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RESUMO 

 

KAWAMURA B. Avaliação de um novo candidato a fármaco para o tratamento 

do carcinoma de pulmão de células não pequenas [dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2019. 

O carcinoma de pulmão é um dos tumores malignos mais incidentes e letais no 

mundo e possui, na maioria dos casos, um prognóstico desfavorável. Devido 

ao insucesso relativo dos protocolos terapêuticos atuais, há uma urgente 

necessidade de desenvolvimento de novos tratamentos. A enzima 

CTP:fosfoetanolamina citidililtransferase (Pcyt-2), que utiliza a fosfoetanolamina 

(PEtn) como substrato, é um regulador chave na via de Kennedy para a 

produção de fosfatidiletanolamina (PE). Este fosfolipídio é um dos mais 

abundantes nas células eucarióticas e, por conseguinte, a redução de sua 

produção poderia afetar diretamente a divisão celular, a autofagia e a 

apoptose. Em um estudo prévio, foi confirmado que a Pcyt-2 é um alvo 

terapêutico em células de câncer de pulmão e foram identificados dois novos 

compostos, protótipos para o desenvolvimento racional de inibidores da enzima 

Pcyt-2: o CHY-1 e o SF2. O objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos 

citotóxicos e os mecanismos inibitórios na autofagia dos novos compostos em 

carcinoma de pulmão de células não pequenas (CPCNP). Os resultados 

indicaram que CHY-1 apresenta efeito in vitro superior ao paclitaxel e 

cisplatina, além disso, a combinação em dose sub-tóxica de CHY-1 com 

cisplatina e CHY-1 com paclitaxel apresentaram efeitos citotóxicos superiores 

aos respectivos ativos isolados. Além disso, CHY-1 foi capaz de induzir 

estresse do retículo endoplasmático (RE) e reduzir o fluxo autofágico. 

Possivelmente o SF2, um intermediário de CHY-1, está relacionado 

estruturalmente com o seu grupo farmacofórico. No modelo tridimensional com 

a linhagem A549, foi observado que a combinação de cisplatina com SF2 é 

muito mais eficiente quando comparado com os tratamentos individuais, 

desestabilizando o esferoide pela perda de matriz extracelular. Entretanto os 

mesmos resultados também foram observados para MRC-5, um fibroblasto não 

tumoral. Foi demonstrado que o SF2 inibe a enzima Pcyt-2 e o transporte de 

etanolamina para o RE, e, desta maneira, reduz a produção de PE. Os 

resultados do ensaio de Anexina/PI indicaram que a combinação de SF2 com 

cisplatina induz preferencialmente apoptose, entretanto, não apresentaram 

efeitos sinérgicos. O SF2 foi capaz de reduzir o potencial elétrico da membrana 

mitocondrial das células A549 e NCI-H460, indicando a participação 

mitocondrial no processo de morte celular. Além disso, o SF2 se mostrou capaz 

de diminuir o fluxo autofágico, observado pela diminuição das proteínas: ATG5, 

ATG7, Beclin-1 e LC3 I e II, por Western blotting, resultados semelhantes ao 

previamente demonstrado por CHY-1 na linhagem A549. Pela técnica de 

CRISPR/Cas9 (do inglês: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 



 
 

Repeats), foram obtidas as células A549 knockout para os genes envolvidos no 

processo autofágico: ATG5, ATG7 e Beclin-1. Os resultados obtidos mostraram 

que, por mais que todas essas proteínas estejam relacionadas com a 

autofagia, as células se comportaram diferente para cada silenciamento. As 

imagens obtidas por MET corroboram com a hipótese de que SF2 inibe a via 

autofágica de forma diferente da cloroquina, além de induzir alterações 

morfológicas da mitocôndria e RE. SF2 tem potencial para se tornar um 

fármaco antitumoral pela inibição da enzima Pcyt-2, levando a apoptose e 

redução do fluxo autofágico em modelos de CPCNP, entretanto ainda são 

necessários mais estudos e uma possível modificação na estrutura da molécula 

para potencializar o seu efeito e melhorar a seletividade a células tumorais. 

 

Descritores: Neoplasias pulmonares; Carcinoma pulmonar de células não 

pequenas; Pcyt-2; Autofagia; Inibidores enzimáticos; Estresse do retículo 

endoplasmático 

  



 
 

ABSTRACT 

 

KAWAMURA B. Evaluation of new drug candidate for the treatment of non-

small cell lung cancer. [Dissertation]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, 

Universidade de Sao Paulo”, 2019. 

Lung cancer is one of the most incident and lethal malignant tumors in the world 

and has, in most cases, an unfavorable prognosis. Due to the relative failure of 

current therapeutic protocols, thus, new treatments are urgently required. The 

enzyme CTP: phosphoethanolamine cytidylstransferase (Pcyt-2), which uses 

phosphoethanolamine as substrate, is the key regulator of the Kennedy 

pathway for phosphatidylethanolamine (PE) production. This phospholipid is 

one of the most abundant in eukaryotic cells and, therefore, the reduction of its 

production could directly affect cell division, autophagy and apoptosis. In a 

previous study, it was confirmed that Pcyt-2 is a therapeutic target in lung 

cancer cells and two new compounds were identified, prototypes for the rational 

development of Pcyt-2 enzyme inhibitors: CHY-1 and SF2. The aim of this study 

was to evaluate the cytotoxic effects and inhibitory mechanisms on autophagy 

of new compounds in non-small cell lung cancer (NSCLC). The results indicated 

that CHY-1 has superior in vitro effect than paclitaxel and cisplatin, in addition, 

the sub-toxic dose combination of CHY-1 with cisplatin and CHY-1 with 

paclitaxel had superior cytotoxic effects than the isolated drugs. Besides, CHY-

1 was able to induce endoplasmic reticulum (ER) stress and reduce autophagic 

flux. Possibly SF2, an intermediate of CHY-1, is structurally related to its 

pharmacophoric group. In the three-dimensional model with the A549 cells, it 

was observed that the combination of cisplatin with SF2 is more efficient when 

compared to individual treatments, destabilizing the spheroid due to loss of 

extracellular matrix. However the same results were also observed for MRC-5, 

a non-tumor fibroblast. SF2 has been shown to inhibit the enzyme Pcyt-2 and 

transport of ethanolamine to the ER, thereby reducing PE production. Using the 

Annexin / PI assay indicated that the combination of SF2 with cisplatin 

preferentially induces apoptosis, however, did not show synergistic effects. SF2 

was able to decrease mitochondrial membrane potential of A549 and NCI-H460 

cells, indicating mitochondrial participation in the cell death process. In addition, 

SF2 was able to decrease autophagic flux, observed by the reduction of 

proteins: ATG5, ATG7, Beclin-1 and LC3 I and II, by Western blotting, results 

similar to those previous shown by CHY-1 in A549 cells. By CRISPR / Cas9 

technique (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), A549 

knockout cells were obtained for the genes involved in the autophagic process: 

ATG5, ATG7 and Beclin-1. The results showed that, although all these proteins 

are related to autophagy, the cells behaved differently for each silencing. The 

images obtained by MET corroborate the hypothesis that SF2 inhibits the 

autophagic pathway differently from chloroquine, besides inducing 



 
 

morphological alterations of mitochondria and RE. SF2 has the potential to 

become an antitumor drug by inhibiting the Pcyt-2 enzyme, leading to apoptosis 

and reduction of autophagic flux in NSCLC models. However, further studies 

and a possible modification of the molecule structure are still needed to 

enhance its effect and improve selectivity to tumor cells. 

 

Descriptors: Lung neoplasms; Carcinoma non-small-cell lung; Pcyt-2; 

Autophagy; Enzyme inhibitors; Endoplasmic reticulum stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer é uma das principais doenças que acomete populações de todos 

os países e regiões, sendo estimado 18 milhões de novos casos e 9,5 milhões 

de óbitos em 2018 em todo mundo (1). No Brasil, o Instituto Nacional de 

Câncer (INCA) estima, para o biênio 2018-2019, 600 mil novos casos para 

cada ano (2). Estudos indicam que o processo de tumorigênese em humanos é 

um processo de múltiplas etapas em que as alterações genéticas levam à 

transformação progressiva das células normais em malignas (3). 

O carcinoma pulmonar, considerado raro até o início do século XX, é um 

dos tipos de tumores malignos de maior incidência no mundo e com alta taxa 

de mortalidade (4)(5). No Brasil, são estimados 18.740 novos casos de câncer 

de pulmão entre os homens e 12.530 entre as mulheres (2). Deste modo, é 

inquestionável que esta doença mantém-se como um desafio à saúde pública 

nacional e mundial, mesmo com os avanços das pesquisas e da tecnologia em 

novas estratégias no combate ao câncer. Consequentemente, a busca por 

novas abordagens terapêuticas e o desenvolvimento de novos medicamentos 

são urgentemente necessários. 

 

1.1 Câncer de pulmão 

 

Na prática clínica, os carcinomas de pulmão são classificados em diferentes 

tipos histológicos, que podem ser ainda agrupados sob duas designações: o 

câncer de pulmão de células pequenas (CPCP), que representa cerca de 15% 

do total de casos, e, o câncer de pulmão de células não pequenas (CPCNP), 

responsável por mais de 80% da incidência do câncer de pulmão (6)(7). Estes 

tipos de canceres são relativamente insensíveis à quimioterapia, mas, quando 

detectados precocemente, podem ser ressecados completamente, aumentando 

a sobrevida mediana dos pacientes para cinco anos entre 20 e 70% (8)(9). 

Os pacientes confirmados em estágios iniciais (estágio I ou II) de CPCNP 

são, na maioria das vezes, submetidos à cirurgia, e eventualmente combinada 
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à quimioterapia adjuvante (10). No entanto, aproximadamente 61% dos 

pacientes recém-diagnosticados com CPCNP apresentam doença avançada 

(estágio III ou IV), pois os estágios iniciais costumam ser assintomáticos (11). 

Nestes casos, preconiza-se a quimioterapia e/ou a radioterapia, visando 

estender a sobrevida, e melhorar a qualidade de vida dos pacientes (12).  

Com os avanços científicos, algumas terapias alvos-direcionadas surgiram 

para as mutações em EGRF (do inglês: epidermal growth factor receptor) (13), 

BRAF (14) e HER2 (do inglês: human epidermal growth factor receptor-type 2) 

(15), e para os rearranjos em de ALK (do inglês: anaplastic lymphoma kinase) 

(16) e ROS1 (17), entretanto, menos da metade dos adenocarcinomas 

pulmonares apresentam uma dessas alterações, além dos casos de resistência 

serem frequentes (18). Mais recentemente, a imunoterapia tem revolucionado a 

área da oncologia. Alguns inibidores de CTLA4 (do inglês: Cytotoxic T-

Lymphocyte Associated Protein 4), PD1 (do inglês: programmed cell death-1) e 

PD-L1 (do inglês: PD-1 ligand 1), por exemplo, apresentam resultados 

promissores e já estão sendo utilizados na clínica (TANVETYANON et al, 2017; 

HOFMAN et al, 2019; WANG et al, 2019), porém o elevado custo ainda é um 

empecilho ao sistema de saúde, limitando o amplo acesso da população (19). 

