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RESUMO

TEIXEIRA, S. F. Validacdo da enzima CTP:fosfoetanolamina-citidilil-
transferase e do transporte de etanolamina como novos alvos para o
desenvolvimento racional de novos farmacos para o tratamento do
carcinomade pulméao de células ndo pequenas. 2020. 102 f. Tese (Doutorado
em Farmacologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos cresce ha décadas, contudo,
a chegada de novos farmacos na terapéutica sofre pelos entraves da validagéo
de alvos. Neste contexto, muitas doencgas graves permanecem sem cura, dentre
elas, o carcinoma de pulmé&o (CP). O CP é o céancer de maior morbidade e
mortalidade em todo o mundo, sendo cerca de oitenta por cento dos casos
diagnosticados como carcinoma de pulméao de células ndo pequenas (CPCNP).
O nosso grupo trabalha no desenvolvimento racional de novos farmacos
capazes de interferir na producdo de fosfatidiletanolamina (PE) como uma
estratégia inovadora para o tratamento de CPCNP. Este enfoque é devido ao
aumento deste fosfolipidio nos CPCNP e a relagdo deste com a progressao
tumoral. Ha duas formas de reduzir a producéo de PE: 1) reduzir a atividade da
enzima CTP:fosfoetanolamina-citidilil-transferase (Pcyt2), responsavel pela
etapa limitante da sua principal via de producéo e 2) reduzir o aporte celular de
etanolamina, substrato inicial de todas as rotas de producéo de PE. Dessa forma,
este trabalho avaliou in vitro e in vivo a importancia da atividade da enzima Pcyt2
e do transporte de etanolamina em modelos de CPCNP. O efeito da inibicdo da
Pcyt2 foi avaliado frente ao inibidor, meclizina, e utilizando células A549 e
LL2/LC1 com delecdo do gene PCYT2 (KO) e selvagens (WT). A inibicdo do
transporte de etanolamina foi avaliada utilizando o inibidor DL-1-amino-2-
propanol. A inibicdo concomitante da Pcyt2 e do transporte de etanolamina
reduziu a viabilidade das células A549 por mecanismos independentes de
apoptose. O mecaismo de acdo da meclizina se mostrou associado aos danos
mitocondriais. As células, A549 KO apresentaram diminuida proliferacéo celular,
possivelmente associada a reducdo da proteina Rb fosforilada, resultante da
acao da p21 e da p53 fosforiladas. A PE e o transporte de etanolamina se
mostraram essenciais para a proliferacdo celular, pois apenas em cultura de
células A549 selvagens expressando Pcyt2 a suplementacéo de etanolamina ou
de soro foi capaz de aumentar a taxa proliferativa. As células LL2/LC1 KO
demandam mais tempo para a formacdo de tumores em camundongos,
corroborando a importancia da Pcyt2 para o desenvolvimento tumoral. Em
conjunto, estes dados mostram o potencial da enzima Pcyt2 e do transporte de
etanolamina como alvos de agentes citostaticos para a terapéutica de CPCNP.

Palavras-chave: Carcinoma de pulmdo de células ndo pequenas.
Fosfatidiletanolamina. CTP:fosfoetanolamina-citidilil-transferase (Pcyt2).
Transporte de etanolamina.



ABSTRACT

TEIXEIRA, S. F. Validation of CTP:phosphoethanolamine
cytidylyltransferase enzyme and ethanolamine transport as new targets for
the rational development of new drugs in Non-Small Cell Lung Cancer
treatment. 2020. 102 p. Thesis (Pharmacology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2020.

The research and development of new drugs has grown for decades, however,
the arrival of new drugs in therapy suffers from the barriers of target validation. In
this context, therapeutics for critical diseases remain unresolved, including for
lung carcinoma (LC). LC is the cancer with the highest morbidity and mortality
worldwide, with around eighty percent of cases diagnosed as non-small cell lung
cancer (NSCLC). Our group works on the development of new drugs capable of
interfering in the production of phosphatidylethanolamine (PE) as an innovative
strategy for the treatment of NSCLC. This focus is due to the increase of this
phospholipid in NSCLC and its relationship with tumor progression. There are two
ways to reduce the production of PE: 1) reduce the activity of the rate-limiting
CTP enzyme: phosphoethanolamine-cytidylyl transferase (Pcyt2), and 2) reduce
the cellular supply of ethanolamine, which is the substrate of all PE production
routes. Thus, this work evaluated in vitro and in vivo importance of Pcyt2 enzyme
activity and ethanolamine transport, in NSCLC models. The effect of Pcyt2
inhibition was evaluated both against the meclizine inhibitor and using A549 and
LL2/LC1 cells with the deletion of the PCYT2 (KO) gene. Inhibition of
ethanolamine transport was assessed using the DL-1-amino-2-propanol inhibitor.
Concomitant inhibition of Pcyt2 and ethanolamine transport reduced the viability
of A549 cells, by mechanism independent of apoptosis. The meclizine
mechanism of action was suggested to be associated with mitochondrial
damage. A549 KO cells show decreased cell proliferation, possibly associated
with a reduction in phosphorylated Rb protein, resulting from the action of
phosphorylated p21 and p53. The transport of PE and ethanolamine were shown
to be essential for cell proliferation, only in culture of wild-type A549 cells
expressing Pcyt2. LL2/LC1 KO cells demanded longer time for the formation of
tumors in mice, corroborating the importance of Pcyt2 for tumor development.
Taken together, these data suggested the potential of the Pcyt2 enzyme and
ethanolamine transport as targets for cytostatic agents in the treatment of
NSCLC.

Keywords: Non-small cell lung cancer (NSCLC). Phosphatidylethanolamine.
CTP:phosphoethanolamine cytidylyltransferase (Pcyt2). Ethanolamine transport.
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1. INTRODUCAO
1.1 Planejamento racional de farmacos

O uso de substancias no intuito de alterar as func¢des bioldgicas € antigo
e o desenvolvimento de farmacos esté intimamente relacionado aos avancos da
humanidade (KOEHN; CARTER, 2005). A pesquisa e o desenvolvimento de
novos farmacos sdo importantes linhas de pesquisa com grande impacto
financeiro e social para a populacdo mundial (CLEARY et al., 2018; DE RYCKER
et al., 2018; MOHRS; GREIG, 2017).

Neste cenério, o planejamento racional de farmacos destaca-se pelo
apelo de que alvos bem delineados, garantindo eficicia e reducao dos efeitos
adversos (DE RYCKER et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018). Nestes modelos os
alvos sdo identificados e validados através da manipulacdo genética e/ou
farmacoldgica do alvo em questdo, a fim de avaliar a relevancia deste para o
modelo e, por conseguinte, prever uma resposta terapéutica (DE RYCKER et al.,
2018; KAELIN et al., 2017). Assim, estes modelos sdo desenvolvidos por grupos
multidisciplinares e exigem a identificacéo prévia de um alvo, preferencialmente
alterado apenas no contexto da doenca, 0 que torna um pouco mais complexa
essa estratégia (GIBBS, 2000; SAWYERS, 2004). Em contrapartida, estes
modelos contam com abordagens computacionais capazes de otimizar o
processo de triagem de farmacos, quando comparado a busca através de
guimiotecas. Dentre estas abordagens estédo: a analise de docking; a avaliacédo
da taxa de ligagdo com o alvo (afinidade/especificidade); o balanco entre
hidrofilicidade/lipofilicidade; a relacdo quantitativa de estrutura-atividade e outros
(OVERINGTON; AL-LAZIKANI; HOPKINS, 2006).

Entretanto, a chegada de novos farmacos na terapéutica ¢é
desproporcional aos crescentes investimentos em inovagao na area. Dentre 0s
motivos para este plateau na chegada de novos farmacos no mercado esta a
validagéo superficial dos alvos e a falta de translacao dos dados pré-clinicos para
a pratica clinica (CLEARY et al., 2018; DE RYCKER et al., 2018; KAELIN et al.,
2017; MOHRS; GREIG, 2017). Dado esses entraves na chegada de novos
farmacos no mercado e a fim de melhorar o cenario da terapéutica atual,

ganharam destaque também novas estratégias com farmacos ja aprovados, tais
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quais, as novas combinacfes, com sorafenibe e oxaliplatina por exemplo
(TEIXEIRA et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2016), ou até o reposicionamento
terapéutico de farmacos, como a metformina (TEIXEIRA et al., 2013). Cumpre
salientar que estratégias como estas também podem representar reducdes dos
gastos publicos com medicamentos (BERTOLINI; SUKHATME; BOUCHE, 2015)
e dos investimentos em pesquisa e desenvolvimento de farmacos (MAXMEN,
2016).

Contudo, apesar de todos estes esfor¢os, muitas doencas permanecem
sem cura e representam um problema de saude publica, dentre estas, o cancer
destaca-se mundialmente por sua morbidade e mortalidade (BRAY et al., 2018).
O céancer é uma designacao para um conjunto de doencgas marcadas por células
modificadas (com alteracbes em seu metabolismo, sua sobrevivéncia e sua
capacidade de evadir o sistema imune), permitindo seu crescimento
desordenado e a invasdo de tecidos e 6rgaos (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
Desta forma, cada tipo de céncer apresenta particularidades biologicas que
determinam sua melhor opcao terapéutica e a negligéncia destas ¢ um dos
motivos para as estatisticas mundiais de mortalidade. Dentre os canceres, 0
cancer de pulméao (CP) é a principal causa de morte por cancer no mundo e no
Brasil (ARAUJO et al., 2018; BOLOKER; WANG; ZHANG, 2018; GBD 2017,
2018; INCA, 2014). Ademais, este cancer é o mais incidente no mundo (BRAY
et al., 2018) e o segundo frequente no Brasil (ARAUJO et al., 2018; INCA, 2017).

1.20 cancer de pulméao

O CP é o conjunto de doencas neoplasicas cujo o sitio primario é o
pulm&o, entretanto, a fim de facilitar seus guias de tratamento a Organizacao
Mundial de Saude classifica 0 CP em grupos baseados no tipo celular e nas
alteracbes genéticas da célula tumoral inicial (ETTINGER et al.,, 2018;
SCAGLIOTTI et al., 2011). Usualmente ha uma primeira divisdo em dois grandes
grupos: o carcinoma de pulméo de pequenas células e o carcinoma de pulméo
de células ndo pequenas (CPCNP) (DAVIDSON; GAZDAR; CLARKE, 2013;
TRAVIS, BRAMBILLA; RIELY, 2013).
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O carcinoma de pulmao de células pequenas representa cerca de 14%
dos casos de cancer pulmao e caracteriza-se por sua agressividade (BOLOKER;
WANG; ZHANG, 2018; DAVIDSON; GAZDAR; CLARKE, 2013; WAQAR;
MORGENSZTERN, 2017). Estes tumores sao tipicamente de por¢cdes medianas
dos bronquios e expressam marcadores neuroenddcrinos (por exemplo: o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, a molécula de adeséo celular
neuronal 1 e a proteina achaete-scute complex homolog-like 1) (MEUWISSEN
et al., 2003; WISTUBA et al., 2001). Preconiza-se o tratamento dos pacientes
com este diagnostico através de quimio e/ou radioterapia independente do seu
estadio, dado a alta taxa de metastase associada a esta doenca (WAQAR;
MORGENSZTERN, 2017).

Ja o CPCNP, representa cerca de 84% dos diagnosticos de CP e é um
grupo heterogéneo que engloba diferentes tipos histoldgicos, tais como: o
carcinoma de células epidermdides, os adenocarcinomas, 0 carcinoma de
células grandes e outros tipos mais raros (ETTINGER et al., 2018; TRAVIS et
al.,, 2011). Quanto a origem de cada subtipo, os carcinomas de células
epidermdides e os adenocarcinomas apresentam origem bem distinta, ja a
origem do carcinoma de células grandes ainda ndo € bem estabelecida. Os
adenocarcinomas apresentam caracteristicas broncoalveolares e alveolares (co-
expressao do antigeno 10 de células Clara e da proteina C surfactante de células
alveolares do tipo 2), assim, a hipotese é de que estes tumores derivam de
células da juncao broncoalveolar com o oncogene K-RAS ativado denominadas
células-tronco broncoalveolares (KIM et al., 2005; JACKSON et al., 2001). Ao
passo que os carcinomas de células epidermdéides sdo de origem traqueal,
iniciando-se por células basais mutadas com fenétipo positivo para as queratinas
5 e 14 e para o fator de transcrigdo p63 (BORTHWICK et al., 2001). Vale ressaltar
ainda que os casos de adenocarcinoma sao mais frequentes entre os CPCNP e
apresentam incidéncia crescente, enquanto o carcinoma de células
epiderméides tem sua incidéncia em declinio junto a reducdo da taxa de
fumantes (ALBERG; BROCK; SAMET, 2005; CHANG et al., 2009; CHARLOUX
et al., 1997; JANSSEN-HEIINEN; COEBERGH, 2001; TSUKAZAN et al., 2017).

Apesar do fumo ser responsavel por cerca de 90% de todos os casos de

CP e do abandono deste habito aumentar a sobrevida de pacientes ja
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diagnosticados, vale destacar que o CP em pacientes sem histérico de fumo € a
principal causa de morte por cancer (BOLOKER; WANG; ZHANG, 2018;
CATALDO et al., 2010; PASIC et al., 2004; HO et al., 2017). Nestes casos, a
causa € atribuida a outros fatores que estdo intimamente relacionados ao
aumento do risco de desenvolvimento desta neoplasia, tais quais: as dietas de
baixo consumo de frutas e verduras; a poluicdo atmosférica; a doencga pulmonar
obstrutiva cronica; os fatores genéticos e a exposi¢cdo ocupacional aos metais,
aos pesticidas e as radiacdes (BOFFETTA, 2006; BOING; ROSSI, 2007; SAITO
et al., 2017). Os casos de CP né&o associados ao fumo ocorrem principalmente
em mulheres e sdo, com maior frequéncia, adenocarcinomas (SAITO et al.,
2017; SAMET et al., 2009; YANO et al., 2011).

No gue tange as linhas de tratamento para os CPCNP, em estagios
iniciais, todos os subtipos sao tratados com cirurgia podendo associar-se aos
protocolos de radio- e/ou quimioterapia. Ao passo que a doenca metastética,
conforme o fluxograma da Figura 1, apresenta como primeira linha a
imunoterapia utilizando o pembrolizumab, um anticorpo monoclonal anti-proteina
1 de morte celular programada (PD-1) para tumores com alta expressao de
ligante da proteina 1 de morte celular programada (PDL-1) ou as “terapias-alvo”
para os receptores de tirosina quinase do receptor do fator de crescimento
epidérmico (EGFR), a quinase do linfoma anaplasico (ALK) e o proto-oncogene
ROS1 (ROS1), caso os tumores sejam positivos para alteracdes nessas
proteinas (GARON et al., 2015; HANNA et al., 2017; PLANCHARD et al., 2019;
VOKES et al., 2018). A mutagdo mais comum é em EGFR, principalmente entre
asiaticos, o que permite utilizar como a terapia de primeira linha com os
inibidores de tirosina quinase anti-EGFR, tais quais erlotinib, gefitinib ou afatinib
(SEQUIST et al., 2008). Por outro lado, pacientes com a fusdo de ALK e a
mutacdo em ROS1 sé&o tratados com crizotinib, outro inibidor de tirosina quinase
(SGAMBATO et al., 2018).

