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RESUMO

Sousa, G.F. Identificacio de alvos moleculares associados a resisténcia e a
sensibilidade aos antitumorais Carboplatina e analogos de Rebecamicina
utilizando Saccharomyces cerevisiae como modelo celular. 121p. Dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2013.

Existe um grande interesse das industrias farmac€uticas em encontrar um tratamento
adequado para os pacientes com cincer que apresentaram resisténcia aos medicamentos
comumente utilizados para o combate dessa neoplasia. Sendo assim, se faz necessdrio a
busca de novos marcadores genéticos que estejam associados a predisposicdo do
paciente a reagir ao efeito da droga de maneira diferente do esperado. Para isso, varios
estudos vém sendo desenvolvidos, baseados nos medicamentos anticancerigenos. Entre
esses medicamentos podemos destacar os agentes quimioterdpicos a base de platina,
como a carboplatina, cisplatina, oxaliplatina e a nedaplatina, que agem eliminando as
células cancerosas através da formacao de adutos nas bases de purina do DNA nuclear e
a rebecamicina, um antitumoral que possui a capacidade de inibir a acdo catalitica das
topoisomerases I, ainda em teste clinico. Desse modo, este estudo teve a perspectiva de
encontrar mutantes de leveduras resistentes a carboplatina e andlogos de rebecamicina.
Como resultado, identificamos 19 genes associados a resisténcia a carboplatina, sendo
que 6 deles possuem genes ortdlogos em humanos associados principalmente ao
mecanismo de reparo de DNA e ao transporte celular. Foram também identificadas 9
linhagens que estavam associadas a sensibilidade a carboplatina sendo que 3 delas
possuem delecdes em genes com ortélogos humanos, que estao associados ao transporte
endossomal, ao ribossomo e ao bloqueio do ciclo celular na fase G1. Na busca por um
novo composto antitumoral derivado de rebecamicina, identificamos Reb C como um
andlogo promissor, j4 que apresentou 9 genes associados a resisténcia, dos quais 2 deles

possuem ortélogos humanos relacionados ao ribossomo e ao proteassoma.

Palavras-chave: carboplatina, andlogos de rebecamicina, levedura, cancer.



ABSTRACT

Sousa, G.F. Identification of molecular targets associated to resistance and
sensitivity to anticancer Carboplatin and analogs of rebeccamycin using
Saccharomyces cerevisiae as a model cell. 121p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, 2013.

There is a strong interest from pharmaceutical companies in finding an appropriate
treatment for patients with cancer who had resistance to drugs commonly used to fight
this disease. Therefore, it is necessary to search for new genetic markers that are
associated with the patient's predisposition to react to the drug differently than expected.
Aiming this, several studies have been developed based on anticancer drugs. Among
these drugs can be highlighted the chemotherapeutic agents based on platinum, such as
carboplatin, cisplatin, oxaliplatin and nedaplatin, which act by eliminating cancer cells
through the formation of adducts with the purine bases of nuclear DNA and the
rebeccamycin, an antitumor that has the ability to inhibit the catalytic action of
topoisomerase I, still in clinical trial. This study aimed to find yeast resistant mutants to
carboplatin and rebeccamycin analogs. As a result, we identified 19 genes associated
with resistance to carboplatin, 6 of them presenting orthologous genes in humans, which
are mainly associated to the mechanism of DNA repair and to cellular transport. 9
strains were also identified which are associated with carboplatin sensitivity, 3
possessing their orthologous in humans associated with endosomal transport, ribosome
and cell cycle arrest in the G1 phase. In a search for a new antitumor compound derived
from rebeccamycin, we identified the Reb C analog as promising, since it featured nine
genes associated with resistance to it, among 2 of them have human counterparts related

to the ribosome and the proteasome.

Keywords: carboplatin, rebeccamycin analogs, yeast, cancer.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o indice de novos casos de cancer tem ganhado maiores dimensoes,
convertendo-se em um evidente problema de saude publica mundial. A Organizacdo
Mundial da Saide (OMS) estimou que, no ano 2030, sido esperados 27 milhdes de casos
de cancer, 17 milhdes de mortes e 75 milhdes de pessoas anualmente acometidas com a
doenca. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média renda

(INCA, 2011).

A medicina através de diversos estudos tem buscado encontrar alternativas para
combater o cincer que, de acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), é a
segunda doenca que mais causa mortes na populacdo brasileira desde 2003,
representando cerca de 17% dos 6bitos de causas conhecidas. Segundo o relatério da
Agéncia Internacional para Pesquisa em Céancer (IARC/OMS), no ano de 2008
ocorreram cerca de 12 milhdes de casos novos da doenga, ocasionando 7 milhdes de

obitos (INCA, 2009).

Um dos principais problemas encontrados no tratamento de tumores € o fato de
alguns pacientes responderem aos medicamentos no inicio do tratamento, mas depois
desenvolverem resisténcia aos mesmos. Essa resisténcia pode estar relacionada a
mutacdes e alteragdes epigenéticas que podem ser causadas por diversos fatores

(STEWART, 2007).

Anomalias cromossomicas incluindo translocacdes, delecdes e aneuploidia
(ntimero inadequado de cromossomos) sdo fatores que estdo relacionados a instabilidade
genOmica e, consequentemente, ao cancer, podendo ser um evento inicial do
desenvolvimento de um tumor ou consequéncia dele (KOLODNER et al., 2011).
Sheltzer et al. (2011) demonstraram recentemente que a aneuploidia leva a instabilidade
gendmica em diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae. Essa instabilidade
genOmica pode beneficiar células que estdo sobre pressdo seletiva, facilitando o
crescimento e a proliferacdo destas, de forma semelhante a que ocorre em células

tumorais.

Os agentes quimioterdpicos baseados em platina estdo entre os mais utilizados e

eficazes desde 1970. Entre eles encontram-se a carboplatina, a cisplatina, a oxaliplatina
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e a nedaplatina, agentes alquilantes que eliminam as células cancerosas através da
formacdo de adutos nas bases de purina do DNA nuclear, interferindo no mecanismo de
reparo da célula, o que eventualmente levard a morte devido ao bloqueio da replicacao
do DNA, da sintese do RNA e das proteinas celulares (BLAIR et al., 2009). No entanto,
ainda ndo estd claro qual é o mecanismo responsavel pela entrada da droga na célula e
posteriormente sua internalizacdo no nicleo. Acredita-se que hd uma forte correlacio
entre a sensibilidade da droga e seu actimulo, pois células que possuem maior

resisténcia a droga acumulam menos o fairmaco (SONG et al., 2004).

A carboplatina € indicada para o tratamento de carcinoma no ovério, pulmao,
colorretal, mama, cabeca, pesco¢o e trato genito-urindrio. No entanto, a eficicia da
droga a base de platina é constantemente comprometida por causa do risco substancial
de toxicidade grave, podendo resultar em uma debilitagdio aguda ou crdnica

(MCWHINNEY et al., 2009).

A rebecamicina, um antitumoral natural, halogenado derivado da familia dos
indolocarbazéis, foi descoberto na década de 70 pela companhia farmacéutica Bristol-
Myers e produzido pela primeira vez através de fermentagdes utilizando o
microrganismo actinomicete, Saccharothrix aerocolonigenes (SANCHEZ et al., 2002).
A rebecamicina possui um amplo espectro de atividade antitumoral in vitro gragas a sua
capacidade de inibir a acao catalitica da topoisomerase 1. Esse composto atua na quebra
das ligagdes ou através de intercalacao das fitas do DNA impedindo a replicacao e o

reparo do material genético (BURSTEIN ez al., 2007).

Os tecidos tumorais apresentam maior expressao das topoisomerases do que as
células de metabolismo normal (KIM ef al., 1991). As topoisomerases sdao enzimas
nucleares que controlam e modificam o estado topolégico do DNA. Assim, as
topoisomerases sao alvos importantes no desenvolvimento de novas drogas,
principalmente para as que apresentam atividade anticincer e antiviral. Nos seres
humanos podem ser encontrados dois tipos principais de topoisomerases, as
topoisomerases I e II (GOODWIN et al., 1999), sendo a isoforma I responsavel por
catalisar o relaxamento e a clivagem da fita simples do DNA e a isoforma II responséavel
pela quebra da fita dupla de DNA, levando a eventos como liberacdo da fita do DNA
enovelado, transcricdo, condensacdo dos cromossomos e recombinacdo (HANDE,

2008). Derivados de rebecamicina (andlogos) estdo em fase Il de testes clinicos para
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tratamento de diversos tipos de cancer (BURSTEIN er al., 2007, DOWLATI et al.,
2005).

Nesse estudo usamos a levedura Saccharomyces cerevisiae como
organismo modelo para a caracterizagdo dos mecanismos moleculares envolvidos na
sensibilidade a droga em eucariontes, tendo como objetivo encontrar novos marcadores
genéticos (os ortdlogos humanos) que estejam associados a resisténcia a carboplatina e
aos andlogos de rebecamicina. Apds o estabelecimento desses marcadores preditivos,
abre-se a possibilidade da realizacdo de uma terapia individualizada que poderd
melhorar a sobrevida, gerando resultados com potenciais implicacdes clinicas para o
tratamento de pacientes que possuem tais genes modificados, jA que a resisténcia a
quimioterapia continua sendo um obstaculo importante no tratamento de tumores. Os
dados gerados por nosso estudo podem ainda ser utilizados para melhorar a estrutura
quimica desses compostos, tornando-os mais especificos e possivelmente com menores

efeitos colaterais.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

2.1. Saccharomyces cerevisiae COMO ORGANISMO MODELO

A utilizacdo da S. cerevisiae como organismo modelo tem trazido importantes
resultados para a comunidade cientifica, pois as informagdes obtidas podem ser
extrapoladas para organismos eucariotos superiores pela conservacdo evolutiva dos
genes e proteinas, bem como sua funcionalidade nos organismos. Apds a publicacdo da
sequéncia gendmica da levedura em 1996, foi criado o “Saccharomyces Genome
Project”, uma comunidade que organizou um esfor¢o cooperativo para produzir um
conjunto quase completo de delecdes de cada quadro aberto de leitura (Open Reading

Frames) (WINZELER et al., 2011; GIAEVER et al., 2002).

Em 1998, essa comunidade cientifica utilizou métodos para a introdugdo de
mutacdes no genoma da levedura, para que se tornasse particularmente fécil de estudar,
nao s6 a fungdo bioquimica dos produtos gé€nicos, mas também as consequéncias
bioldgicas da insuficiéncia desses genes. Das 5800 ORFs reveladas, cerca de 1000
genes (ou seja, 17%) sdo membros de familias génicas associadas a ort6logos humanos.
Para a maioria destes genes seu ortdlogo de mamifero € funcional na levedura e

complementa a funcdo no mutante deletado da levedura (HEINICKE et al., 2007).

A supressdo de um gene especifico de levedura envolveu a geracdo de um
cassete de supressao feito pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e aproveitou-se
da vantagem de existir naturalmente um elevado nivel de recombina¢do homdloga em
leveduras. Entre o cassete de eliminacdo e a ORF foram introduzidas alteragdes que
podem marcar o gene especifico com um cddigo molecular ("barcode’) que permite
identificar os fendtipos da estirpes mutantes quando testadas em paralelo (pool). Foram
introduzidos no cassete de delecao dois cddigos de barras moleculares (UPTAG e
DOWNTAG) com 20 pares de bases e oligonucleotideos universais que flanqueiam as
sequéncias de iniciacdo e terminacdo, circundando o marcador de resisténcia a drogas
(KanMX). Os cassetes de delecao foram projetados para remover toda a codificacdo de
uma determinada ORF, deixando apenas o inicio e a terminacdo do gene intacta. Na

segunda rodada de PCR foram utilizados iniciadores com 45 bases homdlogas a regido a
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montante e a jusante da ORF alvo (figura 1) (KELLY et al., 2001; HO et al., 2011;
WINZELER et al., 2011).

Portanto, o objetivo do “Saccharomyces Genome Project” foi gerar um conjunto
tdo completo quanto possivel de linhagens mutantes de leveduras por dele¢cdo de modo a
atribuir a func@o as ORFs através da andlise fenotipica dos mutantes com auséncia do

gene (GUTHRIE & FINK, 1991).

A, Geracio da marcacio EanMX no cassete de exclusio
18bp 20bp 18bp

ATG
U1 Tagl 12

ETTITTmrmm=—=

kanh{i{4

PCR com primers UPTAG e l

18bp  20bp
DOWNTAG

E. 27 ciclo de PCE com os primersa jusante e a montante

ATG

TN ] 2~ |

Tagl kan X Tag2

l [

C. Integracio por recombina¢io homologa

CRF

Figura 1: Estratégia de PCR para exclusdo das ORFs alvo de levedura. A) Primeira rodada PCR atribui as
sequéncias UPTAG e DOWNTAG. B) Segunda rodada PCR adiciona a sequéncia de 45 pares de bases
homdloga ao gene alvo. C) Na sequéncia, transformac¢do do médulo KanMX com as sequéncias tags
recombinadas no locus cromossdmico de gene alvo ( Adaptado de KELLY et al., 2001).
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A comparagdo das sequéncias genOmicas da levedura com as de outros
organismos, incluindo o humano, levou a constatacdo de que tanto as sequéncias de
aminodcidos das proteinas como suas funcdes t€m sido conservadas. Sendo assim,
anotacdes de funcdes bioldgicas em organismos eucariotos inferiores podem ser,
freqiientemente, transferiveis de uma espécie para a outra

(STRATHERN et al.,1981; BROACH et al., 1991).

S. cerevisiae € um modelo eucariotico estabelecido e amplamente utilizado para
os estudos de biologia molecular e celular. Levedura também desempenha um papel
significativo na drea da biotecnologia, em que € utilizado como uma fabrica celular com
diversas aplicacdes. Existem vdrias caracteristicas inerentes a levedura que a tornam um
modelo celular eficiente: € um microrganismo ndo patogénico unicelular com um
crescimento rdpido e de baixo custo, passivel de manipulacdo genética. A andlise de
todo o genoma estd implementada, com uma vasta gama de ferramentas experimentais e
de material biolégico facilmente disponivel. Adicionalmente, possui um elevado nivel
de conservacao funcional dentro do genoma humano e de outros eucariotos superiores, €
tem a vantagem unica de possuir informag¢des funcionais disponiveis para mais de 80%

dos genes (BOTSTEIN & FINK, 2011).

Hoje, € possivel acompanhar a evolu¢do dos estudos dos genes codificadores
identificados pelo website “Saccharomyces Genome Database”
(SGD<http://www.yeastgenome.org/>) usando a ferramenta “Snapshot Genome”
(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/genomeSnapShot.pl) que fornece informagdes sobre
cada gene de levedura com base em estudos sistematicos de cada um deles, mesmo os
de funcdo ainda desconhecida. Por esta ferramenta, até a dltima verificacdo, viam-se os

dados mostrados na figura 2 em relacdo as ORFs identificadas.

Desde 1996, a fragao dos cerca de 5800 genes codificadores de Saccharomyces
que evoluiram de um entendimento rudimentar de seu papel bioldgico para funcdo
conhecida passou de ~ 30% para ~ 85%. Esta fracdo € muito maior para a levedura do

que para qualquer outro eucarioto descrito (BOTSTEIN & FINK, 2011).
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Figura 2: Porcentagem das ORFs ja verificadas até o dia 07 de setembro de 2013. Classificados por
ORFs: 76,65% foram verificados, 11,91% nao sdo caracterizados e 11,44% tém fungdes incertas por falta
de dados ou por estarem em processo de verificacao (Fonte:

<http://www.yeastgenome.org/cache/genomeSnapshot.html>).