Deste modo, o desenvolvimento de novas abordagens terapêuticas mais 

eficazes e economicamente viáveis contra o câncer de pulmão é o objetivo 

principal das novas terapias. 

 

1.2 Pcyt-2 como alvo para o planejamento de novos agentes antitumorais 

 

Os fosfolipídios são componentes essenciais para a formação da bicamada 

lipídica das células e estão relacionados aos processos de crescimento, 

proliferação, diferenciação, sobrevivência, apoptose, inflamação, motilidade, 

autofagia, etc (20)(21). As células tumorais passam por uma adaptação 

metabólica com a finalidade de aumentar o aporte de substratos intermediários, 

tais como, proteínas, ácidos nucléicos e lipídios (22). Entre os fosfolipídios mais 

abundantes estão a fosfatidilcolina e a fosfatidiletanolamina (PE, do inglês: 

phosphatidylethanolamine), cuja principal via de síntese é a via de Kennedy, 
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tornando-os alvos interessantes para o desenvolvimento de novas terapias 

(23)(24). 

A via de Kennedy apresenta duas rotas, uma para a produção de 

fosfatidilcolina e a outra de PE. As duas rotas são semelhantes, utilizando os 

precursores colina e etanolamina para a conversão em seus respectivos 

fosfolipídios. As etapas limitantes das rotas são controladas pelas enzimas 

CTP:fosfocolina-citidilil-transferase (Pcyt-1, do inglês: Choline-phosphate 

cytidylyltransferase A) e CTP:fosfoetanolamina-citidilil-transferase (Pcyt-2, do 

inglês: Ethanolamine-Phosphate Cytidylyltransferase 2), portanto, possíveis 

alvos terapêuticos (20). 

O primeiro fosfolipídio antineoplásico aprovado foi a miltefosina para o 

tratamento tópico de metástases cutâneas do câncer de mama, além de ser 

utilizado também no tratamento de leishmaniose (25). Ela atua como um 

inibidor da Pcyt-1, induzindo, por conseguinte, à apoptose devido a deficiência 

de colina e ao aumento dos níveis de ceramida (26)(27). Entretanto, seu uso 

clínico é limitado, pois apresenta efeitos adversos no sistema gastrointestinal e 

ação hemolítica (28). 

Gohil e colaboradores demonstraram que o fármaco meclizina, utilizado 

clinicamente em intervenções profiláticas para o controle de náuseas e 

vertigens, potencialmente inibe a via de Kennedy, por um mecanismo de 

inibição enzimática não competitiva da enzima Pcyt-2. Esta inibição é 

responsável por elevar a concentração intracelular da fosfoetanolamina (PEtn, 

do inglês: phosphoethanolamine), o principal substrato da enzima Pcyt-2 na via 

de Kennedy. Devido ao acúmulo deste substrato, a meclizina inibe a respiração 

mitocondrial induzindo morte celular (29). 

Devido aos avanços dos estudos moleculares, foi possível conhecer melhor 

as propriedades moleculares da Pcyt-2, que são diretamente dependentes da 

estrutura química e de sua atividade biológica (30)(31). Estudos do grupo da 

Profa. Dra. Bakovic demonstraram que alguns fatores de transcrição 

associados a tumores, como o NF-κB (do inglês: factor nuclear kappa B) e o 

EGR1 (do inglês: early growth response 1) podem controlar a expressão do 
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gene PCYT2, e por sua vez, estão associados a elevação da atividade 

enzimática da Pcyt-2 (32)(33). 

 

1.3 Autofagia 

 

Outro processo em que a PE exerce um papel importante é durante a 

autofagia. A autofagia é um processo evolutivamente conservado de 

degradação e manutenção celular tanto em condições fisiológicas quanto 

patológicas (34)(35). Há três tipos de autofagia: a microautofagia, a autofagia 

mediada por chaperonas e a macroautofagia. A microautofagia é um processo 

de degradação lisossomal não seletivo, que envolve o engolfamento do citosol 

através da invaginação da sua membrana (36). A autofagia mediada por 

chaperonas não envolve reorganização da membrana, ao invés disso, 

proteínas solúveis são translocadas para o interior do lisossomo pelo 

desdobramento das proteínas chaperonas (37). Já a macroautofagia é o tipo 

mais estudado e geralmente é referida por apenas autofagia, ela é 

caracterizada pela formação de vesículas intracelulares de dupla membrana 

chamadas de autofagossomos que se fundem com lisossomos, formando os 

autofagolisossomos (38). 

Em condições fisiológicas, a autofagia está ativa em níveis basais, 

reciclando componentes citoplasmáticos como os aminoácidos, as proteínas 

mal dobradas, os ácidos graxos e até as organelas, a fim de manter a 

homeostasia, renovar os componentes celulares e fornecer energia (39)(40). 

Em condições adversas, como privações de nutrientes, danos celulares, 

infecções por microrganismos, estresse, etc, a via autofágica é 

superestimulada (41)(42)(43). 

Nas células saudáveis, autofagia desempenha um papel importante como 

supressora tumoral por manter a integridade genômica e mitocondrial das 

células, eliminando as proteínas e as organelas danificadas (principalmente as 

mitocôndrias, que liberam as espécies reativas de oxigênio (ROS: do inglês: 

reactive oxygen species)), e até mesmo outras células (canibalismo) (44)(45). 

Entretanto, no ambiente tumoral, a autofagia atua de formas diferentes, 
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dependendo do tipo celular e do estágio em que se encontra o tumor (46). No 

início da tumorigênese, a via da autofagia é ativada de forma protetora, 

eliminando células com potencial tumoral e impedindo a transformação maligna 

e a progressão do tumor (47). Porém, em estágios mais avançados, a autofagia 

acaba contribuindo com a sobrevivência e a proliferação das células tumorais, 

uma vez que auxilia no fornecimento de nutrientes, dificultando a eliminação e 

aumentando a resistência aos tratamentos (48). 

Atualmente, o único inibidor autofágico aprovado para uso clínico pelo FDA 

(do inglês: Food and Drug Administration) é a cloroquina e seu derivado, a 

hidroxicloroquina (49). Esses fármacos são indicados para o tratamento da 

malária, amebíase hepática, artrite reumatoide, lúpus e doenças que provocam 

sensibilidade dos olhos à luz (50)(51). Em 1970, durante um estudo dos 

diversos efeitos adversos, Bedoya observou que a cloroquina era citotóxica em 

células tumorais (52). Apenas em 1998, Murakami e colaboradores 

correlacionaram a cloroquina com a inibição da autofagia (53). O mecanismo 

de ação da cloroquina, por ser uma base fraca, consiste em sequestrar os 

prótons, elevando o pH lisossomal. A desacidificação do lisossomo impede a 

sua fusão com o autofagossomo, assim inibindo a degradação do conteúdo 

autofagossomal (21).  

Desde então, diversos trabalhos foram publicados demonstrando a eficácia 

da combinação da cloroquina com outros quimioterápicos no combate ao 

câncer (54)(55)(56)(57). Entretanto, apesar da sua eficiência, a cloroquina e 

seus derivados causam retinopatia, podendo ser irreversível, além de progredir 

mesmo depois de cessado o seu uso (58). Por isso a busca por novos 

inibidores mais seletivos e eficazes são necessários. 
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1.4 Desenvolvimento do um potencial agente antitumoral 

 

Em estudos prévios do grupo, uma quimioteca de novas entidades químicas 

como potenciais inibidores da enzima Pcyt-2 foi planejada com o auxílio de 

computador. Os métodos de modelagem molecular e de quimiometria foram 

aplicados na investigação de um conjunto de oitenta derivados de éter 

fosfolípides, previamente descritos na literatura como antiparasitários (59)(60). 

Na análise exploratória, os compostos foram separados em dois grandes 

grupos e no grupo onde estavam os fármacos de referência (miltefosina, 

edelfosina, erufosina e perifosina), estava também o composto que foi 

denominado CHY-1, o qual foi selecionado para ser sintetizado e avaliado em 

relação ao efeito farmacológico. Este composto também foi ancorado no sítio 

de interação da enzima Pcyt-2, cujas coordenadas cartesianas foram 

depositadas no banco de dados de proteínas, PDB (61). 

Após a síntese de CHY-1, alguns estudos preliminares foram feitos pelo 

grupo. Os primeiros testes foram os de citotoxicidade em cultura 2D de 

CPCNP, demonstrando eficácia superior aos protótipos da classe. Além desse 

estudo, foi feito outro em colaboração com a Profa. Dra. Marica Bakovic, 

Universidade de Guelph, Canadá, utilizando o isótopo radioativo [14C] PEtn, foi 

possível confirmar a capacidade do CHY-1 em inibir de forma não competitiva a 

atividade catalítica da Pcyt-2 in vitro e a redução da produção de PE. Com 

esses resultados, foi dado início a esse projeto, cujo objetivo inicial era 

aprofundar os estudos do mecanismo de ação desse novo composto. 

Entretanto, após ter iniciado os experimentos com o CHY-1, houve um 

problema em uma das etapas de síntese e purificação, não sendo possível o 

isolamento do composto numa pureza adequada. A alternativa encontrada foi 

testar os compostos intermediários da reação que puderam ser isolados, 

visando identificar o grupo farmacofórico ou uma molécula similar. Por esse 

motivo, foi dada continuidade no projeto com a molécula denominada SF2. 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar os mecanismos inibitórios do CHY-1 e do SF2 na autofagia em 

carcinoma de pulmão de células não pequenas e seu possível efeito sinérgico 

in vivo com o agente quimioterápico cisplatina. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Determinar os efeitos citotóxicos do CHY-1 e SF2 e possíveis efeitos 

sinérgicos com o agente quimioterápico cisplatina em culturas 2D e 3D 

nas células A549 e NCI-H460; 

 Avaliar da indução de apoptose nos diferentes tipos celulares (A549 e 

NCI-H460), pelo tratamento com CHY-1 e SF2; 

 Elucidar os efeitos inibitórios do CHY-1 e SF2 na autofagia nas células 

A549 e NCI-H460. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo celular 

 

As linhagens de CPCNP (A549, NCI-H1299, NCI-H292 e NCI-H460), e as 

células fibroblasto de pulmão MRC-5 GFP+ foram mantidas em meio RPMI-

1640 com 10 % (v/v) de soro fetal bovino. Já as células MRC-5, foram mantidas 

em meio alpha-MEM com 10 % (v/v) de soro fetal bovino. Os meios utilizados 

em todas as células foram suplementados com solução estabilizada de 

penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina (100 μg/mL) e 0,5 % (p/v) de 

anfotericina B. Todas estas células foram cultivadas a 37ºC com 5 % de CO2. 

As linhagens celulares utilizadas foram adquiridas da American Type Culture 

Colection (Manassas, EUA) ou do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de 

Janeiro, Brasil), com exceção da MRC-5 GFP+, que foram cedidas Pault 

Ferruzo, do laboratório de Sinalização Molecular do Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo – USP. Ao atingirem a subconfluência, as culturas 

foram ampliadas e as células foram criopreservadas em solução de soro fetal 

bovino com 10 % de dimetilsulfóxido (DMSO) a -80 ºC. 

