcitosina (5mC) (JAENISCH; BIRD, 2003).

No genoma de mamiferos, diversos estudos demonstram que a presenca de metilacéo
a0 longo do DNA € importante para aguns processos como 0O silenciamento de
retrotransposons (BOURC’HIS; BESTOR, 2004), o imprinting gendémico (LI; BEARD;
JAENISCH, 1993) e a inativacdo do cromossomo X (BRIGGS; REIJO PERA, 2014). A
metilacdo do DNA acontece quase que exclusivamente no contexto de dinucleotideos CpGs,
ou sgja, uma citosina imediatamente seguida por uma guanina na mesma fita de DNA.
Quando o genoma humano foi sequenciado e montado pela primeira vez, descobriu-se que
existe uma quantidade de nucleotideos CpGs inferior a esperada, porém existem regides com
uma alta concentragdo de CpGs, conhecidas como ilhas CpGs (ICG). Foi estimado que
aproximadamente 60% dos genes humanos possui uma ilha CpG associada a sua regido
promotora (INTERNATIONAL HUMAN GENOME SEQUENCING CONSORTIUM,
2001).

As ilhas CpGs estdo presentes em varias regides do genoma: promotores, corpo de
genes, regides ndo codificadoras e regido de elementos de transposicdo. Entende-se que a
metilacdo do DNA esta associada a regulacdo da transcricdo e com o processo de
heterocromatizacéo (JONES, 2012). Geralmente, a alta densidade de metilacdo do DNA nas
ilhas CpG presentes nas regides promotoras resulta em silenciamento génico devido a
inibicdo da ligacdo dos complexos de transcricdo a suas respectivas sequéncias regulatorias
ou pelo recrutamento de proteinas que se ligam as sequéncias CpG metiladas iniciando
modificacbes epigenéticas coordenadas na cromatina (ESTELLER, 2007). Em genes
transcricionalmente ativos, as ilhas CpG associadas aos promotores génicos sdo normal mente
ndo metiladas. Entretanto, elementos repetitivos (DNA satélite, LINES, SINES e

transposons) e a regido promotora de alguns genes tecido-especificos, caracterizados por



auséncia de expressdo, sdo geralmente metiladas na maioria dos tecidos (ESPADA;
ESTELLER, 2010). Logo, a distribuicdo correta da metilacdo no genoma como um todo é
necessaria para o desenvolvimento normal do organismo (ARMSTRONG, 2013).

A perda dos padrbes normais de metilacdo do DNA tecido-especificos pode resultar
no silenciamento de genes importantes na manutencdo de vias e processos celulares, que
regulam algumas funcdes basicas, incluindo o ciclo celular e a apoptose. Por isso, a
hipermetilacdo levando ao silenciamento epigenético de genes supressores de tumor pode
estar associada a formacao de cancer, ja que existe a possibilidade da célula perder o controle
sobre alguns processos essenciais. Por outro lado, a diminuicdo da metilacdo no genoma
(hipometilacdo) pode fazer com que genes gque deveriam estar silenciados comecem a ser
transcritos ou gerar instabilidade genémica (BEST; CAREY, 2010; JIN; ROBERTSON,
2013). Portanto, tanto a hipermetilacdo quanto a hipometilacdo sdo dois fendmenos

relevantes para o surgimento e progressao do cancer (EHRLICH; LACEY, 2013).

1.3. Propolis e seus efeitos antitumor ais

Propolis é um produto natural, com aspecto resinoso, produzido por abelhas (Apis
mellifera) e utilizada na construcdo e manutencdo de suas colmeias. As abelhas coletam
resinas exsudadas por plantas, nos troncos e apices de folhas e misturam com cera e produtos
de suas proéprias glandulas, paraformar a propolis (BURDOCK, 1998).

A propolis é produzida a partir de materiais coletados na flora local, portanto a sua
composicdo dependerd das condi¢cBes do ambiente, tais como tipo de vegetacdo, clima,
altitude, etc. Isso faz com que sua composi¢cdo quimica sga complexa, contando com
diversos compostos conhecidos, variando de acordo com a localizagdo geogréfica de coleta

(BANKOVA, 2005).



Devido a sua grande complexidade e diferencas na composicéo, existe um grande
esforco para a caracterizacdo quimica mais detalhada da prépolis ao redor do globo (HUANG
et a., 2014; SILVA-CARVALHO; BALTAZAR; ALMEIDA-AGUIAR, 2015). Estes
estudos identificaram que 0s grupos quimicos presentes nos diferentes tipos de prépolis
incluem, principa mente os flavondides e os é&cidos fendlicos.

Diversos trabalhos demonstraram que a propolis possui diversas propriedades
biologicas: antibacteriana, anti-inflamatéria, imunomoduladora e antitumoral (SFORCIN;
BANKOVA, 2011). Em adicdo, a propolis ndo tem praticamente sido associada a henhum
efeito colateral (SFORCIN; NOVELLI; FUNARI, 2002) ou toxicidade (JASPRICA et .,
2007). Todas essas evidéncias posicionam a propolis entre os produtos de origem natural com
um grande potencia farmacoldgico a ser explorado e que ainda foi pouco estudado quanto
aons seus mecanismos de acdo, incluindo a definicdo de quais componentes quimicos seriam
responsaveis pelas suas propriedades biol dgicas.

Uma das propriedades bioldgicas da prépolis que tem despertado grande interesse € o
seu efeito antitumoral. E bem descrito na literatura que a propolis pode inibir a proliferacéo
de cdulas tumorais (BUFALO et al., 2010) ou prevenir a carcinogénese (BAZO et al., 2002)
em modelos in vivo. Em um artigo de revisdo dos efeitos citotdxicos e inibicdo do
crescimento de células tumorais exercido pelos diferentes tipos de extratos de propolis
(alcodlicos e aquosos) e pelos compostos quimicos derivados da prépolis de diferentes
origens geograficas (WATANABE et a., 2011). Onde, foi observado que as vias de agdo
sugeridas nesses trabalhos s@o bem variadas: inibicdo de angiogénese (WU et a., 2011),
inibicdo de migracdo celular e de formac@o de colonias (PENG et a., 2012a), aém de
inducdo da apoptose (SZLISZKA et al., 2011).

Um dos efeitos antitumorais mais descritos € o de que a propolis, ou algum de seus

componentes, pode induzir a apoptose em diversos tipos de cancer. Ainda, a indugdo da



apoptose pode acontecer por via intrinseca ou extrinseca: inibicdo de NF-kp (WATABE et
a., 2004), inducdo de caspases (SEDA VATANSEVER et a., 2010) e de genes pro-
apoptoticos (TSENG et a., 2014). Diversos outros trabalhos demonstraram os efeitos
antitumorais da propolis utilizando ensaios in vitro e linhagens celulares derivadas de
diversos tipos de canceres humanos, inclusive cancer de mama. A tabela 1 apresenta uma
compilacdo dos principais estudos sobre os diversos efeitos da propolis e de seus

constituintes isolados em diferentes linhagens celulares humanas.



Tabelal. Estudos in vitro sobre os efeitos da prépolis ou de seus componentes em células humanas. Principais efeitos da propolis descritos
na literatura, incluindo as vias especificas envolvidas. Os estudos gue utilizaram linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios e suas
respectivas referéncias bibliograficas encontram-se destacados em negrito.

EFEITO VIA BIOLOGICA COMPOSTO/EXTRATO LINHAGENS REFERENCIAS
CHEN et d., 2001; KAMIYA et
al., 2012; KUNIMASA et al.,
Modulagéo de caspases EEP, CAPE M CF7, HUVEC e HLL60 2011; MOTAWI et al., 2016;
SEDA VATANSEVER ¢t al.,
2010 e TSUCHIYA et dl., 2013.
- LEE et al., 2008b; WATABE et
Modulacio daviaNF-KB CAPE M CF7, MDA-M B-231 e Daoy I PO
Modulagéo por CHOP EEP, CAPE M CF7 KAMIYA et al., 2012
. . DLD-1, SW480, DLD-1/5FU,  KROL et al., 2011; KUMAZAK |
INEEEAQISARIMIOSS LD E2E T B EEP DLD-JOXA, LNCap, DU145e et al., 2014; SZLISZKA et dl.,
TRAIL/DR4/5 e FasL/Fas
HelLa 2011, 2013
» BUAHORM et al., 2015:
Outros Cargg”o'é icrfga* EQ:;’nEEP' BT-474, Hep-2, SW620, DU145 FROZZA et a., 2017;
Kool 6 kb o cumari o ePC3 KUSTIAWAN et a., 2017; HE et
P P : al., 2006 eRYU et d., 2017
Ativacdo daviap38/MAPK e
NGF/p75NTR KUO et dl., 2006; LEE et al., 2003
CalRS €3 e TSENG et dl., 2014
Modulagdo daviade
sinli 22t beta cctening CAPE SW480 HE et al., 2006
CONTROLE DO e
Efeito citotdxico e disturbios
CRESCIMENTO CELULAR o iemo glicoltico EEP HCT-15 VALENCA et al., 2013
Supressio da proliferacfo, CAPE PC3 e HCT-15 LIN; JANG; CHUU, 2012

formag&o de coléniae




INTERACOES COM
PROTEINAS

progresséo do ciclo celular

Blogueio davia de sinalizacéo
mediada por PAK1

Modulagéo daviade
sinalizagdo AKT
Efeito citotoxico, por umavia
nado apoptética (morfologia
semel hante a necrose)

Regulagéo do ciclo celular

Outros

Inibic&o de desacetilases de
histonas

Modulagéo do receptor de
estrégeno (ER)

Inibicéo de HIF-1

artepelin C e CAPE

CAPE

EEP

CAPE

EEP, EMP, bacarina, drupanina,
nemor osome

Crisina, CAPE

EEP, REP, CAPE

| sosakunaretina, bacaring,

HUVEC

LNCap, DU145 e HepG2

PANC-1

TW2.6

MDA-MB-231; Hs578T,
MCF7, A-498, DLD-1,
COLO201, MKN1, MKNZ28,
MUGCA4, NB4, HL60, K562,
U937, S180, Hela, L929, HT-
29, Hep-2, raw 264.7, Vero,
Chago, KATO-III, BT-474,
HS27, PC-3, DU-145 HEP3Db,
HNSCC e MCF7-BUS

MCF7, MDA-MB-231 e SK -
BR-3

MCF7 e MDA-MB-231

HEK293 e HCT116

MESSERLI et a., 2009

CHUU et dl., 2012

AWALE et al., 2008

KUOet dl., 2013

AKAO et al., 2003; CAMARGO
etal., 2013; CHEN et a., 2012;
CHOUDHARI et al., 2013;
HERNANDEZ et d., 2007,
KUBINA et a., 2015;
KUSTIAWAN et al., 2015;
POPOLO et al., 2009, 2011,
RZEPECKA-STOJKO et al.,
2015;
THIRUGNANASAM PANDAN;
RAVEENDRAN;
JAYAKUMAR, 2012;
UMTHONG et al., 2011,
UTISPAN; CHITKUL,;
KOONTONGKAEW, 2017,
VALENTE et dl., 2011

JUNG et d., 2010; SONG et al .,
2002

HATTORI et al., 2011
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Modulag&o de genes
codificadores das proteinas EEP CaCo2, ggc? HT29e ISHIHARA et d., 2009
p21CIP1 e p53 '
B Modulac&o de genes CAPE, nimfaeol-A eC DU145, PC3, Ll etal., 2007
ALTERACAO DA codificadores de ciclinas
EXPRESSAO GENICA Modulacdo de MMP2 e CAPE SCC2 PENG et al., 2012b

TIMP2

ModulagZo de BCL2 e BAX EAP HCT116 e HL-60 SULAIMAN et dl., 2012

CHUNG et d., 2017; NGUYEN et

outros EEP, AB549, SAS e OECM-1 d. 2017

Inibicdo da atividade de

INIBICAO DE METASTASE VGSCC(r:’;Ltr]adg)e“ gates 468 DJAMGOZ, 2016

CAPE MDA-MB-231 eMDA-MB- FRASER; HEMSLEY;

CAPE - Caffeic Acid Phenethyl Ester; EEP — Extrato Etandlico de Prépolis; EMP — Extrato Metandlico de Prépolis; EAP — Extrato Aquoso de Prépolis, REP - ether extract
of propolis.



1.4. Produtos naturais e terapia epigenética

Alguns estudos recentes indicam que produtos de origem natural podem ser uma
grande fonte de drogas para terapia epigenética (ZWERGEL; VALENTE; MAI, 2015).
Exemplos de compostos quimicos que apresentam atividade inibidora de proteinas
envolvidas na programagdo epigenética incluem os compostos fendlicos acido cafeico,
epigal ocatequina-3-galato (EGCG) e curcumina. A curcuming, o principal componente
da clrcuma, possui capacidade reguladora do ciclo celular e indugdo de apoptose
(SRIVASTAVA et al., 2007), podendo também inibir a acetilagdo de histonas (KANG;
CHA; JEON, 2006).

O EGCG € um polifenoal, principal componente do cha verde, com propriedades
antitumorais (LI; TOLLEFSBOL, 2010). No estudo de FANG e colaboradores (2003)
foi demonstrado que a exposi¢éo in vitro da linhagem KY SE 150, derivadas de cancer
de esdfago, por um periodo de até 144 horas levou a reversdo da hipermetilacéo dos
genes TP16 (cyclin dependent kinase inhibitor 2A), receptor de &cido retindico beta
(RARB), O6-metilguanina metiltransferase (MGMT) e mutL homdlogo 1 (hMLH1). A
perda de metilagdo nesses locus foi acompanhada da expressdo dos mRNAS desses
genes. Este efeito também foi observado nas células HT-29 (cancer de cdlon humano) e
PC3 (cancer de préstata) (FANG et a., 2003).

