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RESUMO

Santos, Leandro Figueiredo. Andlise dos mecanismos antitumorais de FTY720
em linhagens humanas de carcinoma espinocelular de cabeca e pescoc¢o. 2018.
101f. Tese (doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
— Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2018.

O FTY720 foi considerado um agente antitumoral contra varios tipos de cancer na
promocdo da morte celular, diminuicado da proliferacdo, angiogénese e metastase; no
carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP), ainda néo foi descrito sua
acao em todas as vias ativadas ou inibidas por este composto. O objetivo deste estudo
foi avaliar a acdo do FTY720 em modelo in vitro (cultura celular) e in vivo
(camundongos) de CECP. Analisamos a atividade da PP2A, uma fosfatase
antitumoral inibida em CECP, em um painel de linhagens de células de CECP, além
de avaliar o tratamento com FTY720 nestas células e eleger duas linhagens para os
posteriores experimentos. As células HN12 e SCC9 foram selecionadas para o0s
estudos de mecanismo baseados nos menores niveis de atividade da PP2A sendo
posteriormente incubadas com FTY720 e tendo as principais proteinas alvo
analisadas por Westernblotting. Determinamos a viabilidade celular por citometria de
fluxo, e estudos funcionais de sinalizacdo de morte celular foram realizados utilizando-
se inibidores de caspases/apoptose (Q-VD-OPh), necroptose (Necrostatina-1) e
autofagia (3-metiladenina). A degradacao de proteinas foi analisada com o inibidor de
proteassoma MG132. A formacgao de tumor de xenoenxerto em camundongos Balb/c
Nude foi utilizada, com a linhagem HN12, para avaliar o efeito de FTY720 in vivo.
Como esperado, FTY720 aumentou as atividades de fosfatases em células CECP,
incluindo PP2A, diminuiu os niveis de proteina SphK1 e ativou caspase-8 e -3 em
ambas as células, bem como aumentou a lactato desidrogenase, que é marcador de
necrose quando presente no meio extracelular. O bloqueio da apoptose recuperou a
viabilidade celular enquanto a inibicdo da necroptose néo afetou a morte celular
promovida por FTY720. Por outro lado, a inibicdo da autofagia aumentou
drasticamente a morte celular promovida pelo FTY720 in vitro, sugerindo autofagia
como uma resposta protetora. In vivo, foi confirmado que a combinagéao de FTY720
com inibidor de autofagia (3-MA) reduz a formacao do tumor xenoenxerto (HN12) em
camundongos combinado ao aumento de ceramidas no sangue dos animais. NOs
evidenciamos o FTY720, pelo seus efeitos antitumorais sinérgicos com inibidor de
autofagia, como potencial estratégia antitumoral em CECP e talvez outros tipos de
cancer, assim como o0s niveis de ceramidas no sangue como potencial marcador de
resposta terapéutica.

Palavras-chave: Antitumoral, autofagia, fingolimod, cancer de cabeca e pescoco.



ABSTRACT

Santos, Leandro Figueiredo. Analysis of the antitumor mechanisms of FTY720
in human cell lines of head and neck squamous carcinoma. 2018. 101f. Thesis
(Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2018.

FTY720 has been considered an antitumor agent against several cancer types
decreased proliferation, angiogenesis and metastasis; in head and neck squamous
cell carcinoma (HNSCC), it has not been addressed yet in all pathways activated or
inhibited by this compound. The objective of this study was to evaluate the action of
FTY720 in vitro (cell culture) and in vivo (mice) HNSCC models. PP2A, an inhibited
antitumor phosphatase in HNSCC, activity was assessed in a panel of HNSCC cell
lines. HN12 and SCC9 cells were selected for the studies of mechanisms based on
the lower levels of PP2A activity were subsequently incubated with FTY720 and having
the main target proteins analyzed by Western blot. Cell viability was determined by
flow cytometry, and functional studies of cell death signaling were performed by using
inhibitors for apoptosis (Q-VD-OPh), necroptosis (Necrostatin-1) and autophagy (3-
Methyladenine). Protein degradation was analyzed with the proteasome inhibitor
MG132. Xenograft tumor formation in Balb/c Nude, with HN12, mice was used to
evaluate the FTY720 effect in vivo. As expected, FTY720 increased phosphatases
activities in HNSCC cells, including PP2A, decreased SphK1 protein levels, and
activated caspase-8 and -3 in both cells, as well as increased the release of lactate
dehydrogenase activity, which is a marker of necrosis when present in the medium
extracellular. Apoptosis blockage recovered cell viability while necroptosis inhibition
did not affect FTY720-promoted cell death. On the other hand, autophagy inhibition
drastically increased cell death promoted by FTY720 in vitro, suggesting autophagy as
a protective response. In vivo, it was confirmed that the combination of FTY720 with
autophagy inhibitor (3-MA) reduces the formation of xenograft tumor (HN12) in mice
combined with increased blood ceramides in animals. We have shown FTY720, for its
synergistic antitumor effects with autophagy inhibitor, as a potential antitumor strategy
in HNSCC and perhaps other cancers types, as well as blood ceramides levels as a
potential marker of therapeutic response.