2.2. CARBOPLATINA

2.2.1. Histérico

A carboplatina é um derivado da cisplatina, e possui um mecanismo de agdo
semelhante, diferindo apenas na estrutura e toxicidade. A atividade anticancerigena da
cisplatina foi descoberta no inicio dos anos 60 pelo professor Barnett Rosenberg, da
Universidade do Estado de Michigan (<http://onthebanks.msu.edu/Exhibit/1-6-
8/barnett-rosenberg/>). Ele estava interessado em estudar os efeitos de campos elétricos
sobre o crescimento bacteriano estabelecendo seu envolvimento no processo de divisdo
celular. Observou entdo que ao aplicar um campo elétrico em um conjunto de eletrodos
de platina, imersos em uma solucdo contendo Escherichia coli, as bactérias nido se
dividiam normalmente, mas adquiriam um crescimento filamentoso de até 300 vezes
acima do normal. Este efeito demonstrou nio ter relagdo com o campo elétrico, mas sim

com os produtos da eletrélise dos eletrodos de platina. Posterior andlise quimica
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detalhada identificou varios complexos de platina que induziam esse comportamento, €
que enquanto o complexo bivalente cis-[Pt (NH3)2 Cl,] era ativo seu isOmero trans era

bem menos ativos (Figura 3) (ROSENBERG et al., 1965).

! NH;
\‘x /
Pt

\ '

Cl NH.

Cisplatina

Transplatina

Figura 3: Estrura quimica da Cisplatina e Transplatina (Adaptado de GALEA & MURRAY, 2008).

Ap6s os testes com bactérias, Rosenberg passou a trabalhar com a possibilidade
de utilizar a cisplatina no tratamento de cancer devido a sua capacidade
antiproliferativa. Os testes iniciais foram feitos com camundongos contaminados com
tumores malignos do tipo Sarcoma 180. Apds a aplicagdo de quantidades adequadas de
cisplatina, verificou-se que a droga era um eficiente agente antitumoral; porém, em
doses elevadas foi constatado que a cisplatina produzia efeitos colaterais como lesdes
nos rins, mal-estar, tontura, nauseas e¢ vomito (CAROZZI et al., 2008). Em 1971,
pacientes terminais foram submetidos ao tratamento com cisplatina e o resultado foi,
mais uma vez, surpreendente. A cisplatina se mostrou muito eficiente em 28 diferentes
tipos de tumores e cerca de 50% das pessoas foram praticamente curadas. Em 1978, a
cisplatina foi aprovada como agente anticancer pela FDA (Food and Drug

Administration) dos Estados Unidos e liberada para uso médico no tratamento de
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tumores de testiculos, ovério, endométrio, pescoco, cabeca, bexiga, pulmdes, linfomas,

mama, esdfago, estomago e leucemia (FONTES et al., 2005).

Depois do trabalho pioneiro de Rosenberg, um nimero enorme de complexos
metélicos, principalmente de platina, foi estudado. Até 1979, 1055 compostos de platina
foram testados, dos quais 185 apresentaram atividade. Uma série de pesquisas foi
desencadeada mundialmente e mais de 3000 compostos andlogos ja foram sintetizados;
alguns desses novos compostos se mostraram menos toxicos do que a cisplatina, sendo
que somente trés outros compostos foram aprovados para comercializagdo: a

carboplatina, a oxaliplatina e a nedaplatina (Figura 4) MCWHINNEY, et al., 2009).

O Ha
P G MY
™~ xoj
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CARBOPLATINA OXALIPLATINA NEDAPLATINA

Figura 4: Estrura quimica da Carboplatina, Oxaliplatina e Nedaplatina (Adaptado de Wozniak & Blasiak,
2002).

A carboplatina é formada através da substituicdo do grupo cloreto da cisplatina
por um ligante 1,1ciclobutanodicarboxilato, o que aumenta a estabilidade dos grupos de
saida. Carboplatina tem maior estabilidade quimica em compara¢do com a cisplatina e,
portanto, ¢ menos reativa com o0 DNA, mas também menos téxica do que a cisplatina.
Em uma base molar, a carboplatina € 45 vezes menos citotdxica do que a cisplatina.
Para ser ativada, a carboplatina precisa atravessar a membrana celular e uma vez dentro
da célula, a molécula sofre hidrdlise do grupo 1,lciclobutanodicarboxilato, dando
origem a forma ativa que pode ligar-se a dcidos nucleicos ou proteinas (figura 5). Esse
processo se dd através de ligacdo covalente ao sitio N7 de bases purinicas, semelhante
ao da cisplatina, formando interagdes do tipo DNA-proteinas ou do tipo DNA-DNA
(EASTMAN, 1987; AMPTOULACH & TSAVARIS, 2011; RUGGIERO et al., 2013).
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Figura 5: Hidrdlise intracelular da carboplatina.

As ligacdes entre o DNA e a cisplatina/carboplatina podem produzir lesdes no
DNA, sendo as ligacOes cruzadas interfitas (InterStrand Cross-link — 1SC) as mais
citotoxicas, pois a alquilagdo de um tnico filamento de DNA pode ser reparado
facilmente, mas as ligagdes cruzadas interfitas, como as produzidas por agentes
alquilantes bifuncionais, exigem mecanismos mais complexos de reparo. ISC pode
inibir o processo de replicacdo do DNA, provocando alteracbes que geram erros na
replicacdo, com actimulo das células na fase G,/M e inducdo da apoptose (Figura 6)

(SHI et al., 1994).
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Figura  6: Representagdo  esquemdtica de  uma cadeia de  DNA  mostrando

os locais disponiveis para a ligacdo de derivados de platina.

Gracas a presenga do grupo 1,1ciclobutanodicarboxilato, a carboplatina possui
uma reacao mais lenta com os mecanismos de detoxificacdo celular glutationa (GSH) e
a metalotioneina (MT) em comparacdo com a cisplatina. Isso sugere que a carboplatina
depois de internalizada na célula, tende a ter uma concentragdo mais elevada no nuicleo

do que a cisplatina (Figura 7) (KELLAND, 2007; ALDERDEN et al., 2006).

Glutationa-S-transferases (GSTs) sdo um grupo de enzimas multifuncionais que
catalisam a conjugacdo de glutationa com uma variedade de compostos eletrofilicos,
incluindo a carboplatina, estando assim envolvidas em sua detoxificacdo. Estas enzimas
também desempenham um papel importante na limpeza de radicais livres devido a sua

atividade glutationa peroxidase dependente em lipoperéxidos (LANGER et al., 2013).
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Figura 7: Mecanismo de a¢@o da carboplatina dentro da célula.

Na célula, o reconhecimento do dano causado por platina ocorre através do
mecanismo de reparo. Portanto, determinar onde estdo localizadas as ligacdes de platina
no DNA dentro do nucleossomo (unidade fundamental da cromatina) ¢ um passo
importante na compreensdo do processo de reconhecimento celular. Uma questao
essencial é se o aduto de platina ou a sequéncia de DNA que determina a configuragao
da rotagdo de um segmento de DNA em nucleossomos e, por conseguinte, como a lesdao
de platina é apresentada a maquinaria de replicacao, de transcricdo e de reparo da célula

(DANFORD et al., 2005).



25
2.3. REBECAMICINA

Rebecamicina é um antitumoral natural isolado de actinomicete Lechevalieria
aerecolonigenes e pertecente a classe de indolocarbazdis alcaldides. Foi relatado pela
primeira vez em 1985 a partir de cultura de Nocardia aerocolonigenes e foi nomeado
em homenagem a filha do cientista que isolou o composto. Seu mecanismo de acdo se
da através intercalagio no DNA inibindo a topoisomerase I que t€ém a funcdo de
estabilizar as ligacdes covalentes de DNA, resultando em um aumento das rupturas dos

filamentos de DNA (SANCHEZ er al., 2006).

As topoisomerases sao uma classe de enzimas que alteram a topologia do DNA e
sao alvos de vdrias drogas antitumorais. Ha duas classes gerais de topoisomerases, tipo |
e tipo II. Ambos os tipos de topoisomerases estdo presentes na maioria dos organismos
e sdo responsdveis por resolver problemas topolégicos que acompanham a replicagcdo do
DNA, a transcricdo, a montagem da cromatina, a recombinagdo e a segregacao
cromossdmica. Portanto, sdo consideradas enzimas de grande importancia nos eventos
de proliferacdo celular. Devido a essa atividade antitumoral promissora, estudos foram
implementados para obter uma série de andlogos com propriedades melhoradas da
rebecamicina (NISHIZAWA et al., 2004; STEWART et al., 1998; RASHEED &
RUBIN, 2003).

Os indolocarbazéis exibem uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo
antibacteriana, antifingica, antiviral, antitumoral e propriedades neuroprotetoras, mas
seu maior interesse ¢ baseado em suas propriedades antitumorais, e grandes esforcos sdao
feitos para gerar derivados de indolocarbazéis com propriedades melhoradas para o
tratamento de cancer. Ao considerar o modo de acdo, os indolocarbazéis podem ser
subdivididos em dois subgrupos diferentes. O primeiro subgrupo € representado por
rebecamicina e o segundo é representado por estaurosporina e a UCN-01, que incluem
potentes inibidores de proteinas quinases em especial a quinase C (Figura 8). Alguns
andlogos de rebecamicina também apresentam efeito inibitério sobre algumas quinases
(embora seja bem inferior ao apresentado pela estaurosporina e a UCN-01), incluindo a
Proteina quinase serina/treonina (Chk1l) (MARMINON et al., 2008). Isto sugere que as
diferengas estruturais entre estes dois indolocarbazdis sdo essenciais para a seletividade

do alvo (SALAS & MENDEZ, 2009).
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Figura 8: Estrutura quimica da rebecamicina,e estaurosporina ¢ UCN-01 (Adaptado de Sanchez et al.,

2006).

Pouco se sabe ainda sobre as propriedades quimicas e estruturais que sao
cruciais para as atividades dos indolocarbazdis e para a interacdo com seus alvos.
Porém, os estudos envolvendo diversos andlogos de rebecamicina sugerem que 0s
atomos de cloro s@o essenciais para a interacdo com o DNA, e a ligacdo B-glicosidica do
carboidrato € um elemento chave para a atividade inibitéria da topoisomerase I
(BAILLY et al., 1999). Além disso, ja foi descrito que a interagdo e consequente
inibicado de Chkl por estaurosporina € UCN-01 ocorrem no sitio de ligacao ao ATP

dessa proteina (ZHAO et al., 2002).

Drogas genotoxicas, ou seja, que danificam o DNA, geram uma problematica no
tratamento de cancer, pois apesar do beneficio clinico, existe a necessidade de melhoria
da especificidade para nao afetar as atividades das enzimas que protegem as células ndo
cancerosas de danos ao DNA. A inibicio da Chkl, uma proteina fundamental no
checkpoint entre as fases G, e M do ciclo celular, tem sido apontada como um potencial
alvo de drogas anticincer, uma vez que a célula pode entrar num processo mitdtico
prematuro e letal caso esse checkpoint ndo ocorra (ZHOU & BARTEK, 2004). Sem

essa verificacdo, mutacdes no DNA podem ser replicadas, contribuindo para a
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proliferacao do tumor. Células cancerosas (bem como organismos unicelulares)
apresentam um maior “rigor” nesse checkpoint do que aquele entre as fases G; e S
dependente da proteina pS53, ausente ou mutada na maior parte das células tumorais
(MARMINON et al., 2008). Na auséncia da via funcional de p53, que t€ém papel
significativo na sobrevivéncia e proliferacdo de células, as células tumorais humanas
respondem através de sinalizacdo pelos checkpoint 1 e 2 (ZHOU et al., 2004). Modelos
baseados em culturas de células humanas mostram que as células cancerosas sdo mais
sensiveis a agentes genotdxicos, quando co-incubadas com inibidores de Chkl

(TAO et al., 2009; TSE et al., 2007; ZABLUDOFF et al., 2008).

Contudo, andlises moleculares que envolvam expressiao génica e mecanismos de
acdo, adaptacdo e resisténcia a andlogos de rebecamicina sdo escassos na literatura, uma
vez que grande parte dos estudos sobre indolocarbazoéis estd relacionada a suas vias

biossintéticas, que ainda ndo sao totalmente conhecidas (GROOM et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar de inovagdes crescentes no mercado farmacéutico, a resisténcia tumoral
ainda € uma problemdtica constante. As drogas anticancerigenas tém seu potencial
terapéutico limitado no tratamento de pacientes com cancer, causando manifestacdes de
resisténcia e toxicidade. Portanto, compreender o mecanismo de resisténcia a essas
drogas é fundamental para o desenvolvimento de novas terapéuticas, conduzindo a

melhores resultados clinicos.

Apesar da carboplatina ser usada desde 1970, os mecanismos de atuacdo e
resisténcia a essa droga ainda estdo pouco caracterizados. Jinawath er al. (2010)
identificaram através de andlise protedmica NF-kB e STATS (fatores transcricionais)
como duas principais proteinas associadas a resisténcia a carboplatina em tumores do
ovario. Esse grupo sugere a possivel atuacdo dos inibidores de NF-kB e STATS na
sensibilizacdo das células resistentes a carboplatina, sugerindo que esses inibidores
podem ser usados para beneficiar os pacientes com recorréncia de cancer de ovério que

sao resistentes a carboplatina.

Proteinas de membrana da familia CTR medeiam a captacdo de cobre em todas
as células eucaridticas e tém demonstrado participagdo na captacdo de drogas
anticancerigenas a base de platina (DE FEO et al., 2010). Ishida et al. (2002)
demonstrou que a delecdo do gene da levedura CTRI, que codifica o transportador de
alta afinidade pelo cobre, resulta em um aumento da resisténcia a cisplatina e

acumulagdo intracelular da droga.

Matei et al. (2012) destacou que doengas malignas como o cancer de ovéario
pode ter sua progressao associada ao acimulo aberrante de metilagdo do promotor de
genes, levando ao silenciamento transcricional dos genes supressores tumorais, 0 que

levara o paciente a resisténcia a quimioterapia.

A proteina de reparo por excisdo de DNA ERCCI € uma das enzimas chaves
navia de reparopor excisiode nucleotideos (NER),e estd envolvidano
reconhecimento de danos causados no DNA. Estudos clinicos mostraram que a
expressao de ERCC1 € negativamente correlacionada com a eficiéncia de derivados de

platina. Deste  modo, os niveis baixos deexpressio de ERCCI pode prever a
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sensibilidade aumentada no tratamento e melhores resultados clinicos (ZHANG et al.,

2012).

A levedura S. cerevisiae tem sido um dos principais organismos utilizado como
sistema modelo para identificar novos mecanismos de resisténcia a cisplatina
(SCHENK et al., 2003). Em uma demonstracio de como os resultados obtidos no
modelo de levedura pode ser estendido para as células humanas, Schenk et al. (2001)
identificaram SKY! como um gene de sensibilidade a cisplatina cuja perturbacdo
conferiu resisténcia a cisplatina em levedura; em trabalho posterior usando linhagens
celulares de carcinoma de ovdrio humanos demonstraram que a inativagao do seu

homdlogo humano SRPK1 induziu a resisténcia a cisplatina.

Assim, através do uso de uma colecdo de mutantes de leveduras (que permitiu a
avaliacdo de mais de 5000 genes) caracterizamos possiveis alvos moleculares que
interferem com a agdo, captacdo e metabolismo intracelular das drogas carboplatina e
andlogos de rebecamicina. Para esta tltima, nossos estudos s@o ainda mais relevantes na
caracterizacdo dos mecanismos moleculares antitumorais desses compostos, pois trata-
se de uma droga ainda em teste clinico (fase II) e poucos estudos foram realizados nesse

sentido.
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4. OBJETIVO
4.1. GERAL

Este trabalho teve como objetivo identificar os marcadores genéticos presentes
na levedura S. cerevisiae (organismo modelo) associados a resisténcia aos

medicamentos antitumorais carboplatina e andlogos de Rebecamicina.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a dosagem letal dos antitumorais para a linhagem selvagem da

levedura;

. Analisar o crescimento das leveduras mutantes em doses crescentes de
carboplatina e analogos da Rebecamicina;

. Realizar a identificagdo e a caracterizacdo molecular dos genes envolvidos;

. Procurar ort6logos humanos dos genes identificados como responsaveis pela

resisténcia em leveduras.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. LINHAGENS E MEIOS DE CULTURA

Para nossos trabalhos, usamos a linhagem BY4741 de Saccharomyces cerevisiae
(MATa his3A1 leu240 met1540 ura3A0), além da cole¢cdo Knock-out (YKO) deletion
collection (Invitrogen), que contém clones isogénicos de leveduras mutantes para genes

nao-essenciais, 5180 clones, divididos em 54 placas com 96 clones cada.

e Meio YPD (2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de levedura, adicionado de 2%

agar, no caso de meio s6lido);

e Meio sintético completo SD (0,67% Yeast Nitrogen Base, 0,12% dropout
[mistura de aminodcidos, exceto leucina, histidina e triptofano], 2% glicose,
60ug/ml leucina, 20 pg/ml histidina, 20 pg/ml triptofano, 20 pg/ml uracila, agar
2% para meio s6lido; pH 6,5).