Os pacientes que apresentarem progressdo da doenca apds a
imunoterapia e/ou a terapia com inibidores de tirosina quinase seguirao seu
tratamento na mesma conduta terapéutica dos pacientes que nao apresentam
estes fendtipos. Ou seja, os protocolos de radio- e/ou quimioterapia classica de
doublet de platina (associagcéo de cisplatina ou carboplatina com pemetrexede
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ou bevacizumab ou paclitaxel ou gemcitabina ou docetaxel ou vinorelbina) por 4
a 6 ciclos sdo a escolha clinica mais adequada. Em caso de resisténcia aos
doublet de platina, o tratamento é feito pelo uso de docetaxel em monoterapia
ou associado a outros farmacos como o ramucirumab. Contudo, o tratamento
dos tumores epidermdides ndo devem seguir protocolos contendo pemetrexede,
ramucirumab e bevacizumab devido ao risco de hemorragia graves nestes casos
(ETTINGER et al., 2018; HANNA et al.,, 2017; PLANCHARD et al., 2019;
THOMAS et al., 2015; VANSTEENKISTE et al., 2013).
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Figura 1 — Fluxograma de tratamento de CPCNP metastatico inoperaveis segundo os guias praticos da European Society for Medical
Oncology (ESMO) e da American Society of Clinical Oncology (ASCO). A primeira linha de tratamento para CPCNP nos estadios avancados
€ a imunoterapia com pembrolizumab para tumores com alta expressdo de PDL-1. Os tumores resistentes a este tratamento ou com baixa
expressao de PDL-1 séo prioritariamente tratados com os inibidores de tirosina quinase, caso sejam positivos para mutacdes no EGFR ou no
ROS1 ou translocacdo de ALK. Em contrapartida os tumores sem essas alteracdes ou resistentes as linhas de tratamento anteriores séo tratados
com o doublet de platina, ou seja, a combinacdo de cisplatina ou carboplatina com pemetrexede, bevacizumab. paclitaxel, gemcitabina,
vinorelbina ou docetaxel. Vale frisar que os tumores epidermdéides nao podem ser tratados com pemetrexede, bevacizumab ou ramucirumab.
Em todos os casos a segunda linha terapéutica usa docetaxel em monoterapia ou combinado com ramucirumab.
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Embora a cirurgia nos estagios iniciais possa ser curativa, 70% dos casos
de CPCNP sao diagnosticados ja em estadios avancados e, por conseguinte,
sdo inoperaveis (ARAUJO et al. 2018; BOLOKER; WANG; ZHANG, 2018;
VANSTEENKISTE et al., 2013). Este diagnéstico tardio deve-se, em parte, aos
sintomas genéricos da doenca e que aparecem tardiamente, tais quais tosse
persistente, dor e perda de peso (WOOD et al., 2018). No intuito de alterar este
cenario, o National Lung Cancer Screening Trial realizou triagens anuais em
pacientes de alto risco (fumantes e ex-fumantes com idade entre 55 e 80 anos
com historico de fumo de 30 magos cigarros ou mais por ano), no entanto, dado
ao seu custo, o estresse o qual o paciente é submetido e a deteccao frequente
de ndédulos benignos, estas triagens preventivas estao ainda sendo avaliadas
(NLSTRT et al., 2011; WOOD et al., 2018). No Brasil, estas triagens ainda néo
sdo pratica clinica devido a seus custos, falta de profissionais preparados e aos
altos indices de doencas granulomatosas na populacéo (DE SA et al., 2016).

Desta forma, apesar da reducéo das taxas de morte e de novos casos de
CP relacionadas ao tabaco devido as extensivas politicas publicas de saude no
Brasil e no mundo (LEVY; DE ALMEIDA; SZKLO, 2012), as tentativas de
diagnéstico precoce e todos os avancos terapéuticos das Ultimas décadas
(DENG; NAKAMURA, 2017; GOTWALS et al., 2017; KUMAR et al., 2017; ROY;
TRINCHIERI, 2017), o prognéstico dos pacientes com o CP permanece ruim
(BOLOKER; WANG; ZHANG, 2018; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). Neste
contexto, o CP e, principalmente o adenocarcinoma de pulmao, sdo desafios a
saude publica nacional e mundial, sendo, pois, necessaria a busca por

estratégias inovadoras para transformar este cenario.
1.3 A importancia da fosfadiletanolamina no contexto tumoral

Ao buscar por novos alvos terapéuticos, inicialmente é necessario
compreender que os farmacos classicos utilizados no tratamento do cancer tém
como alvos a replicacdo do DNA e a divisdo celular, porém, alvos relacionados
aos fosfolipidios vém ganhando destaque no desenvolvimento de novos
antineoplasicos (IORIO et al., 2010; KECKESOVA et al., 2017; MARINO et al.,
2015; VALENZUELA-OSES et al., 2017; WEICHERT et al., 2014). Este interesse

advéem das funcbes celulares e da presenca de alteragbes relacionadas aos
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fosfolipidios no contexto tumoral (IGAL, 2010; MENENDEZ; LUPU, 2007,
RYSMAN et al.,, 2010; SCOTT et al.,, 2010; SWINNEN et al.,, 2003). Os
fosfolipidios, além de serem os principais componentes das membranas
plasmaticas (ROTHMAN; LENARD, 1977), também estdo relacionados aos
processos de crescimento, proliferacdo, diferenciacédo, sobrevivéncia, apoptose,
inflamacéo e motilidade (HUANG; FRETER, 2015; VANCE; TASSEVA, 2013).
Juntos, todos esses processos celulares, apresentam-se alterados e sdo de
extrema importancia na iniciacao e no desenvolvimento tumoral. Desta forma, as
vias de producdo de fosfolipidios estdo aumentadas nas células tumorais e
tornam-se possiveis alvos em potencial para o desenvolvimento de novas
terapias antitumorais (HANAHAN; WEINBERG, 2011; IGAL, 2010; MENENDEZ,
LUPU, 2007).

Dentre os mais abundantes fosfolipidios das membranas celulares temos
a fosfatidiletanolamina (PE), que desempenha importantes papéis em processos
fisiolégicos, tanto diretamente quanto através de seus metabdlitos
biologicamente ativos, tais como, acidos graxos livres e diacilglicerol, ambos
importantes segundos mensageiros intracelulares (VANCE, 2008). Diversas das
atividades exercidas pela PE estdo intimamente relacionadas aos mecanismos
de desenvolvimento tumoral como a citocinese (EMOTO et al., 1996), a apoptose
(EMOTO et al.,, 1997) e a autofagia (LAMB, YOSHIMORI, TOOZE, 2013;
ROCKENFELLER et al., 2015).

As perturbacbes na producdo de PE geram alteragbes nas sinalizacoes
celulares devido a funcédo de chaperona deste fosfolipidio que faz pontes de
hidrogénio com uma ampla variedade de aminoacidos (MILEYKOVSKAYA,;
DOWHAN, 2005; SIGNORELL et al, 2009). Além de suas caracteristicas
anfipaticas e de sua forma cbnica (QUINN, 2010) que, juntas, permitem a
topologia adequada dos dominios de membrana. Ao considerar os papéis da PE
na morte celular, esta forma os intermediarios nos processos de fuséo e fissdo
de membrana, como as proteinas mitofusina 1 e mitofusina 2, diretamente
associadas a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais pelo constante
recrutamento da PE (REHMAN et al.,, 2012). Em relagcdo a maquinaria
mitocondrial, a PE € crucial na biogénese das proteinas da membrana externa

mitocondrial TOM e a SAM, além de manter a sintonia entre as proteinas da
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membrana externa mitocondrial relacionadas a apoptose, como BAD, BAX e BID
(LI et al., 2015). Ademais, a PE esta intimamente relacionada a formacao do
sulco de clivagem, assegurando uma citocinese adequada pela sua
redistribuicdo para o folheto externo da membrana (EMOTO et al., 1996),
propiciando uma curvatura de membrana adequada, auxiliando o estrangulando
0 citoplasma pela contracdo dos filamentos proteicos de actina e miosina
(EMOTO et al., 2000). Neste contexto, estudos com o produto natural ofiobolina
A mostraram o potencial antineoplasico da reducédo da funcionalidade da PE em
células tumorais pela ligacdo covalente da ofiobolina a este fosfolipidio,

formando poros na membrana celular (CHIDLEY et al., 2016).

Tecidos tumorais de amostras de pacientes com CPCNP, quando
comparado ao tecido de uma regido pulmonar nédo afetada, apresentam
alteracdes proeminentes no perfil de fosfolipidios, em especial um aumento da
PE (MARIEN et al., 2015). Portanto, h4 um interessante potencial terapéutico
relacionado a intervencéo no metabolismo dos fosfolipidios e, em especial, a PE,

principalmente em modelo de CPCNP.
1.4Biossintese da fosfatidiletanolamina

Em células eucaridticas, quantitativamente, a principal via de producao de
PE € a via de Kennedy (Figura 2), em que a PE é sintetizada a partir da
fosforilacdo da etanolamina pela etanolamina-quinase, seguida da conversao da
fosfoetanolamina em PE pela acdo da CTP:fosfoetanolamina-citidilil-transferase
(Pcyt2) (GIBELLINI; SMITH, 2010; PAVLOVIC; BAKOVIC, 2013). Apesar da via
de Kennedy ser a principal rota de producdo da PE, esta também é sintetizada
a partir da via de descarboxilacao da fosfatidilserina nas mitocéndrias através da
acao da enzima fosfatidilserina descarboxilase (VANCE, 2008). Esta ultima via
de producdo de PE é importante principalmente na geracdo de PE com acidos
graxos polinsaturados que seréo preferencialmente mantidos na mitocéndria. No
entanto, esta via pode compensar os casos onde ocorre a reducao de produgéo
de PE pela via de Kennedy (BLEIJERVELD et al., 2007).
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Figura 2 — A via de Kennedy: as reagdes da principal via de biossintese dos dois
fosfolipidios de membrana mais abundantes. A via de Kennedy apresenta duas rotas
distintas para a producéo de, respectivamente, PE e a fosfotidilcolina. As duas rotas sdo
bem similares e apresentam enzimas andalogas, responsaveis pela conversdo dos
percursores, etanolamina e a colina, em seus respectivos fosfolipidios. A via de Kennedy
é iniciada pela acdo de uma amino-alcool-fosfotransferase que fosforila a etanolamina
ou a colina, resultando na produc¢éo da fosfoetanolamina e fosfocolina, respectivamente.
A reacao subsequente entre a citidina 5’ trifosfato (CTP) e os produtos fosforilados é
mediada pelas enzimas Pcyt2 e CTP:fosfocolina-citidilil-transferase, resultando na
producdo de CDP-etanolamina ou CDP-colina e pirofosfato. A Ultima etapa da reacédo é
pela CDP etanolamina: 1,2-diacilglicerol etanolamina fosfotransferase ou CDP colina:
1,2-diacilglicerol colina fosfotransferase, que acopla o produto da reacdo anterior ao
diacilglicerol formado como produto final a PE ou a fosfatidilcolina, respectivamente.
Neste contexto, essas enzimas surgem como possiveis alvos terapéuticos para reduzir
a excessiva reciclagem de membrana das células tumorais, em especial, enzima da
etapa limitante da reacéo, presente no reticulo endoplasmatico, Pcyt2 (destacada em
vermelho).
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Neste contexto, a Pcyt2 surge como um alvo terapéutico potencial, pois
compde a etapa limitante da principal via de producao do segundo fosfolipidio de
membrana mais abundante (SUNDLER; AKESSON, 1975), encontra-se
frequentemente superexpressa em diversos tumores malignos, incluindo o CP
(PAVLOVIC; BAKOVIC, 2013). Ademais, a inibicdo do transporte de etanolamina
também apresenta um grande potencial para o desenvolvimento de novos
farmacos antitumorais, dado que sua inibicédo levaria a reducéo da producao da
PE, pela reducdo do substrato inicial, a etanolamina, que é adquirida
exclusivamente através da dieta ou da troca de bases com a serina na via de
decarboxilacdo da fosfatidilserina (BREMER et al., 1960). Desde a década de
80, o transporte desta amina de carga positiva em pH fisiolégico ja é estudado,
sendo realizado de forma dependente ou ndo de sodio, como no caso da borda
em escova da placenta, em que o transporte ocorre por meio de vesiculas
(GRASSL, 2011; YOREK et al., 1985; ZELINSKI; CHOY, 1982). Portanto, a
inibicdo do transporte de etanolamina culmina na reducdo de producgéo de PE
pela reducéo de disponibilidade do substrato inicial, a etanolamina (YOREK et
al., 1985).

Ambas as estratégias, a inibicdo da enzima Pcyt2 e a inibicdo do
transporte de etanolamina, levam a reducéo da producéo de PE, que culmina na
parada da diviséo celular, desestruturacao dos lipid rafts, alteracdo da producéo
de segundos mensageiros e apoptose (EMOTO; UMEDA, 2000; SIGNORELL et
al., 2009; VANCE, 2008; ZHU; BAKOVIC, 2012). A inibicdo da Pcyt2 leva ao
acumulo de seu substrato, a fosfoetanolamina, que, quando em excesso, leva a
inibicdo da respiracao celular mitocondrial (FERREIRA et al., 20122, FERREIRA
et al., 2012, FERREIRA et al., 2013; GOHIL et al., 2013; MAMBELLI et al.,
2018). No entanto, ha poucos relatos do papel da enzima Pcyt2 nos processos
de iniciagéo e desenvolvimento tumoral, sendo frequentemente relacionada aos
processos oxidativos, isquemia, esteatose hepatica, resisténcia a insulina,
hipertrigliceridemia e como uma estratégia neuroprotetora (SINGH et al., 2012;
BASU et al., 2015).

Ademais, ha poucos relatos na literatura de uso de inibidores da Pcyt2,
como a meclizina (Figura 3A) (GOHIL et al., 2013), ou inibidores do transporte

de etanolamina, como o DL-1-amino-2-propanol (Figura 3B) (RIFKIN;
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STROBOS; FAIRLAMB, 1995), para fins antitumorais e, nenhum destes com
avaliacdo em modelo in vivo ou em CP. Além do uso classico da meclizina para
combater nduseas e vertigem, este farmaco ja foi estudado com citoprotetor em
casos de isquemia cardiaca, cerebral e renal (GOHIL et al., 2010; KISHI et al.,
2015; ZHUO, GORGUN, ENGLANDER, 2016), na doenca de Huntington (GOHIL
et al., 2011) e na doenga de Parkinson (HONG, CHAU, SCHAPIRA, 2016).

A B

Cl

N N OH

v A

Figura 3 — Estrutura molecular da meclizina e do DL-1-amino-2-propanol. (A) A
meclizina foi o primeiro inibidor da enzima Pcyt2 descrito na literatura. (B) O DL-1-amino-
2-propanol é um composto muito semelhante estruturalmente a etanolamina e por isso
é utilizado como inibidor competitivo do transporte de etanolamina.

1.5Estudos prévios de um potencial inibidor da enzima Pcyt2

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo ja demonstraram o potencial
da Pcyt2 no CP como alvo terapéutico para o tratamento do CP através do uso
de um inibidor da enzima Pcyt2, denominado CHY-1 (dados nao publicados). O
CHY-1 foi o composto mais promissor selecionado de um conjunto de mais de
oitenta derivados de éter fosfolipides que foram estudados através de métodos
de modelagem molecular e da aplicacdo de ferramentas quimiométricas
incluindo a analise hierarquica de cluster e a analise de componentes principais
(HCA/PCA). Tais analises identificaram padrbes de similaridade capazes de
selecionar CHY-1 como um inibidor da enzima Pcyt2.