Keywords: Antitumoral, autophagy, fingolimod, head and neck cancer.
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1. Introducéo

1.1- Cancer de cabeca e pescoc¢o ou Cancer Oral

A palavra “cancer” designa o conjunto de mais de 100 tipos de doencgas que
se caracterizam pelo crescimento desordenado de células anormais que podem ou
nao invadir os tecidos (INCA, 2018). Esse potencial invasivo proporciona a
disseminacdo das células neoplasicas pelo organismo, caracterizando a ocorréncia
de metastases que sao as responsaveis por cerca de 90% das mortes. Entretanto, a
mortalidade também pode ser resultante do tumor priméario (Weinberg et al., 2007).
Para o ano de 2018 ¢é previsto a ocorréncia de 18.1 milhdes de novos casos e 9.6
milhdes de mortes ocasionadas por cancer (Bray et al., 2018).

Carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco (CECP) é a denominacdo das
neoplasias malignas que se originam do epitélio de revestimento estratificado
escamoso — também chamado de epidermdide ou espinocelular. Ocupando a décima
posicdo mundial dentre os tipos de neoplasias mais comuns, o CECP é caracterizado
pelas malignidades que acometem as estruturas anatdémicas do trato aereo-digestivo
superior, sendo orofaringe, nasofaringe, hipofaringe e laringe, segundo a American
Joint Committee on Cancer (AJCC) e a Organiz¢ao Mundial de Saude (WHO — World
Health Organization) (Edge e Compton, 2010; Rivera, 2015; Chan et al., 2017; John
et al., 2017). Dentre as neoplasias derivadas do epitélio espinocelular da regido da
cabeca e pescoco, aquelas que ocorrem na cavidade oral e orofaringe representam
cerca de 90-95% dos casos. Com relacao aos sitios de acometimento, as neoplasias
gue se desenvolvem em borda lateral de lingua, assoalho bucal e orofaringe séo os
mais frequentes além de estarem também associados a um pior prognostico (Tshering
Vogel et al.,, 2010; Marur e Forastiere, 2016). Desse modo, adotaremos a
nomenclatura cancer oral ao longo do texto para nos referirmos ao CECP. A alta
mortalidade em decorréncia deste tipo de cancer se deve a diagnosticos tardios,
recorréncia, e a elevada capacidade invasiva do tumor primario para tecidos
adjacentes devido ao seu fendtipo altamente maligno, caracterizado pela invasao
extensa dos tecidos circundantes (linfonodos) e metastases para o6rgaos

distantes(Pulte e Brenner, 2010; Marur e Forastiere, 2016).



Introducgéo 2

A estimativa nacional para 2018/2019 prevé uma incidéncia de 11.200 casos
de cancer oral acometendo individuos do género masculino e 3.500 casos
acometendo mulheres para cada ano do biénio (INCA, 2018). Com relagdo a
mortalidade, em 2012 foram relatados cerca de 145.353 Obitos no mundo em
decorréncia do cancer de boca. No Brasil, em 2015, o indice de 6bitos em decorréncia
do céancer de boca apresentou uma taxa de 4.672casos em homens e 1.226 casos em
mulheres (INCA, 2018). Esses valores correspondem a um risco estimado de 2,1
Obitos para cada 100 mil habitantes acometidos, representando, assim, um problema
de saude publica (Petti e Scully, 2010; Ferlay et al., 2015).

Héa grandes esforcos da comunidade cientifica direcionados a melhoria dos
métodos diagndsticos do cancer bem como de seu tratamento devido aos quais
demonstra-se um aumento do numero de sobreviventes ao cancer (Arteaga et al.,
2014).

Como € caracteristico das neoplasias, o cancer oral € uma doenca
heterogénea de etiologia multifatorial. O tabaco e o consumo excessivo de &lcool
representam os principais fatores de risco descritos na literatura. Além disso, a
associacdo desses dois fatores € considerada a responsavel por mais de 80% dos
casos de carcinoma espinocelular de boca (Petti e Scully, 2010; Boing et al., 2011;
Rivera, 2015). Além dos dois fatores de risco supracitados, a literatura cientifica tem
destacado a infeccéo viral pelo Papilomavirus humano (HPV — Human Papiloma
Virus) é como um fator de risco associado principalmente aos acometimentos em
orofaringe, o que tem sido associado também a mudancas no comportamento sexual
da populacao, (D'souza et al., 2007). Outros fatores etiolégicos vém sendo explorados
no cancer oral tais como, a exposi¢ao a radiagéao solar do tipo UVA (Ultra violeta A) —
principalmente em casos de cancer de labio, deficiéncia nutricional em decorréncia de
dieta pobre em frutas e vegetais, ma higiene bucal, refluxo gastroesofagico (Van
Cauwenberge et al., 1992; Andreotti et al.,2006; Oliveira et al., 2009; American cancer
society, 2017).

O comportamento do CECP é diferenciado dependendo do seu estadiamento
clinico e sitio anatdmico de acometimento. O diagndstico em estagio inicial da doenca
esta intimamente relacionado a melhores chances de cura e sobrevida. Essa
caracteristica fica evidente devido a elevada taxa de mortalidade em decorréncia da

doenca mesmo apods o tratamento, em casos onde o diagndstico tenha ocorrido em
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estagios mais avancados do cancer (Ferlay et al., 2015). O tempo de sobrevida de
pacientes acometidos por CECP é de + 5 anos em aproximadamente 60% dos casos.
Entretanto, observa-se uma reducéo deste tempo quando o diagndstico € realizado
tardiamente, o que esta intimamente relacionado com estagios mais avancados da
doenca (Pai e Westra, 2009; INCA, 2018).