5.2. FONTE DE CARBOPLATINA E ANALOGOS DE REBECAMICINA
A carboplatina foi adquirida da empresa Sigma (C2538). Os andlogos de
rebecamicina (figura 9) foram sintetizados no laboratério do Prof. Dr. Carlos Roque do

[IQ-UNICAMP pela Dra Roberta Lopes Drekener.
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Figura 9: Andlogos de rebecamicina sintetizados no laboratério do Prof. Dr. Carlos Roque do I1Q-
UNICAMP.

53. ADMINISTRACAO DE CARBOPLATINA E ANALOGOS DE
REBECAMICINA

A carboplatina foi preparada em estoques a 20 mM em 4gua estéril (para ensaios
com concentragdo de 10mM). Os estoques dos andlogos de rebecamicina foram
preparados em dimetilsulféxido (DMSO), em concentracdes de 0,2mM, 2mM, 20mM,
30mM ou 100mM. Nos ensaios, a concentracdo final de DMSO foi de 0,3% ou 5%,

dependendo do experimento (indicados nas respectivas legendas).

Ap6s pré-indculo a 30°C em meio YPD liquido (48h nos ensaios apenas com a
linhagem selvagem BY4741 ou 72h em meio contendo geneticina (G418) 200ug/ml nos
ensaios que incluiam mutantes da colecio YKO, todos sob agitacdo constante a
160rpm), as células foram diluidas para ODgyonm = 0,2 ou 0,0625 (indicado nas

legendas) em placas de 96 pocos em meio de cultivo contendo os compostos quimicos
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de interesse e incubadas (30°C, 160rpm) por diferentes tempos. Em seguida,
aproximadamente Sul de cultura foram transferidos para meio sélido (YPD) e incubados

a 30 °C por dois dias.

5.4. TESTE DE VIABILIDADE POR DILUICAO SERIADA.

Foram retiradas aliquotas dos pré-indculos crescidos por 18h (testes com os
andlogos de rebecamicina) e 48h (teste dos clones sensiveis ao andlogo Reb C) em meio
liquido SD a 30°C, sob agitacdo em shaker a 160 rpm. Apds esse tempo foi feita a
leitura das densidades de células em ODgponm € realizada dilui¢do dos indculos para
ODgoonm 0,2 (testes com os andlogos de rebecamicina) € ODgoonm 0,0625 (teste dos
clones sensiveis ao andlogo Reb C). Os in6culos diluidos foram tratados com diferentes
concentragdes dos andlogos de rebecamicina e o controle continha a solucdo de dilui¢ao
(DMSO 3%). Ap6s tratamento foram realizadas 4 diluicdes seriadas de 5 vezes em
placa de 96 pocos (figura 10) e plaqueamento de Sul de cada dilui¢do em placa de meio

s6lido YPD, incubada por 48h, 30°C em estufa.

pré-indculo controle

/ R

T- 30 C°; RPM: 160; 16h

T:30 C°; RPM: 160

ODzoonm

| & %

o inoculo +
inoculo antitumoral

ODeoonm

100 100p 1004 1004t

TTTTUY

500 ul  400uL  dooul 400pL 400 pL

UL =—

Figura 10: Teste de viabilidade por dilui¢do seriada.
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A junc¢do entre ODgynp, € Viabilidade por dilui¢do seriada nos permite identificar a
de forma mais completa o efeito dos compostos sobre as células, j4 que através da
leitura de ODg,m podemos analisar a cinética de crescimento celular, ou seja, podemos
estimar a inibi¢do da taxa proliferativa; porém essa andlise nao diferencia as células
mortas das células vivas, tornando-se assim importante a implementacdo da dilui¢do
seriada, que permite avaliar a viabilidade celular, e assim constatar se 0s compostos

apenas diminuem a taxa de crescimento ou matam as células.

5.5. FERRAMENTAS UTILIZADAS PARA A BUSCA DAS SEQUENCIAS
HOMOLOGAS, MAPA DE INTERACAO DE PROTEINAS, ANOTACAO DO
PROCESSO BIOLOGICO E LOCALIZACAO CELULAR DE GENES DE
LEVEDURA.

5.5.1 Blast e Homologene

Foi realizada uma busca das sequéncias homoélogas para os genes identificados
em S. cerevisiae tanto relacionados a resisténcia quanto a sensibilidade de maneira
individual com o “software” BLAST proteina-proteina (blastp). Esse € utilizado tanto
para a identificacdo de uma sequéncia de aminodcidos como para descobrir sequéncias
semelhantes em bases de dados de proteinas. Como outros programas BLAST, blastp é
projetado para encontrar regides locais de semelhanca. Quando a semelhanca de
sequéncia abrange toda a sequéncia, blastp também ird reportar um alinhamento global,

que é o resultado de preferéncia para fins de identificagdo de proteinas.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, ¢ uma ferramenta computacional de referéncia

para a busca de similaridade em bancos de dados de sequéncias e por consequéncia
extensivamente utilizada na anotacdo gendmica. Dentro deste, hd a ferramenta

HomoloGene http://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene que é um sistema de detec¢do

automdtica de homologos entre os genes anotados de varios genomas eucaridticos

incluindo o humano, utilizando o banco de dados do SGD.
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5.5.2 Genemania

Ferramenta de bioinformatica GeneMANIA (http://www.genemania.org/),

contém mapas de interacdo de proteinas que sdo criados com base em artigos ja

publicados.

5.5.3 SGD gene ontology slim mapper

De forma a compreender e relacionar os genes identificados, recorreu-se a
ferramenta computacional SGD Gene Ontology Slim Mapper para agrupar as proteinas
de acordo com a sua classificacdo na nomenclatura GO (Gene Ontology), o processo
bioldgico em que estdo envolvidas (Yeast GOSlim: Process) e a sua localizagdo sub-

celular (Yeast GO-Slim: Component).

5.6. SELECAO DOS MUTANTES SENSIVEIS A CARBOPLATINA

Em 2008, Maureen E. Hillenmeyer et al. publicaram um estudo usando andlises
de fitness das leveduras em ensaios de competicdo de pools da colecdo YKO. Nesses
estudos, foram realizados 1.144 ensaios diferentes de toxicogendmica, dentre os quais
foi testada a carboplatina. Os autores depositaram os dados completos no site

http://chemogenomics.med.utoronto.ca/fitdb/fitdb.cgi. Assim, nessa pagina utilizamos a

ferramenta busca rdpida por carboplatina e realizamos o download dos dados obtidos
para a colecio de homozigotos (heterozigoto ndo avaliado) ao clicar em “more”.
Selecionamos os mutantes que de acordo com esse estudo apresentaram maior defeito
de fitness com a menor dose de carboplatina testada (250 uM), usando como critério o P
value < 0.01, considerado pelos autores estatisticamente significante.

Ap6s selecdo inicial dos clones da colecdo YKO (reorganizados de acordo com a
tabela 2 e figura 11) realizamos testes de viabilidade na presenca de 10mM de
carboplatina em placa de 96 pocos contendo meio minimo liquido SD durante 24 horas

de tratamento.
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Tabela 1: Ordem dos mutantes selecionados para andlise de viabilidade na presenca de
carboplatina. Abaixo uma representagdo da organizacdo dos mesmos na placa de 96

pocos.
ORF Gene
1| YARO023C YAR023C
2| YAR042W SWH1
3| YARO028W YARO28W
4 | YOR0O30W DFGI6
5| YORO089C VPS21
6| YOR339C UBCl11
7| YPL241C CIN2
8 | YOLO70C NBAI
9|YPL181W CTI6
10| YPL196W OXRI
11| YDR375C BCS1
12| YPRO21C AGCI
13| YDR386W MUS81
14| YEROO7C-A TMA20
15| YERO041W YENI
16 | YHLO27W RIM101
17| YHR133C NSG1
18 | YKLOO2W DID4
19| YKL110C KTII2
20 | YIL190C RPS22A
21| YIJL159W HSP150
22 | YIL198W PHO90
23| YLR232W YLR232W
24 | YDR230W YDR230W
25| YGL208W SIP2
26 | YPR193C HPA2
27 | YFRO38W IRCS
28 | YPR192W AQYI
29| YBLO51C PIN4
30 | YBL0O52C SAS3
31| YBLO53W YBLO53W
32 | YBLO54W TODG6
33 | YBLO55C YBL0O55C
34 | YILO46W SNLI
35| YIL024C YIL024C
36 | YILO71C PCIS8
37| YILO55C YILO55C
38 | YKRO73C YKRO73C
39 | YMRO062C ECM40
40| YOL108C INO4
41 | YER088C DOT6




42 | YLRO38C
43 | YPRO20W
44 | YMR121C
45 | YNRO60OW
46 | YCR0O68W
47 | YBRO61C
48 | YMRO48W
49 | YLR390W-A
50| YPRO22C
51| YPRO23C
52| YDL0O91C
53 | YDR494W

CcoXIi2
ATP20
RPLI5B
FREA4
ATGI5
TRM7
CSM3
CCWi4
YPRO22C
EAF3
UBX3
RSM28

37

Figura 11: Montagem da placa de 96 pocos de acordo com a organizag@o da tabela 2.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E RESISTENCIA A CARBOPLATINA
DOS CLONES PRE-SELECIONADOS

A tabela 2 apresenta a selecdo dos 53 clones afetados pela carboplatina a 250

uM selecionados do trabalho de Hillenmeyer et al. (2008).

Tabela 2: Mutantes de ORFs selecionadas do trabalho de Hillenmeyer et al. (2008) que

apresentaram maior defeito na taxa de crescimento na presenca de 250 pM de

carboplatina.

ORF Gene FITNESS DEFECT P VALUE
1| YBLO54W TOD6 14,1968 3,89E-16
2| YBLO53W YBLO53W 10,9289 5,72E-13
3| YBL052C SAS3 7,99878 1,27E-09
4 | YBLO55C YBLO055C 5,44563 2,26E-06
5| YFRO38W IRC5 5,38363 2,73E-06
6| YILO46W SNL1 5,12372 5,94E-06
71 YPRO20W ATP20 5,05952 7,19E-06
8| YILO71C PCI8 4,52183 3,55E-05
9| YPL181W CTI6 4,41264 4,89E-05

10 | YGL208W SIP2 4,24793 7,91E-05
11 | YEROO7C-A TMA20 4,1195 0,000115
12 | YILOS5C YILO5S5C 3,71919 0,000359
13 | YKLOO2W DID4 3,66735 0,000415
14 | YBRO61C TRM7 3,62069 0,000473
15| YAR023C YARO023C 3,49282 0,000674
16 | YPR193C HPA2 3,45312 0,000751
17| YBLO51C PIN4 3,38958 0,000893
18 | YIL159W HSP150 3,33743 0,001029
19| YJL190C RPS22A 3,28104 0,001198
20| YHLO27W RIM101 3,25045 0,0013
21| YDLO091C UBX3 3,18892 0,001531
22 | YNRO6OW FRE4 3,17129 0,001605
23| YMRI121C RPL15B 3,10372 0,001918
241 YOL108C INO4 3,06753 0,002108
25| YPR0O23C EAF3 3,06479 0,002123
26 | YOR030W DFG16 3,0305 0,002322
27 YKL110C KTI12 3,01406 0,002423
28 | YDR230W YDR230W 2,94407 0,002902




29| YPR192W AQY1 2,94397 0,002903

30| YDR494W  RSM28 2,93103 0,003001

31| YPRO21C AGC1 2,91228 0,003148

32| YLR390W-A CCW14 2,85072 0,003681
33| YJL198W PHO%0 2,831 0,003869
34| YDR375C BCS1 2,81833 0,003995
35| YPL196W OXR1 2,79157 0,004272
36| YOLO70C NBAI 2,7867 0,004324
37| YHR133C NSGl1 2,75136 0,004723
38| YDR386W  MUSS1 2,71387 0,005183
39| YERO88C DOT6 2,6947 0,005434
40 | YERO41W YENI1 2,67241 0,00574
41| YORO89C VPS21 2,66562 0,005836
42 | YARO042W  SWHI1 2,65726 0,005957
43| YARO28W  YARO28W 2,63954 0,006221
44| YCRO68W ATGI15 2,61627 0,006583
45| YKRO73C YKRO73C 2,5955 0,006923
46 | YPRO22C YPRO22C 2,58027 0,007182
47| YMRO062C ECM40 2,5611 0,007521
48 | YOR339C UBCl11 2,54644 0,007791
49| YPL241C CIN2 2,51405 0,008417
50 | YLR232W YLR232W 2,49492 0,008809
51| YMRO48W  CSM3 2,48363 0,009048
52 | YIL024C YIL024C 2,48194 0,009084
53] YLRO38C COX12 2,46159 0,009531

39

A andlise espectrofotométrica foi o método escolhido para caracterizar o
crescimento celular da levedura na presenca de carboplatina. Assim, foi determinada a
densidade 6ptica (OD) da suspensdo celular a um comprimento de onda de 600,,,. Em
paralelo, foi também determinada a viabilidade celular através do plaqueamento em
meio s6lido YPD nos tempos 2, 4, 6, 8 e 24 horas apds exposi¢do das linhagens a
10mM de carboplatina, em ODggonm inicial de 0,2 (Figura 12).

Com os resultados obtidos realizamos um rankeamento dos clones mais
sensiveis (que apresentaram maior perda de viabilidade em relagdo a linhagem
selvagem) e das resistentes (que mantiveram viabilidade igual ou superior a linhagem
selvagem) tendo por base o crescimento controle (levedura cultivada na auséncia de

composto) (tabela 3).
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Figura 12: Taxas de crescimento e viabilidade das linhagens mutantes que apresentaram maior defeito de
fitness quando expostas a carboplatina nos estudos de Hillenmeyer et al. (2008). As células foram
incubadas em meio minimo liquido na presenca (CARB) ou auséncia (CTRL) de 10mM de carboplatina.
Nos tempos indicados, aliquotas foram retiradas com replicador e pingadas na placa de YPD que foi
incubada a 30 °C por 24 horas e fotografadas. (A) taxas de crescimento das linhagens sensiveis a
carboplatina em comparacio a linhagem selvagem. (B) taxas de crescimento das linhagens resistentes a
carboplatina em comparacgdo a linhagem selvagem. (C) viabilidade dos mutantes da cole¢do YKO apds
exposicao a carboplatina.
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Com esses resultados observamos que das 53 linhagens mutantes analisadas,
apenas 19 sofreram significativa perda de viabilidade e menor taxa de crescimento
(tabela 3) quando comparadas a linhagem selvagem. Outras 25 ndo apresentaram
nenhum efeito durante a exposi¢do a carboplatina comportando-se exatamente como a
linhagem selvagem (tabela 4). Porém, quando analisadas as curvas de crescimento
durante o tempo de exposi¢do a carboplatina somente 9 mostraram-se realmente
resistentes ja que as demais possuem um crescimento maior do que a selvagem mesmo
quando ndo eram expostas a carboplatina. A partir desses dados, realizamos uma anélise

da localizac@o celular dos produtos génicos das linhagens mutantes (dados mostrados

nas tabelas 3 e 4 e na figura 13).