Em seguida, o CHY-1 apresentou efeitos citotoxicos preferenciais para
células tumorais, em cultura bi e tridimensional, de células de CPCNP. A
concentragdo citotoxica maxima utilizada de CHY-1 em células de CPCNP néo
reduziu a viabilidade de células de linhagem de fibroblasto humano de pulmé&o.

Esses dados sugeriram a seletividade citotoxica de CHY-1 para células tumorais.
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Ademais, CHY-1 também apresentou efeito antiproliferativo nas células de
CPCNP, inibindo a formacéo de colbnias por parada na transi¢do das células da
fase G1 para a S do ciclo celular, por mecanismos que envolvem a redugéo do
complexo ciclina-A/Cdk2 e a expressdao da proteina Cdkl (dados néo
publicados). Dentre os mecanismos relacionados a toxicidade de CHY-1 estdo
também alteracOes derivadas do estresse do reticulo endoplasmético devido a
reducdo da producédo de PE, tais como: o acumulo de proteinas desdobradas ou
deformadas, a inibicdo da sintese de proteinas anti-apoptoéticas e o bloqueio da
autofagia (dados nao publicados). Ainda, o CHY-1 levou a desestruturacéo
mitocondrial e ao aumento da expresséao de calpaina 1. Além dos efeitos toxicos
diretos de CHY-1, este composto levou ao aumento da externalizacdo de
calreticulina e a liberacdo de HMGB1 nas células tumorais, sinais estes
relacionados a inducdo de morte imunogénica, um interessante efeito que pode

levar a uma resposta sinérgica do sistema imune contra o tumor.

No entanto, ao avaliar a inibicdo da atividade catalitica da Pcyt2 utilizando
0 is6topo radioativo [1*C] fosfoetanolamina, o CHY-1 reduziu a producéo de PE
nao apenas pela inibicdo de forma ndo competitiva, mas também inibindo o
transporte de etanolamina. Este ultimo efeito, potencializa o efeito inibitério de
CHY-1 sobre a producdo de PE em CPCNP. Contudo, esse segundo efeito
inespecifico de CHY-1 dificultou a compreenséao precisa dos seus alvos e de seu
mecanismo de acdo terapéutico. Além da dificuldade de determinar o seu
mecanismo de acdo, CHY-1 também apresenta uma rota de sintese complexa,
que inviabilizou a continuacédo de seus testes. Portanto, 0 n0osSso grupo iniciou

testes com seu intermediario, denominado SF2.

Desta forma, este trabalho avaliou o potencial terapéutico isolado dos
alvos Pcyt2 e transporte celular de etanolamina em modelos de CPCNP, pois, a
partir da analise isolada de cada um desses alvos podemos avaliar melhor os
efeitos dos inibidores desenvolvidos pelo grupo (CHY-1 e SF2) e outros

potenciais inibidores destes alvos em modelo de CPCNP.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Validar in vitro (cultura de células) e in vivo (camundongos) o papel da
enzima Pcyt2 e do transporte de etanolamina como alvos terapéuticos para o
tratamento de CPCNP.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos citotoxicos da inibicdo da enzima Pcyt2 e do transporte

de etanolamina em células de CPCNP humano e murino;

e Estudar os mecanismos de morte celular induzidos pela modulagéo da
enzima Pcyt2 e do transporte de etanolamina em células de CPCNP

humano e murino;

e Analisar as alteracdes nos mecanismos do ciclo celular das células de
CPCNP humano e murino pela modulacdo da enzima Pcyt2 e do

transporte de etanolamina;

e Avaliar a atividade antitumoral causada pela inibicdo da enzima Pcyt2
e/ou transporte de etanolamina em modelo equitépico células de CPCNP

murino injetadas em camundongos BALB/c nude;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo das linhagens celulares

As linhagens de CPCNP [A549 e LL/2 (LLC1)] certificadas (Anexo A e B)
foram compradas do Banco de Células do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brasil)
e foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco, Karlsruhe, Alemanha) com 10%
(v/v) de soro fetal bovino (SFB) (Gibco, Karlsruhe, Alemanha) suplementado com
solugdo estabilizada de penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina (100
pg/mL) e 0,5% (p/v) de anfotericina B (Gibco, Karlsruhe, Alemanha). Todas estas
linhagens foram cultivadas a 37 °C e 5% de CO:2 e, ao atingirem a
subconfluéncia, as culturas foram ampliadas e as células criopreservadas em
solucéo de 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) em SFB
a -80 °C.

3.2Plasmideos utilizados

Os plasmideos utilizados foram pSpCas9 BB-2A-GFP (PX458) com 9,3
kb adquiridos da GenScript USA Inc (Piscataway, NJ, EUA). Os plasmideos
codificam a enzima Cas9 com o RNA guia para o silenciamento da enzima Pcyt2,
a producao de proteina verde fluorescente (GFP) como gene-repérter e o gene
de resisténcia a ampicilina para a selecéo de bactérias transformadas. Foram
utilizados trés diferentes plasmideos com uma sequéncia de RNA guia de 20

pares de base para a Pcyt2 humana ou murina.
As sequéncias guias da Cas9 dos plasmideos para a Pcyt2 humana séo:
e Plasmideo 1: TGCGGGGCCATGATCCGGAA
e Plasmideo 2: AGAGAATGCAAGCGCACGCA
e Plasmideo 3: CTGCAGCCCCGCGCCCGTTC
Ja as sequéncias guias da Cas9 dos plasmideos para a Pcyt2 murina sao:
e Plasmideo 1: TGGCCCGTGCCTGCCGTAGC

e Plasmideo 2: CCGTATGCACACCCACGATG
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e Plasmideo 3: CCAGCAGCATGCGACCCACG
3.3Nucleofeccao das células A549 e LL2/LC1

As células foram nucleofectadas utilizando o kit Cell line optimization 4D-
Nucleofector® X e o 4D- Nucleofector® (Lonza, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante, utilizando a solugdo SF e os programas EH100 e
EN138, respectivamente, para as linhagens A549 e LL2/LC1. O plasmideo
pmaxGFP (pmax GFP™, Lonza, Alemanha) (1 ug) foi incluido para monitorar a
eficiéncia de transfecgdo. A eficiéncia da tranfecgéo foi analisada através da
porcentagem de células positivas para GFP por microscopia de fluorescéncia,
usando o microscopio ZOE (Biorad, CA, EUA).

3.4 Purificacdo das células GFP positivas

As células GFP positivas da nucleofeccao foram separadas por separacéo
citométrica das populagdes celulares de acordo com a fluorescéncia no canal
FL-1. As células transfectadas foram coletadas utilizando solu¢do de EDTA 0,5
M e mantidas em tubos de 15 mL contento 1 mL de PBS com 0,5 % de SFB e
EDTA 0,5 M e separada com nozzel de 85 pum e filtro de 1 com o auxilio do
FACSAria lll (Becton Dickinson, CA, EUA) através do software FACSDiva. As 50
000 células foram separadas e analisadas. As células GFP positivas foram
coletadas em tubo de 15 mL com meio de cultura suplementado com 5 % de

solucéo antibidtica e antimicética e 10 % de SFB e mantidas em cultura.
3.5Western blotting

A avaliacdo dos niveis de expressao de Pcyt2 foi realizada por Western
blotting com objetivo de caracterizar as células transfectadas, validando a
delecdo da PCYT2. Este ensaio também foi utilizado para a andlise da expressao
de proteinas relacionadas ao ciclo celular. As células A549 e LL2/LC1 WT e KO
(108 células/poco) foram lisadas com o reagente de extracdo de proteinas de
mamiferos (Mammalian Protein Extraction Reagent®, Thermo Scientific Pierce,
IL, EUA) contendo 10% de inibidor de protease e de inibidor de fosfatase. A
concentracdo de proteinas do lisado foi determinada, em seguida, através do
ensaio de Bradford. De acordo com a concentracdo de proteinas obtida, os
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lisados celulares foram diluidos em tampédo Standard Western blotting (50 mM
Tris-HCI, pH 6,8, SDS a 2%, glicerol 10%, 5% de 2-B mercaptoetanol, 0,002%
azul de bromofenol) e desnaturados por aguecimento. Em seguida, os lisados
celulares foram fracionados por eletroforese (SDS-PAGE, Biorad, CA, EUA) e
transferidos para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF). Apos a
transferéncia, as membranas foram lavadas em tampéao de Tris-salino (TTBS:
100 mM Tris-HCI, 137 mM de NaCl e 0,05% de Tween-20, pH 7,8) e bloqueadas
durante 1 h em leite desnatado 5% diluido em TTBS. Apds outra lavagem com
TTBS, a membrana foi incubada overnight com os anticorpos primérios anti- 3—
actina, Pcyt2, pRb, p-p53, p21, ciclina E2 e CDK4 a 8 °C (diluigdo 1:1000; Cell
Signaling Technology, TX, EUA). A membrana foi novamente lavada com TTBS
e, entdo, incubada por 1 hora com anticorpo secundério conjugado a horseradish
peroxidase (diluicdo 1:1000; Cell Signaling Technology, TX, EUA). A deteccao
foi realizada com o kit de Pierce® Western Blotting Substrate Plus (Thermo
Scientific Pierce, IL, EUA).

3.6 Avaliagcéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT

A viabilidade celular das células tratadas com meclizina (inibidor bem
estabelecido da enzima Pcyt2), do DL-2-amino-1-propanol (inibidor do transporte
de etanolamina), do SF2 (novo candidato a farmaco), da etanolamina e da
cisplatina foram avaliados em células de CPCNP humano A549 e murina
LL2/LC1 selvagens (WT) ou na auséncia da enzima Pcyt2 (KO) pelo ensaio de
MTT [brometo de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio]. As células foram
semeadas na densidade de 10* células/poco em placas de 96 pocos e, apds
adesdo, tratadas com cada farmaco descrito acima, nas doses de 1 a 400 uM,
por 24 h. Em seguida, foram adicionados 10 uL de MTT (Sigma-Aldrich, MO,
EUA) a 5 mg/mL em cada poco e a placa foi incubada por 3 h. As placas foram
entdo centrifugadas a 240 x g por 10 minutos, o meio foi removido e os cristais
de formazam diluidos em 100 pL de DMSO. Neste experimento, os valores de
absorbéancia do controle, ou seja, expostas somente ao meio RPMI-1640 com o
veiculo, representam 100% de viabilidade celular. A citotoxicidade foi
determinada pelo calculo estimado da concentracéo inibitoria de 50% da
viabilidade celular (ICs0) em relagdo ao controle. A densidade otica foi
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determinada utilizando o leitor de microplacas (VERSAmax Tunable Microplate

Reader, Molecular Devices, CA, EUA) em comprimento de onda de 538 nm.

3.7Determinagdo da inibicdo enziméatica da Pcyt2 e do transporte de

etanolamina

Os tratamentos com o SF2 e a meclizina em células CHOK1 foram
validados através da incorporacdo de etanolamina radioativa e da formacéo de
CDP-etanolamina radioativa. As células foram cultivadas e tratadas por 5 h com
cada um dos compostos testados e, em seguida, foi adicionada [**C]etanolamina
(0.5 pCi/pogo) por mais 24 h. Apds os tratamentos, as amostras foram lisadas e
submetidas a duas diferentes andlises. Na primeira condi¢cdo foi utilizado o
is6topo [14C] fosfoetanolamina como substrato para a enzima isolada. Ao passo
gue na segunda condi¢do, para a avaliacdo da inibi¢édo intracelular da enzima,
foi utilizado o is6topo [**C] etanolamina ao invés da [**C] fosfoetanolamina, pelo
fato da dificil captacdo da fosfoetanolamina pelas células, devido a sua alta
polaridade. Sendo a fosfoetanolamina um substrato da enzima, o acumulo deste
is6topo, bem como a presenca do produto, CDP-etanolamina estara
condicionado aos efeitos inibitérios da enzima, detectados por contador de
cintilacdo liquida. Antes da quantificacdo, as amostras foram eluidas em
cromatografia de camada delgada, em silica G, separando produtos, tais como,
CDP-etanolamina, que portara o is6topo [**C], o substrato, [**C] etanolamina ou

[14C] fosfoetanolamina.
3.8 Determinacao da capacidade de formacéao de colénia

O ensaio clonogénico é comumente utilizado para monitorar a eficacia de
novos compostos antitumorais, permitindo avaliar o efeito de farmacos na
proliferacéo das células que sobreviveram ao tratamento. As células A549 WT e
KO foram semeadas em placas de 12 pocgos, na concentracdo de 200
células/poco. As células foram mantidas em estufa contendo atmosfera imida
com 5% de CO2a 37 °C, e ap0s 4 h de incubacéo, as células foram sincronizadas
por 12 h por privacao de SFB e, em seguida, tratadas com o SF2, meclizina ou
mantidas apenas em privagao de fatores de crescimento (meio de cultivo com

1% de SFB) por 12 h. Apos o tratamento, o sobrenadante foi removido e as
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células mantidas em cultura por 10 dias com meio de cultura suplementado com
10% SFB. Ao final deste tempo de incubagdo, o meio foi removido
cuidadosamente por aspiracao, e as placas lavadas trés vezes com 1 mL de
tampdo salino. Em seguida as colonias foram fixadas e coradas com uma
solucéo de gluteraldeido 6% e cristal de violeta 0,5% em agua (v/v) durante 30
minutos. Para retirar o excesso de corante, as placas foram lavadas com agua e
deixadas em temperatura ambiente para total secagem. As colbnias contendo
mais que 50 células individuais foram contadas em microscopio estereoscopico

e adquiridas em camera digital.
3.9Andlise do ciclo celular

Dado a importancia da PE na proliferacdo celular e citocinese, foram
avaliadas a distribuicdo das células ao longo do ciclo celular apds os tratamentos
individuais com meclizina, cisplatina ou SF2 em células LL2/LC1 WT e KO nas
diferentes fases do ciclo celular. As células foram semeadas em placas de 12
pocos (5x10° células/poco) e, apés adesdo, as células foram sincronizadas por
12 h mediante privacdo de SFB. Em seguida, foram tratadas com SF2, meclizina
ou mantidas em privacdo de fatores de crescimento (meio de cultivo com 1% de
SFB) por 12 h. As células foram removidas da placa e lavadas duas vezes com
PBS/BSA 0,5% azida 0,02%. Em seguida, as células foram centrifugadas por 10
minutos a 300 x g, fixadas e permeabilizadas com alcool 70% (v/v) gelado e
mantidas durante 16h em freezer. Posteriormente as células foram marcadas
com solugéo de 0,1 mg/mL de 7-Aminoactinomicina D (7-AAD) (Sigma-Aldrich,
MO, EUA) e 0,25 mg/mL de RNAse A (Sigma-Aldrich, MO, EUA). A fluorescéncia
celular foi medida no citbmetro de fluxo FACSFortessa (Becton Dickinson, CA,
EUA) com o auxilio do software FACSDiva, e, para cada amostra, foram
adquiridos 20000 eventos. As analises posteriores foram realizadas atraves do

programa FlowJo versao 10 (Tree Star Inc., OR, EUA).
3.10 Analise da curva de crescimento das células

A caracterizagdo do crescimento celular das células A549 e LL2/LC1 WT
ou KO foi avaliada por curva de crescimento celular. As células foram semeadas

a uma densidade de 3 x 102 células/ poco em placas de 12 pocos Cada fenétipo
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celular foi cultivado em meio de cultura com ou sem suplementacdo de
etanolamina 100 pM. As células foram tripsinizadas a cada 24h, por 7 dias, e
contadas com solugéo de azul de Trypan 0,4%.