Os efeitos moduladores de dois polifendis presentes no café (&cidos cafeico e
&cido clorogénico) na metilagdo in vitro de substratos de DNA sintéticos foram
demonstrados em duas linhagens celulares derivadas de carcinomas mamérios humanos
(MCF-7 e MDA-MB-231) (LEE; ZHU, 2006). A inibicdo méxima in vitro da metilacdo
do DNA foi de aproximadamente 80%, quando a maior concentracdo (20uM) de acido
cafeico ou acido clorogénico foi testada. As andlises cinéticas mostraram que a

metilacdo do DNA catalisada pela metilase procariética M. Sssl reduziu a atividade da
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metilase através de um mecanismo ndo competitivo. Os autores sugeriram que esta
inibicdo foi, em grande parte, devido, a0 aumento da formagdo S-adenosil-
homocisteina, resultante da agdo da enzima catecol-O-metiltransferase (COMT). Em
adicdo, o0 estudo também demonstrou que o tratamento dessas células com écido cafeico
ou &cido clorogénio inibiu parcialmente a metilacéo da regido promotora do gene RARB
(receptor do &cido retindico).

Considerando-se que o silenciamento de genes supressores de tumor decorrente
de ganhos de metilacéo nas ilhas CpGs associadas as regides promotoras especificas é
um evento frequente em diversos tipos de canceres humanos, a identificagcdo de
compostos quimicos que inibam a atividade das enzimas DNA metiltransferases
(DNMTSs) e, consequentemente, que induzam a reexpressao desses genes, € de grande
interesse para a terapia epigenética do cancer. Em termos gerais, existem dois tipos de
inibidores de DNMTSs: os andlogos de nucleosideos e os ndo andogos de nucleosideos

(figura1).

Figura 1. A) 5-Aza-2'-deoxycitidina, inibidor andlogo de nucleosideo. B) EGCG,
principal componente do cha verde e representante dos inibidores ndo andogos de
nucleosideos.

Inibidores andl ogos de nucleosideos apresentam um anel de citosina modificado,

0 ao qual é ligado a uma ribose ou desoxirribose. Eles sdo metabolizados por quinases,

que os convertem de nucleosideos para nucleotideos, permitindo a sua incorporagdo ao
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DNA durante a sua duplicacdo. A metilacdo € inibida quando esses compostos sao
incorporados as fitas recém-sintetizadas. Como exemplo, os analogos de nucleosideos
Azacitidina e Decitabina sdo fosforilados por quinases especificas, como a deoxicitidina
quinase, 0 que permite a sua incorporacdo a0 DNA (YOO; JONES, 2006). A
incorporac@o desses andlogos de citosina evita a liberagdo da enzima DNMT pela
formagdo de um complexo covalentemente ligado ao substrato (SANTI; NORMENT;
GARRETT, 1984; ZHOU et d., 2002) o que impossibilita metilagbes posteriores,
resultando em células filhas pouco metiladas. Essas células podem reativar a expressao
de genes relacionados a apoptose e reguladores de ciclo celular, auxiliando no controle
tumoral.

Inibidores ndo andlogos apresentam grande interesse clinico por se ligarem
diretamente a regido catalitica e nd0 ser necessaria sua incorporagd a0 DNA
(BRUECKNER et al., 2005; YOO; JONES, 2006). Uma pequena molécula sintética
desenhada para gustar-se ao sitio catalitico da DNMT1 humana é a RG108
(BRUECKNER et a., 2005). O uso in vitro dessa molécula em linhagens celulares
derivados de canceres humanos demonstrou a diminuicdo significativa da metilacéo e
reexpressao do gene supressor de tumor TP16, acarretando em diminuicdo das taxas de
proliferacéo das células tumorais (HEERBOTH et al., 2014).

Fontes naturais de compostos ativos também podem levar a descoberta de
candidatos a drogas ou ser o ponto de partida para desenvolvimento de novas drogas
(HAUSER; JUNG, 2008). O EGCG é proposto como um inibidor de DNMT1, que
atuaria no sitio ativo da enzima (FANG et a., 2003). Outros polifenéis como
catequinas, flavonoides (quercetina, miricetina) e polifendis (&cido cafeico, écido
clorogénico etc) também sdo descritos como potenciais inibidores de DNMT1

(MEDINA-FRANCO et al., 2011; ZWERGEL; VALENTE; MAI, 2015).
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1.5. Abordagens computacionais na pesquisa de novosinibidoresde DNMTSs.

Nos Uultimos anos, alguns estudos descreveram o0 uso de abordagens
computacionais para a identificagdo de novas moléculas inibidoras de DNMTs. Uma
estratégia muito empregada é o docking molecular (MEDINA-FRANCO;
CAULFIELD, 2011), que € uma abordagem computacional que calcula as diferentes
conformagdes e posi¢des que uma molécula ligante pode apresentar, quando entra em
contato com uma molécula receptora. Utilizando campos de forcas moleculares é
possivel calcular essas posicdes e conformagdes, bem como os valores de energia de
interacdo entre o ligante e o receptor. O processo de célculo de docking molecular
envolve vérias etapas, onde a complexidade do problema aumenta a cada etapa
redlizada (KITCHEN et a., 2004).

Durante os Ultimos anos, diferentes abordagens computacionais foram
desenvolvidas para o estudo de pegquenas moléculas bioativas em relacdo a seus
potenciais alvos, considerando-se que o entendimento dos principios pelos quais estas
pequenas moléculas ou ligantes reconhecem e interagem com macromoléculas é uma
etapa essencial na pesquisa e desenvolvimento de novas drogas de interesse terapéutico
(FERREIRA et al., 2015). O docking molecular € um dos métodos mais utilizados de
Structure Based-Drug Design (SBDD), sendo definido como um processo in silico que
envolve a predicéo de possiveis conformagdes e orientaces (ou posicionamento) entre
uma molécula ligante a um sitio de ligacd em um avo ou molécula receptora
(KITCHEN et a., 2004). Docking é um processo em multiplas etapas que se inicia com
0 conhecimento da estrutura tridimensional do ligante e do receptor, fundamental para
as etapas de determinagd da conformagdo mais provavel de ligacdo e para a
identificagdo das interagcdes intermoleculares correspondentes (HUANG, S. Y. AND

Z0OU, 2010).
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Uma variedade de programas para a analise de docking molecular estéo
disponiveis. Estes programas diferem quanto aos métodos utilizados que podem
considerar a flexibilidade do ligante. Os métodos de docking molecular baseados na
flexibilidade do ligante podem ser agrupados em trés classes principais. métodos
sisteméticos, randdmicos ou estocéasticos e por simulagéo (KITCHEN et al., 2004).

Muitos estudos utilizamram a abordagem computacional para o desenho de
novas moléculas inibidoras de DNMT1 (MEDINA-FRANCO et a., 2015): o EGCG
(MEDINA-FRANCO et al., 2011) e curcumina (LIU et al., 2009) foram propostos
como inibidores de DNMTs, a partir de métodos computacionais.

Como a propolis € um produto natura com uma composicdo quimica
extremamente complexa, ha uma grande dificuldade de estudar suas propriedades
biolégicas e identificar quais componentes quimicos Sd0 responsaveis por essas
propriedades definidas. Como ja foram relatados na literatura, produtos naturais séo
grandes fontes de inibidores de DNMTS, incluindo compostos fendlicos e flavondides
(ambos presentes nas amostras de propolis brasileira). Neste contexto, a utilizagdo de
abordagens computacionais pode ser Util na triagem de um universo muito grande de
compostos oriundos da prépolis, permitindo delinear experimentos mais precisos a fim

de seidentificar novos inibidoresde DNMTSs.

1.6. Estrutura e funcionamento das DNA metiltransferases (DNMTS): perspectivas
para aterapia epigenética do cancer

As modificacbes epigenéticas do genoma abrangem mecanismos reversiveis e
herdaveis de regulacdo da expressdo génica. Produtos de origem natural, como os
compostos fendlicos, representam uma fonte importante para o desenvolvimento de

novo medicamentos para o tratamento de pacientes com cancer, pois muitos possuem

16



acdo inibidora de proteinas pertencentes & maquinaria epigenética, incluindo as enzimas
responséveis pela metilacdo do DNA e pelas modificagdes das histonas. Os inibidores
das DNA metiltransferases e de desacetilases de histonas sdo as principais classes de
drogas utilizadas na terapia epigenética do cancer, por levarem a reexpressdo dos genes
silenciados nas células tumorais (Y OO; JONES, 2006).

As enzimas responsaveis pela metilagdo do DNA, denominadas DNA-
metiltransferases, sdo conservadas em diferentes grupos de eucariotos. Em mamiferos,
sdo conhecidas quatro proteinas pertencentes a familia DNMT: DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B e DNMT3L, que juntas coordenam o0s processos de manutencdo e de
metilagdo de novo (JA et a. 2007). As DNMT3A e 3B sd0 responsaveis
principalmente pela metilagdo de novo, ou sgja, a metilaco que sera estabelecida nas
células durante a gametogénese ou durante os primeiros estagios do desenvolvimento
embriondrio. A DNMT3L estimula a metilagdo de novo e € necessaria para O
estabelecimento do imprinting gendmico, apesar de ndo apresentar atividade de
metiltransferase (OKANO et al., 1999). A DNMT1 executa a metilacdo de manutencéo,
ou sga, copia 0 padrédo estabelecido durante o desenvolvimento a cada ciclo de
duplicacdo de DNA (Jurkowskaet al., 2011).

Como a metilacio do DNA é uma importante marca epigenética para o
desenvolvimento de mamiferos, é necessario que o padrdo correto de metilacdo segja
estabelecido. Para essa funcéo, existem as enzimas DNMT3A, 3B e 3L. Que funcionam
em conjunto durante a gametogénese e nas etapas iniciais do desenvolvimento para o
estabelecimento do “programa epigenético”. Essa metilacdo é chamada de novo, pois
sera um “novo” programa epigenético estabelecido (OKANO et a., 1999).

Apbs o estabelecimento do padrdo de metilagdo de novo, € necessario que a

proximas células originadas a partir da divisdo cdular também possuam o mesmo
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padréo. Devido a natureza semiconservativa da duplicagdo do DNA e de ndo haver
nucleotideos livres metilados, a tendéncia natura € de que fitas de DNA recém-
sintetizadas percam as marcas de metilagdo estabelecidas, portanto é necessario que a
DNMT]1, durante a replicagdo, mantenha o mesmo padréo de metilacéo, a partir da fita
molde de DNA durante a replicacdo (ARMSTRONG, 2013; LI; BESTOR; JAENISCH,
1992).

A proteina DNMT1 é transcrita a partir do gene DNMT1 (cytosine-5-
methyltransferase 1) que estélocalizado naregido 19p13.2 e possui 40 éxons, 39 introns
e 61.790pb (ROSENBLOOM et al., 2015). A DNMT1 é uma enzima multimodular, ou
sgja, possui varios dominios que agem coordenadamente para sua atividade. E
interessante ressaltar que essas enzimas compartilham o mesmo dominio MTase na
regido C-terminal cuja estrutura é bem conservada entre elas (figura 2). Dessaforma, as
predi¢cbes computacionais e os estudos funcionais realizados para uma enzima podem

ser extrapolados para afamilia.

< N-terminal part » €= C-terminal part —p

DNA replication foci
Charge-rich targeting sequence Cys-rich PBHD region DNA-(cytosine-C®)-Mtase motifs
region (TS) CXXC BAH BAH | IV VI Vil IX X

ST — | e T —

GK repeats

PWWP ADD | IV VIVII IX X
Dnmt3a ( | | ']
PWWP ADD | IV VIVIIL IX X
Dnmt3b I || L]
ADD | IV VIVIII

Dnmt3L

Figura 2. Estrutura das DNA metiltransferases. Comparacéo dos dominios funcionais de
DNMT1, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L. Fonte: Jurkowska et a., 2011.

18



Os principais dominios da DNMT1 estdo descritos a seguir (JURKOWSKA,;
JURKOWSKI; JELTSCH, 2011):

DMAPL1 (DNA methyltransferase associated protein 1) - é um dominio
responsavel pelainteracdo entre DNMT1 e DMAPL, um repressor transcricional.
DMAP1 também esta associado com a estabilidade da proteina e com a
interacdo entre a enzima e sequéncias de dinucleotideos CpG (ROUNTREE;
BACHMAN; BAYLIN, 2000).
RFTS (Replication Foci Targeted Sequence) - esse dominio apresenta diversas
regides. A primeiraéaregido PCNA bind domain (PBD), responsavel pela
interacdo com o Proliferation Cell Nuclear Antigen (PCNA) e auxilia no
posicionamento da proteina na forquilha de duplicagcdo. Nesse ~ dominio
também se encontra uma sequéncia de localizacdo nuclear (NLS), que esta
associada com a importacdo da proteina ao nucleo. A regido TS
(Targeting Sequence) é a grande responsavel para direcionar a proteina para a
forquilha de replicacéo e também esta associada com o processo de dimerizacdo
da proteina. No entanto, ndo estd elucidada a funcionalidade do dimero de
DNMT1 (ROUNTREE; BACHMAN; BAYLIN, 2000).

CXXC znc finger - € um dominio contendo zinco, que esté relacionado com a
interacdo entre a enzima e sequéncias de DNA. Ela apresenta uma sequéncia
conservada de 8 cisteinas organizadas em duas repeticdes CXXCXXC que se
ligam a dois aomos de zinco e desempenham papel importante na atividade
enzimatica (IYER; ABHIMAN; ARAVIND, 2011).