 

3.2 Avaliação dos efeitos citotóxicos pelo método MTT 

 

Para a avaliação dos efeitos citotóxicos foi realizado o teste colorimétrico do 

MTT [brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio]. As células foram 

semeadas na densidade de 104 células/poço em placas de 96 poços e, após a 

adesão, tratadas com cada fármaco ou composto (CHY-1, cisplatina, paclitaxel, 

bevacizumab ou SF2), com concentrações variadas, por 24 h. Em seguida, 

foram adicionados 10 μL de MTT (Sigma-Aldrich, MO, EUA) a 5 mg/mL em 

cada poço e a placa foi incubada por 3 h. As placas foram então centrifugadas 

a 300 g por 10 min, o meio foi removido e os cristais de formazam diluídos em 

100 μL de DMSO. O cálculo de viabilidade celular foi realizado através das 

densidades ópticas obtidas utilizando o leitor de microplacas 

(VERSAmaxTunableMicroplate Reader, Molecular Devices, CA, EUA) em 
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comprimento de onda de 538 nm. Os valores de absorbância são 

correlacionados a viabilidade celular, sendo os poços controle, ou seja, as 

células sem tratamento equivalentes a 100 % de viabilidade celular. O cálculo 

estimado da concentração de IC50 foi feito a partir da curva dose-resposta de 

cada fármaco, utilizando o software GraphPadPrism, versão 7 (LaJolla, San 

Diego, CA, EUA).  

 

3.3 Ensaio enzimático de Pcyt-2 

 

Em colaboração com a Profa. Dra. Marica Bakovic, University of Guelph, 

Canadá, foi determinada a atividade de Pcyt-2. 50 μL de tampão Tris-HCl 20 

mM, pH 7,8, MgCl2 10 mM, DTT 5 mM, CTP 650 uM, PEtn não marcada 650 

μM e [14C] PEtn 65 uM foi misturado com 0,4 μg de Pcyt-2 purificada a 37 °C 

durante 15 min. As reações foram interrompidas fervendo a solução por 2 min. 

A meclizina 50 µM ou o SF2 60 µM foram adicionados na mistura reacional. As 

misturas foram então colocadas sobre placas de gel de sílica G com padrões 

de CDP-Etn (do inglês: cytidine diphosphate ethanolamine) e PEtn e separadas 

num sistema solvente contendo metanol, NaCl a 0,5 %, amónia (50: 50: 5). As 

placas foram então pulverizadas com ninhidrina a 1 %, e o produto CDP-Etn foi 

quantificado por contagem de cintilação líquida. 

Para a radiomarcação dos intermediários da via Kennedy, fibroblastos 

MCH58 foram cultivados na presença de 25 μM de meclizina ou 25 μM de SF2 

durante 5 h a 60 % de confluência, em seguida [14C] etanolamina (0,5 

μCi/placa) foi adicionada, e as células foram incubadas por 24 h. Os lipídios 

foram extraídos utilizando o método de Bligh e Dyer. A radioatividade total da 

fase água/metanol e a da fase lipídica foram medidas separadamente. [14C] 

PEtn foi separada da fase lipídica utilizando cromatografia de camada fina em 

solvente constituído por metanol/clorofórmio/amónia (65: 35: 5). Etanolamina e 

CDP-Etn foram separadas da fase água/metanol utilizando cromatografia de 

camada fina numa solução de metanol, NaCl a 0,5 %, amônia (50: 50: 5). Os 

compostos separados marcados com 14C foram medidos por contagem de 

cintilação. 
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3.4 Ensaio de apoptose por Anexina V/iodeto de propídio (PI) 

 

As células apoptóticas foram quantificadas utilizando o kit Dead Cell 

Apoptosis (Molecular Probes) com anexina V Alexafluor 488 e iodeto de 

propidio (PI). Foram semeadas 104 células/mL (A549 ou NCI-H460) em placas 

escuras de 96 poços. Depois de 24 h de adesão, foram tratadas com cisplatina 

(70 μM para A549 e 18 μM NCI-H460), SF2 em três concentrações: (20 μM, 40 

μM e 80 μM para A549 e 15 μM, 30 μM e 60 μM para NCI-H460) e TRAIL 5 

μg/mL como controle positivo de morte celular. Após 24 h de tratamento, as 

células foram incubadas por 4 h com Hoechst 33258 5 μg/mL (Molecular 

Probes) e 30 min a 4 °C com anexina V conjugada com Alexafluor 488 (1:50) 

em tampão de ligação e com 20 μg de PI (Molecular Probes). Para análise dos 

ensaios, foi utilizado o aparelho ImageXpress Micro-Wide Field High Content 

Imaging System (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) em colaboração com a 

Dra. Débora Levy do laboratório de Genética e Hematologia Molecular (LIM 

31), FMUSP, São Paulo. 

 

3.5 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (Δψm) 

 

O potencial de membrana mitocondrial foi analisado através de uma sonda 

catiônica, a éster etílico tetrametilrodamina (TMRE). Foram semeadas 104 

células/mL (A549 ou NCI-H460) em placas escuras de 96 poços. Depois de 24 

h de adesão, foram tratadas com cisplatina (70 μM para A549 e 18 μM para a 

linhagem NCI-H460) e com SF2 em três concentrações: (20 μM, 40 μM e 80 

μM para A549 e 15 μM, 30 μM e 60 μM para NCI-H460). Após 24 h de 

tratamento, as células foram incubadas por 4 h com Hoechst 33258 5 μg/mL 

(Molecular Probes) e por 45 min a 37 ºC com TMRE 50 nM. Um dos poços foi 

tratado por 10 min com 100 µM carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP), 

utilizado como controle positivo para despolarização de membrana. Para 

análise dos ensaios, foi utilizado o aparelho ImageXpress Micro-Wide Field 

High Content Imaging System (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) em 
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colaboração com a Dra. Débora Levy do laboratório de Genética e Hematologia 

Molecular (LIM 31), FMUSP, São Paulo. 

 

3.6 Avaliação da citotoxicidade em Cultura 3D 

 

A fim de avaliar a atividade citotóxica de SF2, células tumorais (A549) e 

não tumorais (MRC5), foram cultivadas em um sistema de cultura 3D. O 

sistema de levitação magnética (n3D Biosciences, Inc., Greiner bio-one) foi 

utilizado para a formação dos esferoides. Em um tubo cônico, as células foram 

separadas, considerando 1,5.104 células por esferoide, e para cada 104 células 

foram utilizados 1 μL de nanopartícula. As células com as nanopartículas foram 

homogeneizadas e centrifugadas por 5 min a 300 g, três vezes. Em seguida, 

foram semeadas em placa de 96 poços, não aderente. A placa foi repousada 

sobre a placa magnética por 24 h, e ficou mais 24 h em cultura sem a placa, 

para estabilização dos esferoides. Após esse período de 48 h, o meio de 

cultura foi trocado e foram realizados os tratamentos. 

 

3.7 Curva de seleção por puromicina 

 

Para determinar a concentração ótima para utilizar na seleção positiva após 

a transfecção, foi feito o ensaio de curva de seleção. Foram semeadas 5.104 

células/mL da linhagem A549, em placa de 12 poços. Depois de 24 h de 

adesão, foram tratadas com diversas concentrações de puromicina (Sigma) 

(0,25 μg/mL, 0,5 μg/mL, 1,0 μg/mL, 2,0 μg/mL, 4,0 μg/mL e 8,0 μg/mL). As 

células foram acompanhadas por 10 dias, trocando o meio com a concentração 

respectiva de puromicina a cada 48 h. 
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3.8 CRISPR: plasmídeos utilizados 

 

Todos os plasmídeos utilizados são pSpCas9 BB-2A-PURO (PX459) com 

9174 pb e foram comprados da GenScript USA Inc (Piscataway, NJ, EUA). Os 

plasmídeos codificam a enzima Cas9 com o RNA guia para o silenciamento 

dos genes humanos: ATG5, ATG7, Beclin 1 ou CHOP. Todos possuiam o gene 

de resistência à puromicina, a qual foi utilizada durante a seleção positiva das 

células transfectadas. Foram escolhidas duas sequências para cada gene, para 

assegurar o silencimento, sendo as sequências dos plasmídeos 1, as indicadas 

com maior chance de sucesso pelo fabricante. 

As sequências guias da Cas9 dos plasmídeos para os respectivos genes 

são: 

ATG5: 

Pasmídeo 1: AACTTGTTTCACGCTATATC 

Pasmídeo 2: TTCCATGAGTTTCCGATTGA 

ATG7: 

Pasmídeo 1: AGAAGAAGCTGAACGAGTAT 

Pasmídeo 2: CTTGAAAGACTCGAGTGTGT 

Beclin 1: 

Pasmídeo 1: ATTTATTGAAACTCCTCGCC 

Pasmídeo 2: ATCTGCGAGAGACACCATCC 

CHOP: 

Pasmídeo 1: CCGAGCTCTGATTGACCGAA 

Pasmídeo 2: AGGAAATCGAGCGCCTGACC 
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3.9 Preparo de bactérias competentes 

 

Para o preparo de bactérias E.coli DH5α e TOP10 competentes, foi feito um 

pré-inóculo com uma colônia de cada cepa em 5 mL de meio LB (Luria-Bertani: 

Tabela 1) sob agitação 10 g a 37 ºC overnight. 100 μL do pré-inóculo foram 

cultivados em 10 mL de LB até atingir a fase exponencial (OD600 = 0,3 – 0,4). 1 

mL da cultura foi aliquotada em microtubos, centrifugada por 5 min, 300 g 4 ºC. 

O sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido e congelado a -80 °C 

em 100 μL 1xTSS (do inglês: Transformation and Storage Solution, Tabela 2) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Tabela 1. Composição do meio de cultura LB 

Meio Luria Bertani (LB) por litro 

10 g Triptona 

5 g Extrato de levedura 

5 g de NaCl 

NaOH (até pH 8) 

15 g agar (para meio semi-sólido em placa) 

FONTE: Ausubel FM, et al. Short protocols in molecular biology. EUA. John Wiley & Sons. 2002. (62) 

Tabela 2. Composição da solução 2xTSS 

2xTSS 

10 % LB 

20 % PEG 3350 a 8000 

10 % DMSO 

100 mM MgCl2 

pH 6,5 

FONTE: Ausubel FM, et al. Short protocols in molecular biology. EUA. John Wiley & Sons. 2002. (62) 



29 
 

 
 

3.10 Transformação de bactérias TOP10 e DH5α com plasmídeos de 

CRISPR e plaqueamento  

 

Os plasmídeos pSpCas9 BB-2ª-PURO PX459 (Genescript) contendo os 

genes de Beclin 1, ATG 5, ATG7 e CHOP, sendo duas construções para cada 

gene, estavam liofilizados e foram ressuspensos em água ultra-pura, mantendo 

uma concentração de 0,2µg/µL. Para a obtenção de maior quantidade desses 

plasmídeos, as bactérias E.coli DH5α e TOP10 competentes criopreservadas a 

-80ºC, foram descongeladas sob o gelo e incubadas, por 30min sob o gelo, 

com 100ng de cada plasmídeo contendo o gene de resistência à ampicilina. 