3.11 Andlise morfologica das células tratadas por microscopia eletrénica de

transmissao

As alteragGes morfoldgicas das células A549 e LL2/LC1, WT ou KO, foram
avaliadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET). As células (2,5 x 10°
células/poco) foram ressuspensas e mantidas por 24h em solucéo fixadora de
glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato 0,1 M (PBS, pH 7,2). As amostras foram
centrifugadas a 1500 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e sobre
os pellets foi adicionada a solucéo fixadora de glutaraldeido 2% em tampéo
fosfato 0,1 M (pH 7,3), permanecendo por 24 h a 4 °C. O material foi congelado
em acetona anidra, contendo 1% de OsOa4 por 48 h a -90 °C. As amostras foram
gradualmente aquecidas a -30 °C para finalizagdo em acetona: resina (1:2)
sendo, posteriormente, embebidas em resina de epdxido. Secc¢des ultrafinas de
60 nm foram feitas e coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo. As
imagens foram adquiridas no microscépio eletrénico de transmissdo TECNAI G2
20 TWIN (TEM FEI Company, OR, EUA) com o auxilio dos softwares FEI: Tecnai
pertencentes ao Setor de Microscopia Eletrbnica do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.
3.12 Andlise da apoptose através do ensaio de anexina V/7AAD

Dentre as metodologias utilizadas para avaliar indugéo de apoptose pelos
tratamentos estd o uso do kit “Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V
AlexaFluor® 488 & Propidium lodide” (Molecular Probes®, Invitrogen Ltd.,
Paisley, Reino Unido). Esse protocolo permite a avaliacdo da populagao
apoptética de uma amostra, uma vez que nesta ha a exposicdo de
fosfatidilserina, que se liga a anexina V marcada com Alexafluor488, um dos
marcos iniciais da apoptose. Porém, o iodeto de propideo(Pl) do kit foi
substituido pelo 7-aminoactinomicina D (7AAD), um composto fluorescente com
caracteristicas parecidas com o PIl. A incorporacdo 7AAD ao DNA indica estagios

mais tardios da apoptose ou outros tipos de morte celular. As células A549 e
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LL2/LC1 foram semeadas (2,5 x 10° células/poco) e tratadas com a meclizina, o
DL-2-amino-1-propanol, o SF2, a etanolamina ou a cisplatina por 6, 12 ou 24 h.
O tratamento com peroxido de hidrogénio 1mM, por 30 minutos, foi utilizado
como controle positivo experimental de dupla marcacédo (anexina V e 7AAD).
Apoés lavagem com o tampéo de ligacdo 1 x do kit, as células foram incubadas
por 30 minutos a 37 °C na presencga de anexina V-Alexafuor488 (diluicdo de
1:50). As células foram novamente lavadas com tampdo de ligagdo 1 x e
incubadas a 37 °C com 20 ug de 7AAD ressuspensas em 300 pL deste e
analisadas por citbmetro de fluxo FACSFortessa (Becton Dickinson, CA, EUA)
com o auxilio do software FACSDiva. Foram adquiridos 20000 eventos para cada
amostra. As analises posteriores foram realizadas através do programa FlowJo
versao 10 (Tree Star Inc., OR, EUA).

3.13 Avaliagéo do potencial de membrana mitocondrial (Aym)

A fim de melhor compreender os mecanismos de morte celular e os danos
mitocondriais relacionados a inibicdo da Pcyt2, foi avaliado o potencial de
membrana mitocondrial (Awm) utilizando a sonda éster etilico tetrametilrodamina
(TMRE). Desta forma, as células A549 e LL2/LC1 (2,5 x 10° células/poco) foram
tratadas por 3, 6, 12 e 24 h com meclizina, DL-2-amino-1-propanol, SF2,
etanolamina ou cisplatina. O carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP)
(Sigma-Aldrich, MO, EUA) é um potente desacoplador da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial, e foi utilizado como controle positivo de despolarizacao
mitocondrial na concentracao de 100 uM por 10 minutos. Apés o tratamento, as
células foram coletadas, lavadas com PBS/BSA 0,5% azida 0,02% e incubadas
por 15 minutos a 37 °C com TMRE (Molecular Probes, OR, EUA) 50 nM. As
células foram lavadas novamente, ressuspensas em 300 pL da solucédo de
PBS/BSA e analisadas no citdmetro de fluxo FACSFortessa (Becton Dickinson,
CA, EUA) com o auxilio do software FACSDiva. Foram adquiridos 20000 eventos
para cada amostra. As analises posteriores foram realizadas através do

programa FlowJo verséao 10 (Tree Star Inc., OR, EUA).
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3.14 Animais de experimentacao

Os camundongos Balb/c nu/nu, fémeas, de 5 semanas foram adquiridos
do Biotério Central da Faculdade de Medicina da USP e mantidos sob condi¢tes
livres de patdégenos especificos no biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas
da USP do Departamento de Imunologia. Todos os procedimentos foram
conduzidos em acordo com as normas estabelecidas pelo comité de ética e
pesquisa em animal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP (projeto
aprovado sob o numero 90/2016). Durante todo o periodo experimental os
animais foram mantidos com agua e racdo ad libidum. Os animais foram
analisados e pesados trés vezes por semana durante todo o periodo
experimental. Durante todo o periodo experimental o volume tumoral dos
animais foi calculado, trés vezes por semana, a partir da seguinte férmula:
{[comprimento longitudinal (cabeca-cauda)] x [comprimento transversal (pata-
pata)]?}/2. Vale ressaltar que animais que apresentaram durante o periodo
experimental qualquer efeito adverso ou tumores com dimensdes a partir de a 2
cm? foram eutanasiados através da administracdo por via intraperitoneal de
sobredosagem de cetamina 240 mg/kg associada a xilazina 24 mg/kg. Apos a
eutanasia dos animais, foram retirados sangue por punc¢éo cardiaca bem como

os tumores formados e érgaos relevantes como figado, pulmdes e coracéo.
3.15 Avaliacao da tumorogenicidade in vivo das células KO

ApoOs estabelecer as linhagens A549 e LL2/LC1 KO, determinamos se a
auséncia expressao da enzima Pcyt2 altera a tumorogenicidade dessas
linhagens. Foram inoculadas, via subcutanea no flanco direito dos
camundongos, 5 x 10° células WT ou KO por animal em 100uL de RPMI 1640.
Os animais foram acompanhados por um periodo maximo de 30 dias e

eutanasiados conforme o descrito no item 3.14.
3.16 Avaliacéo dos efeitos antitumorais in vivo

ApoOs inocular as células LL2/LC1 KO ou WT via subcutanea no flanco
direito dos camundongos (5 x 10° células por animal em 100uL de RPMI 1640),
os animais foram avaliados quanto a presenca de tumores palpaveis. Eles foram

randomizados e divididos em grupos de 6 animais e foram tratados com quatro
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doses, a cada dois dias, com e veiculo (PBS), cisplatina (4mg/kg), SF2 (4mg/kg),
meclizina (20mg/kg), DL-2-aminopropanol (4mg/kg) e a combinacdo de
cisplatina (0,5mg/kg) com meclizina (20mg/kg). Os animais foram
acompanhados por um periodo maximo de 30 dias e eutanasiados conforme o
descrito no item 3.14. O sangue dos animais eutanasiados foi avaliado com o
auxilio de um analisador hematolégico automatico BC-2800Vet da Mindray (SZ,
China).

3.17 Andélise estatistica dos resultados

As andlises estatisticas foram realizadas por ANOVA seguido de teste
comparativo multiplo de Bonferroni usando o software Graph Prism verséo 7. Os
valores obtidos foram expressos em média desvio padrdo de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata, considerando-se como valores
significantes p<0.05 (*), p<0.01 (**) e p< 0.001 (***).
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacéo da inibicdo da enzima Pcyt2

Inicialmente, em colaboragdo com a Prof2 Dr?2 Marica Bakovic da
Universidade de Guelph no Canada, foi avaliado um novo composto de interesse
do grupo, o SF2, quanto a sua capacidade de inibir tanto a enzima Pcyt2 quanto
0 transporte de etanolamina. Esta analise do novo composto foi feita
comparando-o0 ao grupo onde havia apenas inibicdo da Pcyt2 pela meclizina.
Primeiramente, in vitro, a enzima Pcyt2 isolada foi incubada com o SF2 ou
meclizina, ambos na concentracdo de 50 uM, em meio com [*C]
fosfoetanolamina. Foi avaliado o decaimento de [**C]CDP-etanolamina com o
auxilio de um contador de cintilacdo liquida. Conforme descrito na Tabela 1, o
SF2 foi tdo eficaz quanto a meclizina em reduzir a producdo de [**C]CDP-
etanolamina (reducdo de mais de 60% do composto marcado). Em seguida,
avaliamos essa atividade inibitéria e o transporte de etanolamina através do
tratamento das células CHO-K1 mantidas em meio [!*C]etanolamina na
presenca de SF2 ou meclizina, ambos na concentracdo de 25 uM. ApoOs a lise
das células, foram quantifficados a [**C]etanolamina e a [**C]CDP-etanolamina
por contador de cintilagdo liquida (Tabela 2). Também neste ensaio, 0 SF2 e a
meclizina se comportaram de forma semelhante, reduzindo a captacdo da
etanolamina (reducédo mais de 60%) e a producao de CDP-etanolamina (reducéo
mais de 20%) (Tabela 2).

Tabela 1 — Avaliacdo da atividade da enzima Pcyt2 isolada através da detecc¢éo do
decaimento do [**C] da CDP-etanolamina produzida.

Porcentagem média de [**C] CDP-etanolamina +DP

Controle 100,00 + 6,23
Meclizina 50 pM 37,00 + 4,92%**
SF2 50 uM 35,30 + 5,33**

DP = desvio padréao
*** n<0.001 vs. controle
** p<0.01 vs. controle
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Tabela 2 — Avaliacdo da atividade da enzima Pcyt2 em modelo de células CHO-K1
através da deteccdo do decaimento da ['“C]etanolamina incorporada e da
[**C]CDP-etanolamina produzida.

DPM/ug de proteina x 1000 (média + DP)

[**C]Etanolamina | [**C]CDP-etanolamina

Controle 29,59 + 1,77 11,62 + 0,43
Meclizina 25 uM 6,30 £ 0,45** 5,10 £ 0,21**
SF2 25 pM 9,19 + 0,58* 8,34 + 0,45*

DPM = decaimento por minuto
DP = desvio padréao

** p<0.01 vs. controle

*p<0.05 vs. controle

O projeto inicial tinha por objetivo validar o composto ja testado pelo
grupo, CHY-1, e os seus alvos, o transporte de etanolamina e a enzima Pcyt2,
porém, a sintese deste composto néo € trivial e permanece como um entrave em
estudo para o grupo. Neste contexto, foram avaliados os intermediarios do
processo de sintese de CHY-1, dentre eles, o SF2, que atua nos mesmos alvos
de CHY-1 e, por conseguinte, foi utilizado nos experimentos de validacdo dos
alvos em substituicdo do CHY-1 enquanto o processo de sintese deste é

aperfeicoado.
4.2 Caracterizacdo, ampliacao, extracdo e purificacdo dos plasmideos pSpCas9

A qualidade dos plasmideos pSpCas9 foram avaliadas em gel de agarose
1% corado com Gel Red e avaliada em transiluminador (Figura 4A). Apesar de
algumas bandas mais fracas, todos os plasmideos apresentaram-se integros
com bandas de tamanho proximo ao esperado, ou seja, 9 kb. Todos os
plasmideos sdo do tipo pSpCas9 BB-2A-GFP PX458 (Figura 4B), ou seja,
apresentam: a regiao promotora U6 que garante a expressao do RNA guia; uma
sequéncia de 20 nucleotideos nao-codificantes de RNA; uma sequéncia
especifica de 20 nucleotideos do seu alvo (sequéncia RNA guia); a sequéncia
promotora do hibrido da B-actina de galinha (CBh) que induz a expressao da

enzima Cas9; a sequéncia codificante da enzima Cas9 com sinal para
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localizacdo nuclear; o sinal T2A que permite a expressao igualitaria das
proteinas Cas9 e GFP; a sequéncia codificante da GFP com sinal para
localizag&o nuclear; uma sequéncia de poliadenilacdo determinando o fim da
transcricdo e aumentando a meia-vida do RNA para eucariotos; 0 gene da

resisténcia a ampicilina para a selecao das bactérias transformadas.

A B

U6 promoter
G(N)20 gRNA

‘ ‘o gRNA scaffold
a I ey

10.000b

8.000b
6.000b

5.000b
3.000b
2.500b
2.000b
1.500b
1.000b

pSpCas9 BB-2A-GFP PX458
2 kb

Poly(n)—#®

Figura 4 - Caracterizacao dos plasmideos utilizados no estudo. (A) O gel de agarose
1% corado com Gel Red da corrida eleforética dos plasmideos ressuspensos em agua
ultrapura MilliQ, confirmando a integridade dos plasmideos adquiridos com cerca de 9
kb cada. As lanes 3, 4 e 5 séo, respectivamente, dos pSpCas9 das sequéncias humanas
1,2e3easlanes 6, 7 e 8, sdo, respectivamente dos pSpCas9 das sequéncias murinas
1, 2 e 3. Alane 1 apresenta o ladder e a lane 2 € apenas a agua utilizada na diluicdo
dos plasmideos. (B) O mapa do plasmideo pSpCas9 BB-2A-GFP PX458 que foi utilizado
para a producdo das células KO para a enzima Pcyt2. Este plasmideo codifica a
nuclease Cas9 da S. pyogenes com o RNA guia para a delecdo da Pcyt2 bem como a
producéo de GFP pelas células transfectadas, como gene repoérter. Fonte: Datasheet do
fabricante (GenScript).

Apos a confirmacédo da integridade dos plasmideos adquiridos, a fim de
obter maiores quantidades dos plasmideos para 0s proximos ensaios, as
bactérias E.coli DH5a e TOP10 foram cultivadas. Apds estabelecer a cultura das
bactérias, estas foram preparadas para a transformacéo, transformadas com os
plasmideos adquiridos, ampliadas, selecionadas com meio LB-agar com
ampicilina e lisadas. Apoés a lise das bactérias, os plasmideos foram extraidos,
purificados e quantificados através de um espectrofotdmetro de microvolume
(Tabela 3). Todos os plasmideos foram ampliados com sucesso e apresentaram

uma média de 254,43 ng/uL de plasmideo.



45

Tabela 3 - Quantificacdo em ng/puL dos plasmideos extraidos e purificados das
bactérias.

Espécie | Plasmideo | ng/uL
1 380,70
Humana 2 209,20
3 138,10
1 231,50
Murina 2 474,10
3 93,00

4.3 Padronizacdo das transfec¢des e selecdo de células GFP* com o plasmideo

vetor controle GFP

As condi¢cbes dos ensaios de transfeccdo foram padronizadas para as
linhagens celulares utilizando o plasmideo vetor controle GFP pmaxGFP (Figura
5) que codifica a proteina verde fluorescente do copépodo Pontellina p. e,
permite uma facil andlise da eficiéncia da transfec¢éo, tanto por citometria de

fluxo quando por microscopia de fluorescéncia.