Tabela 3: Linhagens mais sensiveis a carboplatina tanto na taxa de decrescimento
(Ieitura em OD gponm) quanto na viabilidade medida pelo crescimento em placa

SENSIVEIS COMPARTIMENTOS CELULARES
T(hr) | Mutantes OD OD
(Carb) (Ctrl)

2 YHLO27W 0,036 0,033 | Nuclear

2 YJL198W 0,035 0,035 | Integral de membrana

2 YPR192W 0,026 0,02 | Integral de membrana

2 YPRO2IC 0,022 0,03 | Membrana mitocondrial/ Integral de membrana

2 YBLO55C 0,022 0,019 | Citoplasma

6 YPR023C 0,068 0,221 | Complexo de histonas
acetiltransferase/Complexo histona deacetilase

8 YORO89C 0,104 0,746 | Membrana mitocdndrial externa/Compartimento
pré-vacuolar

8 YIL024C 0,024 0,079 | Desconhecido

8 YBLO54W 0,025 0,108 | Citoplasma/Niicleo/Complexo histona

deacetilase

24 YARO023C 0,067 0,78 | Desconhecido

24 YKRO73C 0,059 0,57 | Desconhecido

24 YLR232W 0,045 0,44 | Desconhecido

24 YJL159W 0,06 0,56 | Regido extracelular/ Parede celular tipica de
fungos

24 YBLO53W 0,045 0,6 | Desconhecido

24 YBRO61C 0,027 0,55 | Citoplasma

24 YDR386W 0,047 0,63 | Nuclear/Jun¢do de Holliday

24 YILO5S5C 0,105 0,39 | Desconhecido

24 | YARO028W 0,048 0,57 | Desconhecido

24 YPL241C 0,047 0,54 | Desconhecido

24 WT 0,518 0,53
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Tabela 4: Linhagens mais resistentes a carboplatina tanto na taxa de crescimento (leitura
em OD ¢oonm) quanto na viabilidade medida pelo crescimento em placa..

RESISTENTES COMPARTIMENTOS CELULARES
T(hr) | Mutantes oD oD
(Carb) (Ctrl)

24 YHR133C 0,969 0,5 | Reticulo endoplasmético/Integral de membrana

24 | YKLOO2W 0,919 0,61 | Citoplasma/ESCRT III complexo

24 YKL110C 0,939 0,61 | Citoplasma/Nuclear

24 YBLO51IC 0,989 0,68 | Citoplasma

24 YBLO52C 0,948 0,5 | NuA3 complexo histona acetiltransferase

24 YOL108C 0,768 0,43 | Nuclear

24 YMRI121C 0,937 0,48 | Nuclear/Citoplasma/Grande subunidade ribossomal

citosdlica

24 YDL091C 1,12 0,74 | Citoplasma/Dsc E3 complexo ubiquitina ligase

24 YDR494W 1,053 0,76 | Mitocondrial

24 WT 0,518 0,53

construiu-se os graficos da figura 13.

Para verificarmos se hd uma distribuicdo homogénea dos produtos génicos
envolvidos na resposta a carboplatina nos diferentes compartimentos celulares

Resisténcia Sensibilidade

Enuclear

M citoplasma
mitocdndria

Mintegral de membrana

W desconhecido

Mnuclear
M citoplasma
mitocdndria

Wintegral de membrana

Figura 13: Distribuicdo nos compartimentos celulares dos produtos génicos responsaveis pelas respostas
de sensibilidade ou resisténcia a carboplatina.

Na figura 13 podemos observar que ha uma clara tendéncia dos produtos génicos

que levam a sensibilidade a carboplatina a uma distribui¢do citoplasmatica e nuclear que

juntos perfazem 76% dos alvos. J4 a distribui¢do dos produtos génicos envolvidos na

resisténcia ao farmaco (isto €, quando mutados levam a uma sensibilidade maior a

carboplatina) parece mais homogénea, mas sdo em sua maioria de localizagdo

desconhecida, quase 40%. Dos que possuem localizacdo ja verificada, estio em sua

maioria presentes na membrana (proteinas integrais de membrana) ou no nucleo.

Levando em consideragdo que o mecanismo descrito para a acdo da carboplatina seja
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através da formacdo de adutos no DNA, nossos resultados com relagdo a distribui¢do
celular de alvos estdo coerentes.

Com relacdo aos genes responsdveis pela resisténcia (principal objetivo desse
estudo), percebemos claramente que os mecanismos e genes envolvidos possuem suas
funcdes pouco caracterizadas, o que pode ser evidenciado na figura 13 (genes
envolvidos na resisténcia) no qual quase 40% tem localizacdo intracelular desconhecida,
mostrando a relevancia do presente estudo. De forma a compreender e relacionar os
genes identificados recorreu-se a ferramenta computacional SGD Gene Ontology Slim
Mapper para agrupar os genes de acordo com a sua classificacdo na nomenclatura GO
(Gene Ontology), com relacdo aos compartimentos celulares e ao processo bioldgico
que participa (Tabelas 5 e 6). Nas Tabelas 5 e 6 estdo agrupados os genes que foram
identificados que conferem sensibilidade e resisténcia a carboplatina, respectivamente,
tendo em conta os processos bioldgicos que participam na célula. Estdo ainda descritos
dados como a frequéncia no conjunto de genes identificados e a frequéncia dos genes no

genoma da levedura.
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Tabela 5: Agrupamento por processo bioldgico dos genes identificados cujos mutantes
apresentaram alta sensibilidade a carboplatina. Este agrupamento foi realizado
recorrendo ao “software” SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de
dados SGD em www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

, ~ FREQUENCIA
PROCESSOS BIOLOGICOS FREQUENCIA NO GENOMA GENE(S)
YARO23C,
YARO28W,
Processo biologico YBLO53W,
desconhecido e 18.2% YIL024C,YILO55C,
YKRO73C,
YLR232W
Transcricao a partir do
promotor da RNA 15.8% 7.2% TODG RIMI01,
. EAF3
polimerase 11
Organizacdo da parede 10.5% 3% RIM101,HSP150
celular ou biogénese
Resposta a danos no DNA 10.5% 4.5% MUSS81,EAF3
Resposta a um estimulo 10.5% 5.8%  YBLOSSC,RIMIOI
quimico
Esporulacao 10.5% 1.9% RIMI101,AQY1
Reparo do DNA 10.5% 3.8% MUS81,EAF3
Transporte de ions 10.5% 3.6% PHO90,AGC1
Ciclo celular meiético 10.5% 2.6% MUSS8I,RIMI101
Citocinese 5.3% 1.7% RIM101
Organizacio de vactolo 5.3% 1.2% VPS21
Enovelamento de proteinas 5.3% 1.4% CIN2
Modificacao do RNA 5.3% 2.6% TRM7
Regulacao do processo
metabolico do DNA 3.3% 1.3% EAF3

Segregacao cromossomica 5.3% 2.1% MUSS1
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Transporte transmembranar 5.3% 3.5% PHO90
Processamento de tRNA 5.3% 1.6% TRM7
Direcionamento de Proteina 5.3% 4.3% VPS21
Modificacao de histonas 5.3% 1.7% EAF3
Organizacao de cromatina 5.3% 3,60% EAF3
Transcricao DNA- 539 1.3% EAF3
dependente, alongamento
Regulacao do transporte 5.3% 1.1% PHO90
Transporte endossomal 5.3% 1.3% VPS21
Acilacao de proteinas 5.3% 1.0% EAF3
Traducao citoplasmatica 5.3% 2.7% TRM7
Transporte vesicular Golgi 5.3% 3.0% VPS21
Replicacao do DNA 5.3% 2.3% EAF3
Recombinaciao de DNA 5.3% 2.5% MUSS1
Biogénese de Somplexo de 539 4929 CIN?
proteinas
Resposta ao estresse 5.3% 1.4% YBLO55C
oxidativo
Montagem de organela 5.3% 1.8% VPS21
Heranca de organela 5.3% 0.9% VPS21
Endocitose 5.3% 1.5% VPS21
Modlflcaga? [.)eptldll-amlno 539 1.4% EAF3
acido
Transporte de aminoacidos 5.3% 0.7% AGCI

A tabela 5 apresenta os dados referentes aos genes cujos mutantes apresentaram
alta sensibilidade a carboplatina. Apesar da grande maioria ainda nao possuir fungao

conhecida, cerca de 15% estdo envolvidos no transporte celular. Esses resultados
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condizem com outros estudos ja apresentados sobre a sensibilidade a carboplatina em
células tumorais causada pela inibicdo de vias de transporte celular (WANG et al.,

2012; ABADA et al., 2012; LEE et al., 2011).

Tabela 6: Agrupamento dos genes identificados por processos bioldgicos cujos
mutantes apresentaram alta resisténcia a carboplatina. Este agrupamento foi realizado
recorrendo ao ‘“software” SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de
dados SGD em www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

. A FREQUENCIA
PROCESSOS BIOLOGICOS FREQUENCIA NO GENOMA GENE(S)
Traducao citoplasmatica 25% 2.7% RSZ%%RP
Metabolismo de lipidios 12.5% 4.2% NSG1
Transporte endosomal 12.5% 1.3% DID4
Resposta a danos no DNA 12.5% 4.5% PIN4
Acilacao de proteinas 12.5% 1.0% SAS3
Modificacao do RNA 12.5% 2.6% KTIi2
Iniciacdo da traducao 12.5% 0.9% RSM?28
Regulacao do ciclo celular 12.5% 3.1% PIN4
Modificacio peptidil-amino acido 12.5% 1.4% SAS3
Organizacio vesicular 12.5% 1.2% DID4
Transcricao a partir do promotor de
RNA polimerase IT 12.5% 7.2% KTII2
Ciclo celular mitético 12.5% 4.8% PIN4
Processamento tRNA 12.5% 1.6% KTIi2
Modificacio de histonas 12.5% 1.7% SAS3
Prote(’)l.lse envolvnd:a No processo 12.5% 31% DID4
catabdlico de proteinaa celulares
Processo biologico 12.5% 18.2% UBX3
desconhecido
Organizacio de cromatina 12.5% 3.6% SAS3

A tabela 6 apresenta os dados referentes aos gene cujos mutantes apresentaram
alta resisténcia a carboplatina. Assim como para os mutantes sensiveis, 0s mutantes
resistentes ndo apresentaram um claro padrdao de processos bioldgicos englobando a
maioria dos genes, no entanto, cerca de 27% estdo envolvidos na tradugdo

citoplasmatica.

As figuras 14, 22, 25 e 32 mostram o resultado da andlise desses genes
utilizando a ferramenta de bioinformatica GeneMANIA, onde observamos as possiveis
vias metabolicas que relacionam os genes encontrados tanto para resisténcia quanto para
sensibilidade a carboplatina. Foram analisados através dessa ferramenta apenas os genes
ja caracterizados. Isto significa que as ORFs apresentadas nas tabelas 3 e 4 cujo

compartimento celular ou fun¢do nao sdo conhecidos ou sdo “Dubious” - duvidosa, ndo



49

sao apresentados posteriormente, ja que ndo se torna possivel fazer qualquer
comparacdo entre eles ou buscar no banco de dados ort6logos humanos (BLAST e
Homologene) que estejam associados aos mesmos, por falta de informagdo pré-

existente. Na verdade, a busca foi feita, mas ndo obtivemos resultados.

GENES ASSOCIADOS A RESISTENCIA A CARBOPLATINA

6.1.1 Genes associados a resisténcia a carboplatina envolvidos no mecanismo de

transporte celular
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Figura 14: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes
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PHO90, AGC1, AQY1 (cujas mutantes perderam a viabilidade com 2 horas de exposicdo) e o gene VPS21
(cuja mutante apresentou perda de viabilidade progressiva, terminando em 8 horas de exposi¢do).

Na figura 14 identificamos que 3 (mutantes para PHO90, AGCI e AQYI) das 5
linhagens que sofrem perda rapida de viabilidade estdo envolvidas com vias metabdlicas
de transporte celular, além do gene VPS2/ (apresentou perda da viabilidade apds 8
horas de exposi¢do a carboplatina) que estd envolvido em processos de transporte

vacuolar.

Apho90 apresentou perda de viabilidade com apenas 2 horas de exposi¢do, o que
pode ser visto tanto pela curva de crescimento quanto pela capacidade de formacgdo de
colonia (Figura 15). O gene PHO90 é codificador de um transportador de baixa
afinidade de fosfato inorganico (Pi) que aumenta a absorcao e eficiéncia de utilizacdo de
Pi quando o mesmo esta deficiente na célula. Sob condicdes prolongadas de deficiéncia
de Pi, o crescimento e a divisdo celular de S. cerevisiae cessa, processo conhecido como
o repouso em estado GO. PHO90 nao possui homdlogo humano 6bvio, porém ele é

altamente conservado nas leveduras Kluyveromyces lactis e Eremothecium gossypii.

Apesar de PHO9Y0 ser pouco caracterizado e ndo possuir ortélogos em humanos.
O metabolismo de fosfato tem sido correlacionado com a sindrome Osteomalacia
oncogénica que € caracterizada por hipofosfatemia (reducdo de fosfato no sangue),
fosfatdria (eliminagao excessiva de fosfatos pela urina) e baixas concentragdes de 1,25-

di-hidroxivitamina D (NELSON et al., 1997).
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Figura 15: Tratamento de 4pho90 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionadas sensiveis a 250 uM de carboplatina foram crescidas em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatinal OmM), transferidos para meio YPD sdélido e seu crescimento foi analisado apds 48
horas em estufa 30 °C. (A) O mutante para o gene PHO90 apresentou uma perda da viabilidade apds 2
horas de tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; Apho90 esta circulado em
amarelo). (B) Crescimento acompanhado pela medi¢do de ODgg,,, durante o inicio da fase logaritmica. A
figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A marcacdo com * é para destacar os tratados com
carboplatina 10mM.

Aagcl comega a apresentar perda de viabilidade a partir de 2 horas de
tratamento, mas a perda total se dd em 6 horas de exposicao (Figura 12 e Figura 16). O
gene AGCI em leveduras codifica um transportador de aminoédcidos mitocondrial

“uniporter” para abastecer as mitocOndrias com o glutamato necessdrio para o
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metabolismo do azoto e a sintese de ornitina. AGC/ possui homélogo estrutural em
camundongos 2LLCK (Chain: A) uma proteina desacopladora mitocondrial 2, da familia
de proteinas de membrana, transportadora de anido mitocondrial, facilitam o transporte

de moléculas pequenas através da membrana mitocondrial interna (fonte PDB: 2L.CK).
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Figura 16: Tratamento de dagcl de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionadas sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina 10mM), transferidos para meio YPD s6lido e seu crescimento foi analisado apds 48
horas em estufa 30°C. (A) O mutante para o gene AGCI apresentou uma progressiva perda da viabilidade
apos 2 horas de tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; Aagcl esta circulado
em amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por
até 24 horas. A marcagdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.



53

Assim como Apho90, a linhagem Aaqyl perde sua viabilidade com o menor
tempo de exposi¢do a carboplatina testado (Figura 17). O gene AQY! em S. cerevisiae
codifica um canal de 4gua especifico de esporos que medeia o transporte de dgua
através da membrana plasmatica e pode desempenhar um papel na maturacdo dos

esporos em leveduras, provavelmente, permitindo o escoamento da dgua.
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Figura 17: Tratamento de daqyl de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionadas sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante para o gene AQY! apresentou uma perda da viabilidade apds 2 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; daqgy! estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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AQYI possui homélogo humano chamado AQPI, que codifica uma proteina
associada a migracdo celular Aquaporina-dependente na angiogénese, envolvida
também em processos de metédstase de tumor e cicatrizacdo de feridas que requerem o
movimento celular dirigido rdpido. Foi sugerido que o aumento da permeabilidade a
dgua da membrana celular mediada por aquaporinas facilita a formacao de sali€ncias
celulares, resultando na migracdo mais rapida através dos tecidos (PAPADOPOULOS

et al., 2008; VERKMAN, 2008).

