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RESUMO

O céancer de ovario (CAQV) configura a principal causa de morte entre os tumores
ginecoldgicos. Apesar dos avancos significativos nas pesquisas a respeito deste
tumor, o tratamento do CAOV ainda enfrenta importantes desafios, dentre eles a
guimiorresisténcia. Dentre os potenciais alvos no tratamento do CAOV, destaca-se a
fosfodiesterase 7-A (PDE7-A). Esta enzima tem como funcdo a degradacdo de
monofosfato de adenosina ciclico para monofosfato de adenosina. Neste contexto,
este trabalho apresenta como objetivo geral investigar o papel e os possiveis
mecanismos de ac¢do da PDE7 no carcinoma ovariano. Dados prévios de RNA-seq
mostraram maior expressdo da enzima PDE7-A em carcinoma ovariano Seroso
comparado & tuba de falépio. A luz do exposto, ensaios de viabilidade celular
metabdlica (VCM) foram conduzidos em duas linhagens de CAOQOV, A2780 e
OVCAR3, utilizando o inibidor seletivo da isoforma da PDE7, denominado
BRL50481, em monoterapia e em associacdo aos quimioterapicos cisplatina (CISP)
e paclitaxel (PTX). Nossos resultados mostraram que o uso do inibidor BRL50481,
em monoterapia, reduziu a VCM das células A2780 em torno de 60% de modo dose-
dependente no tempo de tratamento de 48h. Embora o tratamento com BRL50481
em monoterapia na linhagem OVCAR3 néo tenha alterado a VCM, sua associagao a
CISP promoveu reducao da VCM na referida linhagem em 48h de tratamento. Ja a
associagdo de BRL50481 e PTX promoveu inibicao da VCM em ambas as linhagens
analisadas. Observou-se ainda um aumento na poténcia de PTX na politerapia,
aspecto verificado com a diminui¢cdo da ICsp do mesmo em relacdo & monoterapia.
Verificou-se ainda a cronologia do tratamento na sobrevivéncia celular. Assim, o pré-
tratamento da linhagem A2780 com 200 uM de BRL50481, seguido do tratamento
associado de BRL50481 e PTX proporcionou reducdo na VCM em torno de 70%
comparado ao tratamento com PTX em monoterapia. Para OVCAR3, o0 pré-
tratamento com 400 uM de BRL50481 proporcionou uma reducédo da VCM em torno
de 20%. Dessa forma, nossos dados mostraram o efeito benéfico da associacdo
entre o inibidor de PDE7 e PTX, o que possibilitou uma reducéo da concentracédo de
PTX utilizada nas linhagens A2780 e OVCAR3 em cerca de 82,7x10% e 80,4x10°
vezes, respectivamente. Ademais, investigou-se 0s possiveis mecanismos de acao
envolvidos na inibicdo da PDE7. Foi observado que a inibicdo de PDE7 néo afeta a
progressao do ciclo celular. Ainda, a combinacdo de BRL50481 e PTX promoveu o
aumento da necrose celular em OVCAR3. Além disso, o pré-tratamento da OVCAR3
com BRL50481 modulou a expressao génica das citocinas IL-6, IL-1a e IL-1B, bem
como aumentou a secre¢do de IL-6. A combinacdo de BRL50481 e PTX ainda
modulou negativamente a via de sinalizacao celular PI3BK/AKT/mTOR em ambas as
linhagens estudadas. Adicionalmente, o pré-tratamento da A2780 aumentou a
expressao da proteina pro-apoptoética Bax. Verificou-se ainda que a morte celular
pode estar relacionada a inducdo de autofagia nos dois modelos de estudo.
Também foi observado que a expressdo de CLDN-16 € modulada pelas vias de
PKC, PI3K/AKT e PKA e, inibindo PDE7, observou-se uma maior expressao de
CLDN-16. Andlises de imunohistoquimica revelaram que 80% dos casos analisados
superexpressam esta proteina. Interessantemente, trata-se de uma expresséo
anbmala posto que, todos 0s casos que apresentam expressdo da CLDN-16, a
mesma encontra-se restrita ao citoplasma das células. Estes estudos contribuiram
para o melhor entendimento dos mecanismos envolvidos na proliferacdo celular do
CAOQV, possibilitando a exploragdo de novas estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: Cancer de ovario. PDE7-A. Quimioterapia.