Esp 31(7)
Eco 311 (18)
Nsil (27)

*

Kanamycin

Esp 31 (2667) —» pmaxGFPm
i (3486 bp)

intron

- Kpnl (980)
WA i Nhel (988)

\ / Ecod7il (993)
ue I“ N Agel (997)
puUC orl W

gl dhd®” maxcrr
svaopa PNEEEE
BspTI (1891) Bglll (1676)
Eco31l (1896) Xhol (1680)
Esp3I (1909) Sacl (1687)

Figura 5 - Mapa do plasmideo vetor controle GFP. O plasmideo pmaxGFP foi
utiizado na padronizacdo da transfecgdo e como controle positivo da eficiéncia da
transfeccdo em todos os experimentos. Este plasmideo apresenta 3486 bp, seu
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promotor é 0 CMV e pode ser selecionado pelo uso de canamicina. Fonte: Datasheet
do fabricante (Lonza).

Foram testados diferentes protocolos de transfeccdo com o complexo
lipofectamina 3000 ou através de nucleofeccdo seguido de separacdo das
células GFP positivas por citometria de fluxo. Dentre todos os protocolos
testados, o que obteve melhores resultados utilizou 500 ng do plasmideo
pGFPméax por 48 h com adicdo de meio apds 6h do inicio da transfec¢éo por
nucleofeccao. As células foram selecionadas de acordo com seu tamanho (FSC)
e granulosidade (SSC), e dentro deste gate, foram selecionados apenas o
singlets através da relacdo altura-area do tamanho das células. Finalmente, as
populacdes GFP positivas e negativas foram selecionadas dentro da populacao
de singlets, em comparacdo a célula exposta ao vetor vazio. A média da
porcentagem da populacéo de células GFP positivas para as linhagens A549 e
LL2/LC1 foram, respectivamente, 38 % e 4,4 %. Ap0s a coleta da populacdo GFP
positiva, estas células foram semeadas e observadas, apos 24h, em microscopio
de fluorescéncia sob a luz UV (Figura 6). Apesar de uma queda ja esperada na
viabilidade celular pés-separacéo, as células separadas apresentaram de fato a

fluorescéncia e pureza esperada.
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Figura 6 - Separacdo da populacdo GFP positiva transfectada com o plasmideo
pGFPmax. As células A549 (A) e LL2/LC1 (B) foram semeadas em meio sem soro e
nucleofectadas e com 500 ng do plasmideo pGFPmax com adi¢éo de meio apos 6h do
inicio da transfecgdo. Os dot plots sdo representativos de trés experimentos
independentes, em que foram separadas as células GFP positivas (FL1-H) dentro dos
singlets da populacdo com tamanho e granulosidade adequada. Apos a separacdo das
células, as células GFP positivas foram semeadas e observadas apés 24 h sob luz UV
em um microscoépio de fluorescéncia.

4.4 Transfeccdo com os plasmideos pSpCas9

Apoés a determinacédo das melhores condicdes de transfeccéo e selecéo
das células, foram iniciados os testes para a padronizacdo do uso dos
plasmideos de interesse pSpCas9, utilizando exatamente as mesmas condi¢cdes
otimizadas com o plasmideo pGFPmax, ou seja, nucleofeccdo com 500ng de
plasmideo e adicdo de 1 mL de meio completo apés 6 h do inicio da transfeccao.

Os resultados tanto para a linhagem A549 quanto para a LL2/LC1 mostraram
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uma eficiéncia de transfec¢cdo menor, quando comparada a transfec¢cdo com o
gene repoérter GFP. A média de células positivas foi de 2,8 % para o plasmideo
com a sequéncia 1 humana utilizando a célula A549 e, 1,8 % para o plasmideo
com a sequéncia 1 murina para a célula LL2/LC1. Apesar da baixa eficiéncia de
transfeccdo, as células nucleofectadas com os plasmideos pSpCas9 foram
ampliadas e separadas por citometria de fluxo (Figura 7). Desta forma, foram
selecionadas 907, 52 e 485 células A549 GFP positivas apds a transfec¢cdo com
os plasmideos pSpCas9 com as sequéncias humanas 1, 2 e 3, respectivamente.
Das células da linhagem celular LL2/LC1, por sua vez, foram selecionadas 278,
41 e 22 células GFP positivas apos a transfec¢cdo com os plasmideos pSpCas9
com as sequéncias murinas 1, 2 e 3, respectivamente. A partir deste
experimento, além do controle plasmideo pmaxGFP (GFP), foi adicionado outro
grupo controle de transfeccao utilizando o plasmideo controle pSpCas9 cuja

sequéncia ndo € capaz de nocautear a enzima Pcyt2 (scramble, SCR).

Vale ressaltar que a quantidade de células positivas sorteadas foi um
entrave, dado que em condi¢Bes ideais, como no ensaio de padroniza¢do com o
plasmideo vetor controle GFP max na Figura 6, eram sorteadas entre 1000 a
3000 células. Desta forma foi necesséario ampliar as culturas antes de avaliar a
expressdo da enzima Pcyt2 nestas células e, assim, confirmar a eliminacdo da

sua expressao (KO) nessas células por Western blotting.
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Figura 7 - Separacao da populacao GFP positiva transfectada com os plasmideos pGFPmax, pSpCas9 e o scramble. As células A549 e
LL2/LC1 nucleofectadas foram removidas das placas de cultura, contadas, submetidas ao cell stainer de 70 uM e sorteadas no FACSAria Il. Os
dot plots sdo representativos de dois experimentos independentes, em que foram separadas as células GFP positivas (FL1-H) dentro dos singlets
da populacdo com tamanho e granulosidade adequada.
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Durante a ampliacdo das células GFP positivas nucleofectadas com os
plasmideos pSpCas9, foi possivel observar em poucas passagens a perda da
expressdo de GFP, o que impossibilitou a realizacdo de sortings posteriores de
purificacdo. Conforme o observado nas Figuras 8 e 9, as células selecionadas
nao apresentam a expressao da enzima Pcty2 e, ao longo das passagens,
mantiveram este fenoétipo. Apos estes resultados, foi preparado um estoque e
estas células foram criopreservadas e utilizadas posteriormente. Uma vez que a
analise da expressdo da Pcyt2 foi feita apenas até a 92 passagem, foram
utilizadas as aliquotas das linhagens no maximo até esta passagem durante

todos os seguintes experimentos seguintes.

Passagem 3 Passagem 6 Passagem 9
WT SCRGFP KO kDg WT SCR GFP KO kDg WT SCRGFP KO kDg

TR

Peyt2 |~ |44 Poyt2 [SSESSS =44 Poyt2fgi i e |44
B-actinaw 42 B-actina . - -42 B-acting e /2

Figura 8 - Expressdo da enzima Pcyt2 nas células A549 nucleofectadas. As
imagens sdo representativas das membranas de Western blotting das células A549
selvagem (WT), scramble (SCR), controle positivo com o pmaxGFP e com a sequéncia
1 humana do pSpCas9 para KO da enzima Pcyt2 (KO). A B-actina foi utilizada como
proteinas normalizadora.

Passagem 3 Passagem 6 Passagem 9
WT SCR GFP KO kDg WT SCR GFP KO [ Dg WT SCRGFP KO KkDg

. . [— ]
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Figura 9 - Expressado da enzima Pcyt2 nas células LL2/LC1 nucleofectadas. As
imagens sédo representativas das membranas de Western blotting das células LL2/LC1
selvagem (WT), scramble (SCR), controle positivo com o pmaxGFP e com a sequéncia
1 murina do pSpCas9 para o KO da enzima Pcyt2 (KO). A B-actina foi utilizada como
proteinas normalizadora.

4.5 Avaliacao dos efeitos citotoxicos da inibicdo da Pcyt2 e do transporte de

etanolamina

ApoOs a confirmacéo da obtencdo de ambas as linhagens A549 e LL2/LC1
com auséncia da expressao da Pcyt2, iniciaram-se os estudos para a validacéo
da importancia da enzima Pcyt2 e do transporte de etanolamina no modelo de

CPCNP. Primeiramente, foram realizados ensaios de citotoxicidade apds 24h de
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tratamento com meclizina, DL-1-amino-2-propanol, SF2, etanolamina e
cisplatina, nas faixas de concentragéo de 1 a 400 uM com as linhagens celulares
de fibroblasto humanos (MRC-5, controle) e as de CPCNP humana (A549, WT,
GFP, SCR ou KO) e murina (LL2/LC1, WT, GFP, SCR ou KO) (Tabela 4-6). Cabe
ressaltar que a cisplatina sera utilizada em alguns experimentos como controle
de morte celular.

Tabela 4 — Valores de ICso dos compostos em teste (UM) nos diferentes fendétipos
de A549.

Valor do ICso (UM) = DP
WT GFP SCR KO
Cisplatina 54,20+256 | 4542+821 | 43,75+587 57,06 + 4,38
DL-1-amino-2- 1749+1,34 | 13,24+1,39 | 12,20+1,03 10,70 + 1,60
propanol
Meclizina 235,06 + 10,39 | 245,17 £3,25 | 262,43+ 11,08 2400 **
SF2 51,85+576 | 63,67+351 | 67,62+3,12 66,45 * 8,53
Etanolamina >400 >400 >400 >400

Os valores representam as médias desvio padrdo de 3 repeticbes
WT= células com Pcyt2 selvagem
GFP= células transfectadas com pmaxGFP

SCR= células transfectadas com o plasmideo scramble
KO = células knockout para Pcyt2

ICs0= concentracdo responsavel pela inibicdo de 50% da viabilidade células em relacdo ao

controle

DP= Desvio padréo
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Tabela 5 — Valores de IC50 dos compostos em teste (UM) nos diferentes fendétipos

de LL2/LCL.
Valor do ICso (uM) + DP
wWT GFP SCR KO

Cisplatina 350+1,06 | 342+216 3,80 + 0,93 1,22+ 0,58
D"E)lr'o"’l‘orgi]”ool'z' 1571+1,78 | 1675+021 | 1890+3,59 | 16,86 + 2,94

Meclizina 44,92 +10,09 | 4643+931 | 4376+ 4,20 555531
SF2 50,40+078 | 59,50+370 | 5331+271 | 71,90+4,02

Etanolamina >400 >400 >400 >400

Os valores representam as médias desvio padrdo de 3 repeticdes
WT= células com Pcyt2 selvagem

GFP= células transfectadas com pmaxGFP

SCR= células transfectadas com o plasmideo scramble

KO = células knockout para Pcyt2

ICso= concentracdo responsavel pela inibicdo de 50% da viabilidade células em relacéo ao

controle
DP= Desvio padréo

Tabela 6- Valores de IC50 dos compostos em teste (UM) nos diferentes fen6tipos

de MRC-5.

Valor do ICso (UM) = DP

Cisplatina 176,56 £ 15,90 ***

DL-1-amino-2-propanol 13,88 £ 7,28

Meclizina 145,48 + 22,29
SF2 105,17 + 12,69 ***
Etanolamina >400

Os valores representam as médias desvio padrdo de 3 repeticdes.

ICs0= concentracdo responsavel pela inibicdo de 50% da viabilidade células em relacdo ao

controle.
DP= Desvio padréo
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Os resultados das Tabelas 4 e 5 mostram que exceto pela meclizina e
etanolamina, todos 0s outros compostos testados apresentaram toxicidade
semelhante entre as células WT GFP, SCR ou KO. A etanolamina néo
apensentou toxicidade alguma, em nenhuma das linhagens testadas. A
meclizina, como esperado, devido a Pcyt2 ser seu alvo farmacoldgico,
apresentou atividade citotéxica muito reduzida em células KO. Esse efeito foi
mais evidente nas células humanas A549, sugerindo que em células murinas
LL2/LC1 possa existir alguma isoforma ou enzima semelhante a Pcyt2, que seja
alvo da meclizina. O que ndo ocorre em células humanas A549. Apenas em
células murinas LL2/LC1 KO o SF2 apresentou uma toxicidade reduzida,

sugerindo um possivel mecanismo de acao envolvendo a Pcyt2.

A linhagem de fibroblasto pulmonar humana MRC-5 se mostrou mais
resistente a cisplatina, meclizina e SF2 que ao DL-1-amino-2-propanol (Tabela
6). A maior seguranca observada com o0 uso da cisplatina e meclizina,
corroboram o fato dessas moléculas serem farmacos ja em uso clinico. O DL-1-
amino-2-propanol apresenta potencial bastante tdxico, considerando que foi o
mais citotdxico para todas as linhagens celulares investigadas aqui; estes dados
sugerem que eventuais testes clinicos com esse farmaco devem ser

acompanhados de maiores cuidados.

No intuito de avaliar os mecanismos de acdo relacionados a
citotoxicidade, foram avaliados a funcdo mitocondrial e a morte celular. As
células A549 e LL2/C1 (WT GFP, SCR ou KO) tratadas com cisplatina, DL-1-
amino-2-propanol, meclizina, SF2 ou etanolamina, foram analisadas quanto a
capacidade de externalizacdo de fosfatidilserina e alteracdo da permeabilidade
da membrana plasmética das células, através do ensaio de anexina V/7AAD
(Figuras 10-14).
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Controle

H,0,1 mM
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DL-1-Amino-2-propanol 1l uM
Etanolamina 100 pM

SF2 25 uM

Figura 12 — Os efeitos apoptoticos dos diferentes tratamentos em células A549. Os diferentes fenotipos das células A549 sdo indicados
em cada painel como selvagem, GFPmax, SCR ou KO. Os dados sdo a média * desvio padréo de trés experimentos. a = p < 0,01 cisplatina vs.
controle, b = p < 0,001 cisplatina vs. controle, ¢ = p < 0,05 cisplatina 12 h vs cisplatina 24 h, d = p < 0,05 cisplatina vs controle, e = p < 0,05
meclizina vs controle, f = p < 0,001 meclizina 12 h vs meclizina 24 h, g = p < 0,01 meclizina vs controle, h = p < 0,001 DL-1-amino-2-propanol vs

controle e i = p < 0,001 H20; vs controle.
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Nesses experimentos, ndo houve diferencas no perfil de respostas entre
os fendtipos selvagem, SCR e GFP para linhagens A549 e LL2/LC1. Apés 12h
ou 24h de tratamento com cisplatina, as células A549 WT ou KO apresentaram
um aumento na externalizacéo de fosfatidilserina (Figura 12 A-D). Um aumento
na marcacdo de 7AAD ocorreu apenas ap0s 24h, sugerindo apoptose tardia
(Figura 12 E-H). Apo6s 12h de tratamento das células com meclizina, como pode
ser observado pela marcacdo das células com 7AAD, houve um aumento na
permeabilidade de membrana (Figura 12 E-H). Uma maior marcacdo com
anexina-V ocorreu apos 24h de tratamento com meclizina, apenas nas células
WT (Figura 12 A-D). Em todos os fenétipos de células A549, o DL-1-amino-2-
propanol foi capaz de aumentar a permeabilidade da membrana celular nas seis
primeiras horas de tratamento (Figura 12 E-G). Conforme o observado na Figura
13, apenas a cisplatina, o0 SF2 e a meclizina em 24 horas de tratamento foram
capazes de externalizar a fosfatidilserina nas células LL2/LC1 WT, GFP e SCR
(Figura 13 A-C) com aumento da permeabilidade de membrana (Figura 13 E-G).
Para esses mesmos fenotipos, o DL-1-amino-2-propanol foi capaz de aumentar
a permeabilidade da membrana celular apos 24h de tratamento (Figura 13 E-G).
A linhagem KO ndo mostrou alteragcdes na marcacao de anexina V, nem de

7AAD em nenhum dos tratamentos estudados.