Em seguida, foi adicionado meio SOC (Tabela 3) e as bactérias foram mantidas 

na incubadora a 37ºC e sob agitação. Após 1,5h de incubação, as bactérias 

foram semeadas em uma placa de LB-ágar sem ampicilina (para controle da 

viabilidade das bactérias) e uma placa de LB-ágar com ampicilina 100µg/mL. 

Estas placas foram incubadas a 37ºC overnight e, as colônias isoladas na 

placa LB-ágar com ampicilina de bactérias transformadas foram selecionadas, 

com o auxílio de uma ponteira e ampliadas em meio LB com ampicilina.  

 

  Tabela 3. Composição do meio de cultura SOC 

Meio SOC 

0,5% Extrato de Levedura 

2% Triptona 

10mM NaCl 

2,5mM KCl 

10mM MgCl2 

10mM MgSO4 

20mM Glicose 

FONTE: Ausubel FM, et al. Short protocols in molecular biology. EUA. John Wiley & Sons. 2002. (62) 
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3.11 Extração e purificação dos plasmídeos por mini-preparação 

(MiniPrep) 

 

Para a extração e purificação dos plasmídeos da bactéria foi realizado o 

protocolo de miniprep, utilizando o kit GeneJetPlasmidMiniPrep (Thermo Fisher 

Scientific, Pierce, IL, EUA). No dia anterior foi feito um pré-inóculo de bactérias 

contendo os plasmídeos com os genes Beclin 1, ATG 5, ATG7 e CHOP. Uma 

colônia isolada de cada placa foi colocada em 5mL de meio LB (Tabela 2) com 

ampicilina (100µg/mL) em tubos de polipropileno e ficaram sob agitação de 

250rpm overnight a 37ºC. Desse pré-inóculo, 1mL foi colocado em 10mL de LB 

com ampicilina (100µg/mL) em erlenmeyer e ficaram sob agitação de 250rpm 

overnight a 37ºC. 

No dia seguinte o caldo da cultura bacteriana foi dividido e transferido para 

tubos de 15mL e centrifugados a 2500G durante 10min e o sobrenadante foi 

descartado. Foi adicionado ao pellet formado 250µL de solução de 

ressuspensão e foi homegenizado vigorosamente em vortex para 

ressuspensão total do pellet celular. Acrescentou-se 250µL da solução de lise 

seguido de homogeneização cuidadosa por inversão dos tubos de 4 – 6 vezes 

até a solução ter ficado viscosa e ligeiramente clara. Em seguida foi adicionado 

350µL da solução de neutralização e novamente foi feita homogeneização 

cuidadosa por inversão de 4 – 6 vezes. Os tubos foram centrifugados a 2500G 

por 15min. 

Para purificar o DNA de interesse, o sobrenadante da etapa anterior foi 

colocado em micro-coluna de sílica acoplada a um tubo de microcentrífuga do 

kit, e o material foi centrifugado a 12000rpm por 1min e o material não retido na 

coluna foi descartado. Foram adicionados 500µL da solução de lavagem ao 

DNA retido na coluna e centrifugado por 1min a 12000rpm. O material não 

retido na coluna foi descartado e o procedimento foi repetido. Foi feito uma 

nova centrifugação a 12000rpm por 1min para remover qualquer resíduo da 

solução de lavagem. 

Para a eluição do plasmídeo da coluna, esta foi transferida para um novo 

tubo de 1,5mL estéril e identificado, e adicionou-se 50µL do tampão de eluição. 
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Os tubos ficaram incubando por 2 min a temperatura ambiente e então foram 

centrifugados por 2 min a 12000rpm. Em seguida, os tubos de DNA eluído 

foram armazenados a -20ºC. 

 

3.12 Padronização da técnica de transfecção celular por eletroporação 

 

A padronização da técnica de transfecção celular por eletroporação dos 

plasmídeos pSpCas9 utilizando o 4D-Nucleofector system-Core unit/X unit 

(Lonza) para as linhagens celulares A549 e H460, foi iniciada testando as 

soluções de transfecção SF e SE do kit Cell Line Optimization 4DNucleofector 

® X e o 4D- Nucleofector® (Lonza, Alemanha) e os diferentes pulsos 

configurados no equipamento. Foram separadas 105células/amostra em tubos 

de 1,5mL e centrifugadas a 100G. De cada tubo o sobrenadante foi retirado e 

acrescentado o mix de transfecção contendo 16,4μL da solução de 

transfecção, 3,6μL de suplemento 1 do kit e 20ng/μL de plasmídeo contendo o 

gene repórter GFPmax. As amostras foram transferidas para a cubeta e 

transfectadas no aparelho. Após 10min em repouso, foi acrescentado 100μL de 

meio RPMI a 37°C em cada cubeta e transferido 40μL/poço em placa de 24 

poços, completando o volume para 500μL com meio RPMI. Foi mantido em 

cultura e analisado em colaboração com o Prof. Dr. Jean Pierre Schatzmann 

Peron no aparelho ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-Rad). 

 

3.13 Transfecção celular por eletroporação 

 

As células A549 foram transfectadas utilizando o kit Cell Line Optimization 

4DNucleofector ® X e o 4D- Nucleofector® (Lonza, Alemanha), de acordo com 

as instruções do fabricante, utilizando a solução SF e os pulsos EN138 e 

EH100. O plasmídeo pGFPmax (pmax GFPTM, Lonza, Alemanha) (1ug) foi 

incluído para monitorar a eficiência de transfecção. A eficiência da tranfecção 

foi analisada através da porcentagem de células positivas para GFP por 

microscopia de fluorescência, usando o microscópio ZOE (Biorad, CA, EUA). 
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Enquanto aos outros plasmídeos, foram selecionadas por puromicina após 48h 

à transfecção. 

 

3.14 Transfecção celular por lipofectamina 

 

As células A549 foram semeadas (2.105 células) em meio sem soro e 

antibióticos e transfectadas com o complexo com lipofectamina 3000 (Life 

Tecnologies, EUA) e 500ng dos plasmídeos. A placa foi incubada por 4h e em 

seguida cada poço foi suplementado com soro fetal bovino. Após 48h da 

transfecção as células foram selecionadas por puromicina. 

 

3.15 Curva de seleção por puromicina 

 

Para determinar a concentração ótima para utilizar na seleção positiva após 

a transfecção, foi feito o ensaio de curva de seleção. Foram semeadas 

5.104células/mL da linhagem A549, em placa de 12 poços. Depois de 24h de 

adesão, foram tratadas com diversas concentrações de puromicina (Sigma) 

(8μM, 4μM, 2μM, 1μM, 0,5μM e 0,25μM). As células foram acompanhadas de 7 

a 10 dias, trocando o meio com a concentração respectiva de puromicina a 

cada 48h. 

 

3.16 Western Blotting 

 

A técnica de Western Blotting foi utilizada para avaliar os níveis de 

expressão de proteínas relacionadas à autofagia e estresse de retículo 

endoplasmático nas linhagens (A549 e NCI-H460) e para garantir que houve o 

silenciamento dos genes relacionados à autofagia nas células A549 

transfectadas. As células de linhagem tumoral foram semeadas (106 células em 

garrafa de 25cm2), pré-tratadas com os inibidores de autofagia (controle 
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positivo) bafilomicina (1μM) ou cloroquina (50μM), e tratadas com CHY-1 

(5μM), cisplatina (10 ou 40μM) ou SF2 (10 ou 20μM). Após os tratamentos, as 

células foram lisadas com o reagente de extração de proteínas de mamíferos 

(Mammalian Protein Extraction Reagent®, Thermo Scientific Pierce, IL, EUA) 

contendo 10% de inibidor de protease e de inibidor de fosfatase. 

Os lisados celulares foram diluídos em tampão Standard Western blotting 

(50mM Tris-HCl, pH 6,8, SDS (dodecil sulfato de sódio) a 2%, glicerol 10%, 5% 

de 2-β mercaptoetanol, 0,002% azul de bromofenol) e desnaturados por 

aquecimento. Em seguida, os lisados celulares foram fracionados por 

eletroforese (SDS-PAGE (do inglês: PolyAcrylamide Gel Electrophoresis), 

Biorad, CA, EUA) e transferidos para membranas de fluoreto de polivinilideno 

(PVDF). Após a transferência, as membranas foram lavadas em tampão de 

Tris-salino com Tween-20 (TTBS: 100mM Tris-HCl, 137mM de NaCl e 0,05% 

de Tween-20, pH 7,8) e bloqueadas durante 1h em albumina de soro bovino 

(BSA, do inglês: Bovine Serum Albumin) 5% diluído em TTBS. Após outra 

lavagem com TTBS, a membrana foi incubada overnight com os anticorpos 

primários a 4ºC. A membrana foi novamente lavada com TTBS e, então, 

incubada por 1h com anticorpo secundário conjugado a horseradish 

peroxidase. A detecção foi realizada com o kit de Pierce® Western Blotting 

Substrate Plus (Thermo Fisher Scientific Pierce, IL, EUA) e a densidade de 

pixels das bandas quantificadas a fim de comparar as alterações de expressão 

proteica. 

 

3.17 Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) 

 

O preparado das amostras, fixação, inclusão, cortes semi-finos e ultra-finos 

das células A549, foi feito em colaboração com o laboratório de microscopia 

eletrônica da Profa. Dra. Élia Tamaso Espin Garcia Caldini, da FM-USP. E as 

imagens foram feitas, utilizando o microscópio eletrônico de transmissão 

(MET), em colaboração com o Setor de Microscopia Eletrônica do 

Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento ICB-USP. 

 



34 
 

 
 

3.18 Análise estatística dos resultados 

 

Todas as análises estatísticas foram realizadas usando o software 

GraphPadPrism, versão 7 (LaJolla, San Diego, CA, USA). Os valores foram 

expressos em média ± desvio padrão de três experimentos independentes 

realizados em triplicata. Para o cálculo estatístico dos ensaios de 

citotoxicidade, a análise foi realizada por ANOVA seguido de teste comparativo 

múltiplo de Bonferroni, considerando valores significantes *p<0.05, **p<0.01 e 

***p< 0.001. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Avaliação dos efeitos citotóxicos dos quimioterápicos cisplatina, 

paclitaxel e o do anticorpo monoclonal bevacizumab nas células de 

CPCNP 

 

Inicialmente foram realizados os estudos de citotoxicidade dos compostos 

cisplatina, paclitaxel e bevacizumab nas células de CPCNP A549, NCI-H1299, 

NCI-H292 e NCI-H460, para determinar os valores de IC50. Nesse protocolo, foi 

possível apenas calcular os valores de IC50 para a cisplatina, pois mesmo com 

altas concentrações de paclitaxel (160 µM) e bevacizumab (80 µg/mL) não 

foram capazes de reduzir em 50 % a viabilidade das células testadas em 24 h. 