As sequencias de aminodcidos do gene AQYI foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 30%) em relacdo as sequéncias homoélogas de humano. O

AQP1 apresentou maior identidade (34%, E value 1e'23) (Figura 18).

aquaporin-1 isoform 1 [Homo sapiens]

Seqguence ID: ref|[NP_932766.1] Length: 269 Number of Matches: 1
Range 1: 50 to 230

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

99.0 bits(245) 1e-23() Compositional matrix adjust.  62/182(34%) 97/182(53%) 5/182(2%)

Features:

:_‘::Y 152 e 207
. + GT L
Sbjct 114 ATLSGITSSLTGNSLGRNDLADGVNSGOGLGIEIIGTLOLVLC 1g%
Qusery 208 LPIGISLEIAHVALTAYTG GTLLGSILAWSVWQ 267
L IG+3+ + H+ ¥
Sbjct 1T LATGLSVALGHLLAIDYTG PERIGZRALAVLIYD ZZE
Qusry 2 LL Z2¢5
Sbjet 22% FI 230

Figura 18: Alinhamento das sequéncias de amino4cidos de AQY da levedura S. cerevisiae com AQP1 em
humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLAST p para a obtencdo desses
resultados.

O mutante Avps21 apresentou perda significativa de viabilidade a partir de 8
horas de exposicao (Figuras 12 e 19). O gene VPS2I codifica um dos componentes do
complexo de fusdo da membrana que participam no transporte de Golgi para o
endossoma e em processos de autofagia. Proteinas vacuolares e endocitadas acumulam
nos intermedidrios de transporte distintos, em células que nido possuem funcido do

VPS21. Acredita-se que VPS21 esta envolvida em duas etapas do trafego celular para o
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compartimento endossomal pré-vacuolar e tardio (GERRARD et al., 2000). Vps21p é
induzida durante estresses nos processos de replicacdo de DNA (TKACH et al. 2012).
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Figura 19: Tratamento do Avps21 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante do gene VPS2] apresentou uma perda da viabilidade apés 8 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Avps21 estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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VPS21 possui homélogo humano chamado RAB5B, uma GTPase que tem sido
demonstrada como transportador na via endocitica precoce e estd localizada na
membrana plasmdtica e dos endossomas (CHIARIELLO er al., 1999). A proteina
RABS5B ¢ essencial para inicio da fusao do endossoma in vitro e é capaz de aumentar a

taxa de endocitose in vivo, quando superexpressa (BUCCI et al., 1995).

As sequencias de aminoacidos do gene VPS2I foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 60%) as sequéncias homodlogas de humano. A proteina

RABS5B apresentou maior identidade (60%, E value 16'69) (Figura 20).

raz-related protein Rab-5B isoform 1 [Homo sapiens]
Sequence ID: ref|HP_002859.1] Length: 215 Mumber of Matches: 1

See 1 more title|s)
Range 1: 16 to 188

Score Expect Method Identities FPositives Gaps Frame

215 bits(548) 1e-69() Compositional matnx adjust. 106M78(80%) 131178(73%) 178(2%)

Features:
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Figura 20: Alinhamento das sequéncias de amino4cidos de VPS21 da levedura S. cerevisiae com RAB5B
de humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variagdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as protefnas. Foi utilizada a ferramenta BLAST p para a obtencdo desses
resultados.

Em um estudo com a cisplatina uma H+ ATPase vacuolar e a sua acdo na
manutencdo do pH citoplasmatico mostrou ter um papel importante na sensibilidade a
droga, um resultado importante, dado como a citotoxicidade de cisplatina ¢é
potencializada por tratamento sinérgico com um inibidor da H+ ATPase nas linhagens

de células humanas (LIAO et al., 2007).

Outros tipos de transportadores muito estudados t€m sido associados a
resisténcia a compostos a base de platina tais como transportadores de cobre, CTR1,

ATP7A e ATP7B. Os transportadores CTR1 apresentam influéncia significativa na
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mediacdo do influxo de carboplatina e o transportador ATP7B, cassete de ligacdo ao
ATP, sub-familia C2 (genes ABCC2, também conhecido como MRP2 ou cMOAT) atua
no efluxo de carboplatina (CUI et al., 1999; SAMIMI et al., 2004; KATANO et al.,
2003; DOLGOVA et al., 2013).

A absorcdo celular do cobre e das drogas de platina podem determinar
criticamente suas citotoxicidades. Cobre induz citotoxicidade através da geracdo de
espécies reativas de oxigénio, tais como peréxido de hidrogénio, o radical superéxido e
hidroxila, que podem danificar proteinas, lipideos e DNA no interior das células. O
papel central do transporte de cobre, na sua toxicidade é realgcado pela desordem
humana causada por sobrecarga de cobre, a doengca de Wilson, causada pela mutacio
que leva a inativacdo de ATP7B, um transportador de membrana de efluxo de cobre.
Drogas de platina anticancerigenas, tais como oxaliplatina, cisplatina e carboplatina
podem ser capturadas pelas células antes da ligacio ao DNA e inducdo de
citotoxicidade. A captacdo de platina varia muito entre os diferentes tipos de células e
tecidos, e € um dos principais determinantes da sensibilidade do tumor e da resisténcia
ao medicamento, além da toxicidade das drogas de platina em tecido normal (LIU et al.,

2013).

6.1.2 Genes associados a resisténcia a carboplatina envolvidos na biogénese

de parede celular

Na figura 21 encontramos 2 produtos génicos envolvidos em processos de
organizacdo ou biogé€nese de parede celular na levedura. Isso esta de acordo com o
esperado, pois uma defici€ncia na parede celular poderia facilitar a entrada e acimulo
da droga dentro da célula. Contudo, a rede de interacdes desses genes indica uma via
metabdlica interessante: a de crescimento filamentoso. Alguns trabalhos tém
relacionado os mecanismos caracteristicos de crescimento invasivo de leveduras,
ativados durante o crescimento filamentoso, com mecanismos moleculares conservados
em humanos que conferem a capacidade invasiva de tumores. O fato de um micro-
organismo unicelular passar a ter um crescimento filamentoso lembra um
comportamento invasivo de células tumorais, processos celulares que compartilham

moléculas sinalizadoras e reguladoras comuns (CULLEN et al., 2004).
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Figura 21: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes
RIM101 (cuja mutante perdeu a viabilidade com 2 horas de exposi¢do) e o gene HSPI50 (cuja mutante
apresentou perda de viabilidade progressiva, terminando em 24 horas de exposicdo).

3 linhagens mutantes apresentaram perda de viabilidade total no menor tempo de
tratamento com carboplatina, dentre essas Ariml0l (Figura 22). O gene RIMI01
codifica uma proteina envolvida no controle da esporulacdo, no crescimento hapléide
invasivo e na resposta ao pH alcalino, além de sua fun¢do como repressor transcricional.
A auséncia de uma via RIM101 funcional conduz a defeitos na parede celular (Pérez et
al.,, 2010). Além disso, foram identificados trinta e cinco genes cuja transcri¢do &
dependente RIM101 em S. cerevisiae (17 genes ativados e 18 genes reprimidos). Esses

genes t€m conhecido (ou previsto) papel na manutengdo e organizacdo da parede celular
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e na absor¢do de ferro (MIRA et al., 2008). RIM101 possui homdlogo estrutural
humano 2EBT (Chain: A) pertencente ao dominio Krueppel-like factor 5 (Fonte PDB:
2EBT), que sdao uma subfamilia de fatores de transcri¢do caracterizados pela presenca
de um dominio conservado de ligacio ao DNA que podem influenciar nos processos
celulares, incluindo crescimento e diferenciacdo celular. Recentemente um certo
nimero de publicacdes t€m evidéncia da implicacdo de proteinas do fator de Kruppel na

carcinogénese gastrointestinal (BUTTAR et al., 20006).
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Figura 22: Tratamento do ArimI01 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-

selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
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ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de RIMI0I apresentou uma perda da viabilidade apds 2 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Ariml01 estid circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até

24 horas. A marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

Ahspl150 perdeu sua viabilidade progressivamente durante o tempo de
tratamento, tendo uma alta queda de viabilidade apds 8 horas e perda completa com 24
horas de exposi¢do a carboplatina (Figuras 12 e 23). O gene HSP150 é codificador de
uma proteina de choque térmico O-manosilada (adicdo de manose a cadeia de
polissacarideos) e estd diretamente ligada a via secretéria e a manutenc¢do da
parede celular. O comprometimento dessa via pode gerar a desestabilizacdo da
parede celular, facilitando a entrada da carboplatina na célula. De forma
interessante, nos estudos de Hillenmeyer et al. (2008) o mutante para esse gene
também foi relacionado como hipersensivel a oxaliplatina

(http://chemogenomics.med.utoronto.ca/fitdb/fitdb.cgi?query=YJL159W). HSP150 nao

possui homodlogo humano 6bvio, porém ele é altamente conservado na levedura

Kluyveromyces lactis.
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Figura 23: Tratamento do Ahsp150 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de HSP150 apresentou uma perda da viabilidade ap6s 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Ahspl50 esta circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até

24 horas. A marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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6.1.3 Genes associados a resisténcia a carboplatina envolvidos na resposta a danos
no DNA

Como esperado, e corroborando com nossa metodologia, a maior parte dos
produtos génicos responsdveis pela sensibilidade a carboplatina estd relacionada com
vias bioldgicas envolvidas em metabolismo de 4cidos nucleicos, em especial na resposta
a danos no DNA e metilacdo de RNA. TRM7 e EAF3 sdo codificadores de transferases;
MUSS81 e YBLO55C endonucleases; TOD6 esta relacionada a ligagdao ao DNA e CIN2 é
uma GTPase reguladora (Figuras 24 e 25).

Functions legend Metworks. legend
P methyiation Co-expresson
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Figura 24: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes
TRM7, MUS81 e YBLO55C. Com excecdo de YBLO55C (que apresentaram perda de viabilidade com 2
horas) as demais linhagens perderam a viabilidade apds 24 horas de exposi¢do a carboplatina.
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Figura 25: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes
CIN2, EAF3, TOD6 (YBL0O54W). Com exce¢do de CIN2 (que apresentou perda de viabilidade com 24
horas de exposi¢do) as linhagens EAF3 e TOD6 perderam a viabilidade apds 6 horas ou 8 horas,
respectivamente a carboplatina.

Atrm7 perdeu gradativamente sua viabilidade ao longo de 24 horas (Figuras 12 e
26). Na levedura Trm7 € necessdrio para 2’-O-metilacio de C32 e de N34 dos
tRNAPhe, t(RNATrp e tRNALeu (UAA) para formar Cm32 e Nm34. As células Arrm7
tém grave defeito na taxa de crescimento e defeitos de traducdo, mas as razdes para os

mesmos ndo sdo conhecidos (PINTARD et al. 2002).
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Figura 26: Tratamento do Atrm7 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 10mM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado apés 48 horas. O
mutante de TRM7 apresentou uma perda da viabilidade ap6s 24 horas de tratamento (a linhagem
selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Atrm7 estd circulado em amarelo) (A). (B) Crescimento
durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A marcag¢do com *
¢é para destacar os tratados com carboplatina.

TMR7 possui homoélogo humano cuja funcdo de 2’-O-metilacdo do loop do
anticddon de tRNA ¢ altamente conservado em eucariotos, chamado de FTSJI, cujas
modificagdes na estrutura resultam em polipeptideos truncados. Além disso, ele tem
sido fortemente associado ao neuroblastoma e tumor de Ehrlich que tém uma

significativa parte de seus tRNAPhe faltando as modificacdes Cm32 e Gm34, e
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contendo m1G37 ao invés de yW (KUCHINO et al., 1982). As sequencias de
aminodcidos do gene TRM7 foi analisada por BLAST e apresentaram identidade (>
40%) a sequéncia homologa de humano. O FTSJ1 apresentou maior identidade (49%, E

value 1¢*%) (Figura 31).

putative tRNA (cytidine(32)/guanosine(34)-2-0O)-methyliransferase isoform a [Homo sapiens]

Sequence ID: ref|[NP_036412.1| Length: 329 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 290

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

267 bits(682) 1e-86() Compositional matrix adjust. 153/315(49%) 199/315(63%) 30/315(9%)

Features:

Sbjct 1 S
Query 61 TLOADTITHPETLARILE 120
) +Q DIT T I++
Sbjct 59 VAVDLOQAMAPLPGVVQIQGDITQLSTAF T2
Query lern b ROOLIMSALOLTACILERGGT 180
Sbjckt 11 E>
Query 181 237
Sbjct 17 225
Query 238 SDELSHWNEEERNIREFMA ATYHDLPS ——SLLDFVQSPE 295
+ R I T+ +Y B
Sbjct 226 JBEVT SY———PLDLEGGSEYEYTPETQ 245
Query 296 EKALELERSGELTRSV 310
. +L + +
Sbjct 276 EACTLERKGQLAKEI 290

Figura 27: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de TRM7 da levedura S. cerevisiae com o FTSJ1
em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLAST p para a obtencdo desses
resultados.

A linhagem Amus81 sofre grave perda de viabilidade apds 8 horas de exposi¢cao
a carboplatina e perde totalmente a viabilidade apds 24 horas de tratamento (Figuras 12
e 28). O gene MUSS8I na levedura S. cerevisiae é altamente conservado entre os
eucariotos e estd relacionado com a familia de proteinas XPF, cujo principal papel em
células eucaridticas € o reparo de DNA por excisao de nucleotideos. O MUS8I € uma
endonuclease que desempenha um papel importante na manutencdo da integridade do
genoma nas células eucaridticas. Em células mitdticas MUS8! contribui para o
processamento dos intermedidrios produzidos durante a replicacdo do DNA na presenca
de lesdes. Além disso Amus81 € sensivel a agentes que danificam o DNA e que

prejudicam a progressao da replica¢do, como a carboplatina (CICIA et al., 2008; CICIA
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et al., 2003). Nos estudos de Hillenmeyer et al. (2008), um dos agentes mais
importantes que causam defeito de firness nos mutantes homozigotos de Amus81 é a

cisplatina, 0 que estd de acordo com Nnossos resultados

(http://chemogenomics.med.utoronto.ca/fitdb/fitdb.cgi?query=YDR386W).
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Figura 28: Tratamento do Amus81 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sdlido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de MUSS81 apresentou uma perda da viabilidade apds 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Amus81 estd circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até
24 horas. A marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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As sequencias de aminodcidos do gene MUSSI, foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 20%) as sequéncias homologas de humano. O MUSS8I1

apresentou maior identidade (29%, E value 56'22) (Figura 29).

crossover junction endonuclease MUSE1 [Homo sapiens]

Sequence ID: ref|NP_079404.3| Length: 551 Number of Matches: 2
Range 1: 265 to 550

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

100 bits(250) 5e-22() Compositional matrix adjust.  91/317(29%) 150/317(47%) 61/317(19%)

Features:

sbjct 265 'L_',EL BL HVTHTWV 324
Query 401 2 SIRDNRFMEQE 4¢0
- D RE‘ E’ I-I+--
Sbjct 325 EEVYLVEE-—-HGSVHNLELEES 382
Query 46l L-———VYYRKFSMIETCNSDET—————————— VEEIHALHTVISHHYS 503
v F + ET + t t H :
Sbhjct 3 L..L""I‘II""IZ’_F_' TERTRADIFEE 447z
Qusry 504 IVIFPSDLESKDDYEEVLLOFEREFERE GG 5¢
- E+ L 23 LL F +E 1
:3}::j-:‘: 443 AMTSPNPLCS—-—-=—-——--— LLTF-SDFN-RAGAT MHEAQSVREVFAES 479
Query 564 MLV SLEKAVAIQETIFPTLNKILN 15
I -+

skjct 480 (STPASLLAAYDACH '__PF::EI LC“'_I- 535
Query 16 32

Sbjct 536 550

Figura 29: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de MUS8I da levedura S. cerevisiae com o
MUS81 em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a varia¢do de aminodcidos
com as mesmas propriedades entre as protefnas. Foi utilizada a ferramenta BLAST p para a obtenc¢do
desses resultados.