Em seguida, a fim de compreender melhor os fenbmenos até entédo
observados, foi analisado o potencial de membrana mitocondrial sob as mesmas
condi¢cOes analisadas no ensaio de anexina V/7AAD. Em consonéncia com 0s
resultados do ensaio de anexina V/7AAD (Figuras 10-14), ndo houve diferenca
no perfil de alteracdo do potencial de membrana mitocondrial das células A549
WT em relacdo aos diferentes tratamentos. O carbonilcianeto m-clorofenil-
hidrazona (CCCP) foi utilizado como controle positivo para despolarizacao
mitocondrial, sendo eficaz em todos os tempos e linhagens testadas (Figuras 15
e 16). A cisplatina também foi capaz de reduzir o potencial eletrénico mitocondrial
de todas as células (Figuras 15 e 16). Apenas nas células selvagem para Pcyt2
(WT, GFP e SCR) a meclizina reduziu o potencial eletrénico mitocondrial apos
24h de tratamento (Figuras 15 e 16).



60

Selvagem GFPmax Scramble Ko
1.501
1.507 1.50 ©
© 1.50 © « S -©- Controle
ey e =y EICPPTE
S 21.254 S 21.25 S 21.25 @ ot - CCCP 100 uM
) ) ) ° °
° = o = I I o = 3 | 2 Z .00
o glou o 5100 o 2100 5 0 Cisplatina 1 pM
s 9 s 9 s 9 R
s
2 oo07s b d 2 o075 c d = ©0.75 £ c c = 2075 c c c Meclizina 25 uM
© © c e M d P
S b be S S e s
< >o0s0 ® Zoso0 c ® Zos0 e ° 30501 - . . DL-1-Amino-2-propanol 1 uM
S s S S s a a S s
© = a a c = a a a c = a o — i
5 2025 a 5 ©0.25 S ®0.25 S ®o0.25 Etanolamina 100 uM
s 2~ g~ $ 7 SF2 25 uM
= u
0.00 2 o0 T = o000 = o000
0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30 0 6 12 18 24 30
Horas Horas Horas Horas

= A A

Cisplatina
Meclizina
DL-1-amino-2-propanol

Etanolamina

SF2

10 10! 10 ] 10 ' 1o 10 !t 10 107 [ 10 1ot
TURE #E) THRE (FE) THRE (PE) TURE PE)
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No intuito de analisar as organelas envolvidas nos efeitos dos
tratamentos, as células A549 e LL2/LC,1 WT e KO, foram tratadas, por 24 horas
com cisplatina (1 uM), meclizina (25 puM) ou SF2 (25 pM), fixadas e analisadas
no microscopio eletrénico de transmissao (Figuras 17-21). As células WT e KO
tratadas com cisplatina tiveram reduzidos o tamanho celular (Figuras 17B, 17G
e 19A para células A549; Figuras 20B, 20G e 22A para células LL2/LC1),
mitocondrial (Figuras 17B, 17G, 18B, 18G e 19C para células A549; Figuras 20B,
20F, 21B, 21G e 22C para células LL2/LC1) e nuclear (Figuras 17B, 17G e 18D
para células A549; Figuras 20B, 20G e 22D para células LL2/LC1), comparadas
aos respectivos controles (Figuras 17A, 18A, 17F, 18F, 19A, 19C e 19D para
células A549; Figuras 20A, 21A, 20F, 21F, 22A, 22C e 22D para células
LL2/LC1). O SF2 foi capaz de reduzir apenas o tamanho das células KO (Figuras
17D, 171, 18D, 18I e 19A para células A549; Figuras 20D, 20I, 21D, 21l e 22A
para células LL2/LC1). As células WT tratadas com cisplatina e com SF2
reduziram seu volume celular (Figuras 17B, 17D e 19A para células A549;
Figuras 20B, 20D e 22A para células LL2/LC1), mitocondrial (Figuras 17B, 17D,
18B, 18D e 19B para células A549; Figuras 20B, 20D, 21B, 21D e 22B para
células LL2/LC1), e nuclear (Figuras 17B, 17D e 19D para células A549; Figuras
20B, 20D e 22D para células LL2/LC1). Estas células também apresentaram
maior condensacéao nuclear (Figuras 17B, 17D e 19E para células A549; Figuras
20B, 20D e 22E para células LL2/LC1) em relacao ao controle (Figura 17A, 18A,
19A, 19B, 19D, 19F, 20A, 21A, 22A, 22B, 22D e 22F). Estes dados corroboram
a sugestédo de inducao de apoptose com participagdo mitocondrial observada
para a cisplatina e SF2 nos ensaios com anexina-V, 7AAD ou TMRE (Figuras
17-22). As células WT tratadas com meclizina ndo apresentaram alteracao no
seu tamanho, mas suas mitocOndrias estavam menores, e em menor
quantidades, também corroborando que ocorre morte nao-apoptotica associada

a danos mitocondriais (Figuras 17-22).
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Figura 17 — Avaliacdo das alteracdes morfologicas nas células A549 WT e KO em 2500 x. As elétron-micrografias representativas da
morfologia geral das células A549 tratadas por 24 h com cisplatina 1 uM, a meclizina 25 uM e o SF2 25 uM (aumento 2500 x).
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Figura 18 - Avaliacdo das alteracbes morfoldgicas nas células A549 WT e KO em 5000 x. As elétron-micrografias representativas da
morfologia geral das células A549 tratadas por 24 h com cisplatina 1 uM, a meclizina 25 uM e o SF2 25 uM (aumento 5000 x).
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Figura 19 - Andlise quantitativa das alteragcdes morfologicas nas células A549 WT
e KO. Analise quantitativa das alteracées morfolégicas nas células A549 WT e KO. Os
gréficos representam a quantificacao de trés diferentes células representativas de trés
experimentos independentes das imagens de microscopia eletronica de transmisséo.
Em que: *= p < 0,05 vs o controle, ** = p < 0,01 vs controle e *** = p <0,001 vs controle.
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Controle Cisplatina Meclizina SF2 DL-1-amino-2-propanol
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Figura 20 — Avaliacéo das alteragcdes morfolégicas nas células LL2/LC1 WT e KO em 2500 x. As elétron-micrografias representativas da
morfologia geral das células LL2/LC1 tratadas por 24 h com cisplatina 1 uM, a meclizina 25 pM e o SF2 25 pM (aumento 2500 X).
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Figura 21 - Avaliacdo das alteracfes morfologicas nas células LL2/LC1 WT e KO em 5000 x. As elétron-micrografias representativas da
morfologia geral das células LL2/LC1 tratadas por 24 h com cisplatina 1 uM, a meclizina 25 pM e o SF2 25 pM (aumento 5000 x).
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Figura 22 - Andlise quantitativa das alteracGes morfoldgicas nas células LL2/LC1
WT e KO. Andlise quantitativa das alteragcdes morfolégicas nas células LL2/LC1 WT e
KO. Os graficos representam a quantificacdo de trés diferentes células representativas
de trés experimentos independentes das imagens de microscopia eletrbnica de
transmissao. Em que: *= p < 0,05 vs o controle, ** = p < 0,01 vs controle e *** = p <0,001
vs controle.

4.6 Avaliacdo dos efeitos citostaticos da inibicdo da Pcyt2 e do transporte de

etanolamina

ApoOs a avaliacdo da citotoxicidade induzida pela inibicdo da Pcyt2 e do
transporte de etanolamina, também foi avaliado o efeito citostatico destas
intervencdes. Desta forma as células foram semeadas, divididas em grupos de
tratamentos e contadas diariamente ao longo de sete dias. Tanto as células A549
(Figura 23) quanto as LL2/LC1 (Figura 24) apresentaram um comportamento
proliferativo similar. Neste experimento, as células Pcyt2 selvagens (WT, GFP e
SCR) cresceram exponencialmente entre o terceiro e o quinto dia. Nestes
grupos, tanto as células que receberam a suplementacédo de etanolamina quanto

as que receberam maiores concentragdes de SFB apresentaram maior taxa de
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proliferacdo, principalmente apés o quarto dia. Porém, as células KO néo
apresentaram crescimento exponencial no periodo avaliado e nao foram
afetadas pela suplementacdo com etanolamina. Apenas quando o meio foi
suplementado com uma maior concentracdo de SFB, as células KO aumentaram

sua proliferacao.
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Figura 23 — Avaliacdo da proliferacdo celular nas células A549. As células A549 com Pcyt2 selvagem, transfectadas com o pmaxGFP,
transfectadas com o plasmideo scramble e KO para a Pcyt2 foram cultivadas por 7 dias com ou sem suplementacao diaria de etanolamina 100
MM e contadas diariamente. A partir dos dados realizados em n=3, os numeros de células contadas diariamente foram utilizados para tragar a

curva de crescimento.
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Figura 24 — Avaliacdo da proliferagao celular nas células LL2/LC1. As células LL2/LC1 com Pcyt2 selvagem, transfectadas com o pmaxGFP,
transfectadas com o plasmideo scramble e KO para a Pcyt2 foram cultivadas por 7 dias com ou sem suplementacao diaria de etanolamina 100
MM e contadas diariamente. A partir dos dados realizados em n=3, os nimeros de células contadas diariamente foram utilizados para tragar a

curva de crescimento.
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Para melhor avaliar esta alteracdo na duplicacéo celular na auséncia de
Pcyt2, foram realizados os ensaios clonogénicos, a analise do ciclo celular por
citometria de fluxo e a avaliacdo da expresséao de proteinas relacionadas ao ciclo
celular. Contudo, ndo foi possivel realizar o ensaio clonogénico com células
LL2/LC1 devido a sua fraca adesdo a placa de cultura. As concentracdes de
meclizina, SF2 e cisplatina foram escolhidas priorizando a inibicdo da enzima
Pcyt2 com citotoxicidade maxima de 50%, dado que os efeitos a serem
observados dependem da analise das células vivas. No ensaio clonogénico com
as células A549 (Figura 25), a inibicdo da Pcyt2 pela meclizina (**p<0,01) e pelo
SF2 (***p<0,001), assim como a privagao dos fatores de crescimento do soro
(***p<0,001), foram capazes de inibir o crescimento de colbnias nas células com
a enzima Pcyt2 expressa. As células KO, por sua vez, ndo apresentaram seu

crescimento de colonias afetados por nenhuma dessas condicoes.
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Figura 25 — Avaliacdo da proliferacdo celular das células A549 por ensaio
clonogénico. As células A549 com a expressdo da Pcyt2 selvagem e KO foram
semeadas, sincronizadas e tratadas por 12 h com meclizina 25 pM, cisplatina 1 pM, SF2
25 UM ou sob privacdo de SFB (controle GO/G1). Apés o periodo de tratamento, 0 meio
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foi substituido por meio de cultura completo suplementado e as células foram mantidas
em cultura por 10 dias. Finalmente as células foram fixadas e coradas com cristal violeta
e as colbdnias (grupos de células com numero igual ou superior a 50 células) contadas.
A privacdo de soro (***p<0,001) e a inibicdo da Pcyt2 pela meclizina (**p<0,01) e pelo
SF2 (***p<0,001) foram capazes de reduzir a proliferacdo das células com Pcyt2
selvagem. As células KO também sdo resistentes a privacdo de soro e a meclizina
(#p<0,05, quando comparado ao WT). Os gréficos representam as médias e o desvio-
padréo de trés experimentos independentes.

Ao analisar a distribuicdo das células A549 nas fases do ciclo celular
(Figura 26) sem nenhum tratamento, fica evidente que as células KO estéo
paradas em GO0/G1, posto que ha um aumento da porcentagem de células em
GO0/G1 (p<0,001) e reducgédo das células nas fases G2/M (p<0,001), ambos em
relacdo ao controle. De forma semelhante ao observado com as células A549,
as células LL2/LC1 KO (Figura 27) encontram-se predominantemente nas fases
GO0/G1 (p<0,001 em relacdo ao WT). Houve ainda uma reducao das células na
fase G2/M (p<0,001 em relacdo ao WT). A analise da expressao das proteinas
do ciclo celular corrobora estes dados (Figura 28 e 29), pelo aumento da via
iniciada pela p53 fosforilada e de p21, com consequente reducao da proteina Rb
fosforilada, apesar do aumento de ciclina E2 e, da n&o alteragdo da CDK4 nas

células KO, quando comparado aos demais grupos.
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Figura 26 — Avaliacao da distribuicdo das células A549 nas diferentes fases do
ciclo celular. As células A549 com a expressao da Pcyt2 selvagem e KO bem como as
células transfectadas com os plasmideos controle pSpCas9 (scramble) e pmaxGFP
(GFP) foram semeadas, sincronizadas e avaliadas por citometria de fluxo utilizando o
marcador nuclear 7-AAD. Os gréaficos representam as médias das porcentagens das
células em cada fase do ciclo celular e o desvio-padrdo de trés experimentos
independentes. As células KO apresentam aumento da porcentagem de células nas
fases GO/G1 (***p<0,001) com reducdo da porcentagem de células nas fases G2/M
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(***p<0,001) quando comparado as células selvagem. Nao ha diferenca entre as células
selvagem e os controles de transfeccéo.
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Figura 27 — Avaliagcdo da distribuicéo das células LL2/LC1 nas diferentes fases do
ciclo celular. As células LL2/LC1 com a expressao da Pcyt2 selvagem e KO bem como
as células transfectadas com os plasmideos controle pSpCas9 (scramble) e pmaxGFP
(GFP) foram semeadas, sincronizadas e avaliadas por citometria de fluxo utilizando o
marcador nuclear 7-AAD. Os gréaficos representam as médias das porcentagens das
células em cada fase do ciclo celular e o desvio-padrdo de trés experimentos
independentes. As células KO apresentam aumento da porcentagem de células nas
fases GO/G1 (***p<0,001) com reducéo da porcentagem de células nas fases G2/M
(***p<0,001) quando comparado as células selvagem. Nao ha diferenca entre as células
selvagem e os controles de transfecgao.
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Figura 28 — Avaliacdo da expresséo de proteinas relacionadas ao controle do ciclo celular nas células A549. A expressao das proteinas
relacionadas ao ciclo celular foi analisada pelo Western blotting dos lisados das células A549 com a expressao da Pcyt2 selvagem (WT) e KO
bem como as células transfectadas com os plasmideos controle pSpCas9 (scramble) e pmaxGFP (GFP) em seu estado basal. (A) As imagens
sdo representativas das membranas de trés experimentos independentes avaliando as proteinas p-p53, p21, ciclina E2, CDK4 e pRb, utilizando
a B-actina como proteina normalizadora. (B) O grafico com a quantificacdo dos dot plots através do software Image J.
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Figura 29 — Avaliacdo da expressdo de proteinas relacionadas ao controle do ciclo celular nas células LL2/LC1. A expressdo das
proteinas relacionadas ao ciclo celular foi analisada pelo Western blotting dos lisados das células LL2/LC1 com a expresséo da Pcyt2 selvagem
(WT) e KO bem como as células transfectadas com os plasmideos controle pSpCas9 (scramble) e pmaxGFP (GFP) em seu estado basal. (A)
As imagens sdo representativas das membranas de trés experimentos independentes avaliando as proteinas p-p53, p21, ciclina E2, CDK4 e
pRDb, utilizando a B-actina como proteina normalizadora. (B) O gréafico com a quantificacao dos dot plots através do software Image J.
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4.7 Avaliacéo dos efeitos in vivo da inibicdo da Pcyt2 e do transporte de

etanolamina

Ap6s o0 avanco dos estudos dos mecanismos in vitro, foi iniciada a
padronizacao do ensaio de tumorigenicidade das células A549 e LL2/LC1 WT e
KO (Figura 30). Os animais balb/c nude foram inoculados por via subcutanea
com as linhagens em estudo. A linhagem LL2/LC1 na sua forma selvagem foi
capaz de induzir tumores a partir de 15 dias, tendo estes atingido o valor maximo
de volume tumoral no 37° dia. Enquanto os animais que receberam o LL2/LC1
KO apresentaram os primeiros tumores no 28° dia e atingiram o valor maximo
de volume no 52° dia. Portanto, nos 34° e 37° dias os tumores derivados de
implantes de células KO eram muito menores que os das células com Pcyt2
selvagem (p<0.001). As células A549, WT ou KO, nédo induziram a formacéao

tumoral no periodo de 30 dias (dados ndo mostrados).
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Figura 30 — Padronizacao dos modelos in vivo com células LL2/LC1 WT e KO. Os
camundongos Balb/c nude foram inoculados, via subcutanea, com células LL2/LC1 WT
ou KO. As células KO mostraram um atraso na produ¢éo de tumores quanto comparada
as células WT. Os dados sdo a média + desvio padréo de trés experimentos.