Remocéao cirdrgica do tumor associada ou ndo a radioterapia e quimioterapia
em varias combinacfes sdo as abordagens terapéuticas usuais para tratamento do
cancer oral. A escolha para associacdo de procedimento cirdrgico a terapia
antitumoral baseia-se principalmente na extensdo e localizagcdo tumoral (Tshering
Vogel et al., 2010). Além disso, a presenca de metastase e a possibilidade de
recidivas, que ocorrem tipicamente quando ha apenas abordagem cirargica e
radioterapica, sdo consideradas para determinar o uso de quimioterapia (Marur e
Forastiere, 2016). Uma das abordagens com quimioterapicos mais utilizada é a de
altas doses de agentes contendo platina, como por exemplo a cisplatina. A cisplatina
liga na fita dupla do DNA tumoral formando um crosslink, inibindo a transcricao, além
de sensibilizar as células a radioterapia, aumentando, assim, a sua eficiéncia (Pignon
etal., 2000). Novas drogas e alvos intracelulares tem sido estudados e caracterizados,
visando aumento nas taxas de sobrevida tais como os Anti-EGFR, cetuximab e
panitumumab (Jouan-Hureaux et al., 2012; Ang et al., 2014), porém ainda h& desafios
relacionados a citotoxicidade, em especial em casos de tumores com amplificacéo de
EGFR, destas drogas bem como de sua eficiéncia quando em associacbes
terapéuticas.

As células neoplasicas no cancer oral possuem diversas alteracdes
moleculares que resultam em mudancas no seu comportamento proliferativo, de
diferenciacdo e de sobrevivéncia celular (Martin et al.,, 2014). Além disso, essas
células também apresentam alteracdes em diferentes vias de sinalizac¢éo celular, tais
como de controle de proliferacdo e morte que contribuem para o desenvolvimento e
progresséo da doenca (Molinolo et al., 2009; Rivera, 2015). Em células ndo tumorais
0s processos de proliferacdo e morte celular sdo finamente controlados por vias de
sinalizacdo que tem por objetivo a manutencédo da homeostase tecidual. O inicio e a
progressdo tumoral representam um complexo processo que se caracteriza pela
aquisicdo progressiva de alteracdes genéticas e epigenéticas das células tumorais,
bem como alteragbes no microambiente tumoral. Tais modificag6es foram descritas

por Hanahan e Weinberg como “hallmarks” do cancer. Essas alteracGes acarretam
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proliferacdo desordenada, devido & manutencéo do sinal proliferativo, evasédo dos
supressores de crescimento, resisténcia a morte celular, inducdo de angiogénese,
escape da resposta imune, promocao de perfil inflamatério, instabilidade genémica e
mutacdo, alteracdo no metabolismo celular energético e aumento da capacidade

invasiva e metastase(Hanahan e Weinberg, 2000; 2011).

A etiopatogénese do cancer oral ainda ndo esta totalmente elucidada, o que
limita e dificulta a insercdo de novas abordagens terapéuticas.Resumidamente, as
células normais (queratindcitos) recebem estimulos genéticos ou estimulos externos
como consumo de alcool e cigarro que originam células com alteragcdes em uma série
de membros de vias de sinalizacao celular (TP53, NOTCH1, EGFR, CDKN2a, STATS3,
Cyclin D1, Rb, LOH) encaminhando essas células a desordens orais potencialmente
malignas classificadas como hiperplasia, e graus leves, moderados e severos de
displasia (Rivera, 2015). Em estagios mais tardios, como apdés a invasao de tecidos
conjuntivos adjacentes e com 0 avanco e acumulo de alteracdes, essas células
passam a produzir uma série de proteinas e fatores, como os citados anteriormente,
gue possibilitam que essas células, de perfil epitelial, desenvolvam caracteristicas
mesenquimais, ou seja, se tornam células com capacidade de romper a membrana
basal e assim invadindo o tecido subjacente e/ou alcancando a via linfatica ou

sanguinea. Desse modo, temos o carcinoma oral invasivo (Rivera, 2015).

1.2 - SET (I2PP2A)

Em geral, sdo necessarias ativacdo desenfreada de proteinas oncogénicas
conjuntamente com a inibicdo de supressores tumorais para o desenvolvimento do
cancer.

Dentre diversos fatores e proteinas que participam do crescimento tumoral,
destacamos a proteina SET (I2PP2A; Inibidor 2 de PP2A): proteina localizada no
ndcleo e no citoplasma, que foi primeiramente descrita como produto de fusdo SET-
CAN em leucemia mieldide aguda indiferenciada (Von Lindern et al., 1992). Altos
niveis dessa proteina tem sido encontrados em diversas doencgas além da leucemia
mieldide aguda tais como, cancer de mama (Switzer et al., 2011), tumor de Wilms
(Carlson et al., 1998), Alzheimer (Madeira et al., 2005) e em CECP (Leopoldino, A. M.

et al., 2012). O mecanismo de atuacdo da proteina SET, também conhecida como



Introdugéo 5

I2PP2A, é caracterizado por inibir potente e seletivamente a proteina fosfatase 2 A
(PP2A) (Li et al., 1996). A PP2A é uma fosfatase que controla a fosforilacdo de
diversas outras proteinas envolvidas na sinalizagdo celular e que tem grande
importancia na regulacdo da proliferacdo celular, crescimento, diferenciacdo e
apoptose(Janssens e Goris, 2001). Essas funcdes sao exercidas por meio da
desfosforilacdo de proteinas, como ERK (extracellular signal-regulated kinase) e Akt
(protein kinase B)(Li et al., 1996). Através da regulacédo destas vias a atividade de
PP2A exerce papel na supresséo tumoral, porém tem sido relatado a inibicdo de PP2A
em neoplasias de pulmdo e leucemias e sua ativacdo apoés interferéncias
farmacologicas (Oaks e Ogretmen, 2014).