Os respectivos valores de IC50 estão na Tabela 4 abaixo: 

 

Tabela 4. Valores de IC50 

 IC50± DP 

Tratamentos A549 NCI-H1299 NCI-H292 NCI-H460 

Cisplatina (μM) 106±4 >160 >160 65±11 

Paclitaxel (μM) >160 >160 >160 >160 

Bevacizumab (μg/mL) >80 >80 >80 >80 

FONTE:Dados da autora 

 

4.2 Determinação da eficácia da combinação terapêutica do CHY-1 com 

os agentes utilizados na primeira linha de tratamento de CPCNP 

 

Os tratamentos foram realizados utilizando uma única concentração sub-

citotóxica dos valores obtidos dos ensaios de citotoxicidade. Em estudos 

anteriores do grupo, o valor de IC50 de CHY-1 encontrado foi de 8 μM (dados 

não publicados), assim a dose sub-citotóxica utilizada foi de 5 μM. Para o 

anticorpo monoclonal bevacizumab foi utilizado 10 μg/mL e para cisplatina e 

paclitaxel, 40 μM. 
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As células A549, NCI-H1299, NCI-H292 e NCI-H460 foram tratadas durante 

24 h com os seguintes esquemas de tratamento: i) CHY-1 (5 μM) + 

bevacizumab (10 μg/mL). ii) CHY-1 (5 μM) + cisplatina (40 μM). iii) CHY-1 (5 

μM) + paclitaxel (40 μM). Os resultados obtidos após 24 h de tratamento 

mostraram que a combinação de CHY-1 com bevacizumab resultou efeitos 

sinérgicos apenas para a linhagem NCI-H460. A combinação entre CHY-1 e 

cisplatina foi sinérgica para todas as linhagens testadas e a combinação de 

CHY-1 e paclitaxel, apenas para NCI-H1299 e NCI-H460 (Figura 1). 

 

FONTE: Dados da autora. 

Figura 1. Os efeitos da combinação de CHY-1 com bevacizumab, cisplatina e paclitaxel 
sobre a viabilidade celular de CPCNP. Foram semeadas 10

4
 células/poço e tratadas com os 

compostos durante 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT e é expressa como 
a porcentagem de células em relação ao controle. Esta avaliação foi realizada nas linhagens 
celulares de CPCNP A549, NCI-H1299, NCI-H292 e NCI-H460. Onde: * ou # p<0.05, ** ou ## 

p<0.01 e ***ou ### p< 0.001; relações indicadas pela linha sobre as colunas.  
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4.3 Avaliação das proteínas envolvidas no processo autofágico e 

estresse de retículo endoplasmático 

 

Em estudos prévios do grupo, foi demonstrado que o CHY-1, na 

concentração de IC50, é capaz de induzir estresse de RE pela ativação das 

proteínas do sistema UPR (do inglês: unfolded protein response). Desta forma, 

as células NCI-H460 e A549 foram tratadas por 24 h com concentrações sub-

citotóxicas do CHY-1 e cisplatina, e o sistema UPR foi monitorado por Western 

Blotting. O tratamento com CHY-1 aumentou a expressão das proteínas que 

compõem o sistema UPR: PERK (do inglês: protein kinase RNA-like 

endoplasmic reticulum kinase) e IRE1α (do inglês: inositol-requiring enzyme 1 

α) (Figuras 2 e 3). Este aumento indica que o CHY-1 induziu o acúmulo de 

proteínas desdobradas interrompendo assim, a homeostase do RE (63). Para 

as concentrações utilizadas dos tratamentos em A549, não foi possível 

observar variação da expressão, em relação ao controle, da chaperona GRP94 

(do inglês: 94 kDa glucose-regulated protein), nem da proteína ERp44 (do 

inglês: Endoplasmic reticulum resident protein 44), ambas são induzidas 

quando há estresse do RE na tentativa de regular a translocação retrógrada 

das proteínas danificadas destinadas a degradação pelo sistema proteassomal, 

para NCI-H460 houve o aumento de ERp44 (64). Como resultante dessas 

ativações, houve aumento da expressão de CHOP, fator de transcrição 

conhecido como principal mediador da apoptose estimulada pela ativação da 

UPR (65). 

Para avaliar se as concentrações sub-citotóxicas de CHY-1 e da cisplatina 

interferem na biogénese dos autofagossomos, investigou-se a família de 

proteínas relacionadas com a autofagia, as ATGs. A análise por Western 

Blotting mostrou que o tratamento de CHY-1 com cisplatina reduz os sistemas 

de conjugação ATG5 e ATG7 e beclin-1 nas células NCI-H460 e A549 (Figuras 

2 e 3). Desta forma, a inibição de PE por CHY-1 perturbou o processo de 

formação fagófaro, prejudicando a formação da estrutura de membrana, 

impedindo a expansão do fagófaro para formar o autofagolissosomo. 
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           FONTE: Dados da autora. 

Figura 2. Análise das proteínas relacionadas ao estresse de retículo endoplasmático e 
autofagia em A549. Imagem representativa dos resultados da detecção das proteínas de 
estresse de retículo endoplasmático e de autofagia por Western Blotting das células A549, pré-
tratadas por 1 h com bafilomicina A1 (1 μM) ou cloroquina (50 μM), e tratadas com CHY-1 (5 
μM) e/ou cisplatina (40 μM) 

.  

A549 
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Figura 3. Análise das proteínas relacionadas ao estresse de retículo endoplasmático e 
autofagia em NCI-H460. Imagens representativas das membranas de Western Blotting da 
avaliação da expressão das proteínas de estresse de retículo endoplasmático e de autofagia 
por das células NCI-H460, pré-tratadas por 1 h com bafilomicina A1 (1 μM) ou cloroquina (50 
μM), e tratadas com CHY-1 (5 μM) e/ou cisplatina (40 μM). 

  

NCI-H460 
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4.4 Avaliação dos efeitos citotóxicos do composto SF2, um 

intermediário da rota sintética de obtenção do CHY-1 

 

Inicialmente foram realizadas triagens da atividade citotóxica de SF2 nas 

linhagens humanas A549 e NCI-H460, e na murina LL2, e em uma linhagem 

celular de fibroblasto pulmonar humana (MRC-5) através do ensaio de MTT. A 

partir das densidades ópticas, foram calculadas as porcentagens de viabilidade 

celular em relação ao controle e as curvas dose-resposta do composto para 

cada linhagem A partir destas curvas, foram calculados os valores de IC50, 

sendo os valores obtidos encontram-se na tabela 5 abaixo: 

 

Tabela 5. Valores de IC50(μM) de SF2 

 IC50(μM) ± DP 

Tratamento A549 H460 LL2 MRC-5 

SF2 41±12 89±14 32±8 130±53 

FONTE: Dados da autora. 

. 
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4.5 Avaliação dos efeitos de SF2 na enzima Pcyt-2 

 

Em colaboração com a Dra Marica Bokovic, da Universidade de Guelph, 

Canadá, foi realizado o teste de inibição da enzima Pcyt-2 por SF2. Foi 

comprovado que o SF2 não somente é capaz de inibir a ação da enzima Pcyt2 

isolada (Tabela 6), como também de reduzir o transporte de etanolamina 

intracelular (Tabela 7). A meclizina a 50μM, utilizada como controle positivo 

reduziu para 37% da atividade da enzima, enquanto que o SF2 a 60μM reduziu 

para 35%. Tais resultados são extremamente promissores considerando-se 

que a miltefosina, o principal protótipo da classe dos fosfolipídios anti-

neoplásicos, não é capaz de inibir a atividade enzimática da Pcyt-2, nem os 

níveis da PEtn intracelular.  

 

Tabela 6. Valores de teste da atividade da enzima Pcyt2 

isolada 

Tratamentos % CTRL 

Controle (sem tratamento) 100 

Meclizina (50µM) 37,2 

SF2 (60µM) 35,3 

FONTE: Dados da autora. 

 

 
Tabela 7. Valores representativos da produção de etanolamina e CDP-Etn quando células MCH58 foram tratadas 
com meclizina e SF2 

Tratamentos Etanolamina CDP-Etn 

Controle (sem tratamento) 29,59 11,62 

Meclizina (25µM) 6,3 5,1 

SF2 (25µM) 9,19 8,34 

x1000 DPM (DPM = decaimento por minuto) 

FONTE: Dados da autora. 
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4.6 Avaliação dos mecanismos de morte celular por SF2 

 

Com a finalidade de estudar os mecanismos de morte celular, comparar os 

resultados obtidos dos tratamentos de cisplatina (Cis) e SF2, além de suas 

combinações, foi realizado o ensaio de anexina V/PI (Figuras 4 e 5). Como 

controle positivo de morte celular, foi utilizado o TRAIL (do inglês: Tumor 

necrosis factor (TNF)–related apoptosis-inducing ligand), entretanto a linhagem 

A549 é resistente para este indutor de apoptose. Como é possível observar, o 

aumento da porcentagem de células apoptóticas é dose dependente para SF2, 

porém por este ensaio, não foi possível observar uma diferença entre os 

tratamentos isolados e com os combinados. Além disso, SF2 80 µM sozinho foi 

mais citotóxico do que em combinação com a cisplatina, sugerindo que SF2 

não esteja atuando apenas na autofagia. 

 

FONTE: Dados da autora. 

Figura 4. Ensaio de anexina V/PI em células A549. Porcentagem de células em apoptose ou 

necrose. 

 

FONTE: Dados da autora. 

Figura 5. Ensaio de anexina V/PI em células H460. Porcentagem de células em apoptose ou 

necrose..   
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4.7 Avaliação do potencial de membrana mitocondrial 

 

Neste experimento, foram comparados os resultados obtidos dos 

tratamentos de cisplatina (Cis) e SF2, além de suas combinações (Figuras 6 e 

7). O CCCP, um desacoplador da membrana interna da mitocôndria, foi 

utilizado como controle positivo, pois suprime o potencial eletroquímico 

mitocondrial, causando a despolarização da membrana. O SF2 foi capaz de 

reduzir o potencial elétrico da membrana mitocondrial das células A549 e NCI-

H460. Deste modo, SF2 induziu a morte celular e danos mitocondriais das 

células A549 e NCI-H460, ou seja, leva as células à apoptose com participação 

mitocondrial, corroborando os dados anteriores de com a marcação dupla com 

anexina/PI. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 6. Alteração do potencial de membrana mitocondrial para A549. A) Análise da 
alteração do potencial de membrana mitocondrial pela sonda TMRE (vermelho), escala: 
100μm. B) Quantificação da média da intensidade de fluorescência. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 7. Alteração do potencial de membrana mitocondrial para H460. A) Análise da 
alteração do potencial de membrana mitocondrial pela sonda TMRE (vermelho), escala: 
100μm. B) Quantificação da média da intensidade de fluorescência. 
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4.8 Transformação de bactérias competentes com plasmídeos de 

CRISPR 

 

Foi feito o preparo de bactérias competentes pelo método 1xTSS, para que 

nestas pudessem ser inseridos os plasmídeos de CRISPR. Para avaliar se a 

introdução do plasmídeo havia sido efetiva, a seleção foi feita por ampicilina, 

uma vez que se encontra o gene de resistência a esse antibiótico nos 

plasmídeos. Como esperado, com o mesmo volume de cultura aplicado em 

placas LB-ágar, sem ampicilina, houve um crescimento exagerado sem 

formação de colônia (Figura 8A), enquanto que com ampicilina, houve seleção 

pela formação de colônias isoladas (Figura 8B). Em seguida, foi feito o 

protocolo de miniprep para a extração e purificação dos plasmídeos, partindo 

de uma das colônias que foram isoladas na placa. A quantidade de plasmídeo 

obtida foi quantificada utilizando um espectrofotômetro do tipo Nanodrop, 

sendo os valores obtidos para cada construção de: Beclin-1: 13 ng/mL e 17 

ng/mL; ATG5: 73 ng/mL e 15 ng/mL; ATG7: 124 ng/mL e 12 ng/mL; CHOP: 10 

ng/mL e 17 ng/mL. 