ApOs esses experimentos iniciais, as células LL2/LC1 WT, GFP, SCR e
KO foram inoculadas nos camundongos, porém, ao formar um tumor de volume
palpavel, os animais eram randomizados e tratados com cisplatina 4mg/kg, SF2

4mg/kg, meclizina 20mg/kg, DL-2-aminopropanol 4mg/kg ou a combinacdo de
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cisplatina 0,5mg/kg com meclizina 20mg/kg (Figura 31). Apenas os animais dos
grupos cisplatina (4mg/kg) e cisplatina (0,5mg/kg) associada a meclizina
(20mg/kg) apresentaram reduzida taxa de crescimento tumoral, quando
inoculados com células LL2/LC1 WT, GFP e SCR a partir do dia 31 (p<0.001).
Ja os animais que com tumores de células KO ja apresentaram menor
crescimento tumoral, quando tratados com cisplatina 4mg/kg nos dias 26 e 27
(p<0.01 e p<0.001, respectivamente).

Durante todo periodo experimental, o peso dos animais foi avaliado e, ao
final, o sangue também foi analisado (Figura 32). Apesar de néo ser possivel
observar grandes flutuagbes no peso dos animais (Figura 32A), os animais
tratados com SF2 e o DL-2-aminopropanol apresentaram reducéo da contagem
de eritrécitos, do hematocrito, da hemoglobina (Figura 32B e Tabela 7) e da
contagem de linfocitos (Figura 32C e Tabela 8). Vale ressaltar que os animais

nao apresentaram nenhum outro sinal de toxicidade nas condi¢des testadas.
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Figura 31 — Analise da progresséo dos tumores dos camundongos nos quais foram inoculadas as células LL2/LC1 WT, GFP, SCR e
KO. Os camundongos balb/c nude foram inoculados, via subcutanea, com células LL2/LC1 WT, GFP, SCR ou KO. Os dados sdo a média +
desvio padréo de trés experimentos, onde **p<0.01 e ***p<0.001 em relagéo ao controle.
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Figura 32 — Avaliacdo dos sinais de toxicidade dos tratamentos testados in vivo. Durante todo o periodo experimental foram avaliados o
peso dos animais (A) e ao final do experimento foi analisado o sangue (B e C) dos animais obtidos a partir de pungéo cardiaca. *=p<0.05 ,
**=p<0.01 e **=p<0.001 em relacdo ao grupo controle.



Tabela 7 - Valores da média e desvio-padrdo da andlise da série de células sanguineas vermelhas.
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Meclizina
. . 20mg/kg + Meclizina DL-1-Amino-2- Valores de
SIS ISR A Cisplatina 20mg/kg propanol 4mg/kg S ATTENE, referéncia
0,5mg/kg
Contagem de 7,2 x 10%/L 4,3 x 10%2/L 5,5 x 10%?/L 7,4 x 1012/L 4,1 x 10*2/L 4,3 x 10*2/L 6.3-9 4 x 1012/
eritrocitos +0,9 +0,6 +05 +0,4 +0,6 £0,7 oA X
L 40,0 % 27,7 % 32,1% 38,8 % 25,9 % 22,1 %
- 0,
Hematocrito £18 £41 £1,7 £2,6 £4,2 £7.4 34,6-44,6%
. 13,0 g/dL 9,5 g/dL 10,1 g/dL 13,4 g/dL 8,2 g/dL 5,7 g/dL
Hemoglobina +1,1 +1,0 +0,6 +0,6 £1,0 +1,5 11-14,3 g/dL
Volume
55,0 fL 63,7 fL 55,8 fL 54,9 fL 45,9 fL 53,9 1L
corpuscular +33 +4,6 +2,4 £25 +6,6 +28 48,2-58,3 1L
medio
Tabela 8 - Valores da média e desvio-padrédo da andlise da série de células sanguineas brancas.
Meclizina .
Cisplatina 20mg/kg + Meclizina R Al o2y Valores de
Controle . ; propanol SF2 4mg/kg PO
4mg/kg Cisplatina 20mg/kg referéncia
4mg/kg
0,5mg/kg
P 0,7 x 10°/L 0,5 x 10°/L 0,6 x 10°/L 0,6 x 10%L 0,4 x 10%L 0,4 x 10°/L 9
Linfocitos £0,2 £0,3 £0,1 £0,2 £0,6 £0,8 0,7-5,7 10°L
L 0,1 x 109/L 0,1 x 10°/L 0,1 x 10°/L 0,1 x 10%L 0,1 x 10%L 0,1 x 10°/L 9
Monocitos +0,1 +0,1 +0,1 £0,1 £0,2 £0,2 0-0,3 10°L
. 0,2 x 109/L 0,2 x 10°/L 0,2 x 109/L 0,2 x 10%/L 0,2 x 10%/L 0,2 x 10°/L 9
Granulécitos £01 £01 £01 +01 £01 +01 0,1-0,5 10%L
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5 DISCUSSAO

O CP é um problema de saude publica e, apesar de todos 0os avancos
tecnolégicos das ultimas décadas, as chances de cura dos pacientes acometidos
com sua forma metastdtica ndo sdo altas (DENG; NAKAMURA, 2017;
ETTINGER et al.,, 2018; GOTWALS et al.,, 2017; INCA, 2017; INCA, 2014,
KUMAR etal., 2017; ROY; TRINCHIERI, 2017; SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).
Neste contexto, a busca por novas estratégias terapéuticas para esta doenca se
torna urgente e, entre estas, o desenvolvimento racional de novos farmacos e a
busca por novos alvos ganham destaque (OVERINGTON; AL-LAZIKANI;
HOPKINS, 2006).

Na busca por novos alvos terapéuticos, os fosfolipidios e suas rotas de
sintese devem ser ressaltados dado as suas funcdes celulares, principalmente
no contexto tumoral (DOBBELSTEIN; MOOL, 2014; IORIO et al.,, 2010;
KECKESOVA et al.,, 2017; MARINO et al., 2015; VALENZUELA-OSES et al.,
2017; WEICHERT et al., 2014). Dentre os fosfolipidios de membrana celular, o
enfoque do nosso grupo tem sido na alteracdo da producdo de PE através,
principalmente, da inibicdo da Pcyt2, que € frequentemente superexpressa em
diversos tumores malignos, dentre os quais, pode-se destacar, o CP
(PAVLOVIC; BAKOVIC, 2013). Entretanto, a inibicdo do transporte de
etanolamina também apresenta um potencial terapéutico interessante, pois, esta
€ adquirida unicamente na dieta e ambas estas estratégias reduzem a producédo
de membrana celular, a citocinese e o transporte mitocondrial por reduzir a
producado de PE (YOREK et al., 1985).

Em 2013, Gohil e colaboradores ja descreveram o primeiro inibidor da
enzima Pcyt2, a meclizina, e seus efeitos toxicos nas mitocdndrias, entretanto, a
meclizina € um farmaco com muitos alvos, afinal trata-se de uma piperazina
antagonista dos receptores H1 utilizada como anti-emético com atividade
anticolinérgica (COHEN; DEJONG, 1972; WEERTS et al., 2014). Portanto, 0 uso
apenas da meclizina ndo seria adequado para observar unicamente os efeitos
da inibicdo enzima Pcyt2, dado que este farmaco modula vérias proteinas. O
nosso grupo, desde 2013, estuda essa enzima como um potencial alvo para o

tratamento do CPCNP e, inclusive, desenvolveu um inibidor da Pcyt2,
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denominado CHY-1, que é citotoxico para células de CPCNP e reduz a
progressao tumoral de células NCI-H460 in vivo (dados n&do publicados). Este
composto também se mostrou um bom inibidor do transporte de etanolamina e,
desta forma, para o melhor entendimento do potencial dos alvos terapéuticos,
este trabalho procurou avaliar a modulacdo destes alvos tanto geneticamente
quanto através do uso de farmacos (utilizando a meclizina como inibidor da Pcyt2
0 DL-1-amino-2-propanol como inibidor competitivo do transporte de

etanolamina).

Apesar do potencial de CHY-1, ao considerar a sua sintese dificil, nosso
grupo passou a investir em um intermediario de sua rota de sintese, o SF2, que
se mostrou inclusive superior ao CHY-1 quanto a sua citotoxicidade em um
painel de células de cancer de mama (dados néao publicados). Inicialmente, em
colaboracdo com a Prof2 Dr2 Marica Bakovic, o potencial do SF2 como inibidor
da Pcyt2 e do transporte de etanolamina foi avaliado com o auxilio de um
contador de cintilacdo liquida. Neste experimento SF2 inibiu a Pcyt2 em modelo
de enzima isolada e in vitro, além de reduzir o transporte de etanolamina.
Portanto, o SF2 € um composto de interesse a ser estudado em substituicdo ao
CHY-1.

Inicialmente, o foco do trabalho foi no estabelecimento de linhagens de
CPCNP ausentes de expressao da enzima Pcyt2 (KO), no intuito de compara-
las as células WT e, por conseguinte, melhor compreender os efeitos
antitumorais e toxicos que este alvo poderia apresentar na terapéutica do
CPCNP. Para tanto, foram utilizados plasmideos pSpCas9 com a tecnologia do
sistema de Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat
(CRISPR)/CRISPR-associado a proteina Cas 9. Trata-se de uma técnica de
edicdo gendmica em destaque atualmente que se baseia no mecanismo de
defesa bacteriano contra insercbes de material genético viral, utilizando um
pequeno RNA guia e a nucleasse Cas9, que se liga no DNA e eficientemente
gera quebras exatamente no seu alvo (JANSEN et al., 2002; STERNBERG et
al., 2014). Esta técnica foi escolhida tanto sua inovacéo tecnologica quanto por
gerar KO estaveis, permitindo 0s ensaios in vivo com as células KO. No entanto,
ha dificuldades na técnica de CRISPR/Cas9 que ja sdo bem descritas na

literatura e estdo associadas principalmente aos métodos de delivery de seus
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plasmideos (PENG; LIN; LI, 2016). Este trabalho também enfrentou esta
dificuldade tanto ao utilizar a lipofectamina quanto a nucleofec¢édo. Os sistemas
de entrega de genes mediados por virus estdo entre os mais escolhidos devido
a sua alta eficiéncia, porém exigem laboratorios com nivel de seguranca superior
e podem integrar também genes do virus no genoma, causando mutagénese e
resposta imunogénica anormal (KIM et al., 2010; WANG et al., 2013). Neste
trabalho, a transfeccdo com lipofectamina 3000 e a nucleofeccdo foram
selecionadas, a principio, por serem faceis, rapidas e ndo exigirem um
laboratério com nivel de seguranca superior. Vale frisar também que a

nucleofeccao apresenta taxas de eficiéncia semelhantes a transfeccgao viral.

A transfeccdo com lipofectamina, em conformidade com o descrito na
literatura, € um sistema de delivery € de baixa eficiéncia (HAN et al., 2015). Em
consonancia, a eficiéncia com o plasmideo vetor controle para a expressao
transiente de GFP gerou a taxa maxima de transfeccdo de 29,5% para a
linhagem celular A549. Essa eficiéncia reduzida se deve ao fato do mecanismo
de entrega desta técnica: as micelas de DNA ou RNA (carregado negativamente)
com a lipofectamina (carregada positivamente). Essas micelas formadas séo
endocitadas através de interacdes nao-especificas com os proteoglicanos das
células das células aderentes (MILLER, 2003). Posto que a técnica de CRISPR
exige a entrega do plasmideo no nucleo, por ndo se tratar de um RNAm, torna-
se compreensivel a reduzida eficiéncia de transfeccéo encontrada com o uso do
plasmideo pSpCas9, no qual a eficiéncia méaxima foi de 2,8 % para a linhagem
A549.

Contudo, esperava-se que a nucleofeccdo superasse 0s entraves da
técnica com lipofectamina, dado que se trata de uma técnica de transfeccao
baseada na eletroporacéo com reagentes e voltagens especificas para cada tipo
celular que garantem a entrega do material genético até o nucleo (ALUIGI et al.,
2006). Esta garantia de entrega direta no nucleo com reduzida toxicidade
representa ganhos em eficiéncia desta técnica de transfeccdo para edicdo
génica por CRISPR, com eficiéncia comparavel a viral (CHICAYBAM et al., 2016;
PETIT et al., 2013; RAN et al., 2013). No entanto, ndo foi observado nenhum

ganho de eficiéncia em nosso modelo.
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A despeito da baixa eficiéncia de transfecgéo, foi possivel estabelecer
células A549 e LL2/LC1 KO para a Pcyt2 de forma perene, no entanto, as células
perderam a fluorescéncia do gene reporter rapidamente. Juntos, estes dados
podem explicar a baixa eficiéncia das transfeccbes pelos dois métodos
estudados. A principio, suspeitavamos que o KO para a Pcyt2 nestas linhagens
celulares poderia sem invidvel, porém ao estabelece-lo, é possivel que as taxas
de transfeccdo fossem superiores ao indicado pelo gene repoérter dado a
alteracdes pos-translacionais ou sua expressdo pode ter ocorrido em niveis
toxicos. Este tipo de entrave pode ocorrer pois o GFP requer oxigénio para
catalisar a ciclizacdo da forma pés-translacional da proteina fluorescente, o que
pode estar comprometido em células com alta demanda de energética como as
tumorais ou em células com alteracdes mitocondrias como as que ocorrem nha
auséncia de PE (HEIM, PRASHER, TSIEN, 1994). Outra possivel explicacédo &
que as células transfectadas produziram tanto GFP que levou ao acumulo em
niveis téxicos (HAUTEFORT et al., 2003), que que levaria a morte de parte das

células transfectadas e apenas as com baixa expressao de GFP sobreviveriam.