ABSTRACT

Ovarian cancer (OC) is the leading cause of death among gynecological tumors.
Despite significant advances in this kind of tumor research, the treatment still faces
significant challenges, including chemoresistance. Among the potential targets in the
treatment of CAOV, highlight the phosphodiesterase 7-A (PDE7-A). This enzyme
degrades the cyclic adenosine monophosphate (CAMP) to adenosine
monophosphate. In this context, this project aims to investigate the role of PDE7 and
its mechanism of action in ovarian carcinoma. Previous data from RNA-seq showed
higher expression of PDE7-A enzyme in ovarian serous carcinoma compared to the
fallopian tube. Considering what has been said, metabolic cell viability assays (MCV)
were conducted in two CAOV cell lines, A2780 and OVCARS3, using the selective
PDE?7 isoform inhibitor, designate BRL50481, in monotherapy and in combination
with cisplatin (CISP) and paclitaxel (PTX). Our results showed that the use of the
BRL50481 inhibitor in monotherapy reduced the A2780 cells MCV by about 60% in a
dose-dependent manner in the 48 hour treatment. Although the treatment with
BRL50481 in monotherapy in OVCAR3 cell line did not change the MCYV, its
association with CISP in 48 hour-treated cell, promoted a reduction of MCV. On the
other hand, the association of BRL50481 and PTX promoted inhibition of MCV in
both cell lines analyzed. An increase in the potency of PTX was also observed, an
aspect verified with the reduction of the ICsy of PTX in relation to monotherapy. The
treatment chronology in cell survival was also verified. Thus, pretreatment of A2780
with 200 uM BRL50481 followed by the associated treatment of BRL50481 and PTX
promoted a reduction in MCV of around 70% compared to the treatment with PTX
alone. For OVCARS, 400 uM pretreatment of BRL 50481 provided a VCM reduction
of about 20%. Therefore, our data showed beneficial effect between the PDE7
inhibitor and PTX, which allowed a reduction of the PTX concentration used in A2780
and OVCARS3 by about 82.7x10% and 80.4x10° times, respectively. Moreover, the
possible mechanisms of action involved in the inhibition of PDE7 have been
investigated. It has been observed that the PDE7 inhibition does not affect cell cycle
progression. Furthermore, the combination of BRL50481 and PTX promoted
increased cell necrosis in OVCARS. In addition, pretreatment of the OVCARS3 with
BRL50481 modulated the gene expression of the cytokines IL-6, IL-1a and IL-1j3, as
well as increased IL-6 secretion. The combination of BRL50481 and PTX further
modulated negatively the PI3K / AKT / mTOR cell signaling pathway in both cell lines
studied. In addition, the A2780 pre-treated cells showed an increase in the
expression of the pro-apoptotic Bax protein. Still, cell death may be related to the
induction of autophagy in the two study models. It has also been observed that
CLDN-16 expression is modulated by the PKC, PISK/AKT and PKA pathways and,
by inhibiting PDE7, a greater expression of CLDN-16 was verified.
Immunohistochemical analyzes revealed that 80% of the analyzed cases
overexpress this protein. Interestingly, this is an anomalous expression, since in all
the cases that showed expression of CLDN-16, it was restricted to the cytoplasm of
the cells. These studies contributed to a better understanding of the mechanisms
involved in the cellular proliferation of CAOV, allowing the exploration of new
therapeutic strategies.

Key words: Ovarian cancer. PDE7-A. Chemotherapy.
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TNF - Fator necrose tumoral

TREML1 - Antigeno CD354

TSC1- Complexo esclerose tuberosa 1

TSC2 - Complexo esclerose tuberosa 2

TWIST -Fator transcricional 1 da familia BHLH Twist
VEGF - Fator de crescimento endotelial

Zeb1/2- Homeobox 1 ligacdo E-box Dedo Zinco
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1 INTRODUCAO

O cancer de ovario (CAOV) é o sétimo tipo tumoral mais comum entre as mulheres,
configurando, paradoxalmente, a principal causa mortis por tumores ginecologicos
(NEZHAT et al., 2015; PRAT, 2014). O carcinoma ovariano pode ser dividido em trés
grupos histolégicos: epitelial, estromal e de células germinativas, sendo que o
epitelial corresponde a 90% dos casos diagnosticados da doenca (ROSEN et al.,
2010). A agressividade do CAOV esta associada, dentre outros fatores, a auséncia
de métodos eficazes de diagndstico, a natureza assintomética de sua fase inicial e a
deteccao tardia da doenca (LI et al., 2012). De fato, as pacientes detectadas com
CAQV em estadio inicial e responsivo a quimioterapia apresentam taxa de sobrevida
em torno de 80-90%. Contudo, tais mulheres representam apenas 15-20% de toda a
populacdo de mulheres doentes (MODUGNO; EDWARDS, 2012). Em contraste, a
maioria das mulheres € diagnosticada com CAOV em estadios avancados e

metastaticos, ja resistentes aos tratamentos quimioterapicos disponiveis na clinica.

O tratamento padrdo contra o CAOQOV inclui cirurgia citorredutora seguida de
guimioterapia baseada em derivados de platina (cisplatina e carboplatina) e taxanos
(paclitaxel e docetaxel). Embora as pacientes com CAOV em estadio avancado
apresentem taxa de resposta inicial satisfatoria ao tratamento em torno de 80%, a
sobrevida livre da doenca destas mulheres é de apenas dezoito meses (HENNESSY
et al., 2009; PAES et al., 2011). Atualmente, as abordagens diagnosticas para
investigagdo do CAOV na préatica clinica envolvem o exame pélvico, ultrassonografia
e quantificacdo de niveis séricos do Antigeno do Céancer 125 (CA-125). Contudo,
estas técnicas nao sao suficientemente precisas para a detec¢éo precoce e acurada
da doenca, tal que o diagnéstico definitivo é obtido apenas apds o exame
histopatolégico (FADER et al., 2014).

Com o intuito de sobrepor as limitacdes diagnosticas e terapéuticas do CAQV,
pesquisadores e clinicos tém se dedicado a descoberta de novos alvos celulares da
doenca. Ademais, terapias alternativas, sejam inéditas ou drogas em seu uso oOff
label, vém sendo exploradas como estratégias de combate ao CAOV. Nesse
contexto, novos marcadores da doenca emanam de estudos celulares e
moleculares, sendo que, em alguns casos, pode-se vislumbrar aplicabilidade clinica

futura dos mesmos tendo como base dados laboratoriais robustos e consistentes.
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Em consonéancia ao exposto, o presente trabalho introduz uma molécula inédita com
potencial de tratamento do CAOV, a fosfodiesterase 7 (PDE7). De fato, estudos de
RNA-seq foram conduzidos pelo nosso grupo de pesquisa em parceria com 0O
pesquisador le-Ming Shih da Universidade Jonhs Hopkins, EUA, e mostraram a
superexpressdo de PDE7-A em tecidos de CAOV em comparac¢do a tuba de falopio,
tecido de origem do CAQV seroso de alto grau.