     

               FONTE: Dados da autora. 

Figura 8. Crescimento bacteriano em placa LB-ágar. A) Sem formação de colônias isoladas 
em plaqueamento de 100 μL de cultura de bactéria após transformação com plasmídeo em 
placa LB-ágar sem ampicilina. B) Formação de colônias isoladas em plaqueamento de 100μL 
de cultura de bactéria após transformação com plasmídeo em placa LB-ágar com ampicilina. 

 

  

A B 
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4.9 Determinação da concentração de puromicina para seleção de 

células transfectadas 

 

Os plasmídeos adquiridos possuem o gene de seleção por puromicina. Para 

determinar a concentração ótima para selecionar as células transfectadas, foi 

feito uma curva de seleção durante10 dias nas células A549 não transfectadas. 

No 7º dia foi observado que da concentração 1 μg/mL para cima, todas as 

células do poço já estavam mortas (Figura 9). No 10º dia, todas as células do 

poço com a concentração 0,5 μg/mL estavam mortas, enquanto que dos de 

0,25 μg/mL e controle estavam vivas. Por isso, a concentração determinada 

para a seleção de células transfectadas foi de 1 μg/mL de puromicina. 

 
FONTE: Dados da autora. 

Figura 9. Curva de seleção por puromicina. Células A549 semeadas em placa de 12 poços 
(0,5.10

5
 célula/poço), objetiva no aumento de 4x. Curva no 7º dia feita para determinar a 

concentração ótima para selecionar células transfectadas com plasmídeo contendo gene 
resistente à puromicina. A concentração determinada foi de 1 μg/mL. 
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4.10 Padronização da técnica de transfecção celular por eletroporação 

 

Após amplificação dos plasmídeos em bactérias competentes DH5-α, 

iniciamos a padronização da técnica de CRISPR/Cas9. A padronização da 

técnica de transfecção celular por eletroporação foi feita utilizando o 4D-

Nucleofector system-Core unit/X unit (Lonza) para as linhagens celulares A549 

e H460, testando as soluções de transfecção SF e SE do kit Cell Line 

Optimization 4DNucleofector ® X e o 4D- Nucleofector® (Lonza, Alemanha) e 

os diferentes pulsos configurados no equipamento. Foram separadas 105 

células/amostra em tubos de 1,5 mL e centrifugadas a 100 g. De cada tubo o 

sobrenadante foi retirado e acrescentado o mix de transfecção contendo 16,4 

μL da solução de transfecção, 3,6 μL de suplemento 1 do kit e 20 ng/μL de 

plasmídeo contendo o gene repórter GFPmax. As amostras foram transferidas 

para a cubeta e transfectadas no aparelho. Após 10 min em repouso, foi 

acrescentado 100 μL de meio RPMI a 37 °C em cada cubeta e transferido 40 

μL/poço em placa de 24 poços, completando o volume para 500 μL com meio 

RPMI. Foi mantido em cultura e analisado em colaboração com o Prof. Dr. 

Jean Pierre Schatzmann Peron no aparelho ZOE Fluorescent Cell Imager (Bio-

Rad). 

Foi iniciada a padronização testando a solução de transfecção e o pulso 

sugeridos no database da empresa (SF CM130) para a célula A549. Segundo 

informações do fabricante, esta combinação teria eficiência de transfecção de 

80% e taxa de viabilidade celular de 60% para esta linhagem celular. Esta 

combinação foi testada utilizando o plasmídeo contendo somente o gene 

repórter GFP (pGFPmax). Porém, como é possível observar na Figura 10, a 

transfecção não foi eficiente, mesmo em diferentes concentrações de 

plasmídeo. Portanto foram testados outros 14 pulsos com a solução SF (Figura 

11) e também com a SE com 13 pulsos (Figura 12). 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 10. Transfecção de células A549 com pGFPmax. Ensaio utilizando a solução e o 
pulso sugerido pelo fabricante para a transfecção de células A549 com o gene repórter GFP, 
em três concentrações diferentes. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 11. Padronização da técnica CRISPR/Cas9 na linhagem de células A549 utilizando 
o gene repórter GFP com a solução SF. Teste de 14 pulsos padronizados no equipamento 
4D-Nucleofector system-Core unit/X unit (Lonza). 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 12. Padronização da técnica CRISPR/Cas9 na linhagem de células A549 utilizando 
o gene repórter GFP com a solução SE. Teste de 13 pulsos padronizados no equipamento 
4D-Nucleofector system-Core unit/X unit (Lonza). 

 

Como esperado, no controle (branco) contendo somente o mix de solução e 

suplemento, não foi possível identificar nenhuma célula marcada em verde 

(Figuras 11 e 12). Em todos os demais pulsos testados pudemos observar 

células marcadas, porém em diferentes proporções. Embora os ensaios 

tiveram uma boa eficiência, optou-se pelos pulsos EN138 e EH100 da solução 

SF para seguir com o protocolo de transfecção. Para a linhagem NCI-H460 não 

foram obtidas células GFP+ apesar de diversas tentativas de padronizar uma 

técnica mais eficiente de transfecção, portanto seguimos os experimentos 

apenas com a linhagem A549. 
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4.11 Transfecção celular por eletroporação 

 

As células A549 foram transfectadas com os plasmídeos para o 

silenciamento dos genes: ATG5, ATG7, Beclin-1 ou CHOP, sendo dois 

plasmídeos para cada gene, variando a sequência, utilizando o kit Cell Line 

Optimization 4DNucleofector ® X e o 4D- Nucleofector® (Lonza, Alemanha), de 

acordo com as instruções do fabricante, utilizando a solução SF e os pulsos 

EN138 e EH100. O plasmídeo pGFPmax (pmax GFPTM, Lonza, Alemanha) (1 

ug) foi incluído para monitorar a eficiência de transfecção (Figura 13). A 

eficiência da tranfecção foi analisada através da porcentagem de células 

positivas para GFP por microscopia de fluorescência, usando o microscópio 

ZOE (Biorad, CA, EUA). Enquanto aos outros plasmídeos, as células 

silenciadas foram selecionadas por puromicina após 48 h a transfecção. 

 

FONTE: Dados da autora. 

Figura 13. Controle positivo da transfecção celular A549 por pGFPmax.. Células GFP+, 
com baixa eficácia, após o protocolo de transfecção por eletroporação, tanto para os pulsos 
EN138, quanto para EH100. 
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Após 48 h à transfecção, as células foram selecionadas por puromicina 1 

μg/mL, por pelo menos 5 dias, para garantir a seleção. 

 

4.12 Transfecção celular por lipofectamina 

 

Devido à baixa eficiência da transfecção do protocolo por eletroporação, foi 

decidido realizar concomitantemente o protocolo por lipofectamina. A princípio, 

pareceu que o a eficácia havia sido maior, pelo número de células que 

sobreviveram após 48 h à transfecção. Entretanto, após a adição da 

puromicina, houve muita morte celular, indicando uma baixa eficácia de 

transfecção também. Como o número de células era muito baixo, tanto do 

protocolo de eletroporação quanto por lipofectamina, optou-se por juntar as 

células correspondentes aos mesmos plasmídeos, a fim de conseguir expandir 

as células para seguir com os experimentos. 

 

4.13 Avaliação das proteínas envolvidas no processo autofágico 

 

Para avaliar se concentrações sub-citotóxicas de SF2 e cisplatina interferem 

na biogénese dos autofagossomos, investigou-se a família de proteínas 

relacionadas com a autofagia, as ATG. A análise por Western Blotting mostrou 

que o tratamento de SF2 com cisplatina afetou os sistemas de conjugação 

ATG5 e ATG7 e Beclin-1 foi reduzida nas células A549 (Figura 14). Desta 

forma, a inibição de PE por SF2 perturba o processo de formação fagófaro, 

prejudicando a formação da estrutura de membrana, impedindo a expansão do 

fagófaro para formar o autofagolissosomo. 

O fluxo autofágico foi monitorado, comparando com os controles positivos 

pra indução e inbição da autofagia, pelo cultivo das células na ausência de soro 

e uso de cloroquina, respectivamente. Após 24 horas de tratamento, a 

conversão da proteína LC3-I para LC3-II foi bloqueada, pelo seu acúmulo 

observado (Figura 14). Consistente com nossa hipótese, foi demonstrado que o 

tratamento com SF2 associado à cisplatina bloqueou a conversão de LC3-I 
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para LC3-II, mesmo em concentrações sub-citotóxicas, ficando mais evidente 

na presença de cloroquina (Figura 14).  

 

 

FONTE: Dados da autora. 

Figura 14. Análise das proteínas relacionadas à autofagia em A549. Imagem representativa 
das membranas utilizadas para a detecção das proteínas de autofagia por Western Blotting das 

células A549, tratadas com SF2 (30 μM) e/ou cisplatina (70 μM) cloroquina (50 μM). 

 

4.14 Confirmação do silenciamento por CRISPR/cas9 

 

Para confirmar se houve o silenciamento dos genes ATG5, ATG7, Beclin-1 

e CHOP pela técnica de CRISPR/cas9, as expressões dessas proteínas foram 

avaliadas por Western blotting (Figura 15).  

Como observado, o silenciamento dos genes estudos foi bem sucedido, 

exceto por CHOP, pois mesmo com as células resistentes à puromicina, 

continuou expressando a proteína. Portanto, os experimentos seguiram apenas 

com as outras três células silenciadas. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 15. Confirmação do silenciamento dos genes ATG5, ATG7 e Beclin-1. Detecção 
das proteínas de autofagia por Western Blotting das células A549 após transfecção e seleção 

positiva por puromicina. Apenas CHOP não foi silenciada. 

 

4.15 Avaliação das proteínas envolvidas no processo autofágico nas 

células silenciadas 

 

Para entendermos melhor o processo autofágico, as proteínas que atuam 

na via da autofagia, p62 e LC3-I e II, foram analisadas e comparadas entre as 

das células selvagem com as das células silenciadas.  