BAH1 e BAH2 (bromo-adjacent homology land 2) - sGo dominios homdlogos
ao dominio Polybromodomain 1 da galinha; em muitas espécies, sdo dominios
relacionados com o0 silenciamento génico a nivel transcricional. Entretanto, a
funcdo exata desses dominios

em DNMT1 ainda é desconhecida (CALLEBAUT; COURVALIN; MORNON,
1999).

KG linker — uma sequéncia de lisinas e glicinas que liga a regido N-terminal
com a regido C-termina da proteina. Pode estar relacionada com o
direcionamento da proteina a forquilha de replicacéo, devido a sua afinidade
com Z-DNA (JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).
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MTase — Dominio metilase que apresenta 6 motivos envolvidos na reagdo de
metilacio (KUMAR et al., 1994). E importante ressaltar que esse é o dominio de
interesse para a pesquisa de inibidores de DNMT, ja que ele é bem conservado

entre todas as enzimas da familia e é responsavel pelareacéo de metilacdo em si.

As DNMTs possuem uma regido C-terminal contendo o dominio MTase, que é
bem conservado entre eucariotos e uma regido N-terminal com dominios responsaveis
pela interacdo da proteina com outras moléculas. Enquanto a regido C-termina das
DNMT1 e DNMT3 compartilham os mesmos motivos e executam a mesma funcéo, a
porcdo N-terminal possuem dominios funcionais bem diferentes. DNMT3A e DNMT3B
possuem os mesmos dominios funcionais;: ADD (ATRX-DNMT3A-DNMT3L), PWWP
e DNA-MTase. A DNMT3L n&o possui 0 dominio PWWP e 2 dos 6 motivos do
dominio DNA-MTase, 0 que resulta na auséncia de atividade catalitica. O dominio
ADD é responsavel pela interagdo da DNMT com outras proteinas como fatores de
transcricdo bem como modificadoras de histonas (OTANI et a., 2009) e o dominio
PWWP é composto por motivos de prolina-triptofano que sdo importantes para a
interacdo com diferentes modificagOes de histonas e direcionamento da enzima para a
regido pericentromérica da cromatina (QIU et al., 2002).

O primeiro modelo tridimensional de DNMT1 depositado no PDB (Protein
DataBase, http://www.wwpdb.org/) foi descrito por Syeda e colaboradores (2011)
(PDBID: 3EPZ) e corresponde a0 dominio Replication Foci Targeted Sequence
(RFTS). Em 2011, Song e colaboradores (2011) elucidaram a estrutura de DNMT1 de
camundongo (Mus musculus) com os aminoacidos 650-1602 (PDBID: 3PT6) e no
mesmo ano foi elucidada a estrutura de DNMT1 humana do residuo 646 ao 1600
(PDBID: 3PTA). O modelo mais recente da DNMT1 humana compreende os residuos

300-1600 (PDBID: 4WXX) (ZHANG et a., 2015¢).
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O primeiro modelo tri-dimensional da DNMT3 foi depositado no PDB por Qiu e
colaboradores (2002) (PDBID: 1KHC) e representa somente o dominio PWWP de
DNMT3B de camundongo (Mus musculus). Em 2007, foram elucidadas agumas
estruturas importantes:. DNMT3L humana (PDBID: 2PV0) (OOl et a., 2007), o
complexo entre DNMT3L e alisina 4 ndo metilada da histona 3 (H3) (PDBID: 2PV C)
(OQI et al., 2007), o complexo formado pelaDNMT3A e DNMT3L que interagem pela
regidgo C-terminal (PDBID: 2QRV) (JIA et a., 2007) (Jia et a., 2007). Em 2015, foi
depositado o modelo do complexo entre DNMT3, DNMT3L e H3 (PDBID: 4U7T)
(GUO et a., 2015)e recentemente foram identificadas as estruturas envolvidas no
reconhecimento da modificagdo H3K36me3 (tri-metilacdo na lisina 36 da histona 3)
pelo dominio PWWP das DNMTs 3A e 3B (PDBID: 5CIU e 5ClY) (RONDELET et
al., 2016).

As DNMTs possuem um sitio de ligacdo ao DNA e um sitio de ligacdo a S
adenosil-metionina (SAM). SAM atua como um doador de radicais metil: ap6s a reacéo,
0 carbono cinco da citosina no DNA é transformado em 5mC (5 metil citosina) e SAM
se torna S-adenosil-homocisteina (SAH), conforme apresentado na figura 3. E
importante destacar que SAH compete com SAM pelo sitio de ligagdo do cofator.
Quando SAH se liga a esse sitio a atividade a enzimatica € reduzida. Assim, os niveis de
concentragdo de SAM e SAH constituem um mecanismo de regulacéo intrinseco da
atividade enzimética (JURKOWSKA ; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).

Durante o processo de metilagdo do DNA, as DNMTs promovem a tor¢ao dos
anéis de citosina da dupla hélice para formacéo de um complexo intermediério, com a
participagdo do cofator SAM (ERLANSON; CHEN; VERDINE, 1993;
KLIMASAUSKAS et d., 1994; YOO, JONES, 2006). Nesse complexo, a enzima ataca

o carbono 6 da citosina se ligando com uma cisteina do motivo PCQ (MTase),
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formando uma ligagéo covalente entre a enzima e o substrato. Essa ligagdo causa um
aumento da densidade de cargas negativas no carbono 5, atacando o radical metil da
molécula doadora. Outros motivos do dominio MTase tem a fungdo de manter o
complexo formado estavel e facilitam a transferéncia do metil de SAM para a citosina.
A adicdo do metil nacitosina é seguindo de uma protonagéo do carbono 5, 0 que causaa
quebra daligacéo da enzima com o substrato. Apés areacdo, SAM se torna SAH devido
aperdado radical metil. Quando SAH se liga ao sitio aostérico da proteina ao invés de
SAM, a reagd0 ndo ocorre devido a auséncia do radical metil (ERLANSON; CHEN;

VERDINE, 1993; JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).

NH 2 S-adenosil metionina S-adenosil homocisteina NH 2
SAM S;AH CHa
N N L N7 )
0" N 0" N
oA DNMT oA
CITOSINA METIL CITOSINA
C M eC

Figura 3. Diagrama representando a reacdo de metilacdo do DNA catalisada por
enzimas da familia DNMT, que utilizam a S-adenosil-metionina (SAM) como doadora
do grupo metil e liberam a S-adenosil-homocisteina, resultando na metilacdo no
carbono 5 da citosina. Fonte: Moison et al., 2014.

Concluindo, com base em todas essas evidéncias dos efeitos antitumorais
mediados pela propolis e nos avangos na caracterizacdo das DNMTS, o presente estudo
propde a seguinte hipotese: a propolis ou algum de seus componentes podem possuir
efeito hipometilante em células derivadas de cancer de mama triplo negativos. Do ponto

de vista de pesquisa bésica, espera-se demonstrar 0s potenciais mecanismos

epigenéticos mediados pela exposicéo a propolis e seus principais componentes sobre as
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células tumorais e, do ponto de vista aplicado, contribuir para a identificagdo de novos

compostos para a terapia epigenética.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar a hipdtese de que os efeitos antitumorai s demonstrados pela prépolis e

seus componentes sobre linhagens celulares derivados de canceres mamarios humanos

também sdo mediados por mecanismos epi genéticos.

2.2. Objetivos especificos

Avdiar in silico as possiveis interacbes entre 0s principais componentes
quimicos da propolis brasileira com as enzimas da familia das DNA
metiltransferases usando a estratégia de docking molecular e o sitio de ligacéo de
SAM/SAH ao dominio MTase da enzima DNMT1 como modelo de interagéo;
Avdliar o efeito do tratamento com o extrato etandlico de propolis e aguns de
seus componentes isoladamente (&cido cafeico, hidrocindmico e p-cumarico) nas
taxas de viabilidade celular em linhagens celulares derivadas de carcinomas
mamarios humanos triplo negativos (BT20, BT549, MDA-MB-231 e MDA-
M B-436);

Investigar a capacidade de inibigdo in vitro da metilase M.Sssl dos compostos
EGCG, é&cido cafeico, hidrocinamico e p-cumarico;

Avadliar o efeito do tratamento in vitro dos compostos EGCG, écido cafeico,
hidrocindmico e p-cumarico no padréo de metilacdo da ilha CpG associada a
regido promotora do gene RASSF1A nas quatro linhagens de carcinomas

mamarios
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Caracterizacao quimica da propolis e acidos fendlicos

A amostra de prépolis utilizada neste estudo e os compostos fendlicos foram fornecidos
pelo Prof. Adj. José Mauricio Sforcin, do Departamento de Microbiologia e Imunologia, do
Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP. Essa amostra de prépolis bruta foi coletada em
1997 no api&io da Fazenda Experimental do Lageado, Faculdade de Ciéncias Agronémicas,
UNESP, campus de Botucatu — SP, sendo armazenada sob temperatura de -20°C.

A caracterizagdo quimica da propolis foi redlizada pela andlise de GC-MS (Gas
Chromatography Mass Spectrometry) que identificou os principais grupos quimicos da sua
composicao: flavonoides (kaempferide, 5,6,7-trihidroxi-3,4" dimetoxiflavona, aromadendrine-4'-
metil éter); Oleos essenciais (espatulenol, (2Z,6E)-farnesol, benzil benzoato e acetofenonas);
&cido cumérico e benzopiranos (E e Z 2,2-dimetil-6-carboxyetenyl-8-prenil-2H-benzopiranos);
acidos fendlicos (&cido dihirocindmico, &cido p-cumérico, acido ferdlico, acido cafeico, acido
3,5-diprenil-p-cumarico , 2,2-dimetil-6-carboxi-etenil-8-prenil-2H-1-benzo-pirano) e terpenos.
Recentemente, essa mesma amostra foi reanalisada pela mesma técnica e apresentou 0s
seguintes componentes. acido benzdico, &cido dihidrocindmico, &cido cumérico, écido cafeico,
acido p-cumarico, flavonoides, artepillina C, trihidroximetoxi flavona, tetrahidroxi flavona, e
triterpenos. A comparacéo entre as duas andlises ndo revelou diferencas qualitativas na sua
composicdo (CONTI; BANKOVA; SFORCIN, 2015). A lista de compostos quimicos
identificados nesta amostrafoi utilizada como referéncia para as analises subsequentes incluidas
no presente estudo.

Para os experimentos, o extrato etandlico de prépolis (EEP) foi preparado a 30% em
etanol 70%, na auséncia de luz, em temperatura ambiente e sob agitacdo moderada. Ap6s uma
semana, os extratos foram filtrados e seu peso seco medido (110mg/ml). Esta medida foi
utilizada para o célculo das concentragdes avaliadas nos experimentos in vitro (SFORCIN et al.,

2000).
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Os compostos fendlicos acido cafeico, acido p-cumarico e acido hidrocindmico foram
cedidos pelo Prof. Titular Jairo Kenupp Bastos, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeiréo Preto, USP, para os estudos do grupo coordenado pelo Prof. Adj. José Mauricio

Sforcin.

3.2. Selecdo deligantesparaapredicéo in silico denovosinibidoresde DNMTs

A partir da caracterizacdo quimica da amostra de propolis utilizada no presente estudo
(descrita no item 3.1), foram selecionados os compostos que estavam descritos no banco de
dados PubChem (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/, acesso em fevereiro de 2016), com
estruturas tridimensionais conhecidas para redizar do célculo de docking molecular. A partir
dessa investigacdo, foram escolhidos os seguintes componentes. écido cafeico, écido p-
cumarico, fenetil ester do acido cafeico (CAPE), farnesol, acido hidrocindmico, é&cido
dihidrocindmico, kaempferide, acido ferulico e espatulenol. Também foi realizado o docking de
SAH e SAM, pois é conhecido que SAH é o inibidor intrisico da atividade de DNMTs e que
SAM se liga no mesmo sitio que SAH (tabela 2). Logo, o complexo formado entre SAH e
DNMT1 foi utilizado como referéncia na andise das simulagdes com os compostos derivados
da prépoalis. O polifenol EGCG (epigallocatechin-3-gallate) também foi incluido nesta andlise
por sua atividade inibidora da metilacdo do DNA, ja descrita em literatura (KHAN et a.,

2015a).
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Tabela 2. Relagdo de compostos quimicos selecionados para a andise de docking molecular,
categorizados pela classe quimica, suas respectivas estruturas e CID do PubChem*.

CID Nome do componente Estrutura
Ligantes conhecidosda DNMT
439155 SAH .
. - i
(S-adenosil-homocisteing) | ¥
90
-+,
34755 SAM -
R ‘S
(S-adenosil-metionina) ok
= 4
i g
o
Acidos fendlicos
65064 EGCG ] I'
Epigal ocatequina-3-galato '-*I?-“-‘-";-‘-Ei | "=
Py
X2
FL
689043 Acido cafeico I
|
637542 Acido p-cumérico .
tm
5281787 CAPE  (caffeic  acid G
phenethyl ester) .- ;]
'y
...E*_J.l
64913 Acido dihidrocinamico =
l"“*-[ n [wnf
I
o)
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107 Acido hidrocinamico

445858 Acido fertlico .
2345 Benzil benzoato g
Flavonoéides

5281666 Kaempferide

P

Oleos essenciais

92231 Espatulenol
N i
Terpenos
1549108 2-cis,6-trans-farnesol
ek otk
- A
I

The PubChem Project (disponivel em https://* pubchem.ncbi.nlm.nih.gov; CID — PubChem
compound indentification. Quadrados peguenos: cinzaescuro = H, azul =N, vermelho=0 e
amardlo=S


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

3.3. Analisein silico da potencial interacdo entre componentes da prépolise
odominioMTasedaDNMT1

No presente estudo, foram selecionados trés diferentes programas de docking molecular

descritos na Tabela 3:  Autodock, SwissDock e DOCK. As etapas das predi¢des por docking

molecular incluem: selecéo de ligantes, preparacdo das estruturas tridimensionais, clusterizaco

e visualizagdo dos resultados. Tais etapas estéo esquemati zadas na Figura 4.