Estudos de nosso grupo demonstram que a proteina SET esta superexpressa
e contribui para a sobrevivéncia celular e resisténcia ao estresse oxidativo em CECP
(Leopoldino, A. M. et al., 2012). Além disso, ela participa no fenébmeno de transicao
epitélio-mesenquimal, no qual células epiteliais adquirem fenétipo mesenquimal e
perfil metastatico (Sobral, L. M. et al., 2014). No trabalho publicado por Sobral et al.
em 2014, observou-se que o silenciamento estavel da proteina SET utilizando-se a
técnica de short-harpin levou a diminuicdo da proliferacdo celular e a sensibilidade a
morte pelo tratamento com cisplatina in vivo em modelo de xenoenxerto gerados a
partir da linhagem HN12. Por outro lado, observou-se que essa reducdo da proteina
SET estimulou o aumento da migracdo, invasdo e metastase. Esses achados
evidenciam que ha potencial atuacédo da SET na prevencéo de metastases em CECP.
Ndo somente, em 2017 Sobral et al. demonstraram que o aumento dos niveis
proteicos de SET contribuem para a transformacédo maligha de queratinécitos orais
normais e imortalizados em queratindcitos com caracteristicas neoplasicas em
decorréncia do aumento da fosforilacdo de Akt e c-Myc além da capacidade
tumorigénica em modelo de xenoenxerto utilizando camundongos Balb-C nude
(Sobral et al., 2017). Portanto, a funcionalidade da SET em CECP requer mais
investigacbes uma vez que 0s mecanismos moleculares e as vias de sinalizagéao

necessitam serem amplamente identificados.



Introducéo 6

1.3-SphK1 (Esfingosina quinase 1)

Dentre os lipidios presentes nas membranas celulares, os esfingolipidios
representam a classe que promove sustentacdo estrutural, formando uma barreira
protetora e é sitio de adesdo de proteinas extracelulares. Porém, além de
desempenharem papel na estrutura das membranas celulares, os esfingolipidios
também modulam redes de sinalizagbes intracelulares que influenciam na
senescéncia, na diferenciacdo, na apoptose, na migracdo, na proliferacdo e na
angiogénese (Hannun e Obeid, 2018).

As multiplas faces dos mecanismos dos esfingolipidios faz do estudo de sua
regulacdo algo complexo, ja que estdo interconectados entre si em uma rede de
sinalizacdo.Dada a sua posicao privilegiada no metabolismo dos esfingolipidos, a
expressdo da proteina esfingosina quinase 1 (SphK1) afeta o equilibrio entre os
esfingolipidos envolvidos nos mecanismos de ativacdo da apoptose e da
sobrevivéncia celular determinando o destino das células, o que caracteriza essa
enzima em uma posicao reguladora principal para um potencial oncogene (Heffernan-
Stroud e Obeid, 2013).

Estudos observaram maiores niveis de SphK1 em varios tipos de tumores
sélidos, incluindo mama(Maczis et al., 2016), ovario(Yang et al., 2012), colorretal
(Long et al., 2016), além do pulmé&o(Johnson et al., 2005), figado (Wang e Wu, 2018)
e cancer oral (Facchinetti et al., 2010). No cancer oral, o aumento da expresséo de
SphK1 resulta na alteracdo no balanco entre os esfingolipidios, ocasionando o
aumento de S1P, que é responsavel pela ativacao de diversas vias de sobrevivéncia,
dentre elas: PI3K/Akt, MAPK, NFkB, Bcl-2, entre outras(Takabe et al., 2008;
Facchinetti et al., 2010; Tamashiro et al., 2013). Ainda, a maior expressao de SphK1
em cancer oral esta correlacionada com estagio avangado do tumor e recidiva(Sinha
et al., 2011). Camundongos atimicos Balb-C nude que receberam células de cancer
oral com redugdo de SphK1, por small interference RNA (siRNA), foram mais
sensiveis a radiacdo e tiveram maior reducdo tumoral em comparagdo aos grupos
com niveis normais de SphK1 (Sinha et al., 2011; Tamashiro et al., 2013). Estes
estudos sugerem a SphK1 como potencial alvo e com ac¢des importantes em cancer
oral, onde sua inibicdo ou reducéo pode contribuir para a regressao tumoral (White et

al., 2016). Entretanto, faz-se necesséaria uma investigacado mais ampla da SphK1 e
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sua correlacdo com outras proteinas sabidamente alteradas em CECP, tais como SET
e PP2A.