ApGs a obtencdo das células A549 e LL2/LC1 KO, iniciamos 0s ensaios
de citotoxicidade, que confirmou a auséncia da expressdo de Pcyt2 pela célula
KO, dado que esta foi mais resistente a meclizina que a célula WT e mais
sensivel a inibicdo do transporte de etanolamina pelo DL-1-amino-2-propanol. A
PE, na célula KO, apenas ser produzida por uma via minoritaria, que também é
prejudicada pela reducao do aporte de etanolamina pela célula (BREMER et al.,
1960). A linhagem LL2/LC1 mostrou-se mais sensivel que a A549 a cisplatina,
meclizina e ao DL-1-amino-2-propanol. No entanto, ambas respondem de forma
semelhante ao composto em teste SF2. Ja a linhagem de fibroblasto mostrou-se
mais resistente ao DL-1-amino-2-propanol, a cisplatina e ao SF2. Estes dados
indicaram uma tendéncia do DL-1-amino-2-propanol e do SF2 serem mais
toxicos para células tumorais. E importante também ressaltar os dados
indicativos de seguranca in vitro. Ainda que sejam resultados insipientes, a
seguranca dos farmacos ja utilizados na clinica foi confirmada pela resisténcia

dos fibroblastos a cisplatina e a meclizina. O DL-1-amino-2-propanol mostrou
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citotoxicidade aos fibroblastos, o que € um importante indicativo de baixa

tolerancia.

Vale ressaltar ainda que, conforme o mostrado pelos dados da curva de
crescimento, a presenca de etanolamina em células com a expressao da Pcyt2
€ capaz de impulsionar a sua proliferacéo, dado ao aumento da producéo de PE,
uma vez que as células KO apresentavam uma reducdo do crescimento
logaritmico precoce e ndo eram afetadas pela suplementacdo com etanolamina.
Estes dados sO confirmam a importancia da PE na citocinese e o
desenvolvimento tumoral (EMOTO et al., 1996). E importante ressaltar que
muitas células epiteliais de mamiferos, incluindo as de pulmdo, tem alta
demanda de etanolamina para a sintese de PE durante sua proliferacéo, e, caso
o suprimento de etanolamina seja insuficiente, ainda ha aumento da
descarboxilacdo da fosfatidilserina para suprir esta demanda (KANO-SUEOKA;
KING, 1981). As células epiteliais intestinais IPEC-1, apresentam
comportamento semelhante ao observado nas células A549 e as LL2/LC1, com
proliferacdo aumentada quando cultivadas com suplementacéo de etanolamina
100 ou 200 uM, porém as concentracfes superiores a 500 pM séo toxicas
(YANG et al., 2016). Ademais, do papel da etanolamina na sintese de PE, a
etanolamina regula a funcéo de receptores de EGF (YANG et al., 2016), que
ativam os receptores de mTOR, proteina que controla proliferacédo, crescimento,
diferenciacédo e metabolismo celular (EKIM et al., 2011; SENGUPTA et al., 2010;
SOBOLEWSKA et al., 2009; XIANG et al., 2011).

E interessante observar ainda que as células KO ndo apresentaram
alteracdo em sua resisténcia a cisplatina e ao SF2 no ensaio de citotoxicidade.
Ainda, apesar dos tratamentos com a meclizina e o SF2 ou a privacdo de soro
inibirem o crescimento de colénias nas células que expressam Pcyt2, o
crescimento das colonias das células KO néo foi afetado por nenhuma das
condicOes avaliadas. A cisplatina € um antitumoral classico capaz de intercalar-
se nas bases purinicas do DNA em células com o DNA frouxo, ou seja, em
divisdo celular, causando danos e consequente morte celular (DASARI;
TCHOUNWOU, 2014). Dado que as celulas KO, mostraram-se, nos ensaios de

ciclo celular e de Western blotting, paradas em GO/G1, fica claro que a
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proliferacdo destas células esta estacionada e a acdo de farmacos que

dependam da proliferagcéo celular ficam comprometidos.

Os eucariotos contam com diversos mecanismos para monitorar e
responder a perturbacdes celulares, assim, a célula para sua progressao natural
do ciclo celular a fim de proteger-se de danos ao seu material genético até que
a perturbacédo se cesse. Dentre os sensores de danos celulares, a proteina p53
media o checkpoint induzido por danos ao DNA, ativando através de sua forma
fosforilada (p-p53), proteinas e genes inibitérios do crescimento celular ou até
apoptoticos, dentre esses, a p21 (WANG; PRIVES, 1995; RONINSON, 2002). A
p21, ao ser ativada pela p-p53 é capaz de suprimir tumores e promover parada
do ciclo celular nas fases GO/G1 por se ligar a ciclina E2 e interagir com a CDK2,
rompendo a interacdo cliclina-CDK e, consequentemente, impossibilitando este
complexo de fosforilar a proteina do retinoblastoma (Rb) e a liberacdo da
transcricao de fatores da fase S do ciclo celular, como o fator de transcricdo E2F1
(RONINSON 2002). Contudo o aumento de p21 também protege as células da
apoptose por farmacos que agem no DNA, dado que estes dependem da maior
exposicdo do DNA que ocorre durante a duplicacdo celular (WEISS, 2003).
Portanto, novamente os dados de Western blotting confirmam os dados da curva
de crescimento, do ciclo celular e do ensaio clonogénico, que mostram a parada
das células KO nas fases G0/G1 do ciclo celular e a reducdo da proliferacéo,
provavelmente devido ao aumento da expresséao de p-p53 e p21 e, consequente,
reducdo de pRb. Cumpre ressaltar que o ensaio clonogénico mostra a
proliferacéo total das células ao longo de 10 dias, assim, é possivel observar
uma proliferacéo total alta. Todavia, conforme o observado no ensaio da curva

de crescimento, este processo proliferativo é retardado na auséncia de Pcyt2.

A analise dos mecanismos envolvidos nos efeitos da meclizina, do DL-2-
aminopropanol e do SF2 mostraram que o SF2 foi capaz de em 24 h induzir a
apoptose de células LL2/LC2 WT, GFP e SCR. A meclizina gerou danos
mitocondriais, porém ela e o DL-2-aminopropanol apresentaram efeitos
relacionados a apoptose. A linhagem KO, por sua vez, foi mais resistente a
apoptose que a célula WT. O modelo tumorigénico também mostrou que as
células LL2/LC1 KO induziram a formagdo de tumores em camundongos, no

entanto, elas apresentaram um periodo de laténcia maior até o desenvolvimento
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do primeiro nddulo. As células LL2/LC1 se mostram um excelente modelo no
estudo de cancer de pulméo, porque tém alta capacidade tumorigénica, sendo
um dos poucos modelos singénicos de cancer de pulmdo (BERTRAM; JANIK,
1980; PAPAGEORGIOU et al., 2000; VAN MOORSEL et al., 1999). Ademais,
dados anteriores do grupo mostraram que a linhagem LL2/LC1 sofria apoptose
com alteragbes funcionais nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico
associado a inducéo de sinais de morte imunogénica in vitro e in vivo, quando
tratada com potenciais inibidores da Pcyt2 (manuscrito em preparacéo). Desta
forma, nosso grupo tem interesse em compreender melhor o papel da Pcyt2
neste modelo tumoral, pois esse € um importante alvo terapéutico para o
tratamento do cancer como sugerem nossos resultados. O grupo também
vislumbra compreender melhor o papel da modulacdo da Pcyt2 na resposta
imunologica dos camundongos contra as células LL2/LC1, dado que este é um

dos poucos modelos singénicos de cancer de pulméo.

Vale ressaltar que apenas a cisplatina em dose subtdxica combinada com
a meclizina foram capazes de reduzir o crescimento dos tumores com Pcyt2
selvagens. No entanto, os tumores de células KO foram sensiveis apenas a
cisplatina. Juntos, estes resultados apontam que a meclizina, nas concentracdes
testadas, ndo apresentou toxicidade para os animais e nem efeitos antitumorais
no modelo de LL2/LC1, porém, a sua combinacdo com a concentracdes
subtoxicas de cisplatina foi tdo eficiente quanto o uso da cisplatina em
monoterapia em concentragdes maiores. O SF2 também nao apresentou
interessantes efeitos antitumorais e na concentragao testada e induziu anemia e
linfopenia nos animais, doses superiores podem causar efeitos toxicos
consideraveis. Ja o uso de um inibidor do transporte de etanolamina, o DL-2-
amino-1-propanol, ndo mostrou efeitos interessantes in vivo e levou a um quadro
de anemia e linfopenia nos animais, fator que limita o teste de doses superiores.
Portanto os inibidores da Pcyt2, apesar de induzirem morte celular in vitro, ndo
apresentaram efeitos antitumorais in vivo, porém podem ser interessantes
potencializadores dos efeitos de outros agentes antitumorais como a cisplatina.
Nossos resultados sugerem que os inibidores da Pcyt2, apesar de induzirem
morte celular in vitro, ndo apresentaram efeitos antitumorais in vivo. Esse fato

pode estar relacionado a farmacocinética dos compostos quando testados in
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vivo. A estrutura desses compostos pode ser modificada para melhorar a
farmacocinética, considerando seu potencial antitumoral é evidente. Além
desses aspectos, esses inibidores tém potencial como possiveis

potencializadores de outros agentes antitumorais, como a cisplatina.
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6 CONCLUSOES
Em resumo, podemos afirmar que:

¢ Anibicdo farmacoldgica da enzima Pcyt2 e do transporte de etanolamina
reduziu a viabilidade celular das células A549, LL2/LC1 e MRC5;

e As células de fibroblasto MRC5 foram menos sensiveis a inibicdo da
enzima Pcyt2 e do transporte de etanolamina do que as células tumorais
A549 e LL2/LC1,

e As células A549 e LL2/LC1 KO para a enzima Pcyt2 apresentaram
reducdo de sua proliferacdo devido a parada em GO/G1 induzida por
reducdo da proteina Rb fosforilada, através da acdo da p21 e da p53
fosforilada;

e As células A549 e LL2/LC1 aumentaram sua taxa de proliferacdo quando

cultivadas em meio suplementado com etanolamina;

e A inibicAdo da enzima Pcyt2 nas células LL2/LC1 induziu danos

mitocondriais ndo associados a inducao de apoptose;
e Ascélulas LL2/LC1 KO sdo menos tumorigénicas do que as células WT;

Portanto, podemos concluir que a inibicdo da Pcyt2 e o transporte de
etanolamina nas células de CPCNP A549 e LL2/LC1 apresenta efeitos
citostaticos mais proeminentes do que os citotdoxicos. Desta forma, estes alvos
devem ser melhor estudados quanto aos seus efeitos citostaticos ou em

combinacdo com agentes citotdxicos.
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ANEXO A
v ENVIO DE CELULAS ADERENTES

3 8C

002552 FOR.PR.008.1 REVISAO 03 PAGINA 1/1
DADOS DA CULTURA ENVIADA
0S: C.3917.17
Celula: A549 Cdédigo BCRJ: 0033
Lote: 001317 Passagem: 90 Nivel de Biossegurancga: 1

CONTROLE DE QUALIDADE

Teste microbiolégico: Negativo

Teste para avaliagéo da presenca de micoplasma: Negativo

Para maiores informagdes sobre o cultivo dessas células, consulte a ficha de dados (Data Sheet) em
nosso site (www.bcrj.org.br). Essa ficha foi enviada ao seu e-mail quando informamos sobre a entrega das
células.

DADOS DO TRANSPORTE

Data de saida: 08/03/2017 Validade do transporte: 11/03/2017 Apresentagao: Garrafa de 25 cm?

Meio de transporte: RPMI 1640 com Soro Fetal Bovino 5 %

PROCEDIMENTOS NECESSARIOS AO RECEBER A CULTURA

Ao receber as ceélulas, o operador deve fazer uma avaliagdo da garrafa por visualizag&o a olho nu. Turvacao do
meio de cultivo pode indicar presenca de agentes contaminantes. Se isto ocorrer, entre em contato o mais breve
possivel com o BCRJ. No microscépio invertido deve-se avaliar as condigdes da cultura. Se possivel, antes de
qualquer procedimento recomenda-se que as células sejam colocadas na estufa para repouso por 1a 2 horas.

.
E possivel que algumas linhagens celulares aderentes apresentem a ndo ades&o da monocamada devido aos
procedimentos de transporte. Caso isso ocorra, o cliente deve dissociar mecanicamente os grumos celulares,
centrifugar e refazer o plaqueamento em outra garrafa que ficara na estufa por 1 — 2 horas e verificar a adeséo e
posterior proliferacéo.

Apos este periodo, proceder a tripsinizagéo ou troca do meio. No caso de troca do meio, como a tampa encontra-
se molhada, recomenda-se a substituicdo da tampa a fim de evitar contaminagées. Nao utilizar o meio de envio
no cultivo, este meio é somente para o transporte da célula.

O BCRJ prepara e mantém uma contraprova da cultura por aproximadamente 15 dias Uteis para qualquer
eventualidade que venha ocorrer com a cultura enviada. Em caso de perda da cultura, o cliente pode requisitar
esta contraprova que sera entregue apenas com o custo de frete.

No caso de qualquer duvida, favor entrar em contato com o Banco de Células.

Observagoes:
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ANEXO B

-
3 é! ;ﬂg BANCO DE CELULAS DO RIO DE JANEIRO
e

ENVIO DE CELULAS ADERENTES FOR PR 008.1

REVISAQ: 01 PAGINA: 111

DADOS DA CULTURA ENVIADA

' 08.C.3333.15
Célula LL/2(LLCY) ' Codigo BCRJ 0145
[ Lote 000623 [ Passagem desconhecida Nivel de Biosseguranca 1

' CONTROLE DE QUALIDADE
| Teste microbiologico Negativo
9
Teste para avaliagao da presenca de micoplasma Negativo

Para malor;s informagées sobre o—cultivo duni;cblufn, con;dlto a ficha de dados (VDatn M;m nosso
‘ site (www.bcrj.org.br), Esta ficha foi enviada ao seu e-mail quando informamos sobre a entrega das celulas.

L DADOS DO TRANSPORTE
Data de saida 14/09/2015 l Validade do transporte 18/09/2015 Apresentacdo Garrafa de 25 cm’

Meio de transporte’ RPMI 1640 com 5% Soro Fetal Bovino

PROCEDIMENTOS NECESSARIOS AO RECEBER A CULTURA:

Ao receber as células, o operador deve fazer uma avaliagao da garrafa por visualizagao a olho nu Turvagao do meio
de cultivo pode indicar presenca de agentes contaminantes Se isto ocorrer entre em contato o mais breve possivel
com o BCRJ. No microscépio invertido deve-se avaliar as condicdes da cultura Se possivel antes de qualquer
procedimento recomenda-se que as células Sejam colocadas na estufa para repouso por 13 2 horas

E possivel que algumas linhagens celulares aderentes apresentem a2 nao adesdo da monocamada devido aos
procedimentos de transporte Caso isso ocorra. o cliente deve dissociar mecanicamente 0s grumos ceiulares
centrifugar e refazer o plaqueamento em outra garrafa que ficara na estufa por 1 — 2 horas e venficar a adesao e
posterior proliferagéo

E normal que esta cultura apresente-se com células aderidas e em suspensao, neste caso deve-se proceder
conforme o paragrafo anterior.

Apos este periodo. proceder a Iripsinizac@o ou troca do meio No caso de troca do meio. como a tampa encontra-se
molhada, recomenda-se a substituido da tampa a fim de evitar contaminacoes Nao utilizar o meio de envio no
cultivo, este meio ¢ somente para o transporte da célula.

O BCRJ prepara & mantéem uma contraprova da cultura por aproximadamente 15 dias uters para quaiguer
eventualidade que venha ocorrer com a cultura enviada Em caso de perda da cultura o chente pode raguisitar esta
contraprova que sera entregue apenas com o custo de frete

No caso de qualquer duvida, favor entrar em contato com o Banco de Celulas

Obs

Data de liberagso 06/10/2014