A instabilidade cromossdmica € uma caracteristica da iniciacdo e progressao do
tumor. Algumas regides gendmicas sao particularmente instavel sob estresse replicativo,
cujos rearranjos nas células tumorais contribuem para o desenvolvimento do cancer.
Deplecao de MUSS8I afeta o processamento preciso de intermedidrios da replicacdo e
também conduz a um aumento na frequéncia cromossdmica durante a anafase que, por
sua vez favorece a acumulacdo de danos no DNA na G1 do ciclo celular (NAIM et al.,

2013; NEELSEN et al., 2013).

A linhagem A4ybl055¢ apresentou perda de viabilidade grave apds 4 horas de
exposi¢do a carboplatina, sendo invidvel apds 6 horas de tratamento (Figuras 12 e 30).

O gene YBL0O55C também conhecido como: Tat-D, é uma exonuclease e endonuclease
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3’-5’ com um possivel papel na apoptose. Recentemente, foi sugerido que Tat-D tem
um papel na degradacdo de DNA por apoptose em Caenorhabditis elegans e que a

superexpressao de Tat-D facilita a morte celular (QUI et al., 2005).
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Figura 30: Tratamento do Aybl055c¢ de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30 °C. (A) O mutante de YBLO55C apresentou uma perda da viabilidade apds 6 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Aybl055¢ estd circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até
24 horas. A marcagdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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YBLO55C possui homdlogo humano chamado TATDNI, uma nuclease
conservada em procariotas e eucariotas. Em humanos e C. elegans essas enzimas sdo
nucleases participantes da degradacdo de DNA durante o processo apoptético (YANG
etal., 2012).

As sequencias de aminodcidos do gene YBL0O0O55C foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 30%) as sequéncias homologas de humano. O TATDNI1

apresentou maior identidade (33%, E value 3e™%) (Figura 31).

putative deoxyribonuclease TATDN1 isoform a [Homo sapiens]

Sequence ID: ref[NP_114415.1| Length: 297 Number of Matches: 1
Range 1: 2 fo 293

Score Expect Method |dentities Positives Gaps Frame

187 bits(476) 3e-55() Compositional matrix adjust. 127/383(33%) 191/383(49%) 91/383(23%)

Features:
Qusry 34 SPLEYY ¥VELLERALORHVENALVTGSSIA %3
5 E+ ++ B2 + VE 5 ++ +5+
Sbjct 2 SREEFIDIGINLTDPMFRGIYRGVOEHCDDLODVIGRAVEIGVERFMITGGNLODSKDAL &1
usry ©4 153
154 LOCKLEELYDLMNQQAKPHDTSFRSIGEIGLDYDRFHY SSEEMO 213
sbijct ©3 -—-——————-LEFLLNL--—-- AENNEGEVY 13¢
Query 214 HMRSACDDEVQILERFIAGETD Z7
B++ +F+ I++E
Sbjct 14 ICRNSHEEFLDIMER 171
Qusry 274 LVVHSFTGSAIDLOELLNLSPNIFIGVN 333
L++L
Sbjct 172 DETEKEZARATIDL-— 22
Query 334 ¥ QEVRDFEY PAFESVEENELEZDELNAEEL Y MY 353
AF + EE E + +
Sbjct 229 EKSTHRGSEKYIRT-------—-—- AFPTERE———————— WESGHCLED CHIIQILEIM 270
Query 394 SEVEDVDLATLIDTTWEITCEIF 416
S5 V+D T L +T + T E+F
sbjct 271 SAVRDEDPLELANTLYNNTIEV e

Figura 31: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de YBLO55C da levedura S. cerevisiae com o
TATDNI1 em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos
com as mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtengdo
desses resultados.

Fusdes envolvendo genes que participam na fusao oncogénica como TATDNI,
em diversos tipos de cancer, sdo conhecidos por formar transloca¢des em malignidades

hematoldgicas (EDGREN et al., 2011).
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A linhagem Afod6 apresentou perda de viabilidade progressiva apds 8 horas de
exposicao a carboplatina, e grave apés 24 horas de tratamento (Figuras 12 e 32). O gene
TOD6 codifica para uma proteina envolvida no processamento de rRNA e biogénese do
ribossomo, sendo necessdria para a repressao eficiente da biogénese do ribossomo apds
a privagdo de nutrientes e para a adaptagdo bem sucedida. Assim, essa proteina faz o
controle do crescimento, ji que estudos mostram que qualquer desconexdo entre a
percep¢do da disponibilidade de nutrientes celular e a disponibilidade de nutrientes no
ambiente apresentam consequéncias deletérias (LIPPMAN e BROACH, 2009). TOD6
nio possui homdlogo humano O6bvio, porém possui homologo estrutural em
camundongos 2D9A (Chain: A) que estd relacionado com MYBL2 que codifica uma
proteina chave envolvida na manutencdo da integridade do genoma e € um fator de
transcricdo em humanos que regula a expressao de genes envolvidos na progressdo do

cancer.

O sistema hematopoiético € propenso a doengas relacionadas com a idade que
vao desde défices funcionais nas células do sangue e com o desenvolvimento de estados
neoplésicos. Estas neoplasias geralmente envolvem anomalias citogenéticas recorrentes,
entre os quais uma dele¢do no braco longo do cromossomo 20 (onde contém o gene
MYBL?2) é comum em neoplasias mieldides (CLARKE et al., 2013; MARTINEZ et al.,
2011). Nos estudos de Hillenmeyer et al. (2008), um dos agentes mais importantes que
causam defeito de fitness nos mutantes homozigotos de Atod6 é a carboplatina, o que
estd de acordo com Nnossos resultados

(http://chemogenomics.med.utoronto.ca/fitdb/fitdb.cgi?query=YBL055C).
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Figura 32: Tratamento do Atod6 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de TOD6 apresentou uma perda da viabilidade apds 8 horas de tratamento
(a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Atod6 estd circulado em amarelo). (B)
Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcagdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

A linhagem Acin2 apresentou perda de viabilidade progressiva apds 8 horas de
exposicao a carboplatina, e grave apos 24 horas de tratamento (Figuras 12 e 33). O gene
CIN2 (de Chromosome Instability) codifica para uma Proteina GTPase de ativagdo para

CIN4, cujos mutantes exibem aumento da perda de cromossomo e sensibilidade a
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benomil (metil 1 - (butilcarbamoil) benzimidazol-2-ilcarbamato) um agente antimitético
inibidor do crescimento de células de fungos durante a mitose. Tem sido sugerido que
benomil age seletivamente sobre a tubulina e microtibulos de células fungicas
(CLEMENT et al., 2008; RATHINASAMY & PANDA, 2006). Embora CIN2 nio seja
essencial para a viabilidade sob condi¢des normais, ele torna-se essencial em condicdes
em que os niveis de polipeptideos de tubulina dissociadas aumentam o que gera uma
instabilidade cromossomica (TIAN er al., 1996). CIN2 encontra-se nas leveduras S.
kudriavzevii e S. cerevisiae. Porém possui uma proteina GTPase-ativacdo (GAP)
conservada em humanos que € responsavel pelo rompimento de filamentos de actina e
demonstra ter caracteristicas homologas ao complexo RP2 (retinite pigmentosa 2), gene
responsavel por uma variante particular de uma doenca ocular ligada a perda
cromossdmica, que pode ser correlacionada com sua capacidade para complementar um

fendtipo de supressiao de CIN2 (VELTEL et al., 2008).
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Figura 33: Tratamento do Acin2 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sdélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de CIN2 apresentou uma perda da viabilidade apds 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Acin2 estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

A linhagem Adeaf3 apresentou perda de viabilidade grave apds 8 horas de
exposicao a carboplatina, e tornou-se invidvel apds 24 horas de tratamento (Figuras 12 e
34). O gene EAF3 é codificador de um componente do complexo acetiltransferase de
histonas NuA4 e Rpd3S, uma desacetilase de histonas em S. cerevisiae. Ele estd

envolvido na regulacdo da acetilacdo de histonas, que distingue os promotores de
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regides codificadoras. Evidéncias genéticas e bioquimicas mostraram que Eaf3p
desempenha um papel importante na regulacdo do perfil génico da acetilacdo de
histonas H3 e H4, cuja perda conduz ao aumento da acetilacao nessas regioes H3 e H4 e
diminui¢do da codificacdo em promotores, resultando em uma distribui¢do uniforme da
acetilacdo das histonas em todo o genoma (SUN et al., 2008). Nos estudos de
Hillenmeyer et al. (2008), um dos agentes que causam maior defeito de fitness nos
mutantes homozigotos de Adeaf3 é a oxaliplatina, o que estd de acordo com nossos

resultados (http://chemogenomics.med.utoronto.ca/fitdb/fitdb.cgi?query=YPR023C).
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Figura 34: Tratamento do deaf3 de S. cerevisiae, sensivel a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados sensiveis a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
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ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de EAF3 apresentou uma perda da viabilidade apés 6 horas de tratamento
(a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Adeaf3 estd circulado em amarelo). (B)
Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

EAF3 possui hom6logo humano chamado MORF4LI1, que codifica uma proteina
nuclear envolvida na inducdo de apoptose celular e reparo de danos ao DNA.
MORF4L1 ¢ um modulador da cromatina, e estd presente em complexos contendo
histona acetiltransferases (HATSs), bem como histona desacetilases (HDACs) (LIANG
et al.,2010).

As sequencias de aminodcidos do gene EAF3 foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 40%) as sequéncias homdlogas de humano. O MORF4L1

apresentou maior identidade (27%, E value 2e'37) (Figura 35).

mortality factor 4-like protein 1 isoform 1 [Homo sapiens]

Sequence ID: refl[NP_006782.1| Length: 323 Number of Matches: 1
Range 1: 6 to 310

Score Expect Method Idenfities Positives Gaps Frame
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Figura 35: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de EAF3 da levedura S. cerevisiae com o
MORF4L1 em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variagdo de aminodcidos
com as mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtengdo
desses resultados.



76

GENES ASSOCIADOS A SENSIBILIDADE A CARBOPLATINA.

6.1.4 Genes associados a sensibilidade a carboplatina envolvidos na degradacao de
proteinas

Na figura 36 identificamos trés das 9 linhagens que mantiveram sua viabilidade
no decorrer das 24 horas com crescimento aumentado quando comparada com a

linhagem ndo tratada.
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Figura 36: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta resisténcia a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes NSGI,
DID4 e SAS3. Todas as linhagens aumentaram sua viabilidade apds 24 horas de exposi¢@o a carboplatina.
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A linhagem 4nsgl manteve a viabilidade mesmo apds 24 horas de exposi¢do a
carboplatina (Figuras 12 e 37), porém sua taxa de crescimento foi elevada pelo
tratamento (Figura 37B e C). O gene NSGI na levedura codifica para uma proteina que
inibe a degradacdo de Hmg2p de uma forma altamente especifica, pela interacdo direta
com o dominio de esterol na regido transmembranar. A regulacdo da via de esterol é
critica para a manuten¢do da homeostase fisiolégica e da fun¢do das membranas
celulares. Um passo limitante da velocidade na via de sintese de colesterol € catalisada

por HMGR?2 (THEESFELD & HAMPTON, 2012).

NSG1 possui como homdélogo mais proximo em mamiferos as proteinas INSIG

(homologia descrita na base de dados do SGD <http://www.yeastgenome.org/cgi-

bin/locus.fpl?dbid=S000001175>), que sdo fundamentais para a regulacdo de esterol e

necessarias para a degradacao de HMG-CoA redutase (HMGR). Ligacao de INSIG com
oxister6is podem influenciar a proliferacdo de oxisterdis, que demonstraram interferir
com a proliferacdo e causar a morte de muitos tipos de células cancerigenas, tais como

leucemia, glioblastoma, do célon, da mama e células de cancer da préstata (FLURY et

al., 2005; WEILLE et al., 2013).
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Figura 37: Tratamento do Ansgl de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistentes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de NSGI1 apresentou um aumento da viabilidade ap6s 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Ansgl estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

A linhagem Adid4 manteve a viabilidade mesmo apds 24 horas de exposi¢ao a
carboplatina (Figuras 12 e 38), porém sua taxa de crescimento foi elevada pelo
tratamento (Figura 38B e C). O gene DID4 codifica uma enzima de desubiquitinacio,
ou seja, ¢ uma enzima “desconjugadora” de ubiquitina (DUB) e estd envolvida na
endocitose e no direcionamento vacuolar de proteinas em leveduras. Komada et al.,

(2008), destacou a possivel importincia das DUBs no mecanismo de endocitose e
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degradacdo pelo lisossomo dos receptores de tirosina quinase (RTKs) que quando
ativados sofrem regulacdo negativa para evitar o crescimento excessivo de células

tumorais.
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Figura 38: Tratamento do Adid4 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistentes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de DID4 apresentou um aumento da viabilidade apds 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Adid4 esta circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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DID4 possui hom6logo humano chamado CHMP2A uma proteina que faz parte
do complexo ESCRT-III (complexo de triagem endossomal III necessédria para o
transporte), que estd envolvido na degradagdo de receptores de superficie e formacao de
corpos multivesiculares endociticos (MVBs). Acredita-se que CHMP2A esteja
envolvida nas etapas tardias de brotamento de vesiculas, sob o controle de VPS4 que

recicla ESCRT-III a partir de membranas celulares (TSANG et al., 2006).

As sequencias de aminodcidos do gene DID4 foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 30%) as sequéncias homdlogas de humano. O CHMP2A foi

a proteina humana que apresentou maior identidade (46%, E value 1e™*’) (Figura 39).

charged multivesicular body protein 2a [Homo sapiens]
Sequence ID: ref|[NP_055268.1| Length: 222 Number of Matches: 1

See 1 more title(s)
Range 1. 110 183

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

165 bits(417) 1e49() Compositional matrix adjust.  85/184(46%) 139/184(75%) 1/184(0%)

Features:
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Figura 39: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de DID4 da levedura S. cerevisiae com o
CHMP2A em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variagdo de aminodcidos
com as mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtengdo

desses resultados.

Assim como as anteriores, a linhagem Adsas3 teve maior adaptacdo e apresentou
resisténcia ao tratamento com carboplatina (Figura 40). O gene SAS3 codifica um dos
membros da familia de histona acetiltransferases que funciona como um silenciador de
transcricao. Esse mecanismo € crucial para o controle do ciclo celular. Além disso, a

Sas3 apresentou possivel interagdo fisica com a Chk1 uma quinase efetora em resposta a
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danos no DNA que medeia a parada do ciclo celular mitético (LIU et al., 2000). O
Asas3 € tolerante a aneuploidia. Na maioria das células cancerosas aneuploidia é
comum, tipicamente envolvendo muitos cromossomos. Apesar da alta incidéncia de
aneuploidia em tumores, o seu papel na tumorigénese permanece incerto (TORRES et

al., 2010).

SAS3 possui homoélogo humano MOZ (Monocytic leukemia zinc finger protein)
proto-oncogene que funciona como uma histona acetiltransferase, interage com o
supressor de tumor p53 induzindo ao dano no DNA e age como um regulador

transcricional (TAM et al., 2013).
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Figura 40: Tratamento do Asas3 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistenes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sdlido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A)O mutante de SAS3 apresentou um aumento da viabilidade apds 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Asas3 estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

6.1.5 Genes associados a resisténcia a carboplatina envolvidos na progressao do

ciclo celular

Nas figuras 41 encontramos 2 produtos génicos PIN4 e KTII2 envolvidos
principalmente no mecanismo de reparo do DNA e na progressao do ciclo celular. Esse

resultado corrobora com nossas expectativas ja que esses mecanismos sdo conhecidos
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como atuantes na tumorigénese, portanto mutagdes em genes que estdo diretamente
associados a esses mecanismos podem gerar certa dificuldade na atuacdo da droga

dentro da célula, bem como sua ligacdo direta no DNA.

Functions legend Metworks legend
.RM#-. modification Co-expression
.DM#-. damage checkpoint Codocalization
.querr genes Genetic interactions
. Other
Physical interactions
Predicted

Shared protein domains

Figura 41: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta resisténcia a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes PIN4 e
KTII2. Todas as linhagens aumentaram sua viabilidade apds 24 horas de exposicdo a carboplatina.