Obtenco de estruturas dos
ligantes no PubChem*

Adigao de cargas

Modificacdo de residuos |

Preparacdo das estruturas

Remogao de agua

Randémico

DOCKING

Adicdo de hidrogénio

Swissdock

Configuragdes predefinidas
com alta acurécia

| 250 runs |

Autodock 4.2

Configuragdo predefinidas
como longa

Sistematico

DO 6.7

Configuragdes sugeridas
pela dooumentagdo do programa

Formacéo de clusters

Anélise dos residuos em contato

clusters (LigFlot+)

Figura 4. Principais etapas da estratégia de docking utilizada no presente estudo (* http:/
pubchem.ncbi.nlm.nih.gov).
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Tabela 3. Programas de docking molecular utilizados no presente estudo e suas principais
caracteristicas.

Par ametros
Nomedoprograma  Tipodealgoritmo analisadog/ Referéncias
NUmero de corridas
GROSDIDIER;
SwissDock? Randémico Fullfitness/ 250 ZOETE; MICHIELIN,
2011
. Free Binding Energy/ MORRIS; HUEY,
Autodock 4.2° Randdmico
150 2009
DOCK 6.7¢ Sistemético Grid Score/ 150 ALLEN et al., 2015

Disponivel em a) http://www.swissdock.ch b) http://autodock.scripps.edu e ©)
http://dock.compbio.ucsf.edu.

Os programas Autodock e SwissDock utilizam abordagens randdémicas, porém com
algoritmos diferentes, enquanto o DOCK utiliza uma abordagem sistemética. Todos esses
programas utilizam funcdes que predizem possiveis interagdes quimicas a partir de grandezas
fisicas e, portanto, cada programa utiliza algoritmos proprios e calculam um score proprio, que
representa a possivel interacdo do ligante com o receptor. O programa SwissDock, calcula como
score dois diferentes parametros Smplefitness e Fullfitness. Primeiramente, o programa gera
250 conformacdes do ligante e calcula o valor de Smplefitness para cada conformagéo e utiliza
a melhor para ser o centro do cluster; uma vez que um cluster é definido, é calculado o
Fullfitness, considerando-se todo o cluster. Este Ultimo, leva em consideracéo diversas forgas
participantes na interacdo entre ligante e receptor (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN,
2011). O programa DOCK calcula o GridScore que leva em consideragdo termos em um campo
de forca moleculares ndo relacionadas as ligacGes quimicas, como por exemplo, as forcas de

Van Der Waals (ALLEN et al., 2015).
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3.3.1. Preparacdo de estruturastridimensionais dos ligantes e da molécula
receptora

O modelo cristalografico da DNMT1 humana (figura 5A) (PDBID: 4WXX) foi editado
no software Chimera 1.10.2 (PETTERSEN et al., 2004) para o isolamento do dominio MTase
(residuos 1135-1605) (figura 5B). O modelo utilizado foi obtido a partir da co-cristalizagdo de
SAH e DNMT1 humana, onde SAH estd em complexo com o seu respectivo sitio de liga¢cdo no
dominio MTase (ZHANG et al., 2015b). O modelo do complexo foi editado para a remocéo de
moléculas de &gua ndo estruturais, adicdo de aomos de hidrogénio, modificagdo de residuos
incompletos e adi¢do de cargas de cada &omo. Essas moléculas de &gua ndo sio necessarias
para atividade da enzima e, portanto, ndo devem ser consideradas na andlise de docking, sendo
necessario remové-las. Alguns residuos de aminoécidos podem n&o possuir todos os &omos
resolvidos adequadamente e precisam ser modificados para glicinas, segundo recomendagdes
dos programas utilizados. A maioria dos modelos omitem os &omos de hidrogénio, por isso é
necessario adiciona-los manualmente e, por fim, é necessario o célculo das cargas de cada
dtomo caso 0 modelo ndo apresente essa informacdo. Tais modificagbes foram conduzidas

utilizando o DockPrep pelo Chimera 1.10.2 (DOCK) e Auto Dock Tools (AutoDock).
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Figura 5. Modelo cristalogréfico da DNMT1 humana. A) Representacdo em diagrama de
fitas da estrutura cristal ogréfica completa da DNMT1 humana (PDBID: 4WXX) utilizada como
modelo para o docking molecular e seu respectivo dominio MTase em vermelho. B) Dominio
MTase isolado a partir da estrutura completa de DNMT1, em complexo com SAH (verde), o
inibidor intrinsico de DNMT1. Em ambas as imagens, a por¢ao N-terminal estd destacada em
preto e a porcdo C-terminal destacada em cinza. A edicdo do modelo original foi realizada no
software Chimeraversdo 10.1.2.

3.3.2. Configuracdes usadas para o calculo de docking molecular
Para o programa SwissDock (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011) foram

utilizadas as configuragdes consideradas de maior acuracia, predefinidas pelo préprio servidor.
Nas configuragdes avancadas do programa, a &ea de interesse foi delimitada a partir da
coordenadas XY Z (X =-42.250, Y = 43.855, Z = 12.971), que representam o centro do sitio de
ligacBo de SAH no dominio MTase da proteina receptora. Também foi definida a &rea
determinada pelo comprimento de 30A para cada eixo, a partir desse ponto.

O segundo programa utilizado foi o AutoDock (MORRIS; HUEY, 2009). Para a
definicdo da area de interesse para a avaliagdo das provaveis interagBes ligante-receptor,
inicialmente, utilizou-se o software AutoGrid (MORRIS; HUEY, 2009), que acompanha o
AutoDock. A partir de coordenadas conhecidas (X= -45.550, Y= 61.520, Z= 6.091), definiu-se o
comprimento de 40A para cada um dos eixos. Utilizando o AutoDock Tools (ADT), programa
de interface gréfica do AutoDock, foi verificado que a &rea definida engloba o sitio de ligacdo

de SAH (Figura 6) a0 dominio MTase. A andlise foi conduzida segundo par@metros
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predefinidos como longa, que considera o maior nimero de conformacdes baseado no algoritmo

genético (Lamarckian Genetic Algorithm).

Figura 6. Modelo representando a superficie de contato do dominio MTase da
DNMT1 humana usado como receptor do docking molecular. A molécula de SAH
aparece como sticks azuis. A area vermelha representa uma face da delimitacéo
da &readeinteresse.

O terceiro programa utilizado foi 0 DOCK (ALLEN et al., 2015). A &reade interesse foi
determinada de acordo com as recomendacfes descritas na documentacéo do proprio programa.
Inicialmente, foi gerado um arquivo com a superficie molecular do receptor usando o Chimera
1.10.2. Em seguida, foi utilizado o software sphegen (ALLEN et al., 2015) para gerar esferas
gue tangenciam o ponto de contato da superficie de Van Der Waals e foi calculado o vetor
normal de cada ponto na superficie (cada esfera representa uma molécula de &gua) (EWING;
KUNTZ, 1997). ApGs gerar todas as esferas, foi selecionado o cluster de esferas que estivessem

num raio de 10A a partir das coordenadas dos &omos de SAH, utilizando o script
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sphere selector (ALLEN et al., 2015) (Figura 6). Utilizando as coordenadas do cluster de
esferas foi gerado o grid para o calculo de docking. O docking molecular foi realizado
utilizando-se as configuragdes recomendadas pela documentagcdo do software e configurado

para 150 corridas de cada ligante.

Figura 7. O dominio MTase com destaque para o sitio de interacdo ligante-receptor. A)
Model o representando a superficie molecular do dominio M Tase gerado pelo software Chimera
versdo 10.1.2. B) Representacdo do cluster de esferas calculado e selecionado juntamente com o

grid box determinando a érea de interesse a partir da posi¢éo do cluster na mol écula receptora.

3.3.3. Clusterizacao dos resultados obtidos.

Apbs a obtencdo dos resultados pelo cdculo de docking foi feita a clusterizacéo pelo
programa GROMACS (SZILARD et al., 2015) pelo método GROMOS (DAURA et d., 1999).
Neste processo, foi estabelecido um corte de Root Mean Square Deviation (RMSD) de 1A e
formados clusters para cada solucéo do docking cuja disténcia fosse igual ou menor gque o corte.
Cada cluster é representado por uma estrutura central, que constitui o resultado de docking que

melhor representa o cluster inteiro.
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3.3.4. Visualizacdo e andlise dos resultados de docking molecular

Os resultados foram visualizados utilizando a ferramenta ViewDock disponivel no
proprio Chimera 1.10.2. Os clusters foram isolados em arquivos separados e as melhores
posicBes foram recuperadas para a visualizagdo de contatos com o uso do programa LigPlot+
(LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). Foram considerados o score fornecido por cada
programa (Tabela 2), bem como a quantidade de estruturas dentro do cluster e contatos
identificados entre a solugcdo de docking e o receptor. Esses parametros foram comparados com
os dados obtidos pela co-cristalizacdo de SAH-DNMT1 (ZHANG et al., 2015b) e com o0s

resultados de docking molecular de SAH ao dominio M Tase.

3.4. Ensaioin vitro deinibicdo da metilase M.Sssl

Esse ensaio tem como objetivo avaliar a atividade de metilacdo in vitro da enzima CpG
methyltrasferase (M.Sssl) (New England Biolabs). Esta metilase foi isolada a partir de E. cali
recombinante modificada com o gene da DNA metiltransferase de Spiroplasma sp., cepa MQ1
(MATSUO et a., 1994) e é amplamente utilizada para 0 estudo da metilagdo de citosinas,
porgue a mesma mimetiza o padrédo de modificacbes observadas em genomas de eucariotos
superiores e atua sobre substratos de DNA ndo metilados ou hemi-metilados com igual

eficiéncia(RENBAUM et d., 1990).

Para este ensaio foi gerado um fragmento de 658pb (nucleotideos das posicdes chrX:
154,030,181-154,030,838, localizado no éxon 4 do gene MECP2, methyl-CpG binding protein
2) (dados abtidos em UCSC Genome Browser on Human Dec. 2013 (GRCh38/hg38) Assembly,
disponivel em https://genome.ucsc.edu/). A Tabela 4, apresenta 0 conjunto de primers
utilizados para a obtencéo do fragmento, bem como o nimero de dinucleotideos CpGs passiveis
de metilacéo pela acdo da enzima M.Sssl, nUmero de sitios de reconhecimento para a
endonuclease de restricdo BstUl (5’CGCG3’), sensivel a metilagdo das citosinas presentes

nestes dinucleotideos CpGs.

35



Tabela 4. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para a obtencdo do fragmento de DNA
utilizado como substrato da reag@o da metilase M.Sssl, nimero de dinucleotideos CpGs e de

sitios de reconhecimento da endonucl ease de restricéo BstUI.

Gene Oligonuclectideos Tamanho NUmero Sitio Fragmentos
Iniciadores (pb) de CpGs BstUI aplsa
(5°-3) clivagem
(pb)
MECP2 F-AAAACATCCCCAATGCTCCA 658 26 1 332 e326
(posicéo

R- GAAGAGCGGGAAAGGACTGAA 332)

F (foward), R (reverse)

O fragmento de 658pb foi obtido pela amplificagdo do DNA gendmico pela reacéo em
cadeia da polimerase (PCR), redlizada em um volume final igual a 25uL, contendo 75mM de
TrissHCI , 20mM de (NH4).SO., 0,01% de Tween 20, 1,5mM de MgCl;, 500mM de cada
dNTP, 50nM de cada oligonucleotideo iniciador, 2 unidades de Tag DNA polimerase
(Fermentas) e 200ng de DNA gendmico humano como molde (linhagem ZR-75-1). As
condi¢bes de amplificagdo incluiram uma etapa inicial de desnaturacéo a 95°C durante 10
minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 95°C, annealing a 59°C e extensdo a 72°C,
durante 1 minuto cada e uma etapa final a 72°C durante 7 minutos. A origem e especificidade
do produto foram avaliadas em gel de poliacrilamida a 6% e coloragdo por nitrato de prata.
ApGs a precipitacdo com etanol, os produtos foram centrifugados, secos ao ar e ressuspendidos
em &gua ultra-pura estéril. Em seguinda, a concentracdo foi determinada no espectrofotémetro

Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific).

Considerando-se que a interpretacdo do ensaio de metilacdo do DNA in vitro baseia-se
na presenca do sitio de reconhecimento da enzima BstUIl e que muitos sitios de restricdo sdo
polimérficos, o produto da PCR utilizado neste ensaio foi previamente sequenciado para a
confirmagdo da presenca do sitio de restricéo. Inicialmente, a presenca de polimorfismos do tipo
SNP (Sngle Nucleotide Polymorphisms) contidos nesta regido do genoma foi pesquisada em

bancos de dados especificos, principamente os que se sobrepdem com o sitio CGCG
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reconhecido pela enzima BstUI. Segundo o banco de dados dbSNP (Sngle Nucleotide
Polymorphism database, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp, alSNPs 141), quatro SNPs
coincidem com este sitio de restricdo: um na primeira base (rs146632223, C>T), dois na
segunda base (rs782805738, A>G e rs61753973, A/G/T) e um na quarta base (rs782798565,
A>G). Diante desses dados, tornou-se imprescindivel confirmar a presenca do sitio BstUI no
fragmento de DNA por sequenciamento direto do produto da PCR (Figura 8). Para tanto, ap0s a
purificacdo do produto da PCR pela ExoSap IT (Affymetrix), o mesmo foi utilizado em reacdes
de sequenciamento direto pelo método de Sanger no sequenciador automatico de DNA 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), do Instituto de Biotecnologia da UNESP, Campus de
Botucatu, segundo as recomendacdes do fabricante. Os eletroferogramas obtidos foram
analisados usando o CLC Main Workbench software 6.0 (CLC Bio, Aarhus, Denmark) e
alinhados na sequéncia de referéncia do genoma humano por meio da ferramenta online Human

BLAT Search (assembly GRCh38/hg38, https.//genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat).

