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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.



1. INTRODUCAO
1.1Planejamento racional de farmacos

O uso de substancias no intuito de alterar as funcdes bioldgicas € antigo
e o desenvolvimento de farmacos esta intimamente relacionado aos avancgos 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 eficacia e reducdo 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 identificacdo 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



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).



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



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



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.
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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



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



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).



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;



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).
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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.



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.



2 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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