Vale notar que a modulagdo dos niveis de nucleotideos intracelulares ciclicos,
adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (cCAMP) e guanosina 3',5'-monofosfato ciclico
(cGMP), vem sendo investigada como terapia promissora contra alguns tipos de
cancer (HIRSH et al.,, 2004). A regulacdo dos niveis de cAMP e cGMP é
desempenhada por enzimas PDE (BENDER; BEAVO, 2006). A inibicdo de isoformas
de PDE expressas em tecidos especificos se mostrou eficaz no tratamento de
diversas enfermidades como disfuncéo erétil, asma e doenca pulmonar obstrutiva
cronica (AHMAD et al., 2015).

Diante do exposto, e visto que o papel de PDE7 em tumores sélidos ainda precisa
ser melhor esclarecido, o presente trabalho buscou avaliar a inibigdo da PDE7
utilizando o inibidor competitivo comercialmente disponivel exclusivamente para fins
de pesquisa, o0 BRL50481, no carcinoma ovariano. O mesmo foi empregado em
monoterapia e em associacdo com paclitaxel (PTX) e cisplatina (CISP). Ademais,
foram analisadas as principais vias de sinalizacao envolvidas na proliferacao celular
do CAOV mediada por PDE7. Ainda, investigou-se a participacdo da proteina
claudina-16 (CLDN-16), formadora e mantedora da integridade das juncdes
ocludens (JO) do tecido epitelial. Logo, a alteracdo de sua expressao pode culminar
com o0 processo de desdiferenciacdo do tecido epitelial canceroso,
consequentemente, faciltando a transicdo epitélio-mesenquimal (TEM) e a
progressao da doenca (RANGEL et al., 2003).

Os dados deste trabalho sdo promissores e poderdo contribuir para o melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na progressdao do CAOV, explorando

novas possibilidades de estratégias terapéuticas contra a doenca.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CAQV

O carcinoma ovariano € considerado a maior causa de morte por tumores
ginecologicos. Segundo dados da Sociedade Americana do Cancer, para o ano de
2017, sao estimados 22.440 novos casos de CAOV e 14.080 oObitos nos Estados
Unidos. Embora ao longo de duas décadas a taxa de incidéncia de CAQV tenha
diminuido 1% ao ano em mulheres brancas e 0,4% em mulheres negras, o CAOV
ainda configura a quinta causa de o6bito entre as mulheres (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2017).

No Brasil, dados de 2016 do Instituto Nacional do Cancer mostraram que o CAOV
ocupou a sétima posicdo dentre os principais tipos de cancer que acometem as
mulheres, excluindo o cancer de pele ndo melanoma. O Espirito Santo apresenta
taxa de incidéncia de 5,78 por 100 mil habitantes, sendo que, considerando apenas
Vitéria, essa taxa sobe para 9,45 (SANTIAGO; NOVOA, 2016). Estudo
epidemioldgico conduzido pelo nosso grupo de pesquisa no Espirito Santo mostrou
ainda prevaléncia maior de CAOV em mulheres com idade acima de 60 anos (PAES
et al., 2011).

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, publicados em
2000, estima-se um crescimento em torno de 9% da populacéo idosa em 50 anos.
Assim, a medida que a populacdo envelhece, aumenta-se o numero total de casos
dessa neoplasia, o que reflete economicamente nos sistemas de saude publico e
privado (MAGALHAES, 2013). A luz do exposto, em 2010, o CAOV passou a ser
considerado uma doenca prioritaria no Brasil, sendo aprovado e regulamentado pelo
Ministério da Saude diretrizes diagndsticas e terapéuticas utilizadas no tratamento

desta neoplasia.

2.2 ORIGEM E CLASSIFICACAO DO CAOV

De acordo com histopatologia, imunohistoquimica e analise genética podemos
distinguir, pelo menos, cinco tipos principais de CAOV: carcinoma seroso de alto
grau (70%); endometridide (10%); células claras (10%); mucinoso (3%); e carcinoma
seroso de baixo grau (5%) (LEE et al., 2003). Estes cinco subtipos representam 98%

dos carcinomas ovarianos. Os tumores menos comuns compreendem os de células
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germinativas malignos, disgerminomas, tumores do saco vitelinico e teratomas
imaturos (PRAT, 2014).

Aproximadamente 10% dos casos de CAOV estdo associados com alteragdes
genéticas autossomais dominantes hereditarias que levam a predisposicdo ao
cancer (BOYD, 2003; JELOVAC; ARMSTRONG, 2011). As mutacBes germinativas
nos oncogenes do Cancer de Mama 1/2 (BRCA1/2) correspondem a 5-15% do total
dos casos de CAOV, enquanto que os fatores ndo genéticos estdo relacionados a
1,4% do total de casos (KIGAWA, 2013).

Ademais, o risco de desenvolvimento de CAOV pode estar diretamente associado a
maior exposicao ao estrogénio, tais como menarca precoce, menopausa tardia e ao
uso de terapia hormonal (SALEHI et al., 2008).

O CAOQV néao é uma doenca homogénea, ao contrario, € formado por um grupo de
doencas com diferencas morfoldégicas e etioldgicas que compartiham de uma
mesma localizagdo anatbmica. Evidéncias moleculares e achados patoldgicos
mostraram que os tumores podem ser derivados de tecidos ndo ovarianos e 0s
diferentes subtipos histologicos compartiiham de determinadas similaridades
moleculares (FIGURA 1) (MCCLUGGAGE, 2011; PRAT, 2014; VAUGHAN et al.,
2011).

Em relacdo a origem do CAOV, estudos mostraram que o carcinoma seroso de alto
grau pode ter origem tanto na superficie do ovario quanto na tuba de falépio.
Embora diferentes estudos tenham mostrado uma relacdo entre carcinoma seroso
de alto grau intra-epitelial tubal (do inglés STICS) e os genes BRCA1/2 mutados
(CALLAHAN et al., 2007; PIEK et al., 2001), mesmo em pacientes com mutacdes em
BRCAL1/2, ndo existe uma clara correlacdo entre a origem tubaria e o subtipo seroso
de alto grau. Assim, as origens multicéntricas como invaginacdes mesoteliais da
superficie do ovario e cistos de inclusdo também devem ser consideradas (PRAT,
2014). Ja para o carcinoma seroso de baixo grau, acredita-se que as células séo
derivadas do proprio ovario (BOWTELL, 2010) (FIGURA 1).