Na Figura 16, podemos confirmar que, devido ao silenciamento de ATG7, 

não há a formação de LC3-II em nenhum dos tratamentos, uma vez que ele é 

fundamental nesse processo. Já nas células silenciadas em ATG5, podemos 

ver a diferença de SF2, que bloqueia a autofagia nos estágios iniciais 

(produção de PE), com a cloroquina, que bloqueia a autofagia nos estágios 

finais (fusão do autofagossomo com lisossomo). Ao ser tratadas com SF2 

houve o acúmulo de LC3-I e com cloroquina, de LC3-II. Já nas células com 

Beclin-1 silenciado, também observamos o acúmulo de LC3-I nas células 

tratadas com SF2 e de LC3-II, com cloroquina. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 16. Análise das proteínas relacionadas à autofagia em A549 selvagem e silenciadas. Detecção das proteínas de LC3 e p62 por Western Blotting 

das células A549, tratadas com SF2 (30 μM), cisplatina (70 μM) e cloroquina (50 μM). 
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4.16 Ensaio de citotoxicidade para avaliação dos efeitos da combinação 

de SF2 com cisplatina na linhagem A549 WT e silenciadas 

 

Para avaliar a citotoxicidade de SF2 nas células silenciadas, foi feito o 

ensaio de MTT. Na tabela 8 foram apresentados os valores de IC50 obtidos dos 

tratamentos de cisplatina, SF2 e suas combinações, além da combinação de 

SF2 em concentrações variadas com cloroquina a 50 µM. Na Tabela 9 é 

observado as porcentagens de viabilidade celular das células tratadas com 

cloroquina na concentração de 50 μM. 

 

Tabela 8. Valores de IC50(μM) 

 IC50(μM) ± DP 

Tratamentos A549 WT ATG5-/- ATG7-/- Beclin-1-/- 

Cisplatina 106±4 99±20 165±10 125±10 

SF2 72±5 234±34 135±20 189±48 

Cisplatina+SF2 51±7 120±6 138±22 30±9 

SF2+Cloroquina 50μM 31±6 12±3 105±1 20±7 

FONTE: Dados da autora. 

 

Tabela 9. Porcentagens de viabilidade celular 

 Porcentagem da Viabilidade celular 

Tratamento A549 WT ATG5-/- ATG7-/- Beclin-1-/- 

Cloroquina 50μM 71% 54 % 75% 81% 

FONTE: Dados da autora. 
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4.17 Avaliação da citotoxicidade em Cultura 3D 

 

O sistema de levitação magnética foi utilizado para a formação dos 

esferoides. Após o período de tratamento, foram registradas imagens dos 

esferoides (Figuras 17A e 18A). Para avaliar o efeito dos tratamentos sobre o 

esferoide, a área de cada um foi medida e comparada pelo software Image J 

(NIH, USA) (Figuras 17B e 18B). 

Como é observado nas imagens (Figuras 17A e 18A), a combinação dos 

tratamentos de SF2 com cisplatina, foi muito superior quando comparadas aos 

compostos isolados. Os esferoides foram desestabilizados, evidenciando perda 

da matriz extracelular, levando ao aumento da área (Figuras 17B e 18B). 

Infelizmente, o tratamento também afetou as células não tumorais (Figuras 18A 

e 18B). 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 17. Ensaio de citotoxicidade em cultura 3D de células A549. A) Esferoides de 
células A549 e seus respectivos tratamentos em campo claro (magnificação: barra de 
1000μm). B) Comparação da expansão de área entre os esferoides tratados e o controle. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 18. Ensaio de citotoxicidade em cultura 3D de células MRC-5 GFP+. A) Imagem 
representativa dos esferoides de células A549 e seus respectivos tratamentos em campo claro 
(magnificação: barra de 1000μm). B) Gráfico da área do esferoides para a comparação da 
expansão de área entre os esferoides tratados e o controle.  
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4.18 Avaliação das alterações morfológicas induzidas por SF2 

 

Com o intuito de observar as diferenças das alterações morfológicas 

causadas por SF2, cisplatina e cloroquina, além de suas combinações, foi 

utilizado o MET. Neste experimento, as células A549 foram tratadas por 24h 

com SF2 (40 μM), cisplatina (70 μM), cloroquina (50 μM), e as combinações: 

cisplatina (70 μM) com SF2 (40 μM), cisplatina (70 μM) com cloroquina (50 μM) 

e SF2 (40 μM) com cloroquina (50 μM). Após o processamento das amostras, 

foram analisadas as alterações de: integridade celular e nuclear, mitocôndrias e 

retículo endoplasmático e vesículas autofágicas.  

 Na Figura 19, é possível observar que o tratamento com SF2 é capaz de 

induzir danos mitocondriais e alteração do RE nas células A549, corroborando 

com os dados obtidos por Western Blotting. As alterações das mitocôndrias 

corroboram os dados da redução de potencial mitocondrial anteriores por 

TMRE. É interessante destacar que há uma redução na produção de 

surfactante, com redução do número de corpos lamelares após o tratamento 

com SF2, porém há o aumento considerável quando o tratamento é combinado 

com cisplatina e com cloroquina, o que não é observado na combinação de 

cisplatina com cloroquina. 
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FONTE: Dados da autora. 

Figura 19. Avaliação das alterações morfológicas em A549 induzidas por SF2 e 
combinações. A) comparação entre célula sem tratamento (Controle) e tratadas com os 
compostos Cisplatina, SF2 e cloroquina, isolados. B) comparação dos tratamentos em 
combinação. As setas laranjas indicam corpos lamelares, setas roxas: lisossomos, setas 
amarelas: RE, setas verdes: mitocôndrias, setas azuis: vesículas autofágicas.  
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5 DISCUSSÃO 

 

Em estudos prévios do grupo, foi identificado um novo composto 

classificado como “CHY-1”, o qual foi capaz de inibir a Pcyt-2, um potencial 

alvo em câncer de pulmão. Além disso, foi identificado seu particular 

mecanismo de ação que envolve a redução do fluxo autofágico, um processo 

ainda não totalmente esclarecido. Em virtude disso, o atual projeto propôs-se a 

explorar o mecanismo relatado. 

Inicialmente, os efeitos citotóxicos dos compostos; bevacizumab, cisplatina 

e taxol foram avaliados nas células A549, NCI-H1299, NCI-H292 e NCI-H460. 

O objetivo desta análise foi avaliar os efeitos citotóxicos e determinar os 

valores de IC50, com a finalidade de determinar concentrações subcitotóxicas 

para mensurar o possível efeito sinérgico com CHY-1 e se a sua combinação 

terapêutica com outros agentes quimioterápicos poderia ser uma estratégia 

promissora para o tratamento de câncer de pulmão. No protocolo avaliado, 

quimioterápico paclitaxel e o anticorpo monoclonal bevacizumab, não 

apresentaram efeitos citotóxicos direto nas células de CPCNP nas 

concentrações e no tempo testados, sendo possível apenas calcular o valor de 

IC50 para a cisplatina.  

Atualmente para o tratamento de CPCNP, é utilizado um regime de 

combinação entre dois agentes quimioterápicos. No entanto, a adição de um 

terceiro fármaco, não traz muitos benefícios terapêuticos, algumas vezes 

promove toxicidade secundária (66). Na busca por alternativas, estudos 

clínicos já testaram a associação da hidroxicloroquina (inibidor de autofagia), 

com diversos outros agentes terápicos, como o bevacizumab, carboplatina e 

paclitaxel, no combate ao câncer, incluindo o de pulmão (67). No entanto, o 

protocolo apresenta uma limitação, os pacientes ainda são suscetíveis aos 

graves efeitos adversos da hidroxicloroquina, como toxicidade ocular (58). 

Deste modo, foi avaliado se CHY-1 poderia ser associado com terapias já 

padronizadas para tratamento de câncer de pulmão. 
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A cisplatina e a carboplatina são os derivados de platina mais utilizados 

como quimioterápicos de primeira linha no tratamento do câncer, incluindo o 

CPCNP (68). O mecanismo de ação desses compostos consiste em formar 

ligações cruzadas intrafilamentares e interfilamentares de DNA, impedindo a 

sua replicação e transcrição, além de promover quebras e erros de codificação 

(69). É muito utilizada em casos de pacientes com CPCNP metastático, e 

quase sempre em associação com algum fármaco alvo-dirigido, como o 

bevacizumab. Em geral, pacientes com metástase disseminada devem utilizar 

a cisplatina em ciclo com duração de 4 a 6 semanas. No entanto, a cisplatina é 

responsável por vários efeitos adversos, tais como: neuropatia periférica, 

sensação de formigamento e queimação (70). 

O paclitaxel também é um dos quimioterápicos de primeira linha utilizados 

no tratamento de CPCNP em combinação com outro quimioterápico, 

geralmente um derivado de platina (12). Umas das justificativas para não se 

observar os efeitos citotóxicos nas linhagens, seria o seu mecanismo de ação. 

O paclitaxel promove a agregação dos microtúbulos, ligando-se à subunidade 

da β-tubulina, prevenindo a despolimerização e inibindo a reorganização da 

rede, consequentemente interrompendo a mitose (69).  

Já o mecanismo de ação do anticorpo monoclonal bevacizumab é inibir o 

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF-A, do inglês: Vascular 

endothelial growth factor A). Este efeito inibitório bloqueia a angiogênese 

tumoral, e promove a normalização da vascularização existente (71). A 

restauração do fluxo capilar auxilia diretamente o aumento da pressão 

intersticial, melhorando a biodisponibilidade de outros agentes quimioterápicos 

(72). Portanto, nestes protocolos in vitro, não é possível sugerir que não 

apresenta efeitos citotóxicos, ou mesmo que a sua combinação com CHY-1 

não apresentaram efeitos sinérgicos.  

CHY-1 apresentou efeitos sinérgicos com cisplatina em todas as linhagens 

testadas. Uma das possíveis explicações seria o fato de que alguns trabalhos 

já comprovaram que, na tentativa de prevenir a morte celular, a autofagia é 

ativada após à exposição à cisplatina, além de estar relacionada com à 

quimioresistência (73)(74)(75). 
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Com a confirmação de que CHY-1 inibia a atividade enzimática da Pcyt-2 

em experimentos anteriores do grupo (dados não publicados), e por esta 

enzima estar localizada no RE, surgiu a hipótese de que sua inibição poderia 

afetar a homeostase do RE, cuja manutenção envolve desde a síntese até o 

transporte proteico (76). Como pôde ser observado nas figuras 2 e 3, o CHY-1 

aumentou a expressão de PERK e IRE1α, enzimas que atuam como sensores 

moleculares e são ativadas com a finalidade de eliminar o estresse do RE, 

levando à morte celular (77). Quanto ao aumento da expressão da proteína 

CHOP, fator de transcrição conhecido como principal mediador da apoptose 

estimulada pela ativação da UPR, indica que houve acúmulo de proteínas 

desdobradas, o qual induz ao aumento de estresse, podendo estar associado 

com a morte celular programada e/ou apoptose das células NCI-H460 e A549 

(78). 