37


https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat

AAAACATCCCCAATGCTCCAactactcecaccctgaagecacgaaacicta
agtttactgaaagaaaaaaaaatatttittatttcagttaatcgggaagcetttgtcagagecc
tacccataaggagaagagacaacagctgcctttatictigttggtitgetttgcaatecgete
cgtgtaaagtcagetaactetctcggteacgggeatecggetgtecacaggetectctetgt
ttggecttggeatggaggatgaaacaatgtctitgegetetecctececteggtgtttgtacttt
fetgeggeegtggeggeogtggeaadegeggactyagicttagetggetecttggggea
geegiegetetecagtgagectectetgggeatetictectetitgcagacgetgetgetcaa
gtcctggggetcagggaggetggtggggtectcggagetetcgggceteaggtggaggty
ggggcaggggtgggageagtggcacgggggectitggggactetgagtggtogtgaty
gtogtggtgctecticttgaagggtgaggaggcactgetgetgcacceecttggggetgetet
ccttgettttccgeccagggcetettacaggtc TTCAGTCCTTTCCCGCTCTTC

A)

B) |""' GGE:G}CEG'.EECII:ci::ﬁli.‘:."iﬂ.":::'::"==|
Lt

{MI {\ ‘|"‘f| b '|ﬂ | |
| M (L DAL i il
|“ ﬂ U ﬂb -M"I' \\\ (AR Iﬂ; il

WA O A Y A ,'-:.'.r|. A CL T
|'M?Lj ’\' if Il_ ||a‘L IIH | 'HLUU /,Lk”rc‘r,'\ LY IR W{H
Figura 8. Detalhe da sequéncia de 658pb do gene MECP2 utilizada como substrato na
reacdo de metilagdo in vitro pela agdo da metilase M.Sssl obtida a partir do DNA
gendmico da linhagem derivada de carcinoma mamario humano ZR-75-1. A) Os 26
dinucleotideos CpG avo da agdo da metilase encontram-se em vermelho e o sitio
reconhecido pela BstUl estd destacado pelo retdngulo azul. B) Eletroferograma
confirmando a presenca do sitio de restricdo CGCG. O reténgulo vermelho corresponde a
regido comumem A e B.

A reacdo de metilagdo in vitro seguiu o protocolo descrito por Brueckner et a. (2005),
com modificagbes. Foram utilizados 400ng do produto da PCR purificado, 4 unidades da
metilase Ms.Sssl (New England Biolabs) em tamp&o contendo 50mM de NaCl, 10mM de Tris-
HCI, 10mM de MgCl,, 1 mM de dietilteitrol e 160uM de S-adenosil metionina (diluida em
solucdo de etanol a 10%) como doadora de radicais metil (CHs). Esta reagdo ocorreu a 37°C
overnight, na presenca ou auséncia das drogas com potencial agédo inibidora da atividade da
enzima M.Sssl. Foram avaliadas diferentes concentragdes dos potenciais inibidores
(concentracdo final igual a 25, 50, 100, 200 e 400uM). Como controles foram incluidos: um
microtubo de reacdo sem a droga a ser testada (correspondente ao substrato 100% metilado pela
enzima), um microtubo sem a metilase M.Sssl (correspondente ao substrato ndo metilado) e um

controle positivo para a inibicdo da M. Sssl. O composto ECGC (Epigall ocatechin-3-gallate,
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Sigma) foi selecionado como controle positivo, pois € um polifenol obtido do cha verde e com
atividade inibidora da DNA metiltransferase reconhecida. Afim de determinar se os diluentes
das drogas testadas [etanol e dimetilsulféxido (DMSO)] interferem na acdo da metilase, foi
redizada uma série de reacbes de metilacdo e digestdo pela BstUI, substituindo-se as

concentrages da drogas pel as quantidades correspondentes de etanol e DM SO.

Apls a reacdo de metilacdo in vitro, o fragmento de DNA foi precipitado com
isopropanol (Sgma), centrifugado a 14.000 rpm durante 20 minutos, seco a temperatura
ambiente e ressuspendido em &gua ultrapura estéril. Em seguida, os fragmentos de DNA foram
submetidos a clivagem com 30 unidades da enzima de restricdo BstUI, em tampé&o contendo 50
mM de acetato de potassio, 20 mM de TrissHCI, 10 mM de acetato de magnésio e 1 mM de
dietilteitrol a60 °C overnight. Ap6s a digestdo, os produtos foram separados por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6 % e coloragéo por nitrato de prata. A visualizagdo de um produto ndo
digerido indica auséncia de inibicio da enzima M.Sssl e o surgimento de bandas
correspondentes a clivagem nas posi¢es dos sitios de reconhecimento da endonuclease de
restricdo corresponde a auséncia de metilacdo nestes sitios e, portanto, inibicdo da atividade da
M.Sssl pela composto testado.

3.5. Viabilidade celular ap6s o tratamento com propolis ou com seus componentes
isolados

3.5.1. Linhagens celulares

Para 0 presente estudo, foram selecionadas quatro linhagens celulares. BT-20, BT-549,
MDA-MB-231 e MDA-MB-436 que sdo classificadas como derivadas de carcinomas mamérios
humanos triplo-negativos. Estas linhagens comp8em o paind de linhagens disponiveis no
Laboratério de Epigenética, do Departamento de Genética, IBB — UNESP e foi estabelecido
previamente pela colaboracdo com a Dra Luciane Regina Cavalli, Lombardi Comprehensive
Cancer Center, Georgetown University Medical Center, Washington — EUA. Antes dos

experimentos, todas as linhas celulares foram genotipadas com o Cell ID ™ System (Promega)
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para autenticacdo gendmica pelo Tissue Culture Shared Resource (TCSR) da Georgetown

University.

3.5.2. Descongelamento e manutencao in vitro daslinhagens celulares
Aliquotas de aproximadamente 1x10° células, mantidas em nitrogénio liquido, foram

descongeladas rapidamente em banho a 37 °C e imediatamente transferidas para frascos
plésticos de 25 cm? contendo 5 mL de meio de cultura completo (meio DMEM (Gibco BRL)
suplementado com glicose, L-glutamina e piruvato de sodio, 10 % de soro bovino fetal (LGC) e
1 % de solucgdo de antibiéticos penicilina 10.000 U/mL e estreptomicina 10.000 ug/mL (LGC)).
As linhagens foram mantidas a 37°C, em atmosfera contendo 95 % de unidade e 5 % de CO..
Apbs um periodo de tempo variavel de crescimento in vitro, as células foram removidas dos
frascos com o uso de solucgdo de tripsin?d EDTA (0,25 % de tripsina suina 1:250 e 0,2 g/L de
EDTA), ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura DMEM e contadas no equipamento
Countess™ Automated Cell Counter (Invitrogen). A contagem (nimero de célulasmL) e a
estimativa da viabilidade celular foi determinada pela exclusdo do corante azul de trypan: uma
aliquota da suspensdo celular foi misturada em corante azul de trypan 0,4 % na propor¢éo de
1:1; em seguida, 10 uL da mistura foram carregados nas |aminas especificas para a leitura no

contador, segundo as recomendacdes do fabricante.

3.5.3. Avaliacéo do efeito do tratamento in vitro com prépolis e seus derivados pelo
teste deviabilidade celular pelo MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)

Posteriormente, um total de 2000 células/pogo foram semeadas em placas de cultura de
96 pocos em meio completo em um volume final de 100 pL. Apds 24 horas para a aderéncia das
células, as mesmas foram expostas continuamente a diferentes concentracbes de extrato

etandlico de propolis (EEP) ou de seus componentes sel ecionados (&cidos caféico, p-cumarico e
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hidrocindmico) e incubadas a 37 °C, 5 % de COg, por um periodo de tempo variavel (24, 48, 72
e 96 horas). Foram testadas diferentes concentragBes do extrato etandlico de propolis (EEP):
6,25 pg/mL, 12,5 pg/mL, 25 pyg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e para os compostos: 6,25 uM,
12,5 uM, 25 uM, 50uM e 100uM onde cada tratamento foi realizado em triplicada. Para efeitos
de comparagdo, também foi realizado o tratamento com EGCG, nas mesmas concentragdes e
tempos testados para os demais compostos derivados da propolis. Também foram incluidos
controles ndo tratados na presenca do diluente (etanol ou DM SO) correspondente a quantidade

presente na maior concentragcdo dos testes com a presenca dos compostos analisados.

Decorrido cada tempo de exposicdo, o meio de cultura foi removido e foram
adicionados meio de cultura contendo 5mg/mL de MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) overnight. Ao finad do periodo, a mistura da reagdo foi
cuidadosamente aspirada e entdo acrescentados em cada pogo 100 uL. de DM SO. Apd6s 4 horas,
foi redizada a leitura em espectrofotOmetro para microplacas ELX800 (BioTeK®) a um

comprimento de onda de 540 nm.

A média das triplicatas dos pogos controles dos valores da densidade oéptica
(absorbéancia a 540nm), foi considerada como sendo 100% de viabilidade e a média de cada
concentracdo foi comparada com a média do controle do mesmo periodo de tempo, de acordo

com a seguinte formula:

C s Abs540d élulas tratadas—Abs 540 do b
Viabilidade celular (%)= s as células tratadas s o branco x 100

Abs 540 dos controles—Abs 540 do branco

3.6. Andlise do padr&o de metilacéo de genes especificos pelo ensaio de
M ethylation-Specific Polymerase Chain Reaction (M S-PCR) ap0s exposi¢éo ao
EEP, EGCG e acido p-cumarico
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3.6.1. Tratamento in vitro daslinhagens celulares

Uma aliquota de 1x10° células das linhagens MDA-MB-436, MDA-MB-231 e BT-549
foram semeadas em meio DMEM (Gibco BRL) suplementado com glicose, L-glutamina e
piruvato de sodio, 10% de soro bovino fetal (LGC) e 1% de solugdo de antibidticos penicilina
10.000U/ml e estreptomicina 10.000ug/mL (LGC). Apés 48 horas as células foram expostas a
uma concentracdo de 10ug/mL de EEP, 10uM de EGCG ou 10puM de &cido p-cumérico,
durante 96 horas. O meio de cultura completo e suplementado com as drogas foi renovado a
cada 24 horas. Ao término da exposi¢ao, as células foram mantidas durante 48 horas em meio
sem as drogas e removidas dos frascos com o0 uso de solugéo de tripsinedEDTA (0,25% de
tripsina suina 1:250 e 0,2g/L de EDTA), suspendidas em 10 mL de meio de cultura DMEM. A
suspencédo foi centrifugada a 1.200 rpm durante 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o

pellet formado foi congelado a -20°C. Cada tratamento foi realizado em duplicata.

3.6.2 Extracdo de DNA

O pellet cdular foi descongelado a temperatura ambiente e submetido & digestdo
enzimética adicionando-se proteinase K na concentragdo fina de 100 pg/mL, tampdo de
extracdo (100 mM de Tris-HCI pH 8,0; 50 mM de EDTA e 500 mM de NaCl) e 50 uL de SDS
20 % num volume final de 500 pL. Apds homogeneizagdo, o tubo foi incubado a 37 °C
overnight. Em seguida, foi realizada a etapa de purificagdo com solventes organicos pela adicéo
de 1 mL de solucdo composta por fenol, cloroformio e &cool isoamilico (25:24:1),
homogeneizado durante 5 minutos por inversdo e centrifugado durante 10 minutos a 14.000
rom. A fase transparente formada na porcdo superior do tubo foi transferida para outro
microtubo e foi adicionado 1 mL de cloroférmio, homogeneizado durante 5 minutos por
inversdo e centrifugado novamente por 10 minutos a 14.000rpm.

A fase formada na porcgéo superior foi transferida novamente para outro microtubo e foi
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Resultados




4. RESULTADOS

4.1. Predicdo computacional de novos inibidores de DNMTs a partir de componentes da
propolis

O modelo cristalografico estudado por Zhang e colaboradores (2015) representa o
complexo formado entre a proteina DNMT1 humana com uma molécula de SAH (PDBID:
4WXX). Logo, este modelo descreve as posi¢des atOmicas referentes a interagdo SAH-DNMT],
pela formacao de 7 ligagdes de hidrogénio com seis residuos de aminoacidos (ME1169, D1190,
C1191, S1146, G1150 e L1151) e 12 interagdes hidrofobicas (L1247, F1145, D1189, G1147,
W1170, P1225, D1168, G1223, N1578, V1580, G1149, A1579). Portanto, este modelo foi
utilizado como referéncia para as comparacgdes entre os dados obtidos pela analise de docking
molecular da propria molécula de SAH ao dominio MTase, bem como para se avaliar se as
predicdes de docking dos compostos quimicos selecionados sugerem que os mesmos podem

interagir de forma semelhante a SAH-DNMT1 ou de forma diferente.