Além disso, a maioria dos casos de carcinomas mucinosos ocorre como metastases
no ovario e, frequentemente, possui como origem o trato gastrointestinal, incluindo
coélon, apéndice ou estdbmago (LEE & YOUNG, 2003; ZAINO et al., 2011). Por outro
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lado, o carcinoma endometriéide e o de células claras podem ser derivados da
endometriose. Os tumores benignos e com baixos potenciais de malignidade podem
ter origem no ovario, no entanto, as células originarias ainda ndo sao definidas
(VAUGHAN et al., 2011) (FIGURA 1).

tuba

Figura 1: Origem do CAOV

Imagens histolégicas cortesia R. Drapkin, Dana-Farber, Cancer Institute, EUA, e C. Crum,
Brigham e Women Hospital, EUA. Adaptado VAUGHANet al., 2011.

KURMAN & SHIH (2016) propuseram um modelo dualistico que classifica o0s
diversos subtipos de CAOV epitelial em dois grandes grupos: i) tumores do tipo |, os
quais incluem os carcinomas serosos de baixo grau, endometriéide, células claras,
mucinoso, tumores malignos de Brenner e carcinomas seromucinosos; ii) tumores do
tipo I, que englobam os tumores carcinoma seroso de alto grau, carcinosarcomas e
carcinomas indiferenciados. Os tumores do tipo | e do Il apresentam origem tecidual
distinta, além de diferencas genéticas, moleculares e morfolégicas. Em geral,
tumores do tipo | estdo associados com alteracbes moleculares distintas raramente
encontradas em tumores do tipo Il, como mutagbes em serina/treonina cinase
pertencente a familia B-Raf (BRAF), oncogene homologo ao oncogene viral do
sarcoma de rato Kirsten (KRAS), receptor 2 do fator de crescimento da epiderme
humano (HER2), gene homélogo a tensina e fosfatase (PTEN). Ja os tumores do
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tipo Il apresentam maior homogeneidade molecular e morfologica, sdo geralmente
detectados em estadio avancado (lll e IV) e 98% dos casos apresentam mutacoes
na proteina tumoral p53 (TP53) (KURMAN, 2013).

Embora 80% das pacientes diagnosticadas com carcinoma seroso de alto grau
apresentam resposta inicial satisfatoria ao tratamento com cisplatina, 70% das
mesmas tém recidiva do tumor. Interessantemente, em torno de 44-48% dessas
pacientes apresentam alta resisténcia aos quimioterapicos etoposideo e
doxorrubicina. No entanto, apenas 14-28% desenvolvem alta resisténcia aos demais
quimioterapicos (cisplatina, carboplatina e paclitaxel), indice muito menor quando
comparado as pacientes com carcinoma seroso de baixo grau (SANTILLAN et al.,
2007).

2.3 DIAGNOSTICO DO CAOV

O diagnéstico precoce é crucial para o sucesso do tratamento do carcinoma
ovariano. No entanto, a maioria dos casos de CAOV é detectada em estadio
avancado (lll e IV) quando a doenca ja se encontra em metastase (MCCLUGGAGE,
2011; SOSLOW, 2008; SHIH & KURMAN, 2004). Estima-se que, no momento do
diagnéstico, apenas 15% dos casos de cancer estdo confinados ao ovario (GOFF et
al., 2000).

O diagndstico histopatoldgico reprodutivel do tipo tumoral € uma condi¢éo primordial
para o0 sucesso do tratamento, pois diferentes subtipos tumorais respondem de
forma distinta a quimioterapia. O estadiamento do CAOV segue diretrizes
estabelecidas pela FIGO (Federacédo Internacional de Ginecologia e Obstetricia) que
foi revisada em 2012 devido a classificacdo do CAOV como uma doenca
heterogénea (PRAT, 2014) (QUADRO 1).

Apesar dos métodos de rastreio para mulheres assintomaticas ndo serem eficazes,
o conhecimento dos sintomas pode ajudar a identificar a doenca em fase precoce.
Assim, alguns sintomas sugestivos incluem dor pélvica ou abdominal, urgéncia ou
frequéncia urinaria, inchaco e saciedade precoce (GOFF et al., 2007). As mulheres
gue apresentaram seis destes sintomas mais de doze vezes por més em um periodo
menor que um ano apresentam sensibilidade de deteccdo de CAQV de 56,7% para

a doenca em estadio inicial, e 79,5% em estadio avancado. A especificidade é de
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90% para pacientes com mais de 50 anos, e 86,7% para pacientes com menos de
50 anos. Dessa forma, a presenca desses sintomas deve ser considerada no
diagnéstico diferencial de CAOV (JELOVAC; ARMSTRONG, 2011).

Quadro 1: Estadiamento FIGO e Prognéstico de CAOV. Adaptado (JELOVAC;
ARMSTRONG, 2011).