A indução de autofagia tem emergido como um mecanismo de resistência à 

quimioterapia, bem como, a promoção da sobrevivência de células tumorais 

por auto-renovação (38). O RE desempenha um papel crucial na iniciação de 

autofagia, especialmente na formação de partículas lipídicas iniciais, 

denominadas de fagóforos ou membranas de isolamento. Estas membranas 

são formadas na fase de alongamento do fagóforo, e apresentam como base 

de sustentação, a PE (79). A PE atua também como um lipídio ancorador da 

proteína LC3 (80). Decorrente da redução da produção de PE induzida pelo 

CHY-1, nas células NCI-H460 e A549, houve um distúrbio da topologia das 

vesículas autofágicas. Para que LC3-I possa ser convertida à LC3-II, 

obrigatoriamente a PE necessita produzir interações com LC3-I formando 

assim, a LC3-II (PE-LC3-I), originando o autofagossomo. Na última etapa, 

ocorre a fusão do autofagossomo com o lisossomo formando o autolisossomo 

(81). Como CHY-1 inibe a biossíntese de PE, foi avaliado se, em 

concentrações sub-citotóxicas em combinação com cisplatina, levaria à inibição 

de PE e do fluxo autofágico nas células A549 e NCI-H460 por Western Blotting. 

O fluxo autofágico foi monitorado pelo pré-tratamento de 1 h com inibidores de 

autofagia, a bafilomicina A1 e a cloroquina. Após 24 horas de tratamento, a 

conversão da proteína LC3-I para LC3-II, foi bloqueada em ambas as linhagens 
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de CPCNP. Consistente com nossa hipótese, foi demonstrado que CHY-1 

associado à cisplatina bloqueia a conversão de LC3-I para LC3-II, mesmo em 

concentrações sub-citotóxicas, ficando mais evidente na presença de 

bafilomicina A1 (Figuras 2 e 3).  

Conforme mencionado anteriormente, houve um problema em uma das 

etapas de síntese e purificação de CHY-1. Portanto, foi dado a continuidade 

neste trabalho utilizando o composto denominado SF2. Como foi observado na 

Tabela 5, SF2 não apresentou a mesma citotoxicidade de CHY-1, mas foi mais 

citotóxica que cisplatina para A549. Além disso, foi comprovado que SF2 

possui também a capacidade de inibir a enzima Pcyt-2 e diminuir o transporte e 

etanolamina intracelular (Tabela 6 e 7). 

Com esses dados, avaliou-se os mecanismos de morte celular pelo ensaio 

de anexina V/PI, o qual permite a avaliação da população apoptótica de uma 

amostra, uma vez que nesta há a exposição de fosfatidilserina, um dos marcos 

iniciais da apoptose, que se liga à anexina V marcada com Alexafluor488 (82). 

Paralelamente, há avaliação da incorporação do PI ao DNA, que indica 

estágios mais tardios da apoptose ou outros tipos de morte celular, como a 

necrose (83). Tanto o tratamento com SF2 quanto com cisplatina foram 

capazes induzir a exposição de fosfatildilserina pelas células A549 e NCI-H460, 

indicando que o efeito de ambos estes compostos está relacionado à indução 

de apoptose nestas linhagens (Figura 4 e 5). Porém, a porcentagem de células 

positivas para anexina V ainda é pouca para indicar a apoptose como a 

principal via de morte celular envolvida na citotoxicidade de SF2, 

principalmente para as células NCI-H460, indicando que o mecanismo de ação 

de SF2 seja diferente entre essas duas linhagens. 

O processo de morte celular pode estar relacionado a alterações no 

potencial transmembranar mitocondrial (84), o qual foi analisado através de 

uma sonda catiônica TMRE, que se acumula em mitocôndrias funcionais 

devido a sua carga membranar relativamente negativa (Figuras 6 e 7). Em 

ambas as células, o potencial de membrana mitocondrial diminuiu nas maiores 

concentrações testadas de SF2, comprovando danos mitocondriais, sendo que 

para cisplatina não teve efeito. Uma das hipóteses seria de que SF2 possa 
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estar induzindo as células à senescência, uma vez que a autofagia, as funções 

mitocondrial e lisossomal estão diretamente relacionadas com o 

envelhecimento celular (85). Entretanto, ainda faltam muitos estudos e 

resultados para confirmar isso. 

O sistema CRISPR/Cas9 é uma nova tecnologia que vem sendo 

amplamente utilizada na edição genômica. Essa técnica consiste na inserção 

de um bacteriófago ou plasmídeo contendo um fragmento de um DNA, que 

servirá como guia para a nuclease Cas clivar o DNA alvo (86). Para tentar 

elucidar o mecanismo de ação de SF2 na via da autofagia, foram adquiridos 

três plasmídeos contendo os fragmentos dos genes: ATG5, ATG7 e Beclin-1. O 

ensaio se mostrou ser bastante complexo, uma vez que foi necessário a 

execução de dois protocolos diferentes para a obtenção das células 

transfectadas e selecionadas. Na Figura 15, é possível confirmar que o 

silenciamento foi bem sucedido.  

No fluxo autofágico, ATG4 cliva a pro-LC3, formando LC3-I, a qual é 

conjugada com a PE pela ATG7, formando a LC3-II. LC3-II é recrutada na 

membrana do fagófaro para ajudar na elongação da membrana do 

autofagossomo. ATG7 também auxilia a formação do complexo ATG5-ATG12-

ATG16, o qual, junto com a LC3-II, é crucial para a formação do 

autofagossomo. A proteína adaptadora p62/SQSTM1 liga-se a proteínas 

ubiquitinadas e a LC3-II para mediar a autofagia através da localização em 

compartimentos autofágicos, transportando proteínas e organelas ubiquitinadas 

para degradação. Beclin-1 junto com VPS34, VPS15 e ATG14, formam um 

complexo que leva à formação de fosfatidilinositol-3-fosfato, que também é 

necessário para a formação do fagófaro (46). 

Ao analisar os dados de citotoxicidade dos compostos nas células 

silenciadas, a maioria indicou que os silenciamentos dos genes tornaram as 

células menos sensíveis aos tratamentos. Entretanto há um sinergismo quando 

é combinado os tratamentos (cisplatina + SF2 e SF2 + cloroquina). A via da 

autofagia é regulada por diversas vias de sinalização, como a via da 

fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e mTOR (do inglês: mammalian target of 

rapamycin) (87)(88)(89).  
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Os sistemas de cultura celular são indispensáveis nos estudos de triagem 

de novos fármacos. Os testes preliminares se iniciam no modelo clássico de 

cultura em monocamada bidimensional (cultura 2D), entretanto estas acabam 

sendo menos preditivas, uma vez que não mimetizam o microambiente 

tumoral, e as células são expostas de forma homogênea ao composto, 

aumentando a sensibilidade (90). Para contornar estes entraves e aumentar a 

predição dos efeitos antitumorais de SF2, células tumorais (A549) e não 

tumorais (MRC5 GFP+), foram cultivadas em um sistema de cultura 3D. 

Como é possível observar nas Figuras 17 e 18, SF2 apresentou 

citotoxicidade tanto para a linhagem tumoral (A549), quanto para a não tumoral 

(MRC-5). Com esses resultados ficou evidente que SF2 não apresentou 

seletividade para a linhagem tumoral, o que foi decisivo para não iniciar os 

testes in vivo.  

Pelas imagens por MET, na Figura 19, é observado as diferenças 

morfológicas entre os tratamentos por SF2 e cloroquina. SF2, por inibir o início 

da autofagia, não há presença de vacúolos, como é observado nas célula 

tratada com cloroquina, que inibe a fusão dos autofagossomos com os 

lisossomos. As células A549 são alveolares do tipo II e apresentam alta 

produção de surfactantes, mas principalmente a dipalmitoilfosfatidilcolina, 

utilizando a via de Kennedy (91). Desta forma, este dado pode ser um 

indicativo de que o SF2 está de fato agindo sobre a via de produção de 

fosfolipídios, uma vez que as células tratadas apresentaram uma redução na 

produção de seu surfactante, conforme o observado nas imagens da MET. 

Entretanto, suas combinações, com cisplatina e cloroquina, possam estar 

anulando o seu efeito, ou deslocando a via de forma compensatória, o que 

justificaria o aumento dos corpos lamelares. 
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6 CONCLUSÕES 

 

Foi verificado que paclitaxel e cisplatina apresentam citotoxicidade para as 

células de CPCNP apenas em elevadas concentrações. Em contraste, CHY-1 

apresentou efeito in vitro superior aos quimioterápicos em todas as linhagens 

testadas. Outro fato demonstrado foi que as combinações em dose sub-

citotóxica de CHY-1 com a cisplatina ou com o paclitaxel apresentaram efeitos 

citotóxicos superiores aos ativos isolados, além de induzir o estresse do RE e 

reduzir o fluxo autofágico. Apesar de tais fatos indicarem que CHY-1 seria um 

novo composto promissor para o desenvolvimento de uma nova classe de 

compostos quimioterápicos, sua síntese se tornou inviável.  

Devido à dificuldade de se obter CHY-1, foram iniciados novos testes com o 

seu intermediário SF2, cuja rota de síntese e purificação é menos complexa. O 

SF2 reduziu o fluxo autofágico das células NCI-H460 e A549, pela inibição da 

enzima Pcyt-2 e do transporte de etanolamina intracelular, portanto é bem 

provável que essa molécula esteja relacionada com o grupo farmacofórico de 

CHY-1. Os resultados do ensaio de Anexina/PI indicaram que a combinação de 

SF2 com cisplatina induz preferencialmente apoptose. Além disso, o SF2 foi 

capaz de reduzir o potencial elétrico da membrana mitocondrial das células 

A549 e NCI-H460, indicando a participação mitocondrial no processo de morte 

celular. SF2 se mostrou capaz de diminuir o fluxo autofágico, observado pela 

diminuição das proteínas: ATG5, ATG7, Beclin-1 e LC3 I e II, por Western 

blotting, resultados semelhantes ao previamente demonstrado por CHY-1 na 

linhagem A549. Pela técnica de CRISPR/Cas9 (do inglês: Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats), foram obtidas as células A549 

knockout para os genes envolvidos no processo autofágico: ATG5, ATG7 e 

Beclin-1. Os resultados obtidos mostraram que, por mais que todas essas 

proteínas estejam relacionadas com a autofagia, as células se comportaram 

diferente para cada silenciamento. As imagens obtidas por MET corroboram 

com a hipótese de que SF2 reduz o fluxo autofágico de forma diferente da 

cloroquina, além de induzir alterações morfológicas da mitocôndria e RE. A 

combinação em dose sub-citotóxica de SF2 e cisplatina não apresentou efeitos 
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citotóxicos superiores aos ativos isolados na cultura 2D, mas apresentou na 

3D. Porém os tratamentos também foram tóxicos na cultura 3D para a 

linhagem não tumoral (MRC-5). Desta forma, podemos sugerir que o SF2 tem 

potencial para se tornar um novo fármaco para o tratamento de CPCNP, porém 

necessita modificações para potencializar o seu efeito e melhorar a seletividade 

a células tumorais.  
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