1.4- Morte celular: apoptose, necrose e autofagia

A busca por farmacos e compostos que atuem de maneira eficaz e com
minimos efeitos colaterais no tratamento do CECP é uma constante das pesquisas
cientificas. Observando-se melhor eficacia desses agentes no tratamento das
neoplasias, tem-se entdo a necessidade de compreender 0s mecanismos envolvidos
na inducdo da morte celular para que assim novos agentes possam ser desenvolvidos
para atuarem sinergicamente nessas vias.

A apoptose € um tipo de morte celular programada que possui uma via de
sinalizacao finamente controlada como uma de suas fung¢des primarias a eliminacao
de células e organelas danosas ao organismo sejam elas infectadas por patdgenos,
danificadas (Adams, 2003). A apoptose é caracterizada pela ativacdo das caspases,
gue sao proteinas de classificacdo cisteina protease responsaveis pela iniciacao,
execucdo e regulacdo do processo apoptotico (Thornberry, 1998; Thornberry e
Lazebnik, 1998). As caspases tém acao proteolitica nos residuos de aspartato das
proteinas alvo e séo sintetizadas nas formas de zimogénios inativos, que sdo ativados
apos clivagem. Assim, as caspases sdo classificadas, de acordo com a fase do
processo que estdo atuantes, em caspases iniciadoras (caspases 2,8,9 e 10),
caspases efetoras (caspases 3,6 e 7). As iniciadoras séo ativadas por clivagem em
seu pro-dominio apds estimulo apoptético externo, clivam as caspaes efetoras
tornando estas também ativas, as quais, por sua vez, sdo responsaveis por agir sobre
substratos celulares ocasionando colapso intracelular por meio da desintegracao do
citoesqueleto, desarranjo metabolico e fragmentacdo genémica (Thornberry, 1998;
Adams, 2003; Riedl e Shi, 2004; Li e Yuan, 2008). Além disso, essa ativacdo em
cascata gera nas células ativacdo de endonucleases, rompimento da membrana
celular, condensacéo nuclear, formacao de blebs na membrana e corpos apoptéticos
e a exposicdo do residuo de fosfatidilserina na membrana plasmética para
reconhecimento por fagocoticos. (Eguchi et al., 1997).

Este tipo de morte celular ocorre por duas vias principais: a extrinseca e a

intrinseca, ambas ativadas por caspases e interconectadas, sendo que as proteinas
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da via extrinseca podem influenciar a via intrinseca (Fulda e Debatin, 2006; Elmore,
2007). A via intrinseca, resumidamente, € desencadeada em resposta a estimulos de
morte gerados intracelularmente, tais como ativacdo de oncogenes, danos genéticos
irreparaveis, altas concentracdes de calcio no citosol, hipdxia e estresse oxidativo.

Neste tipo de via a mitocondria das células sinaliza o estimulo de morte
liberando do espaco intermembrana mitocondrial para o citoplasma diversas
proteinas, como por exemplo o citocromo ¢, Smac/DIABLO (second mitochondria-
derived activator of caspases / direct inhibitor of apoptosis (IAP)-binding protein with
low pl) entre outras, o que culmina na ligagdo destas com fatores anti-apoptéticos
como XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein), um inibidor de caspases 3 e 9, e
APAF1 que apos ligacdo com citocromo ¢ muda de conformagdo permitindo que
APAF1 se ligue ao ATP/dATP e forme o apoptossomo, mediando a ativacdo de
caspase 9, o que desencadeia a cascata de ativacdo de caspases culminando no
processo de morte por apoptose (Jiang e Wang, 2000; Riedl e Salvesen, 2007; Tait e
Green, 2010).

A via extrinseca, resumidamente, é iniciada pela interacdo de ligantes
extracelulares indutores de morte como FasL, TRAIL e TNF, aos seus receptores, Fas,
TRAILR e TNFR1. Os receptores de morte possuem um dominio de morte, que
guando ha interacéo de ligante e receptor ha a formacao de um complexo que expde
seu dominio de morte recrutando proteinas adaptadoras que sequestram as caspases
inciadoras 8 e 10 para formar um complexo denominado de DISC (Death-Inducing
Signalling complex) levando a clivagem e ativacéo da caspase efetora 3 (Boatright e
Salvesen, 2003). A funcédo do complexo DISC na ativacédo da caspase 8 é homadloga
a funcdo do apoptossomo na ativagcdo da caspase 9, embora os mecanismos
moleculares deste complexo ndo estejam bem estabelecidos (Boatright e Salvesen,
2003).

Em certas condi¢des a apotose pode ndo ser eficiente para eliminar uma célula
gue tenha sofrido algum dano, sendo entdo ativada a via de morte denominada
necrose. A necrose € caracterizada por alteraces metabdlicas que causam grave
deplecéo de ATP, quebra do equilibrio ibnico , inchamento mitocondrial e celular, acao
de enzimas degenerativas o0 que resulta em ruptura da membrana plasmatica, perda
de proteinas, metabdlitos e ions intracelulares no meio extracelular (Danial e

Korsmeyer, 2004; Linkermann e Green, 2014). Neste tipo de morte ndo ha o
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envolvimento de caspases, e frequentemente acontecem simultaneamente reacoes
inflamatérias apos estimulos de dano celular agudos ou acidentais (quimicos ou
fisicos), ocorrendo entdo de forma ndo programada. Entretanto estudos tém
demonstrado que a morte por necrose pode ser de certa forma coordenada ou
programada possuindo uma via de sinalizagéao finamente regulada.