Taxa de
sobrevida em 10
anos (%)

Estadiamento Caracteristicas Distribuicdo
FIGO (%)

Doenca confinada no
ovario ou tuba de falépio
Tumor limitado em 1
ovario (capsula intacta) ou
tuba de fal6pio, sem
ascites

Tumor em ambos o0s
ovarios (capsula intacta)
ou tuba de falopio, sem
ascites

Estadio A ou IB
adicionado de ascites,
capsula rompida, tumor na
superficie do ovario

Tumor com metastase na
pélvis

Doenga confirmada na
cavidade abdominal
incluindo  superficie do
figado, pélvis, para-adrtica,
ganglios linfaticos e
intestino

Nédulos linfaticos
negativos adicionados de
A espalhamento 58 21
microscopico na superficie
peritonial

Nd&dulos linfaticos
1]=] negativos, implante
peritonial <2cm

Nédulos linfaticos positivos
e e/ou implante abdominal
>2cm

Espalhamento para o
parénquima do figado,
pulméo, pleura ou outros
locais extra-abdominais

20 73

17 <5
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O diagnostico de CAOV se inicia com a deteccdo de uma massa anexial durante
exame peélvico, sendo a ultrassonografia o teste de rastreio ndo invasivo mais
utilizado. A recomendacdo para a cirurgia depende do grau de malignidade da
massa peélvica associado a fatores que incluem a idade da paciente, o inicio da
menopausa, o histérico familiar, o nivel de CA-125 e a uni- ou bilateralidade do
tumor (CANNISTRA, 2004). Embora recomendada clinicamente, a dosagem de CA-
125 ainda é questionavel, visto que esse marcador pode estar elevado tanto em
condi¢cBes ndo-malignas como endometriose e em casos de inflamacé&o pélvica, bem
como em doencas malignas, incluindo tumores do endométrio e do pancreas (BAST
et al., 1983).

2.4 TRATAMENTO DO CAQV

Conforme discutido anteriormente, devido a inexisténcia de métodos de deteccédo
eficazes, o CAOV é diagnosticado em estadio inicial apenas em 25% das pacientes.
Na maioria dos casos em que 0s tumores sao detectados em estadiamento | ou Il, a
cirurgia é curativa, com taxa de sobrevida de cinco anos em torno de 90%
(HENNESSY et al.,, 2009). Embora a taxa de resposta inicial ao tratamento de
primeira escolha com carboplatina e PTX seja superior a 80%, a maioria das
pacientes sofrem recidiva do tumor e apresentam sobrevida média livre da doenca
de apenas 18 meses (MODUGNO; EDWARDS, 2012). De fato, o tratamento padréo
para pacientes em estadio avancado € citorreducdo cirargica (histerectomia
abdominal total, salpingo-ooforectomia bilateral, linfadenectomia pélvica e para-
aortica) seguida da quimioterapia a base de platina/taxano. Mulheres diagnosticadas
com CAOV em estadio Ill ou IV apresentam sobrevida de cinco anos em torno 10-
30% (HENNESSY et al., 2009; PAES et al., 2011).

O agente alquilante cisplatina (CISP) (cis-diaminodicloroplatina(ll)) foi introduzido no
tratamento para CAOV em 1973 (OMURA et al., 1986). O mecanismo de acdo dos
derivados de platina consiste na ativacdo intracelular e posterior ligacdo covalente
com o sulco maior no DNA formando aductos, por meio de ligagdes intra e
intercadeias, induzindo alteragbes estruturais no DNA. Dessa forma, ocorre a
ativacao de diversas vias de transducéo de sinal como vias de reparo de DNA, ciclo
celular e apoptose (KELLAND, 2007).
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Em meados de 1990, o tratamento de CAQV foi alterado com a introducdo dos
taxanos. O PTX é um éster alcaldide complexo que interfere na formacdo dos
microtubulos durante a mitose resultando em parada do ciclo celular. Estudos
mostraram que PTX é ativo no tratamento do CAOV reincidente, incluindo os casos
de cancer progressivo durante ou alguns meses apdés o tratamento a base de CISP
(THIGPEN et al., 1994; TRIMBLE et al., 1993). Assim, pacientes que apresentavam
resisténcia a CISP se beneficiam da combinacdo de carboplatina e PTX no

tratamento dessa enfermidade.

Embora o tratamento de primeira escolha apresente taxa de resposta satisfatoria, a
maioria das pacientes sofre recidiva da doenca, e assim, tornam-se candidatas ao
tratamento de segunda escolha (RUBIN et al., 1999). Em geral, as pacientes que
possuem doenca estavel ou em progressdo durante o tratamento de primeira
escolha ou apresentam recidiva um més apdés o término do tratamento sao
classificadas como sendo refratarias a platina (MARKMAN et al., 1991). Essas
pacientes sdo candidatas as novas abordagens experimentais e aos estudos de
resisténcia as drogas e sdo beneficiadas com a terapia utilizando uma Unica classe
de droga, tais como: topotecano, PTX, etoposideo oral, doxorrubicina lipossomal

peguilada, gemcitabina, ifosfamida e hexametilmelamina (KIM et al., 2012).

2.5 MECANISMOS DE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA

Apesar de o CAOV configurar um dos tumores soélidos mais sensiveis a terapia
padrdo supracitada, a maioria das pacientes em estadio avancado apresenta
recidiva e desenvolve quimiorresisténcia ao tratamento (JAPAN SOCIETY OF
GYNECOLOGIC ONCOLOGY, 2010). Além disso, as drogas citotoxicas interferem
na sintese de DNA, no sistema de reparo e na mitose de forma indiscriminada.
Diversos mecanismos tém sido propostos para explicar o fendmeno de
quimiorresisténcia, incluindo a farmacocinética do farmaco, o menor influxo de
droga, o aumento da atividade de reparo, o microambiente tumoral e a inativagao da
droga pela glutationa ou outros agentes anti-oxidantes, (ANDREWS et al, 1988;
KIGAWA et al., 1998) (FIGURA 2).
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Figura 2: Mecanismos de resisténcia as drogas.

Caixas em Amarelo: via de acdo da droga; Azul: vias de promocéo de morte celular; Roxo
Claro: vias que medeiam a resisténcia aos medicamentos; Marrom: vias com efeitos
potencialmente pré e anti-citotoxicos. TS: genes supressores tumorais; CE: matriz
extracelular. Adaptado de AGARWAL; KAYE, 2003.