As moléculas de SAH e EGCG foram utilizadas como controles dos ensai os de docking.
Para cada programa utilizado, foi possivel observar para SAH variagfes nas distribuicdes do
tamanho de clusters em relagdo ao score da solucdo que representa um cluster inteiro. Dentre
eles, foi observado que os programas Dock e Swissdock resultaram em uma distribuicéo das
estruturas em gue é possivel observar um cluster com maior frequéncia em relagdo aos demais,
ao contréario do resultado obtido no programa Autodock, em que ha frequéncias semel hantes em

diferentes clusters (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicdo da composicéo dos diferentes clusters apds a andlise de docking
de SAH, em relac&o ao score obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK.
C) SwissDock. Todos os scores estdo apresentados em Kcal/mol.

O composto quimico EGCG apresentou uma distribui¢do semelhante a SAH, possuindo
diversos clusters que se aproximam de um score mais negativo nos programas Autodock e
Swissdock (figura 10 A e C), enquanto os resultados do DOCK apresentaram diversos clusters

com diferentes scores (Figura 10 B).
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Figura 10. Distribuicdo da composicdo dos diferentes clusters dos resultados de
docking de EGCG em relagéo ao score obtido por cada estrutura central. A) Autodock.
B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores sdo apresentados em Kcal/mol.

Apoés a observacdo da distribuicdo dos clusters, foram levados em consideragdo os
parémetros de energia de ligacéo (dado pelo score especifico de cada programa) e o tamanho de
cada cluster, junto as possivels interacdes estabelecidas entre as moléculas. Os resultados de

cada ligante testado encontram-se descritos na tabela 6.

Em geral, os scores obtidos apds o docking de SAH foram os mais negativos em todos
0s programas utilizados, com valores de -9,04K cal/mol, -65,28kcal/mol e -
2328,48Kca/mol para os parametros de free binding energy, gridscore e fullfitness,
respectivamente. Em geral, os resultados de docking de EGCG sugerem que essa molécula pode
ocupar o sitio de interagdo de SAH ao dominio MTase, embora 0s scores obtidos nos programas
Autodock e DocK sgjam maiores, com excessdo do fullfitness de -2352,82 (SwissDock) (tabela

6).

Dentre os acidos arométicos, todos os compostos testados apresentaram valores de
fullfitness mais negativos, quando comparados aos valores de SAH e EGCG, porém, somente 0

valor de free binding energy de -5,46Kcal/mol do &cido p-cumarico foi menor do que a do
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EGCG (-5,43 Kcal/mol). Todos os demais compostos (Kaempferide, bezil benzoato, CAPE,
espatulenol e (2E,6Z)¢-farnesol) se mostraram valores de free binding energy menores do que o
EGCG. No entanto, valores mais negativos de gridscore e fullfithess foram concordantes,
somente para os compostos CAPE e (2E,6Z)-farnesol, na mesma comparacdo ao EGCG (tabela

6).
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Tabela 6. Valor do score (Kcal/mol) determinado por cada programa apoés a anélise de docking
ao dominio MTase daDNMTL.

Autodock DOCK SwissDock
Composto
(Free binding energy) (Gridscore) (FullFitness)
SAH -9,04 -65.28 -2328.48
EGCG -5.43 -35.67 -2352.82
Acido aromaéticos
cafeico -5,04 -30,49 -2387,48
ferulico -5,39 -32,32 -2364,26
hidrocinadmico -4,68 -20,63 -2405,43
p-cumarico -5,46 -24,60 -2388,96
Flavonoides
kaempferide -6,43 -20.08 -2340.45
Outros
benzil benzoato -7,12 -33,30 -2344,15
CAPE -8,02 -44,36 -2357,07
espatulenol -5,89 -16,30 -2121,36
(2E,62)* farnesol -6,39 -38,52 -2375,26

*(2E,6Z) = 2-cis,6-trans-farnesol

A solucdo de docking de SAH ocupou o sitio de interacdo de maneira semelhante a
SAH-DNMT1, enquanto EGCG ocupou parcidmente o sitio de interacdo (Figuras 10A e B;
11A e B). CAPE e 2E,6Z-farnesol foram as moléculas que melhor ocuparam o sitio de
interacdo, de forma semelhante a SAH-dominio MTase de DNMTL1 (Figura 12 E e G).

Kaempferide ocupou uma posicdo mais préxima da solucéo de EGCG (Figura 11 C).
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Figura 11. Andise de docking molecular pelo programa Autodock mostrando em cinza a
estrutura tridimensional do dominio MTase da DNMT1 (molécula receptora) e as interagdes
preditas com os &cidos arométicos derivados da propolis (ligantes). A estrutura de cada
composto encontra-se em vermel ho e se sobrepdem com a conformagéo de SAH ao sitio MTase
(estrutura em azul em cada quadro).
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Figura 12 Andise de docking molecular pelo programa Autodock mostrando em cinza a
estrutura tridimensional do dominio MTase da DNMT1 (molécula receptora) e as interagdes
preditas com os derivados da prépolis: kaempferide, benzil benzoato, CAPE, espatulenol e
(2E,6Z)-farnesol. A estrutura de cada composto encontra-se em vermelho e se sobrepdem com a
conformagdo de SAH ao sitio MTase (estrutura em azul em cada quadro).
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As solucBes de docking foram analisadas pelo LigPlot+ paraidentificar os contatos em
comum entre a solucdo de docking e de SAH-MTase. A solugéo de docking de SAH reproduziu
quase todos os contatos obtidas pela cristalizacdo (Figura 13), incluindo 7 ligagbes de
hidrogénio com 6 residuos (D1190, E1168, G1150, G1149, V1588, G1149) e interacédo
hidrofébicas com 10 residuos (L1247, M1169, F1145, W1170, E1189, G1147, S1146, A1579,
N1578, G1223), fatando somente uma interacdo hidrofébica (P1225). EGCG conseguiu
reproduzir em parte os contatos feitos por SAH (figura 13), tendo em comum agumas
interacOes hidrofobicas (M1169, F1145, A1579, G1147, N1578, G1223, P1225, E1168) e
realizando 4 ligages de hidrogénio com 3 residuos Q1575, C1148, E1266. Na tabela 7 estéo
listados os contatos que as solugdes de docking possuem em comum com o complexo SAH-

DNMT1.

O composto CAPE apresentou ligagdes de hidrogénio com 3 residuos em comum com
SAH-DNMTL1 (G1150, G1149, C1148) e interacoes hidrofdbicas com outros residuos (S1146,
A1579, G1147, N1578, F1145, P1225, E1168, E1189, M1169, C1191, D1190). O composto
(2E,62)-farnesol apresetou resultados semelhantes a CAPE em termos de interagbes com
residuos em comum com SAH-DNMT1, potencialmente envolvido em ligaces de hidrogénio
com 4 residuos (S1146, G1149, G1150, C1148) e interagcBes hidrofébicas (G1189, C1191,

M1169, F1145, E1168, G1223, N1578, G1147, P1225) .

Para 0 acido p-cumarico também foram preditas algumas interagdes em comum com
SAH-DNMTL1, porém em menor nimero. Potencialmente, este composto quimico pode realizar
ligagBes de hidrogénio com 3 residuos (D1143, E1266, G1223) e interagdes hidrofdbicas com

outros 3 aminoé&cidos (F1145, M1169, G1147).
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Tabela 7. Lista de contatos em comum entre a solucdo de docking de cada ligante com SAH e o

dominio MTase daDNMT1.

Contatos em comum com o complexo

Composto
SAH-DNMT1*
LigagOes de
Interagdes hidrof6bicas
hidrogénio
L1247, M1169, F1145,
SAH D1190, E1168, G1150, G W1170, E1189, G1147,
1149, V1588, G1149. S1146, A1579, N1578,
G1223.
M1169, F1145, A1579,
EGCG Q1575, C1148, E1266. G1147, N1578, G1223,
P1225, E1168.
Acidos arométicos
A1579, N1578, L1151,
cafeico D1143, E1266, G1223. V1580, F1145, S1146,
G1150.
ferdlico D1190, C1191, E1168. F1145, G147, L1247,

E1168, M11609.

hidrocindmico

F1145, C1191, E1168,
E1189, W1170, D1190,

M1169.
p-Cumérico E1168, D1190, C1191. F1145, M1169, G1147.
Flavondides
D1190, E1189, M1169,
kaempferide C1191 e N1578 F1145, E1168, W1170,
G1147, L1247.
Outros

benzil benzoato

V1580, L1151, G1149.

N1578, A1579, G1150,
G1223, G1147, F1145,
S1146.

CAPE

G1150, G1149, C1148.

S1146, A1579, G1147,
N1578, F1145, P1225,
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E1168, E1189, M 1169,
C1191, D1190.

espatulenol N1578.

G1149, L1151, G1150,
V1158, Ser1146, G1223,
F1145, G1147, A1579.

S1146, G1149, G1150,

(2E,62)-far nesal c1148.

G1189, C1191, M1169,
F1145, E1168, G1223,
N1578, G1147, P1225.

(*) atabela com os cadigos de cada aminoéacido encontra-se no anexo 1.
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Cysl191

lle1167

Serl146

Glul168

Glyl150 Gly1150

Figura 13. A) Interactes obtidas por docking molecular entre SAH e o dominio MTase da DNMT1. B) InteragGes obtidas a partir da co-cristalografia (PDBID: 4WXX), com
destaque para os aminoacidos envolvidos nas ligagdes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde) e interacBes hidrofobicas (vermelho escuro). Os aminoécidos
circulados em vermel ho sdo comuns entre a conformagao obtida por docking e por co-cristalografia. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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4.2. Efeito da prépolis e seus componentes em linhagens derivadas de cincer de mama
humano triplo negativo

Para a avaliacdo do efeito do tratamento com propolis ou seus componentes isolados
sobre a viabilidade celular nas linhagens derivadas de carcinomas mamarios humanos triplo-
negativos, utilizou-se 2000 células/poco expostas a diferentes concentraces de propolis (6,25;
12,5; 25; 50 e 100 pug/mL ou de seus derivados &cidos cafeico, hidrocindmico e p-cumarico
(6,25; 12,5; 25; 50 e 100 uM) nos tempos de 24, 48, 72 e 96 horas. Também foi utilizado o

polifenol EGCG, nas mesmas concentragoes.

O tratamento com prépolis apresentou diminuigdo da viabilidade celular de um modo
dose e tempo dependente nas linhagens BT-20 e BT-549, mas ndo nas linhagens MDA-MB-
231 e MDA-MB-436 (figura 14). O célculo de ICsy revelou valores de 18,06 e 25,45 ug/mL

paraas linhagens BT-20 e BT-549, respectivamente.

Os tratamentos com os compostos EGCG e &acido p-cumérico apresentaram diferencas
significativas tempo e dose dependente em todas as linhagens estudadas (figuras 15 e 16). Os
valores de ICsp foram iguais a 20,10; 19,16; 24,97 e 18,18 uM para 0 EGCG e 17,02; 13,94;
22,85 e 23,55uM para 0 &cido p-cumério, nas linhagens BT-20, BT-549, MDA-MB-231 e

MDA-MB-436, respectivamente.

O &cido hidrocindmico apresentou um aumento da viabilidade celular em 96h nas duas
maiores concentrages apenas na linhagem BT-20, enquanto que a exposi¢ao in vitro ao écido
cafeico ndo apresentou diferencas significativas nos tempos e nas doses testadas nas quatro

linhagens estudadas (figuras 17 e 18).
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4.3. Inibigdo in vitro da metilagdo do DNA

Para a padronizacdo do ensaio de inibicéo da metilase M.Sssl, inicialmente foram pesquisados
conjuntos de oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo de fragmentos de DNA pela PCR.
Como pré-requisitos, os fragmentos deveriam possuir vérios dinucleotideos CpG passiveis da
receberem um grupo metil e, pelo menos, um sitio de reconhecimento da endonuclease de restricdo
BstUI, sensivel a metilagdo do DNA. Foi selecionado um fragmento de 658pb correspondendo ao
gene MECP2, que, quando ndo metilado, produz fragmentos de 332 e 326pb. ApGs 0s primeiros
ensaios, verificou-se que o fragmento foi metilado totalmente, segundo as condi¢des recomendadas
pelo fabricante. A genotipagem direta do produto da PCR confirmou a presenca dos sitios de

restricéo para aenzimaa partir da amostrade DNA gendmico utilizada.

Em seguida, foi realizado uma rodada do ensaio utilizando-se solugbes de DM SO e etanol
nas concentragdes equivalentes das diferentes diluigdes dos compostos a serem testados (0.08, 0.04,
0.02, 0.01 e 0.005%), a fim de avaliar uma possivel atividade inibitdria dos solventes utilizados. A
figura 17A confirma que os diluentes ndo possuem qualquer efeito sobre a atividade da metilase
M.Sssl, 0 que valida o ensaio. No entanto, ndo foi possivel observar qualquer efeito inibitério dos
compostos EGCG e &cido p-cumérico na atividade da metilase, sob as condigdes testadas (Figura

19B).

62



fe)
A) s
‘ag)
o o
Q =
2 o )
£ 92 x 2 25
E £ ©o &+ & « O
o o © © o 9 o
L © 0 o oo o o
658pb—>
326/332pb—, DMSO
<
X X222 b
W N N O — O
o o o o o
LOOOOO
658pb—>
Etanol
B) .
2 2
s ®
[7 =)
o o
a ¢
o 9
o ©
5 =5
§ 68880 w
LSS 28 eS8 g M
658pb—
326/332pb— EGCG

658pb—» .o .
326/332pb—y Acido p-cumarico

Figura 19. Ensaio deinibic¢&o in vitro da metilase M .Sssl . Eletroforese em gel de poliacrolamidaa 6
% e coloragdo por nitrato de prata. As bandas de 658 pb indica um fragmento metilado (controle

positivo) e as sua clivagem nas bandas de 326/332 pb a auséncia de metilagdo d.o sitio avo (controle
negativo). Em (A) nota-se que os diluentes utilizados (DM SO e etanol) ndo interferem na atividade

enzimética e em (B) nota-se que os compostos EGCG e &cido p-cumérico também néo inibiram a

atividade da metilase M.Sssl.