Desta forma para diferenciar os dois tipos, € utilizado o termo necroptose que
significa em termos o processo de morte celular necrético que possui um mecanismo
de regulacdo molecular (Degterev et al., 2005; Jain et al., 2013). A necroptose é
ativada por estimulos semelhantes ao da via extrinseca da apoptose, entretanto, ndo
possui 0os reguladores chaves como as caspases. A caracteristica da célula em
necroptose é de perda da integridade da membrana plasmatica, disfuncéo
mitocondrial, estresse oxidativo e auséncia de fragmentacédo nuclear as quais sao
caracteristiscas semelhantes ao processo de necrose. A via necroptética em sintese,
envolve especialmente a proteina RIP1 quinase que ativada gera uma cascata de
eventos e por fim se liga a RIP3, recrutando a proteina MLKL (Mixed lineage kinase
domain-like protein) e levando aos sinais caracteristicos deste tipo de morte celular
(Galluzzi e Kroemer, 2008; Kroemer e Pouyssegur, 2008; Ofengeim e Yuan, 2013).

As células neoplasicas podem ser resistentes aos tratamentos. Hu e Xuan
descreveram que quando o tratamento é baseado na inducdo de apoptose, algumas
células podem se tornar resistentes (Hu e Xuan, 2008). Isto também pode ocorrer com
tratamentos baseados na inducdo de necrose. Desse modo, € necessario o uso de
tratamentos baseados na indugcdo de apoptose, de necrose e de outra via de morte
celular para inibir a inducéo de células resistentes a terapia .

Por outro lado temos a autofagia, que é um processo conservado durante a
evolucdo que ocorre em células eucaridticas caracterizado pela degradacdo de
componentes celulares nos lisossomos (Dice, 1987; Kondo et al., 2005). Esse
processo € utilizado pelas células para adaptacdo as flutuacdes de condicbes
externas e metabdlicas que as células podem ser expostas, visando a manutengao da
homeostase celular, incluindo temperatura, substancias quimicas, pH, concentracdes
de metabdlitos, hormdnios, citocinas, infecgdo por patdégenos, privagao nutricional,
stress metabdlico, hipdxia, e crescimento celular desordenado, tal como ocorre no
cancer (Ohsumi, 2014; Ndoye e Weeraratna, 2016). Até certo limiar as flutuacdes
podem ser consideradas como estresses, pois durante a resposta a um estresse sub-

letal as células se modificam rapidamente e adaptam seu metabolismo conseguindo
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se protegerem, sendo assim neste contexto um mecanismo de defesa da célula a
situacfes ndo homeostaticas (Mortimore et al., 1989; Kroemer et al., 2010). Na
autofagia temos um processo em massa com capacidade de degradar proteinas e
organelas (reticulo endoplasmatico, mitocéndrias, peroxissomos e ribossomos, além
do nucleo) diferindo do do sistema ubiquitina-proteassoma, que é responsavel pela
degradagao de proteinas de curto tempo de meia-vida apenas. No processo
autofagico apos degradacdo das proteinas e organelas ndo funcionais tem o0s
produtos da degradacéao utilizados pelas proprias células na biossintese de novas
estruturas, o que garante a sobrevivéncia e homeostase celular (Kaur e Debnath,
2015).

A autofagia é dividida em trés tipos de processos: macroautofagia,
microautofagia e autofagia mediada por chaperonas. A macroautofagia €
caracterizada pela formagdo de uma vesicula de dupla-membrana denominada
“autofagossomo”, neste processo de formacéo da carga autofagica e maturacao do
autofagossomo é imprescindivel a participacdo da proteina LC3 e p62 que se liga a
proteinas ubiquitinadas e as entrega aos autofagossomos por meio do seu dominio
de interacdo com LC3. O autofagossomo entédo engloba o contetdo a ser degradado,
e posteriormente tem sua membrana externa fusionada a membrana dos lisossomos
para adquirir atividade hidrolitica, formando os “autolisossomos”, onde ocorre a
degradacgao pelas enzimas lisossomais do contetdo agrupado para reciclagem (Lin e
Baehrecke, 2015). A microautofagia refere-se ao processo de invaginagao da
membrana lisossomal ou endossomal, resultando em englobamento direto do
substrato e posterior degradacao via proteases lisossomais (Komatsu e Ichimura,
2010). Na autofagia mediada por chaperonas, o conteudo (proteinas) a ser degradado
nao é sequestrado em autofagossomo. As proteinas a serem degradadas possuem
um dominio reconhecido por chaperonas citosoélicas, que por sua vez promovem a
translocagao do conteudo reconhecido diretamente ao lumen dos lisossomos(Kaur e
Debnath, 2015). No presente trabalho, o fendmeno relevante é a macroautofagia, que
sera denominada simplesmente autofagia.