Estudo desenvolvido por BOOKMAN et al. (2009), denominado GOG 182-ICON,
mostrou que a associacdo de agentes citotoxicos como gemcitabina, PLD e
topotecano a terapia padrdo baseada em derivados de platinas e taxanos nao
alterou a sobrevida global das pacientes. Além disso, os agentes utilizados na
terapia de segunda escolha obtiveram uma eficacia de apenas 10 a 30% nos
tratamentos e menores taxas de resposta comparado aos agentes de primeira
escolha (KIGAWA, 2013; WILLIAMS, 1993).

Ademais, um estudo genético conduzido por MARCHINI e colaboradores (2013) com
23 biopsias de tumores de grau lll e IV de pacientes a priori a quimioterapia e,
posteriormente, submetidos a uma segunda cirurgia apds o tratamento a base de
platina, mostrou alteracdo na expressao dos genes do Receptor do Tipo Toll 4
(TLR4), remodelamento da matriz extracelular e sinalizacdo via TGF-B, todos

envolvidos na Transicdo Epitélio-Mesénquimal (TEM) decorrentes do tratamento a
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base de platina.

A TEM é caracterizada pelo aumento da expressdo de marcadores mesenquimais
(vimentina, trombospondina, N-caderina e vitronectina), aumento da expressao de
componentes da matriz extracelular (colageno IV e fibronectina), diminuicdo da
expressdo de marcadores epiteliais (E-caderina e mucina-1) e alteracdo da
localizagé&o de fatores transcricionais como 3-catenina, repressor transcricional 1 da
familia Snail (Snail), repressor transcricional 2 da familia Snail (SLUG), fator
transcricional 1 da familia BHLH Twist (TWIST), fator transcricional Sox10 (Sox 10) e
o fator nuclear kappa B (NFk-B), bem como a ativacao de cinases (ERK1, ERK2 e
PI3K/AKT) (TURLEY et al., 2008).

Ainda néo esta claro se a resisténcia as multiplas drogas ocorre devido a presenca
de subpopula¢des de células resistentes possivelmente com propriedades de células
troncos ja existentes na massa tumoral antes do tratamento, ou se € induzida por
mutacBes e modificacdes epigenéticas causadas pelos quimioterapicos (MARCHINI
et al., 2013). Nesse contexto, as células tronco tumorais (CTT) foram definidas como
subconjunto de células cancerosas dentro de uma massa tumoral auto-sustentaveis
com capacidade exclusiva de se auto-renovarem e promoverem heterogeneidade
nas linhagens celulares cancerosas (CLARKE et al., 2006). A presenca das mesmas
ja foi descrita em diversos tipos de tumores solidos como mama (AL-HAJJ et al.,
2003), cérebro (GALLI et al., 2004), colon (O’'BRIEN et al., 2007), prostata (COLLINS
et al., 2005) e ovario (BAPAT, 2010).

O papel critico do microambiente tumoral tem sido gradualmente reconhecido na
progressao e metastase do CAOV e pode ser utilizado como potencial biomarcador
diagnostico e alvo terapéutico. A interacdo do microambiente com as células
tumorais fornece forca motriz para a invasdo dessas células e metastase (LUO,
ZHONGYUE et al., 2016).

Outrossim, as citocinas podem auxiliar na progressao tumoral diretamente como
fatores de crescimento promovendo proliferacdo celular e angiogénese, bem como
moduladores do sistema imunoldgico favorecendo o crescimento tumoral pelo
bloqueio dos mecanismos celulares utilizados para identificar e destruir o tumor
(NASH et al., 1999). Além disso, os sinais exacerbados pelas citocinas favorecem a

reprogramacgao do microambiente tumoral promovendo o crescimento celular
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(JONES et al.,, 2016). A exemplo, a interleucina 6 (IL-6) € uma citocina pro-
inflamatoéria pleiotropica que promove diferenciagcdo de células B e T, induz a
producdo de reagentes da fase aguda e estimula a hematopoiese. Além disso, esta
citocina também pode estimular a proliferacdo de células tumorais e promover a
angiogénese (NILSSON et al., 2005).

Assim, a resisténcia as drogas é um fendbmeno complexo. O atual paradigma discute
que a terapia combinada em detrimento ao tratamento com uma Unica droga é a
melhor opgéo, pois pode prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos
(HEERBOTH et al., 2014; HOUSMAN et al., 2014; SARKAR et al., 2013).

2.6 VIA DE SINALIZACAO CELULAR PI3K/AKT/mTOR E MAPK/ERK

A tumorigénese é o resultado de um desbalanco entre a divisdo e crescimento das
células e a morte das mesmas. No contexto deste delicado equilibrio, as vias de
sinalizacdo envolvidas no crescimento celular e diferenciagdo sofrem frequentes
modulacdes (FRESNO VARA et al., 2004). Uma importante via € a PI3K/AKT/mTOR.
Esta possui um papel fundamental na regulacdo de diversos processos biolégicos
como angiogénese, proliferacdo, metabolismo e sobrevivéncia de numerosos
canceres, incluindo o CAOV (LI; WANG, 2014) e, a inibigcao desta via pode retardar o
crescimento tumoral (KINROSS; MONTGOMERY, KG KLEINSCHMIDT,; et al., 2012;
TANWAR et al., 2011).