O mutante Apin4 apresentou notdvel resisténcia a carboplatina (Figuras 12 e 42).
O gene PIN4 também chamado de MDT1 codifica uma proteina que estd envolvida no
dano ao DNA e na progressdo do ciclo celular normal na fase G2/M. A superexpressao
de PIN4 juntamente com uma delecdo de RADS53 € letal para a célula, enquanto que a
exclusdo de PIN4 suprime parcialmente os danos no DNA causados pela

hipersensibilidade de cepas com checkpoint comprometido e geralmente melhora a
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tolerancia a danos no DNA. Na auséncia de danos no DNA, PIN4 conduz a eliminacao
e conclusdo da anafase atrasada, com uma morfologia celular alongada lembra a dos
mutantes do ciclo celular G2/M (PIKE et al., 2004). PIN4 possui homdélogo humano
estrutural com CstF-64 (Cleavage stimulation factor 64 Kda subunit) complexo de
proteina heterotrimérica associado a poliadenilagdo. Reconhece regides ricas em GU no

mRNA eucariéticos (fonte PDB: 1P1T).

Ctrl Carb A

24 hr

-+ WT*
-= PIN4*
- WT B
-0 PIN4

= PIN4*

¢t

0 5 10 15 20
t(h)

Figura 42: Tratamento do Apin4 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistenes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas

em estufa 30°C. (A) O mutante de PIN4 apresentou um aumento da viabilidade apés 24 horas de
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tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Apin4 estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A

marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

O mutante Akti12 foi também um dos mais resistentes e adaptados ao tratamento
com carboplatina (Figuras 12 e 43). O gene KTII2 codifica um produto que em
conjunto com o complexo de elongagdo realiza modificacio nos nucleotideos em
oscilagdo no tRNA e € altamente conservado entre os eucariotos. O produto do gene
KTI12 interage fisicamente com as subunidades do Elongator que tem sido relatado
como sendo um complexo de histona acetiltransferase envolvido no alongamento da
transcricao por RNA polimerase II. K7712 também tém sido associado na sintese de
tRNA, de 5-metoxicarbonilmetil (mCm5) e 5-carbamoilmetil (nCm5) grupos presentes
em uridinas na posi¢do de oscilagdo. A presenca de mCmSU, nCmS5U, ou dos seus
derivados na posicao de oscilagdo é necessdria para a traducdo fiel e eficiente, o que
sugere que os fendtipos mutantes de K77/2 podem ser causados por um defeito de

traducdo (HUANG et al., 2005).
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Figura 43: Tratamento do A4ktil2 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistenes a 10mM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas. O
mutante de KTI/2 apresentou um aumento da viabilidade apds 24 horas de tratamento (a linhagem
selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o 4ktil2 estd circulado em amarelo) (A). (B) Crescimento
durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A marcag¢do com *
& para destacar os tratados com carboplatina.

A sequencia de aminodcidos do gene KTII2 foi analisada por BLAST e
apresentou identidade (> 50%) as sequéncias homologas de humano. O KTII12 foi a

proteina humana que apresentou maior identidade (36%, E value 4e'17) (Figura 44).
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protein KTI12 homolog [Homo sapiens]

Sequence ID: ref[NP_612426.1| Length: 354 Number of Matches: 2
Range 1 1to 110

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
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Figura 44: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de K77/2 da levedura S. cerevisiae com KTI12
de humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variagdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtencdo desses
resultados.
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6.1.6 Genes associados a resisténcia a carboplatina envolvidos com a

funcionalidade do ribossomo
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Figura 45: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta resisténcia a carboplatina. Foram utilizados como entrada para andlise os genes
RPLI5B, RSM28 e UBX3. Todas as linhagens aumentaram sua viabilidade apds 24 horas de exposi¢do a
carboplatina.

A linhagem Arpll5b mostrou-se resistente ao tratamento com carboplatina
(Figuras 12 e 46). O gene RPLI5B codifica a proteina L15B da subunidade 60S
ribossomal na levedura S. cerevisiae é altamente conservado entre os eucariotos
(RPL15). O ribossomo assegura a decodificacdo da informacgdo genética contida no

RNA mensageiro e a formacao de ligacdes peptidicas. Dos quatro rRNAs presentes nos
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ribossomos eucaridticos L15B liga-se ao rTRNA 5.8S (JENNER er al., 2012). Essa

proteina se relocaliza no nucléolo em condi¢des de estresse no processo de replicacdo
de DNA (TKACH et al., 2012).
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Figura 46: Tratamento do Arpl15b de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistentes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de RPLI5B apresentou um aumento da viabilidade apds 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Arpll5b estd circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até
24 horas. A marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.



90

As sequencias de aminodcidos do gene RPLISB foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 70%) as sequéncias homdlogas de humano. O RPLI15 foi a

proteina humana que apresentou maior identidade (72%, E value 2¢71%% (Figura 47).

60S ribosomal protein L15 isoform 1 [Homo sapiens]
Sequence ID: ref|[NP_002939.2| Length: 204 Number of Matches: 1

See 4 more title(s)
Range 1: 1 to 204

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
303 bits(777) 2e-104() Compositional matrix adjust. 146/204(72%) 170/204(83%) 1/204(0%)

Features:
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Figura 47: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de RPLI5B da levedura S. cerevisiae com RPL15
em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as protefnas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtencdo desses
resultados.

Modifica¢des em RPLI5 tém sido utilizadas no progndstico de cancer de ovario
seroso capaz de detectar os estdgios iniciais e finais de cancer de ovéario (KASHUBA et

al.,2012) .

A linhagem Arsm28 apresentou resisténcia a carboplatina no tempo analisado
(Figura 12 e 48). O gene RSM28 (Ribosomal Small subunit of Mitochondria) codifica
uma proteina da subunidade pequena ribossomal mitocondrial em S. cerevisiae. Foi
identificada como um supressor dominante de determinadas mutagdes mitocondriais
que reduziram a tradu¢cdo do mRNA da COX2. Mutagdes no gene RSM28 parecem
aumentar ou alterar a atividade da proteina, melhorando a expressdo dos mRNAs de
mutantes COX2 (Williams et al. 2005). InteracOes genéticas sugerem um possivel papel

na promocao de iniciag¢do da traducao que € reforcada pela delecao interna (WILLIAMS
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7z

et al., 2006). RSM28 nao possui homélogo humano 6bvio, porém ele € altamente

conservado na levedura Kluyveromyces lactis.

Ctrl Carb A

24 hr

- WT*
= RSM28* B
- WT

-0~ RSM28

- T

= RSM28*

- WT C
-0~ RSM2B

t{(h)

Figura 48: Tratamento do Arsm28 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistentes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sélido e seu crescimento foi analisado ap6s 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de RSM28 apresentou um aumento da viabilidade apés 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Arsm28 estd circulado em
amarelo). (B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até
24 horas. A marcacdo com * € para destacar os tratados com carboplatina 10mM.

Por dltimo, encontramos que a linhagem mutante para UBX3 apresenta
resisténcia a carboplatina (Figuras 12 € 49). O gene UBX3 codifica uma subunidade do

DSC (Complexo Ubiquitina Ligase) que interage com Cdc48p em levedura; UBX
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(ubiquitina X ligante) € um dominio proteico que interage com Cdc48p envolvido na
fusdo membranar (PETERSEN et al., 2004). UBX3 ndo possui homdélogo humano
o6bvio, porém ele é altamente conservado nas leveduras Kluyveromyces lactis e

Eremothecium gossypii.
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Figura 49: Tratamento do Aubx3 de S. cerevisiae, resistente a 10mM de carboplatina. As linhagens pré-
selecionados resistentes a 250uM de carboplatina foram crescidos em meio liquido SD por 24 horas (com
ou sem carboplatina), transferidos para meio YPD sdélido e seu crescimento foi analisado apds 48 horas
em estufa 30°C. (A) O mutante de UBX3 apresentou um aumento da viabilidade apés 24 horas de
tratamento (a linhagem selvagem (WT) estd circulada em vermelho; o Aubx3 estd circulado em amarelo).
(B) Crescimento durante o inicio da fase logaritmica. A figura C mostra o crescimento por até 24 horas. A
marcacdo com * é para destacar os tratados com carboplatina 10mM.
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6.2. AVALIACAO DA SENSIBILIDADE E RESISTENCIA AOS ANALOGOS DE
REBECAMICINA

Testes de viabilidade celular por diluicao seriada utilizando a linhagem BY4741
de S. cerevisiae foram realizados em condicdes controle e na presenca de andlogos de
rebecamicina. A viabilidade foi analisada pela capacidade de formacdo de col6nias nas

diferentes diluicdes (Figura 50).

10uM 100pM ImM

Figura 50: Teste de viabilidade da linhagem selvagem BY4741 de S. cerevisiae na presenca dos andlogos
de rebecamicina. As células foram inoculadas em meio YPD liquido em ODgyg,r, inicial de 0,2 por duas
horas na presenca dos compostos, submetidos a dilui¢do seriada de cinco vezes e incubados em meio
YPD sélido a 30°C por 48 horas. (C): controle contendo apenas DMSO 5%.

Os resultados indicam que apds 2h de tratamento, o controle (C= sem o composto),
assim como os tratados apresentaram crescimento em todas as dilui¢des. No entanto,
percebeu-se um leve efeito de diminuicdo da formacdo de col6nias com relacdo ao
controle, nas células que cresceram na presen¢a do andlogo Reb C (Figura 50). Assim,
analisamos se esse efeito era real acompanhando a ODgyonm a0 longo de 48 horas de
exposicdo e verificamos que de fato o andlogo Reb C diminui levemente a taxa de

crescimento (figura 51).
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Figura 51: Taxas de crescimento da linhagem selvagem na presenca de 0,1 mM de Reb C em comparagdo
com a amostra controle (sem Reb C). (Ctrl): controle contendo apenas DMSO 0,3%.

Assim, através de andlise espectrofotométrica e crescimento em meio sélido
YPD foi determinada a viabilidade celular da colecio YKO nos tempos de 4 horas ap6s
exposicao dos clones e da linhagem selvagem a 0,ImM de Reb C, em meio liquido SD
e concentracao celular inicial 0,0625.

Com os resultados obtidos realizamos um rankeamento dos clones mais
sensiveis tendo por base o crescimento controle. Das 53 placas analisadas, 2
apresentaram mutantes com alta sensibilidade a dosagem administrada de 0,1 mM de
Reb C (Figura 52 e 53). A andlise dos clones resistentes (que mantiveram viabilidade
igual ou superior a linhagem selvagem) ndo apresentou resultados significativos, mesmo

quando os clones foram expostos a alta concentracao (cerca de ImM) de Reb C.
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Ctrl 0,1mM de Reb C

Figura 52: Viabilidade das linhagens mutantes da placa 13 que apresentaram maior sensibilidade quando
expostas a Reb C. As células foram incubadas em meio minimo liquido na presenca ou auséncia de
0,ImM de RebC em ODggpy, inicial de 0,0625 com concentragdo final de DMSO 0,3%. Nos tempos
indicados, aliquotas foram retiradas com replicador e pingadas na placa de YPD que foi incubada a 30 °C
por 48 horas e fotografadas. A marcagdo em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e o poco H2 é o
branco, ou seja, contém apenas o meio de cultivo.
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Ctrl 0,1mM de Reb C

Figura 53: Viabilidade das linhagens mutantes da placa 30 que apresentaram maior sensibilidade quando
expostas a Reb C. As células foram incubadas em meio minimo liquido na presenca ou auséncia de
0,ImM de RebC em ODggo,y, inicial de 0,0625 com concentragdo final de DMSO 0,3%. Nos tempos
indicados, aliquotas foram retiradas com replicador e pingadas na placa de YPD que foi incubada a 30 °C
por 48 horas e fotografadas. Os espagos vazios representam mutantes que apresentam crescimento lento e
ndo puderam ser crescidos juntamente com os demais. A marcacdo em vermelho € a identificacdo da
linhagem WT e o poco H2 € o branco, ou seja, contém apenas o meio.

Os resultados das figuras 52 e 53 mostram que de todas as linhagens mutantes
analisadas, apenas 9 sofreram significativa perda de viabilidade.

A fim de confirmar esse resultado e avaliar o crescimento em dosagens menores
de Reb C, administramos diferentes concentracdes nas linhagens pré-selecionadas e

realizamos uma dilui¢c@o seriada de 1:10 (figura 54).
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Figura 54: Diluicdo seriada das linhagens mutantes sensiveis das placas 13 e 30, expostas a 0,1mM,
10uM, 1uM, e 100nM de Reb C. As células foram incubadas em meio minimo liquido na presenca de
Reb C durante 24 horas em ODgq,p, inicial de 0,0625 com concentrag@o final de DMSO 0,3%. aliquotas

foram retiradas para dilui¢do seriada e com pipetador e foram pingadas 5ul na placa de YPD que foi
incubada a 30 °C por 48 horas e fotografada.

Na figura 54 podemos observar que a linhagem YGRI36W foi mais sensivel na
concentracdo de 10 uM, ja a linhagem YGR151C foi mais sensivel na concentragdo de 1
uM e as linhagens YERO60W, YGRI35W e YDR336W foram altamente sensiveis na
concentracdo de 100 nM de Reb C. As demais mantiveram o mesmo crescimento nas
diferentes concentragdes sendo o crescimento sempre menor do que o da linhagem WT.

Para verificarmos se hd uma distribuicdo homogénea dos produtos génicos
envolvidos na resposta a Reb C nos diferentes compartimentos celulares construiram-se

os gréaficos da figura 55 e as tabelas 7 e 8.
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Tabela 7: Agrupamento por componentes celulares dos genes identificados que
apresentaram alta sensibilidade a ao andlogo C de rebecamicina. Este agrupamento foi
realizado recorrendo ao “software” SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na
base de dados SGD em www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

COMPONENTE FREQUENCIA FREQUENCIA GENE(S)
CELULAR GENOMICA
Citoplasma 66.7% 62.9% YERO79W,PRE9,LSB1,RPL24B,
CCM1,YGRIS5IC
Nucleo 44.4% 34% YERO79W,PRE9,LSB1,YGR151C
Membrana 33.3% 24.7% FCY21,FHNI,PRE9
Ribossomo 11.1% 5.6% RPL24B
Mitocondria 11.1% 18.1% CcCM1
Componente celular 11.1% 11.4% YDR336W
desconhecido
Células do cortex 11.1% 2.2% LSBI
Sistema endomembrana 11.1% 5.8% PRE9
Citoesqueleto 11.1% 3.3% LSBI
Membrana plasmatica 11.1% 5.9% FCY21

Tabela 8: Agrupamento por processos bioldgicos dos genes identificados que
apresentaram alta sensibilidade a rebecamicina. Este agrupamento foi realizado
recorrendo ao “software” SGD Gene Ontology Slim Mapper disponivel na base de
dados SGD em www.yeastgenome.org/cgibin/GO/goSlimMapper.pl

PROCESSOS BIOLOGICOS FREQUENC FREQUENCI GENE(S)
IA A
GENOMICA
Processo bioldgico desconhecido 33.3% 18.2% YDR336W,YERO79
W,YGRI5IC
Biogénese do complexo de 22.2% 4.2% PRE9,LSBI
proteinas
Organizacao de citoesqueleto 11.1% 3.6% LSBI
Transporte transmembrana 11.1% 3.5% FCY21
Traducao citoplasmatica 11.1% 2.7% RPL24B
Protedlise envolvida no processo 11.1% 3.1% PRE9
catabdlico de proteina celular
Organizacao mitocondrial 11.1% 5.4% CCM1
Regulacio da organizaciao das 11.1% 3% LSBI
organelas

Outros 11.1% FHN]1
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Figura 55: Distribuicdo nos compartimentos celulares dos produtos génicos responsaveis pelas respostas
de sensibilidade a Reb C.