Imperfeicbes no processo autofagico tém sido associadas ao acumulo de
macromoléculas e organelas, principalmente mitocéndrias, defeituosas ou
danificadas, favorecendo o estresse oxidativo, danos ao DNA e instabilidade da
cromatina. Essas condicfes, associadas ao acumulo de muta¢cées em oncogenes,

aumentam a suscetibilidade ao desenvolvimento de neoplasias (Choi, 2012).A
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autofagia em células tumorais j4 estabelecidas em condicbes como o estresse
metabodlico (resultante de oxigenacdo insuficiente, privacdo de nutrientes e/ou
aumento da demanda energética) tem sido associada como forma de obtencdo de
nutrientes e energia. Além disso, a autofagia pode ser utilizada como mecanismo de
escape aos tratamentos quimioterapicos, resultando em sobrevivéncia da célula
tumoral (Zhang et al., 2010; Choi, 2012). Por outro lado, o restabelecimento da
autofagia em células de cancer de mama bloqueou o processo tumorigénico (Liang et
al., 1999). Embora a autofagia seja primordialmente um mecanismo de protecéo, o
seu papel na morte celular & altamente dependente do contexto celular. Se as
condicbes metabdlicas desfavoraveis avancam além do necessario, 0 consumo
autofagico excede a capacidade celular de sintese e promove a morte celular. Esse
tipo de morte, classificado como “morte celular programada do tipo II” ou “morte celular
autofagica”, ocorre principalmente em células submetidas a quimio ou radioterapia
(Tsuchihara et al., 2009; Choi, 2012). Sendo a conexdo entre autofagia e o
metabolismo tumoral de grande interesse e alto potencial na pesquisa clinica em

cancer.

1.5 - FTY720 (Fingolimod)

A terapia usual contra o cancer permanece sendo a ressecc¢do cirirgica
associada ou nao a radioterapia. Entretanto, quando ha o espalhamento do tumor
primario para outros 6rgaos, extravassavento capsular, tumores nao operaveis e em
casos de recorréncia faz-se necessario a utilizagdo de quimioterapia. A quimioterapia
age sistemicamente e de maneira ndo seletiva somente nas células neoplasicas. Por
esse motivo, esses medicamentos devem ser usados em doses sub-0timas com o
intuito de reduzir a citotoxicidade e os efeitos colaterais decorrentes do tratamento. As
altas taxas de recidiva e de mortalidade em casos que apresentam metastase
estimulam a busca por novos agentes quimioterapicos contra o cancer oral.

Compostos que ativam a PP2A ou que atuam inibindo a SET, tém sido
discutidos como potenciais drogas para o tratamento de cancer, pois sdo compostos
gue efetivamente antagonizam o desenvolvimento e progressao neoplasica(Cristobal
et al., 2015; Arriazu et al., 2016). Um novo composto que tém sido alvo de estudos
pré-clinicos, em alguns tipos de cancer, € o fingolimod (FTY720) que apresenta

analogia estrutural com o lipideo bioativo esfingosina (White et al., 2016). O FTY720
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€ uma droga aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso no
tratamento de pacientes com esclerose multipla. Ele € administrado por via oral e
possui alta biodisponibilidade, atoxicidade e ndo tumorigenicidade em ensaios com
animais (Brunkhorst et al., 2014). Tem sido demonstrado seu uso como potente
inibidor do crescimento tumoral e angiogénese(Lamontagne et al., 2006) em varios
tipos de neoplasias como por exemplo, cancer de préstata (Tonelli et al., 2013), mama
(Lim et al., 2011), pulmé&o (Saddoughi et al., 2013), figado (Ho et al., 2005), pancreas
(Shen et al., 2007), bexiga (Azuma et al., 2003), rim (Thangada et al., 2014), célon
(Xing et al., 2014),ovario(Zhang et al., 2013), diferentes formas de leucemia e linfoma
(Neviani et al., 2007; Liu et al., 2008) e, mais recentemente , em cancer oral
(Velmurugan et al., 2018). O FTY720 tem sido proposto como droga antitumoral por
apresentar-se como indutor de morte celular, inibidor da transicdo epitélio-
mesénquima, atenuacdo da metéstase e reducgdo da inflamacéo tanto in vitro quanto

in vivo(Patmanathan et al., 2015).

Estudos demonstraram que o FTY720 induz tanto apoptose quanto
necroptose, bem como autofagia. (Zhang et al., 2010; Estrada-Bernal et al., 2012;
Saddoughi et al., 2013; Zhang et al., 2013; Zhang et al., 2015). Em linhagens de
glioblastoma que tiveram o processo autofagico inibido, a acdo do FTY720 como
indutor de morte celular foi reduzida. Isto indica que a autofagia € um coadjuvante
importante no processo de morte celular ativado por este composto neste tipo tumoral
(Zhang et al., 2015).

Em termos de mecanismo de acédo, € proposto que o FTY720 rompe a
interacdo SET-PP2A seguida pela ativacdo da PP2A, permitindo assim que a
fosfatase exerca suas funcdes na célula (Neviani et al., 2007).Além dos efeitos na
ativacdo de PP2A, FTY720 também vém sido estudado como um mimético de
esfingosina inibindo sua fosforilagdo para esfingosina-1-fosfato (S1P)(Takabe et al.,
2008; Maczis et al., 2016). Para exercer tal efeito, o FTY720 inibe a
esfingosinaquinase 1 (SphK1 — sphingosine kinase 1), resultando na diminuicdo de
S1P seguida da diminuicdo da viabilidade e proliferacdo celular em cancer intestinal,
de préstata e mama por exemplo (White et al., 2016).