63



4.4 Andlise do padr&o de metilacao de genes especificos apds exposicdo ao EEP, EGCG
e acido p-cumarico

Para se avaliar o potencia efeito desmetilante do EEP, EGCG e &cido p-cumérico sobre as
linhagens derivadas de carcinomas mamarios triplo-negativos, primeiramente foram selecionados os
genes RARB e RASSF1 que apresentam hipermetilacéo da ilha CpG associada as suas regides
promotoras. Apos o tratamento continuo com 10 ug/mL de EPP ou 10 uM de EGCG ou &cido p-

cumarico, o padréo de metilagdo foi determinado por MS-PCR.

A presenca de uma banda especifica para a €l os ndo-metilados do gene RASS-1 nas linhagens
MDA-MB-436 e BT-549 indicou o potencia efeito hipometilante do EEP; porém, ndo foi possivel

observar esse mesmo efeito na linhagem MDA-MB-231 (Figura 20).

Adicionalmente, os dados de MS-PCR indicam a inibi¢cdo da metilagdo do DNA pelo EGCG
nas células das linhagens MDA-MB-436 e BT-549. Entretanto, a reacdo da linhagem MDA-MB-436
falhou, j& que néo foi possivel visualizar nem fragmentos metilados ou fragmentos ndo metilados. Os
dados do &cido p-cumarico foram considerados inconclusivos pois apenas na linhagem MDA -MB-436
foi possivel observar as bandas esperadas apds a amplificagdo pela PCR, apesar da presenca de uma
banda muito fraca correspondente ao aelo ndo metilado. O mesmo problema foi observados para
todas as andlises de MS-PCR para o gene RARB. Esta andlise sera repetida oportunamente para a

confirmagéo dos dados obtidos.
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Figura 20. Ensaio de MS-PCR para 0 gene RASSF1A ap0s a exposicdo in vitro das linhagens

derivadas de carcinomas mamérios triplo-negativos com EPP, EGCG e acido p-cumarico. O
surgimento de uma banda correspondente a alelos ndo metilados (U) indica o efeito de inibicdo da

metilagdo do DNA do EEP e do EGCG. (M) aelo metilado; (U) alelo ndo metilado.
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5. DISCUSSAO

5.1. Dados in silico sugerem possiveis inter acdes entre componentes da propoliseo
dominio MTaseda DNMT1 humana

Inicialmente, é importante relembrar que a DNMT1 possui um mecanismo intrinseco
de inibicdo: a medida que SAM é convertido a SAH pela reagcdo de metilacdo do DNA, SAH
compete com SAM pelo sitio de ligagdo no dominio MTase. Quando SAH seligano lugar de
SAM, a reagd0 ndo acontece pela auséncia do radica metil na molécula de SAH
(JURKOWSKA; JURKOWSKI; JELTSCH, 2011).

No presente estudo, todos os programas de docking testados cal cularam conformagoes
de SAH muito proximas da conformacdo de SAH-DNMT1 usada como referéncia nas
andlises (ZHANG et a., 2015c) (PDBID:4WXX); adicionamente, essas conformagdes
calculadas foram as que obtiveram os menores scores em todos 0s programas utilizados.

Uma das moléculas estudadas foi o EGCG (principal componente do cha verde), que
apesar de ndo estar presente na composicdo quimica da propolis, alguns trabalhos
demonstraram o seu efeito antitumoral através de diversos mecanismos: inducéo de apoptose,
inibicdo de angiogénese, interacdo com outras proteinas, regulacdo de vias de sinalizacéo
celular, entre outros (XIANG et al., 2016). Dentre os efeitos descritos do EGCG, encontra-se
a sua acdo hipometilante do DNA, ou sgja, a capacidade da molécula diminuir os niveis de
metilacdo no DNA, o que tem sido associado com a expressdo de genes silenciados
epigenéticamente no cancer (ZHANG et a., 2015a). Existem evidéncias de que esse efeito
sgja oriundo dainteracéo de EGCG com o dominio MTase de DNMTs (KHAN et al., 2015b).
Esses dados sdo importantes pois SAH e EGCG sdo moléculas com efeito hipometilante
conhecidos, além de que EGCG é um polifenol oriundo de um produto natural (cha verde),

portanto essas moléculas foram utilizadas com controles positivos.
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5.1.1 Docking molecular de SAH e EGCG

A partir do docking de SAH ao dominio Mtase, foi possivel obter solucbes que se
assemelham com a conformacdo do complexo SAH-DNMT1 (PDBID:4WXX) e essas
conformacgBes compartilham grande parte das interacbes quimicas descritas pela co-
cristalizacdo. Adicionamente, em dois programas (Autodock e Dock) os scores obtidos
foram os mais negativos de todos os ligantes testados.

E importante salientar que o residuo C1226 é muito importante no ataque ao anel
presente na citosinado DNA, o0 que permite o inicio da reacdo que transfere o radical metil de
SAM para o carbono 5 da citosina, convertendo a citosina em 5-metil-citosina (DU; WANG,;
SCHRAMM, 2016). Logo a ocupacdo do sitio proximo a esse residuo por SAH é importante
paraainibicdo da enzima, portanto a interagdo com residuos desse sitio (P1225, G1223, F1145,
M1169, D1190, C1191, S1146, G1150 e L1151) € importante para manter a molécula inibidora
no pocket do sitio ativo daenzima.

Os resultados obtidos no célculo de docking para EGCG apresentaram score hegativo
e, em gera, foram concordantes com os encontrados na literatura, que demonstram que o
EGCG poderia se ligar no sitio de interagdo com o DNA do dominio MTase, impedindo a
interacdo com a molécula de DNA (KHAN et al., 20154). A melhor conformacdo observada
de EGCG, possivelmente ocupa o sitio de interacdo de SAH e realiza contato com os residuos
j& citados, 0 gque sugere que EGCG tem potencial de ocupar o pocket estudado na érea de
interesse.

EGCG e mentol (principal componente da menta) sdo capazes de inibir a metilase
M.Sssl recombinante in vitro (PARASHAR; PARASHAR; CAPALASH, 2017). Essas
moléculas possivelmente sdo capazes de interagir com o sitio catalitico de DNMT1
(MEDINA-FRANCO et d., 2011). Madonado-Rojas e colaboradores também descreveram
outras moléculas capazes de interagir com o sitio de interacdo de SAH de DNMTL1 e

DNMT3, usando uma abordagem de docking, como por exemplo: daunorubicina, pirromicina
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e centaureina (MALDONADO-ROJAS; OLIVERO-VERBEL; MARRERO-PONCE, 2015).
Adicionalmente, é descrito que EGCG tem uma maior atividade inibidora quando é
adicionada solucdo de Mg2+ e dados de docking molecular realizado pelo mesmo estudo
sugerem que na presenca de magnésio, 0 EGCG possui uma capacidade inibidora maior
(LEE; SHIM; ZHU, 2005).
5.1.2 Docking molecular dos acidos cafeico, fertlico, hidrocinamico e p-cumarico

Os é&cidos cafeico, ferdlico, hidrocindmico e p-cumarico apresentaram Scores
semelhantes aos dados obtidos para EGCG, principalmente pelos programas Autodock e
SwissDock. Entretanto, houve diferenca na distribuicdo de tamanho dos clusters formados
nessas andlises mostrou diferencas. Enquanto o EGCG demonstrou diversos clusters com
grupos menores de solugdes, estes acidos possuiram pouquissimos clusters que agrupam um
grande numero de solucbes. Esse fato sugere que os algoritmos que consideram a
flexibilidade de ligantes encontre poucas conformacdes com moléculas de baixa flexibilidade

e baixos graus de liberdade (KITCHEN et al., 2004).

5.1.3 Docking molecular de benzil benzoato, CAPE, espatulenol e (2E,6Z)-far nesol

CAPE, (2E,6Z)-farnesol e benzil benzoato tiveram um comportamento mais similar
ao docking de SAH, com tamanho de clusters menores e com scores mais semel hantes aos
obtidos no docking de SAH. Especiamente, os compostos CAPE e (2E,6Z)-farnesol foram as
moléculas que mais se aproximaram da conformacdo da interacdo de SAH e apresentaram
varios contatos de residuos em comum com SAH. Esses resultados sugerem que,
possivelmente, CAPE e (2E,62Z)-farnesol sdo capazes de ocupar 0 mesmo sitio de interacéo
entre SAH e o dominio MTase de DNMT1 humana.

O composto benzil benzoato, apesar de apresentar contatos em comum importantes
com a interacéo de SAH ao dominio MTase, a conformagdo demonstrada pelos programas

ndo foi tdo proxima da conformacdo de SAH, quando comparado aos dados obtidos com
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CAPE e (2E,62)-farnesol. Finalmente, o espatulenol mostrou um comportamento Unico.
Apenas um cluster onde praticamente todas as conformactes calculadas ndo divergem mais
que 1A de RMSD. A estrutura quimica rigida apresentada pela molécula e, portanto, a sua
baixa flexibilidade e os baixos graus de liberdade podem ter sido um empecilho para os
algoritmos dos programas usados. Estes dados sugerem que a metodologia utilizada neste
trabalho ndo seja compativel com esta mol écula.

Comparando-se os dados obtidos em todos os programas de docking utilizados, alguns
residuos em contato com os ligantes foram recorrentes. G1223, E1168, F1145, G1147,
M1169, N1578. Alguns desses contatos também foram descritos em predicdes de docking de
outras moléculas no mesmo sitio de ligacdo (CASTELLANO et a., 2011; MALDONADO-
ROJAS; OLIVERO-VERBEL; MARRERO-PONCE, 2015; MEDINA-FRANCO et 4d.,
2015) como a F1145, que € descrita com maior frequéncia, além de G1223 e E1168, que
também sf0 descritos nesses trabalhos. Y00 e colaboradores, 2013 demonstraram que esses
contatos também sdo importantes no docking de SGI-1027 e CBC12, ambas moléculas
sintéticas. Esses dados sugerem gue esses contatos possam ser importantes para a interacéo
de ligantes no sitio catalitico e funcéo biol 6gica da enzima.

Concluindo, com base nos parametros analisados, nossos dados de docking sugerem
gue os compostos quimicos CAPE e (2E,6Z)-farnesol sdo novos potenciais inibidores da
metilacdo do DNA e, portanto, sGo os melhores candidatos a serem investigados
experimentalmente. Adicionalmente, o &cido ferdlico e &cido p-cumérico também apresentam
possivel interacdo com o sitio anaisado, assim como EGCG. Portanto, componentes
derivados da prépolis, possivelmente, podem ser capazes de interagir com o sitio de ligacéo
de SAH a0 dominio MTase, embora com valores de energia de ligagdo maiores aos

observados para este inibidor intrinseco da DNMT1.
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5.2. Efeitos do extrato de propolis e de componentes selecionados sobr e linhagens
celulares derivadas de car cinomas maméarios triplo negativos

A prépolis € um dos produtos de origem natural estudado extensivamente nos ultimos
anos e seu efeito antitumoral in vitro tem sido demonstrado em linhagens celulares de
diversos tipos canceres, incluindo o cancer de mama (Watanabe et al., 2011; Patel, 2016). Em
adicdo, aguns estudos demonstram gque componentes isolados da prépolis, como o CAPE,
possuem efeito citotoxico nas linhagens MCF7 e MDA-MB-231, derivadas de carcinomas
mamarios, dém de atuarem em importantes vias relacionadas ao cancer como as vias de
crescimento e proliferagdo celular, indugdo de apoptose, modulagéo por NF-kB, controle do
ciclo celular e inibicdo da angiogénese (WU et d., 2011).

O potencia efeito epigenético de componentes especificos da prépolis foi sugerido
pelo estudo de Omene et a. (2013) que demonstrou que o CAPE possui efeito antitumoral
mediado pela atividade de inibi¢cdo de desacetilases de histonas nessas linhagens celulares
(OMENE; WU; FRENKEL, 2012). Adicionamente, CAPE também foi capaz de inibir o
potenciad metastético da linhagem MDA-MB-231 (FRASER; HEMSLEY; DJAMGOZ,
2016). Beuregard et al., demonstram que CAPE induz apoptose mediada por caspases,
também utilizando as células MDA-MB-231 como modelo de estudo (Beuregard et al.,
2015).

Rzepecka-Stojko et al. descrevem o efeito citotdxico da propolis sobre duas linhagens
de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231 e Hs-578T), ap0s o teste de viabilidade
celular pdo MTT (Rzepecka-Stojko et al., 2015). Também é descrito que o CAPE
possivelmente induz a expressao do receptor de estroégeno tanto in vitro (na linhagem MDA-
MB-231) quanto em in vivo (em modelo murino), porém ndo demonstra 0 mesmo efeito na

linhagem MCF7 (JUNG et a., 2010).
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Em conjunto com esses dados da literatura, os resultados obtidos no presente estudo
demonstram que EEP é capaz de diminuir a viabilidade celular em duas linhagens estudadas
(BT-20 e BT-549), mas o mesmo efeito ndo foi detectado nas demais linhagens (MDA -MB-
231 e MDA-MB-436). Esses dados corroboram um estudo recente que demonstrou que o
mesmo extrato de propolis utilizado no presente estudo nédo foi efetivo sobre a linhagem
MDA-MB-231, enquanto que a propolis vermelha cubana exerceu um efeito citotoxico sobre
a mesma linhagem (FRION-HERRERA et a., 2017). Diferencas especificas na composi¢ao
das duas amostras de prépolis podem explicar essas diferencas.