Na figura 55 podemos observar que os produtos génicos que levam a
sensibilidade a Reb C estdo em sua grande maioria distribuidos no citoplasma e no
ndcleo e juntos perfazem 62% dos alvos, sugerindo alta permeabilidade da droga.
Levando em consideracdo o mecanismo descrito para a acdo da rebecamicina através da
inibicdo da acdo da topoisomerase I, nossos resultados estdo coerentes.

Utilizamos a ferramenta de bioinformatica GeneMANIA para analisar as
possiveis vias metabdlicas que relacionam os genes encontrados para resisténcia ao
andlogo Reb C. As figuras 56, 59 e 63 mostram o resultado dessas andlises associados a
resisténcia. Foram analisados através do GeneMANIA apenas os genes ja
caracterizados, ou seja, os clones apresentados na tabela 7 e 8 cujo compartimento
celular ou processo celular ndo sdo conhecidos, ndo serdo apresentados nos demais
dados. No entanto, esses genes sdo de fundamental importancia para pesquisas futuras,

J4 que no momento pouco ou nada se sabe sobre eles.
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6.2.1 Genes associados a resisténcia ao analogo de rebecamicina Reb C envolvidos

com o transporte transmembrana e organizacao de citoesqueleto

E-:@B

Functions legend Metworks legend
.nuclenhase-mmaining compound transmembrane transporter activity Co-expression
.au::tin cytoskeleton organization Codocalization
.querr genes Genetic interactions
.Uther
Physical interactions
Predicted

Shared protein demains

Figura 56: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade ao andlogo de rebecamicina. Foram utilizados como entrada para andlise
os genes FCY21 e LSBI. Todas as linhagens perderam sua viabilidade ap6s 24 horas de exposi¢do a Reb
C.

A linhagem mutante para o gene FCY2/ apresentou alta sensibilidade a
exposi¢do a Reb C (Figura 57). O gene FCY2! codifica uma putativa purina-citosina
permease, que medeia o transporte ativo de purinas e citosina. O mutante para FYC2]
apresenta resisténcia ao S-fluorocitosina, um antifingico que interfere na sintese de
DNA e de proteina, no reparo de danos no DNA, e no controle do ciclo celular

(WAGNER et al., 2001). A inativacdo de FCY2 melhora a resisténcia a cisplatina em
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células de levedura uma vez que Afcy2 ativa a sintese constitutiva de novos nucleotideos
de purina, ocasionando um aumento de purinas intracelulares, impedindo assim a
ligacdo da cisplatina com o DNA, ja que a cisplatina se liga fortemente a guanina e
adenina (KOWALSKI et al., 2008). FCY21 nao possui homélogo humano ébvio, porém

ele € altamente conservado nas espécies Magnaporthe oryzae e Neurospora crassa.

Ctrl 0,1mM de Reb C

oh

4h

0,1m)M de Reb O 10 pM de Reb © 1 pMl de Reb O 100 o)l de Beb C

wT

YEROS0W

Figura 57: Viabilidade da linhagem mutante para o gene YERO60W da placa 13 que apresentou alta
sensibilidade quando exposta a Reb C. A marca¢do em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e a
marcacdo em amarelo € a da linhagem Ayer060w.

Outra linhagem selecionada foi a Alsbl (Figura 58). O gene LSBI codifica um
regulador negativo da polimerizacdo de actina promovendo a atividade do fator.
Interage através de um dominio SH3 com a proteina homoéloga Las17p envolvida na
sindrome de Wiskott-Aldrich em humanos, e juntamente com PIN3 inibe a nucleacdo

dos filamentos de actina. A superexpressdo de LSBI bloqueia o passo de internaliza¢do
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por endocitose mediada pelo receptor arginina permease (CAN1) (SPIESS et al., 2013).
Essa proteina aumenta em abundincia e forma um foci nuclear durante estresse no
processo de replicacdo de DNA (TKACH et al., 2012). LSBI possui homodlogo
estrutural ao dominio SH3 presente em muitas proteinas transdutoras de sinal em
humanos. Esses dominios medeiam as interacdes proteina-proteina e facilitam a
formacgdo de grandes complexos de sinalizacdo através da ligacdo em sequéncias ricas

em prolina. (EULITZ et al., 2013)

Ctrl 0,1mM de Reb C

Oh

4 h

0,1mM de Reb © 10 pM de Reb © 1 pM de Reb 100 a)I de Reb C©

WT

YGRIIGW

Figura 58: Viabilidade da linhagem mutante para YGRI136W da placa 13 que apresentou alta sensibilidade
quando exposta a Reb C. A marcagdo em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e a marcacdo em
amarelo é a da linhagem Aygri36w.
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6.2.2 Genes associados a resisténcia ao analogo de rebecamicina Reb C envolvidos

com 0 metabolismo de proteina

=

Functions legend Metworks legend
.pn:utein complex asembly Co-express on
.pn:uteas.nme complex Codocalization
.pn:utein catabolic process Genetic interactions
.querr genes .DﬂIEI'
Physical interactions
Predicted

Shared protein domains

Figura 59: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a Reb C. Foram utilizados como entrada para andlise os genes FHNI e
PRE9. Todas as linhagens perderam sua viabilidade apds 24 horas de exposi¢do a Reb C.

A linhagem mutante Afhnl apresentou perda total de viabilidade com 4 horas de
exposicdo a 0.1mM de Reb C (Figura 60). O gene FHNI codifica uma proteina de
funcdo desconhecida pardlogo ao NCE102 (também de fun¢@o desconhecida) induzida
por exposi¢do ao cetoconazol. Possui um elemento de ligacdo a reguladores esterol nas
regides promotoras, onde foi identificado um sitio de ligacdo ao Upc2p (LOIBL et al.,
2010; AGARWAL et al., 2003). FHNI nao possui homdlogo humano 6bvio, porém ele

¢ altamente conservado nas espécies Kluyveromyces lactis e Ashbya gossypii.
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Ctri 0,1mM de Reb C

0Oh

4h

0,1mM de Reb © 10 Al de Reb C 1l de Reb O 100 6XI de Reb C

wT

YGRIAIW

Figura 60: Viabilidade da linhagem mutante de YGR131W da placa 13 que apresentou alta sensibilidade
quando exposta a Reb C. A marcagdo em vermelho ¢ a identificacdo da linhagem WT e a marcacdo em
amarelo é a da linhagem Aygri31w.

Outro mutante selecionado em nosso screening foi o Apre9 que apresentou total
perda de viabilidade em 4 horas de exposicao a 0.1mM de Reb C (Figura 61). O gene
PRE9 codifica uma subunidade Alfa 3 do proteassoma 20S, a tnica subunidade nao
essencial do 20S. Pode ser substituido pela subunidade alfa 4 (Pre6p) sob condicdes de
estresse para criar uma isoforma proteassomal mais ativa (VELICHUTINA et al.,

2004).

O gene PREY possui um homélogo humano chamado PSMA4, cujo produto estéd
relacionado a proliferacdo celular por sua associacdo com o risco de cancer de pulmao e
a apoptose. A baixa regulacdo da expressio de PSMA4 diminui a atividade do

proteassoma e resulta no acimulo de proteinas ubiquitinadas, levando a uma inducao da
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apoptose. O Proteassoma € responsavel pela degradacdo de proteinas envolvidas na
ativacdo ou repressdo de muitos processos celulares, incluindo a transcricdo, a
progressao do ciclo celular e a apoptose. Sendo assim, disfun¢des no proteassoma sao
conhecidas por levar a muitas doencas, incluindo cancer (LIU et al., 2009; HANSEN et

al., 2010).

Ctri 0,1mM de Reb C

0h

4 h

01N de Reb © 10 pMl de Reb © 1 M de Reb O 100 sXl de Reb C

wT

YGRIISW

Figura 61: Viabilidade da linhagem mutante para o gene YGRI35W da placa 13 que apresentou alta
sensibilidade quando exposta a Reb C. A marca¢do em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e a
marcacdo em amarelo € a da linhagem Aygri35w.

As sequencias de aminodcidos do gene PRE9 foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 50%) as sequéncias homdlogas de humano. PSMA4 foi a

proteina humana que apresentou maior identidade (53%, E value 2¢*°) (Figura 62).
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proteasome subunit alpha type-4 isoform 1 [Homo sapiens]
Sequence |D: reflNP_002780.1| Length: 261 Number of Matches: 1

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

270 bits(691) 2e-89() Compositional matrix adjust. 127/238(53%) 177/238(74%) 3/238(1%)

Features:

(R S |

(TTDSSALTYDRLEFATIREGANDGEVYQKIFEPQEIEDIL 2365

IGETVIRVLEQEEVEQLT 237

Figura 62: Alinhamento das sequéncias de aminoécidos de PRE9 da levedura S. cerevisiae com PSMA4
de humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos com as
mesmas propriedades entre as proteinas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtencdo desses
resultados.
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6.2.3 Genes associados a resisténcia ao analogo de rebecamicina Reb C envolvidos

com a traducao de proteinas.

7,

/4
RPL31B;

Functions legend Networks legend
RMA metabolic process Co-expression
.reguiaiiun of trandation Codocalization
.H.rudural constituent of ibosome Genetic interactions.
.query QENES .Glher
Physical interactions
Predicted

Shared protein domains

Figura 63: Quadro de interacdes e vias metabdlicas dos genes que quando ausentes levam as células a
apresentarem alta sensibilidade a Reb C. Foram utilizados como entrada para andlise os genes CCM1 e
RPL24B. Todas as linhagens perderam sua viabilidade apds 24 horas de exposicdo a Reb C.

A linhagem Accml apresentou alta sensibilidade e perda de viabilidade na
presenca de Reb C (Figura 64). O gene CCM1 (COB and COXI mRNA maturation)
codifica uma proteina de ligacdo ao rRNA mitocondrial 15S que contém repeticdao
pentatricopeptideo (PPR), sendo necessarios para remog¢do de intron de pré-mRNAs de
COB (citocromo b) e COXI (subunidade 1 da citocromo oxidase c), além de um papel
na estabilizacdo do 15S rRNA mitocondrial e na maturacio do COB e COX1 mRNAs.
A supressdo de CCM]I resulta numa perda completa e irreversivel de capacidade

respiratéria e provoca um defeito do transporte de elétrons na membrana plasmatica.
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CCMl1p que tem como alvo rRNA estd provavelmente envolvido na biogénese de
ribossomos mitocondriais e na tradu¢do (MORENO et al., 2012; PUCHTA et al., 2010).
CCM1I ndo possui homoélogo humano 6bvio, porém ele é altamente conservado nas

espécies Kluyveromyces lactis e Ashbya gossypii.

Ctri 0,1mM de Reb C

Oh

4 h

0, 1emM de Reb © 10 pM de Reb C 1 pM de Reb C 100 o)l de Reb C

WT

YGRIFOC

Figura 64: Viabilidade da linhagem mutante para o gene YGRI50C da placa 13 que apresentou alta
sensibilidade quando exposta a Reb C. A marca¢do em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e a
marcacio em amarelo € a da linhagem Aygri50c.

Por fim, nosso screening selecionou a linhagem Arpl24b (Figura 65). O gene
RPL24B codifica uma proteina ribossdmica L.24B da subunidade 60S pertencente a
classe de proteinas ribossomais presentes apenas em archaebacteria e eucariontes
(RPL24), mas ndo em ribossomos de procariontes. Andlises do mutante de levedura
Arpl24b mostraram que essa proteina estd envolvida na associagdo das subunidades
pequenas e grandes de ribossomos para aumentar a eficiéncia da tradu¢do. Embora ndo

seja essencial para a viabilidade celular, essa proteina estd implicada na reiniciacdo da
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tradu¢do de mRNA policistronico (mMRNA grande contendo a informacdo de vérios

genes) (ZHOU et al., 2010; NISHIMURA et al., 2005).

Ctri 0,1mM de Reb C

oh

4h

0, 1mM de Rel: © 10 p)l de Reb © 1 pM de Reb 100 o) de Reb ©

Figura 65: Viabilidade da linhagem mutante para o gene YGRI48C da placa 13 que apresentou alta
sensibilidade quando exposta a Reb C. A marca¢do em vermelho € a identificacdo da linhagem WT e a
marcacdo em amarelo € a da linhagem Aygri48c.

As sequencias de aminodcidos do gene RPL24B foi analisada por BLAST e
apresentaram identidade (> 50%) as sequéncias homoélogas de humano. RPL24 foi a

proteina humana que apresentou maior identidade (57%, E value 3e™*) (Figura 66).
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PREDICTED: 605 ribosomal protein L24 isoform X1 [Homo sapiens]

Sequence |D: reflXP_005247754.1| Length: 121 Number of Matches: 1
Range 1: 1 to 110

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

130 hits(328) 3e-38() Compositional matrix adjust. 63/110(57%) 82M110(74%) 0/110(0%)

Features:

Figura 66: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de RPL24B da levedura S. cerevisiae com RPL24
em humanos. O sinal de “+” no alinhamento das sequéncias indica a variacdo de aminodcidos com as
mesmas prorpiedades entre as protefnas. Foi utilizada a ferramenta BLASTp para a obtencdo desses
resultados.

Mutacdo em um dos alelos em RPL24 em conjunto com a ativa¢do do supressor
de tumor p53 em resposta a deficiéncias de proteinas ribossomais pode provoca uma
malformagdes congénitas em ratos e um papel na patogénese de malformagdes

congénitas em seres humanos (BARKIC et al., 2009).

MYC uma oncoproteina que promove o crescimento celular e a sintese de
proteinas, quando ativada induz o aumento dos niveis de transcricdo das subunidades
ribossomais, tais como RPL24 e a sintese de proteinas. Um mecanismo pelo qual MYC
aumenta a sintese de proteinas € a regulacdo da transcricdo da biogé€nese ribossomal

(HERKERT & EILERS, 2010).

Os resultados obtidos com o andlogo Reb C mostram uma possivel correlacao
deste como um antitumoral, ja que um dos alvos encontrados estdo relacionados com a
regulacio do proteassoma que € uma via amplamente inibida por diversos
anticancerigenos (JIANG et al.,2013; MANNA et al.,2013) e ao ribossomo onde muitas
proteinas ribossomais, tais como RPL24 estdo associados como reguladores do controle

do ciclo celular ou a apoptose (YANG et al., 2013).
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7. CONCLUSAO

A busca de eficientes terapias para o cancer ¢ uma constante no meio cientifico.
H4 sempre a necessidade de introducdo de novos farmacos e novas aplicacdes dos ja
existentes na terapia, seja pela falta de eficiéncia dos farmacos atuais ou pelo alto nivel

de toxicidade dos mesmos.

Com esse estudo identificamos 19 genes associados a resisténcia a carboplatina
sendo que 9 deles possuem genes ort6logos em humanos e outros 2 sdo homoélogos
estruturais de camundongos, associados principalmente ao mecanismo de reparo de
DNA e ao transporte celular. Foram também identificadas 9 linhagens que estavam
associados a sensibilidade a carboplatina, sendo que 6 delas possuem ort6logos em
humanos, estdo associados ao transporte endossomal, a biogénese e funcdo do

ribossomo e ao bloqueio do ciclo celular na fase G1.

Na busca por um andlogo antitumoral de rebecamicina identificamos um
possivel anticancerigeno Reb C que apresentou 9 genes associados a resisténcia, dos
quais 3 deles possuem homdlogos humanos relacionados ao ribossoma e ao

proteassoma.

Como j4 citado anteriormente, ndo se sabe ao certo quais sao os mecanismos de
entrada da carboplatina no nucleo, o que estd de acordo com o fato de a maior parte das
proteinas envolvidas na resposta de sensibilidade a droga estarem no citoplasma. Isto
porque provavelmente apds a entrada na célula ha um metabolismo complexo envolvido
no transporte e detoxificagdo da carboplatina, antes que ela alcance o nucleo, onde
efetua sua atividade.

A utilizag¢do da levedura S. cerevisiae como uma plataforma experimental e de
baixo custo para os estudos moleculares se mostrou eficiente ja que gracas a ela

conseguimos concluir com nossos objetivos de maneira eficiente.
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