Brevemente, a fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-cinase (PI3K) é um heterodimero
formado por subunidades cataliticas e regulatérias e organizado em classes |, I, e
lll. Esta enzima fosforila o fosfatidilinositol-4,5-difosfato (PIP2) para gerar
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) apds ativacdo dos receptores do tipo tirosina-
cinase (SARBASSOQV et al., 2006). Em condicdes fisioldgicas, o nivel de PIP3 é
estritamente regulado por PTEN, fosfatase que catalisa especificamente a
desfosforilagdo de PIP3, convertendo PIP3 em PIP2, constituindo, assim, um
importante mecanismo enddgeno de feedback negativo da via (PETRULEA et al.,
2015). PIP3 recruta um subconjunto de proteinas de sinalizag&o, incluindo a proteina
cinase-1 dependente de 3-fosfoinositol (PDK1) e proteina cinase B (AKT), o que
resulta na fosforilagdo do residuo treonina-308 e, consequentemente, ativacdo da
via (SARBASSOV et al., 2006) (FIGURA 3).
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Em ambas as condi¢les, fisioldgicas e patologicas, AKT fosforila o complexo
esclerose tuberosa 2 (TSC2) inibindo a atividade de GTPase do complexo
TSC1/TSC2. Por conseguinte, mTOR (serina/treonina cinase alvo de rapamicina em
mamifero) é ativado pela proteina homodloga ao RAS enriquecida no cérebro (RHEB)
permitindo, assim, a propagacdo de sinal (MANNING; CANTLEY, 2003;
MUKOHARA, 2015). mTOR existe na forma de dois complexos protéicos com
diferencas estruturais: mMTORC1 e mTORC2, sendo que cada um é expresso em
diferentes compartimentos subcelulares, o que afeta sua ativacdo e funcéo
(ENGELMAN et al. 2006; JACINTO et al., 2004) (FIGURA 3).

No CAQV, alteracbes moleculares na via PI3K/AKT/mTOR séo tipo histolégico
especifico. A exemplo, no carcinoma seroso de alto grau 20% dos casos
apresentam amplificacdes na subunidade catalitica alfa de PI3K (PI3KCA), 15%
amplificaces em uma das isoformas de AKT e apenas 5% dos casos apresentam
delecdes em PTEN (BELLACOSA et al., 1995; SHAYESTEH et al., 1999). J4 as
mutacbes em PI3K s&o predominantes nos carcinomas seroso de baixo grau,

mucinoso, endometridide e de células claras (CAMPBELL et al., 2004).

Ademais, estudos mostraram que AKT esta freqientemente hiper-ativo em células
de CAOQV resistentes a cisplatina por meio da inibicdo da fosforilacdo da proteina
p53 (FRASER, M; BAI; TSANG, 2008). Por outro lado, LEE et al. (2010)
demonstraram que a adi¢cdo de um inibidor de AKT aumentou a apoptose em células
de CAOV induzida por platina. Assim, a citotoxicidade mediada por cisplatina afeta a
expressao de fatores moleculares incluindo a ativacéo de p53 e, subsequentemente,
a modulacdo de proteinas da familia Bcl-2, incluindo proteinas pro-apoptoticas, tais
como Bax e Bak e proteinas anti-apoptéticas como Bcl-2 e Mcl-1 (AGARWAL,;
KAYE, 2003; DAI et al., 2016).

A expressdo anormal de AKT ou a sua ativacdo podem também conferir resisténcia
ao quimiotergpico PTX (PAGE et al. 2000). Estudos mostraram que a inibicdo de
PI3K aumentou a eficiéncia do tratamento com o mesmo em modelos in vivo e in
vitro de CAOV (HU, L et al., 2002).

Desse modo, a ativacdo anormal desta via confere resisténcia as terapias
convencionais, além de ser um fator de pobre progndstico para muitos tipos de
cancer (BARTHOLOMEUSZ; GONZALEZ-ANGULO, 2012; KANDOTH et al., 2013).
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Diversos agentes que possuem como alvos componentes da cascata
PIBK/AKT/mTOR estdo sobre avaliacdo em estudos clinicos e pré-clinicos. Estes
incluem inibidores de PI3K, AKT, inibidores de sitios cataliticos de mTOR e
inibidores duplos de PI3K-mTOR (GUIMARAES et al., 2015).

Ainda, outra importante via é a MAPK. Esta encontra-se envolvida em diversos
processos celulares, incluindo a proliferacdo, a sobrevivéncia, a angiogénese, a
migracdo e a regulacdo do ciclo celular, influénciando a atividade do alvo a jusante
ERK (CHANG, L; KARIN, 2001; CHENG et al. 2013). A desregulacdo da via
Ras/Raf/MEK/ERK por muta¢des nos genes que codificam as proteinas da cascata
de sinalizacdo pode estar diretamente associada as neoplasias malignas humanas,
contribuindo para a proliferacdo celular anormal, diminuicAo da apoptose,
angiogénese e desenvolvimento da resisténcia as drogas (CHENG; ZHANG; LI,
2013; DIAZ-PADILLA et al., 2012; MCCUBREY et al., 2012) (FIGURA 3).

A nivel molecular, os carcinomas serosos de alto e baixo grau se distinguem pela
expressao diferencial de gene resultante das mutacfes germinativas e somaticas
(FARLEY et al., 2013; GERSHENSON et al., 2009). Embora o subtipo seroso de alto
grau apresenta alta frequéncia de mutacdo em TP53 (SINGER et al., 2005), o de
baixo grau tem alta freqiéncia de mutacdes que levam a ativacdo constitutiva da
cascata Ras/Raf/MEK/ERK (DIAZ-PADILLA et al., 2012; FARLEY et al., 2013; POHL
et al., 2005).
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Figura 3: Esquema representando as vias de sinalizacdo PISK/AKT/mMTOR e MAPK/ERK.
Adaptado de CARNERO; PARAMIO, 2014.