Entretanto, nossos dados mostraram que o EGCG e o0 acido p-cumarico apresentaram
uma clara reducdo da viabilidade nas quatro linhagens estudadas. Um estudo recente
demonstrou que o &cido p-cumarico diminui a viabilidade da linhagem MDA-MB-231,
possivelmente por modular a via NF-kp (YAMAGUCHI et a., 2015). Também foi descrito
gue o acido p-cumarico exerce efeito citotdxico sobre a linhagem de cancer de mama MCF7,
possivelmente, a partir da reversdo da acetilacdo da histona H3, o que sugere que o acido p-
cuméarico é capaz de inibir atividade de desacetilase de histonas (HDAC) (SAENGLEE et al.,
2016).

O écido cafeico foi outro derivado da propolis estudado. Recentemente, foi
demonstrado que esse composto, em concentracdes maiores do que aqueles presentes na
propolis, € capaz de induzir a apoptose a partir daregulacéo da via intrinseca em células Hep-
2 (da Silva et a., 2017). Entretanto, nas condic¢des utilizadas no presente estudo, néo foi
possivel observar efeito do acido cafeico na viabilidade celular nas linhagens derivadas de
carcinomas mamarios triplo-negativas

Atuamente, o tratamento de cancer de mama triplo negativo configura-se como um
grande desafio pela falta de estratégias adequadas as caracteristicas da doenca (Mouh et al.,

2016); portanto, o desenvolvimento de drogas que atuem sozinhas ou como adjuvantes das
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modalidades terapéuticas atualmente em uso € de grande importancia. Uma das abordagens
pesquisadas s0 as drogas epigenéticas que utilizam como vantagem o caréter reversivel dos
mecani Smos epigenéticos para regulacdo adequada da expressdo génica, o que eventual mente
resultaria na reversdo do fendtipo (Mirzania, 2016). No conjunto, os dados obtidos no
presente estudo demonstram gue a propolis € uma potencial fonte de inibidores de DNMTS,
sendo assim de grande interesse na pesquisa de novas drogas epigenéticas.

Brueckner et a. (2005), utilizaram uma abordagem in vitro para determinar a
capacidade de inibicdo de pequenas moléculas sobre uma metiltransferase recombinante, a
M.Sssl. Neste estudo, os autores demonstraram a capacidade da mol écula sintética RG108 de
inibir a metilase M.Sssl. Lee et a. (2006) demonstraram que o &cido cafeico e o &cido
clorogénico também sdo capazes de inibir DNMTs utilizando uma metodologia semel hante;
entretanto, utilizaram um método de deteccdo do DNA metilado mais sensivel. No presente
estudo, os ensaios realizados com EGCG e &cido p-cumarico ndo apresentaram inibicdo da
metilase M.Sssl.

Catecol-O-metiltransferase (COMT) € uma enzima que catalisa a reacéo de metilacéo
em catequinas e moléculas derivadas como EGCG; nessa reagcdo, COMT utiliza SAM como
molécula doadora de radical metil para a reacdo de metilacdo (AXELROD; TOMCHICK,
1958; MOVASSAGH; MUDVARI; HORVATH, 2017) o que resulta na conversdo de SAM
molécula de EGCG é metilada por COMT, ocorre um aumento da concentracdo de SAH o
gue intensifica ainibigcdo intrinseca de DNMT1 (LEE; SHIM; ZHU, 2005). Um estudo mais
recente demonstrou que EGCG é um substrato paraenzima COMT e a subsequente metilacdo
de EGCG diminui a sua atividade inibidora sobre o proteasoma em células tumorais (HUO et

a., 2009). Segundo os autores, estes achados sugerem que a COMT afeta a atividade anti
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proliferativa do EGCG e seus anaogos, especialmente em células com alta atividade da
COMT, como as célulasde MDA-MB-231.

O é&cido p-cumérico, apesar de ser capaz de reduzir a viabilidade celular de todas as
linhagens estudadas ndo apresentou inibicdo da M.Sssl. Este achado sugere que essas
moléculas podem apresentar tal efeito a partir de outra via celular. Roy et a., (2016)
demonstraram que, na presenca de acido p-cumérico e acido ferdlico, houve um efeito
citotéxico e regulacdo negativa da expressdo do receptor EGFR em células de cancer
coloretal. Os dados de docking molecular sugeriram que ambos 0s compostos sd0 capazes de
interagir com esse receptor (ROY et a., 2016), indicando que essas moléculas podem
demonstrar um efeito citotéxico, a partir de vias diferentes que ndo a expressdo de genes
supressores tumorais silenciados no cancer.

Pelo resultado do ensaio de MS-PCR foi possivel observar que EEP demonstra
atividade hipometilante nas linhagens MDA-MB-436 e BT-549, entretanto ndo foi possivel
observar esse efeito na linhagem MDA-MB-231. EGCG também apresentou efeito
hipometilante nas linhagens MDA-MB-231 e BT-549. Esses dados sdo concordantes com as
evidéncias da literatura, que demonstram a capacidade de inibi¢go da viabilidade celular na
linhagem MDA-MB-231 e que o EGCG possui capacidade de inibicdo da metilacdo do DNA.
Por fim, o &cido p-cumarico nas condigdes testadas, ndo apresentou atividade inibidora da
metilacdo do DNA nalinhagem MDA-MB-436, o que sugere que ainibicdo da viabilidade do
acido p-cumérico, demonstrada no ensaio de MTT, possa ser explicado por outras vias como,
por exemplo, a modulacéo de EGFR ou de interagcdo com outras enzimas epigenéticas como

asHDACs (SAENGLEE et d., 2016).
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Conclusoes




6. CONCLUSOES

Os resultados de docking molecular demonstraram que CAPE e (2E,6Z)-farnesol,
possivelmente, sgjam as mol éculas que melhor ocupam o sitio de ligagdo SAM/SAH e
fazem interagBes e com contatos quimicos em comum com SAH e o dominio MTase

daDNMT1.

O ensaio de viabilidade celular demonstrou que EEP foi capaz de reduzir a
viabilidade nas linhagens BT-20 e BT-549 de maneira dose e tempo dependente,
enquanto EGCG e é&cido p-cumérico reduziram a viabilidade de todas as linhagens

estudadas.

Sob as condicdes testadas, 0 EEP e os compostos EGCG e acido p-cumérico, ndo

mostraram inibicdo da atividade da metilase M.Sssl in vitro.

A andlise da metilacdo do gene RASSF1A ap6s o tratamento in vitro com o EGCG
confirmou a sua atividade inibidora da metilagdo do DNA. Este ensaio também
demonstrou que algum componente do EEP também é capaz inibir a metilagdo do

DNA locus especifica.
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ANEXO

Anexo 1. Nomenclatura dos aminoécidos, simbolos e codigo de uma letra (abreviagéo).

Aminoacido Simbolo Cddigo deumalletra
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina GIn Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \Y,




APENDICE

Apéndice 1. Dados da andlise de docking molecular dos compostos quimicos derivados
da propolis. Os gréficos da distribuicéo dos tamanhos de clusters em relacdo ao score
obtido por estrutura central de cada cluster estdo apresentados nas figuras 1 a 9 e os
diagramas representado os contatos ligantes, em destague parar 0s contatos em comum
com SAH-dominio MTase da DNMT1 estdo apresentados nas figuras 10 a 18.
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Figura 1. Distribui¢do de clusters dos resultados de docking de 4cido cafeico em relac8o ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.
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Figura 2. Digtribuicdo de clusters dos resultados de docking de &cido ferdlico em relag@o ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.
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Figura 3. Distribuicdo de clusters dos resultados de docking de &cido hidrocindmico em relagéo ao
score obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores

foram dados em kcal/mol.
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Figura 4. Distribuicéo de clusters dos resultados de docking de &cido p-cumérico em relacéo ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram

dados em kcal/mol.
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Figura 5. Distribuicdo de clusters dos resultados de docking de kaempferide em relacdo ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.
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Figura 6. Distribuicdo de clusters dos resultados de docking de CAPE em relac&o ao score obtido por
cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram dados em
kcal/mol.
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Figura 7. Distribuico de clusters dos resultados de docking de benzil benzoato em relagdo ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.

Autodock

Frequéncia

Free binding energy (kcalimol)

-5.89

Frequéncia

60

140

120

100

80

40

20

DOCK C SwissDock

Frequéncia
150 200 250
1 | |

100
I

50
|

f

I B B B R — —
-16.3 -2125 2115 2105 -2095

GridScore (kcalimol) FullFitness (kcal/imol)

Figura 8. Distribuicgo de clusters dos resultados de docking de espatulenol em relagdo ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.



A Autodock B DOCK C swissDock

60
]
250
]

50
1

40
I
30

Frequéncia
20 30
1 1
Frequéncia
20
1
Frequéncia

10
I

| —’_’_’_’_V_i—\
| —

| I B | —r— 1 1 1 | I I R R |
6.0 5.5 5.0 40 -30 -20 10 O -2000 0 1000

Free binding energy (kcal/mal) GridScore (kcal/mol) FullFitness (kcal/mol)

Figura 9. Distribuicdo de clusters dos resultados de docking de (2E,62)-farnesol em relacdo ao score
obtido por cada estrutura central. A) Autodock. B) DOCK. C) SwissDock. Todos os scores foram
dados em kcal/mol.
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Acido cafeico

Figura 10. InteracGes obtidas por docking molecular entre acido cafeico e o dominio MTase. Com
destaque para os aminoécidos envolvidos nas ligagBes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde)
e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoéacidos circulados em vermel ho sdo comuns entre a
conformag&o obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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Acido ferulico

Figura 11. Interagdes obtidas por docking molecular entre &cido fertlico e o dominio MTase. Com
destague para os aminoécidos envolvidos nas ligagdes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde)
e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoécidos circulados em vermelho sdo comuns entre a
conformagdo obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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Acido hidrocinamico

Figura 12. InteracGes obtidas por docking molecular entre &cido hidrocindmico e o dominio MTase.
Com destaque para os aminoacidos envolvidos nas ligagdes de hidrogénio de comprimentos especificos
(verde) e interacBes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoacidos circulados em vermelho sdo comuns
entre a conformacao obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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Acido p-cumarico

Figura 13. Interagdes obtidas por docking molecular entre &cido p-cumarico e o dominio MTase. Com
destaque para os aminoécidos envolvidos nas ligagBes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde)
e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoécidos circulados em vermelho sdo comuns entre a
conformagdo obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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Kaempferide

Figura 14. InteracBGes obtidas por docking molecular entre kaempferide e o dominio MTase. Com
destague para os aminoécidos envolvidos nas ligagdes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde)
e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoécidos circulados em vermelho so comuns entre a
conformagdo obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.



Leull5l

Benzil benzoato

Figura 15. InteracBes obtidas por docking molecular entre benzil benzoato e o dominio MTase. Com
destague para os aminoacidos envolvidos nas ligacBes de hidrogénio de comprimentos especificos
(verde) e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoécidos circulados em vermelho sdo comuns
entre a conformacéo obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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CAPE

Figura 16. InteracGes obtidas por docking molecular entre CAPE e o dominio MTase. Com destaque
para os aminodcidos envolvidos nas ligages de hidrogénio de comprimentos especificos (verde) e
interac6es hidrofobicas (vermelho escuro). Os aminoacidos circulados em vermelho sdo comuns entre a
conformag&o obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.
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Figura 17. InteragBes obtidas por docking molecular entre (2E,6Z)-farnesol e o dominio MTase. Com
destaque para os aminoécidos envolvidos nas ligagBes de hidrogénio de comprimentos especificos (verde)
e interagdes hidrofdbicas (vermelho escuro). Os aminoéacidos circulados em vermelho sdo comuns entre a
conformagdo obtida por docking e SAH-Mtase. Figura obtida com o programa LigPlot+.



Sy UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA ®

u n es p o Campus de Botucatu

ATA DA DEFESA PUBLICA DA DISSERTAGAO DE MESTRADO DE JOAO HENRIQUE MAIA
ASSUMPGCAOQ, DISCENTE DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
(GENETICA), DO INSTITUTO DE BIOCIENCIAS - CAMPUS DE BOTUCATU.

Aos 29 dias do més de setembro do ano de 2017, as 14:00 horas, no(a) Sala de Pés-Graduagéo do
IBB, reuniu-se a Comissdo Examinadora da Defesa Publica, composta pelos seguintes membros:
Profa. Dra. CLAUDIA APARECIDA RAINHO - Orientador(a) do(a) Departamento de Genética /
Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP, Profa. Dra. MARIA APARECIDA MARIN MORALES
do(a) Departamento de Biologia / Instituto de Biociéncias de Rio Claro - UNESP, Prof. Dr. ANGELO
JOSE MAGRO do(a) Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia / Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas de Botucatu - UNESP, sob a presidéncia do primeiro, a fim de proceder a arguigao
publica da DISSERTACAO DE MESTRADO de JOAO HENRIQUE MAIA ASSUMPGCAO, intitulada
Potencial efeito epigenético do extrato de prépolis brasileira e de seus componentes sobre
linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios. Apds a exposigao, o discente foi arguido
oralmente pelos membros da Comissdo Examinadora, tendo recebido o conceito final: APROVADO

_ . Nada mais havendo, foi lavrada a presente ata, que apds lida e aprovada, foi assinada pelos

membros da Comissao Examinadora.
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