No cancer oral ha alteracdes da relacdo entre de ceramidas e S1P que
resultam na sustentacao do sinal proliferativo principalmente pela atividade de SphK1

(Heffernan-Stroud e Obeid, 2013). Além dessa via, ha também a super expressao da
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proteina SET, inibindo a atividade supressora tumoral de PP2A o que caracteriza
alvos importantes do FTY720 neste tipo de cancer. Assim, dado os efeitos descritos
por FTY720 em outros tipos tumorais e, recentemente, em cancer oral, ha relevancia
no estudo desse composto em CECP e uma compreensao aprofundada do seu
mecanismo de acdo. Para tanto, a abordagem inicial é identificar em quais
mecanismos moleculares sofrem interferéncias apos o tratamento com FTY720.
Com base em estudos prévios de nosso grupo que mostraram acumulo da
SET no CECP e em trabalhos recentes que mostram o efeito antitumoral de FTY720
em outros tipos de cancer que também tem a SET acumulada, temos como hipétese,
nesse contexto, que, como entre os efeitos descritos por FTY720, um deles é a
ativacao de PP2A e no CECP temos uma inibicdo desta pelo aumento da I2PP2A ou
SET, o tratamento com este composto nestas células iria reverter essa inibicao
ativando PP2A e promovendo a morte celular assim como os efeitos sobre os
esfingolipideos ativados pela inibicdo de SphK1, gerando aumento da apoptose e

reducao tumoral em animais com tumores xenoenxerto de linhagem de CECP.
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2. Objetivos

2.1- Objetivo geral

>

Investigar o potencial efeito antitumoral do FTY720 em CECP e o seu

mecanismo de a¢do com avaliacao do envolvimento da proteina SET.

2.2-Objetivos especificos:

>

Determinar a atividade da fosfatase PP2A em linhagens CECP com e
sem exposicao ao FTY720 utilizando ensaio enzimatico especifico;
Determinar a citotoxicidade do FTY720 em linhagens celulares de CECP
com e sem reducao da proteina SET,;

Analisar as vias de sinalizacado de resposta ao FTY720 em linhagens
CECP in vitro e possivel tipo de morte celular ativada,;

Avaliar a resposta ao tratamento com FTY720 no desenvolvimento dos
tumores xenoenxerto subcutaneo no dorso de camundongos BALB/c

nude a partir de linhagem de CECP.
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7. Conclusao

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho concluimos que o
FTY720 possui efeito antitumoral em CECP, sendo a apoptose e a necrose as
principais vias de morte ativadas. O mecanismo de acdo de FTY720 em CECP
envolve reativacdo de PP2A e reducdo de SphK1 enquanto altos niveis de SET
representam um mecanismo de resisténcia a morte celular. Por fim, outro mecanismo
importante ativado por FTY720 é a autofagia, o que permitiu-nos testar e propor a
combinacao de FTY720 com inibidor de autofagia (3-MA), tanto in vitro quanto in vivo,
como uma nova estratégia antitumoral em CECP além de evidenciarmos as ceramidas
como marcador de resposta terapéutica ao tratamento em camundongos.

Levando em conta essas conclusfes, podemos afirmar as vias estudadas
como importantes alvos de acdo antitumoral em CECP, evidenciando a via dos
esfingolipidios como as ceramidas e SphK1 como proposta de maiores investigagoes
nesses mecanismos descritos neste trabalho. O FTY720 é um composto utilizado na
clinica apenas pela sua funcdo imunodepressora, em esclerose mudltipla
principalmente. Pela sua acéo sobre os linfocitos, impedindo a maturacéo destes pelo
timo, é de suma importancia analisar em estratégias que evadam ou que compensem
sua acao imunodepressora, em testes clinicos. Como sabemos, a associa¢géo de uma
ou mais drogas no tratamento do cancer, visando duas vias de morte celular por
exemplo, € uma estratégia que vem sendo defendida por inidmeros pesquisadores e
clinicos, pelos seus efeitos antitumorais potencializados.

Portanto o FTY720 se mostra como potencial agente antitumoral, ativando
vias de necrose e apoptose em CECP, combinados com inibidor de autofagia ainda
tem seus efeitos antitumorais potencializados, o que pode ser uma nova estratégia

para futuros estudos nesta area.
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Anexo 1 - Aprovacao do projeto pelo comité de ética no uso de animais

.7 #.  UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
F R Ty Campus de Ribeirdo Preto
h . Cornissdo de Ellca no Use de Animais

CERTIFICADO
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cama alve tarapautice no cinoer espinoceiular de cakeca g pascegn”. amotocalg
i 14.1.1076.53.7. =ob a resoonsas lidade de Leandre Figueiredo do Santos e
Andrdia M. Leopolding que envalve a manutangso afou utilizagio de animais
perencentes ao fi o Chordata, subfile Vertebrata {ewcato o homem) para fins de
peaquisa cientifica encontra-sc de acorde com os preceitos da Lei n® 11.734,
ge B da sutubra de 2008, do Decreto ® £.809, d= 15 de julha de 2003, = com a8
rermas editadas pelo Conselhe Maciznal de Contrcle da Experimantacia
Animal {CONGEA) |, e foi apravadn pela Comizsdo de Etica ne Uso de Animais
dp Prefeitura do Campus de Ribeirfo Preto (CELA PUSP-RP) foi aprovade na
Reunida Ordindna da CEUA de 31/07720145,

Caolaboradores: Tatiana Aparecida Pereira; Karina Dias: Camila Cuzayachi
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