Existem varios ensaios clinicos com uso de inibidores da via de MAPK/ERK no
tratamento para doencas malignas nos ovarios. A exemplo, o ensaio clinico de fase
[l em andamento denominado MILO (Inibidor MEK em CAQV seroso de baixo grau-
NCT01849874) avalia o uso do inibidor MEK162 ou dos quimioterapicos citotoxicos
(PTX, doxorrubicina lipossomal ou topotecano) de forma randémica em pacientes
diagnosticadas com carcinoma seroso de baixo grau com recidiva ou pesistente de
origem no ovario, na tuba de falépio ou no peritdnio priméario (HOU, et al., 2013;
NONAKA et al., 2012). Ademais, em linhagens celulares de carcinoma de ovario
com e sem mutacdes em BRAF e KRAS as combinacgdes dos inibidores de MEK
com fulvestrante (HOU, et al., 2013), cisplatina (NONAKA et al., 2012) e inibidores
da via de PISBK/mMTOR (KINROSS et al.,, 2012) também apresentaram atividade

antitumoral.

2.7 JUNCOES OCLUDENS

Nos vertebrados, as células epiteliais sdo unidas por um conjunto de juncdes

intercelulares que consistem de juncdes GAP, desmossomos, juncdes aderentes e
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juncdes ocludens (JO) (FARQUHAR; PALADE, 1963). As JO atuam regulando o
transito de ions e moléculas por meio da via paracelular e 0 movimento de proteinas
e lipideos entre os dominios apicais e basolaterais da membrana plasmatica
(KRAUSE et al., 2008).

Dentre as principais proteinas constituentes das JO podemos citar as proteinas
transmembranas ocludinas, CLDNs, proteinas de adesdo da superfamilia das
imunoglobulinas como as moléculas de adeséo juncionais (JAM) (MATTER; BALDA,
2003) (FIGURA 4A). Estas atuam nao apenas como uma barreira paracelular, mas
também como uma parte de estrutura complexa associadas as diversas moléculas
envolvidas na cascata de sinalizac&o celular como proteinas G, cinases e fosfatases
gue controlam o crescimento e diferenciacao celular (GONZALEZ-MARISCAL et al.,
2003).

2.7.1 Claudinas

As proteinas claudinas pertecem a uma familia de proteinas integrais de membranas
composta de 27 membros (MORIN, 2005). Estruturalmente, apresentam quatro
dominios transmembranares e dois loops extracelulares, sendo que nas CLDN-3 e
CLDN-4 o segundo loop atua como receptor da enterotoxina Clostridium perfringens
(FUJITA et al., 2000) (FIGURA 4B).

As células tumorais frequentemente exibem JO com funcdes anormais, bem como
diminuicdo na diferenciagcdo e na polaridade celular que podem contribuir para
metastase (MARTIN; JIANG, 2001; WEINSTEIN et al., 1976). Além disso, a perda
de integridade das JO pode ser particularmente importante, pois permite a difusao
de nutrientes e outros fatores necessarios para a sobrevivéncia e o crescimento das
células tumorais (MULLIN, 1997). Frequentemente sdo observadas alteracbes no
padrao de expressdo das CLDNs em diversas neoplasias, incluindo o carcinoma
colorretal, mama, ovario, pancreas, pulméo e prostata (DE OLIVEIRA et al., 2005;
GUO et al., 2012; HOGGARD et al., 2013; HOU et al., 2009; RANGELet al., 2003).
Apesar de diversos estudos mostrarem que o perfil de expressdo das CLDNs em
diferentes tumores é dependente do grau de estadiamento e do tipo tumoral, o papel
de CLDNSs na progressao tumoral ainda € controverso (TURKSEN; TROY, 2011).
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Figura 4: Jungdes ocludens e as proteinas claudinas.

(A) Representacdo esquematica da localizacdo das JO entre as células epiteliais e o
transporte paracelular. (B) CLDNs séo proteinas transmembranas com dominios 1 a 4
(TMD-1, TMD-2, TMD-3 e TMD-4) e loops extracelulares.Terminal -COOH das proteinas
CLDNs contém dominio de ligacdo PDZ os quais sofrem modificagfes pOs-transcricionais .
Adaptado de SINGH et al., 2010.

RANGEL e colaboradores (2003a) identificaram pela metodologia de SAGE cinco
alvos especificamente expressos no CAOV, dentre eles o gene que codifica CLDN-
16. A superexpressédo de CLDN-16 foi confirmada por meio de ensaios de Northern
Blot e PCR em tempo real. Essa proteina € encontrada amplamente expressa em
células epiteliais de rim regulando o transporte paracelular de ions de magnésio na
alca ascendente Henle. Mutacdes no gene CLDN-16 causam desordens
autossbmicas recessivas hereditarias denominadas hipomagnesemia familiar,
hipercalciuria e nefrocalcinose que podem resultar em um aumento na resisténcia na
JOs com concomitante diminuicdo na permeabilidade ibnica epitelial (SATOH,;
ROMERO, 2002).

As JO séo estruturas dinamicas reguladas pela ligagdo cruzada com diversas vias
de sinalizacdo, incluindo proteina cinase A (PKA), proteinas G monoméricas e
heterotriméricas e isotipos da proteina cinase C (PKC), cujos mecanismos variam de
acordo com o ambiente celular (MATTER; BALDA, 2003). IKARI e colaboradores
(2008) mostraram que a localizacdo da JOs e o transporte de Mg de CLDN-16 s&o
regulados pela fosforilacdo dependente da via cAMP/PKA em células de Madin-
Darby de rim canino as quais apresentaram expressao estavel de CLDN-16. Além
disso, a modulagéo da expressdo de CLDN-1 pela via de PKC foi observada em

cancer de cdllon e em cancer pancreatico (JIAN et al., 2015; KYUNO et al., 2013)
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Dessa forma, estudos sdo necessarios para elucidacéo dos diversos mecanismos de
acao envolvidos na modulacdo da expressdo de CLDNs potencializando o uso de

inbidores de vias de sinalizagcdo como agentes terapéuticos contra o cancer.

2.8 FOSFODIESTERASES E O CANCER

Os sistemas de sinalizacdo por cAMP e de cGMP regulam grande numero de
processos fisiolégicos, incluindo transducao, proliferacdo celular e diferenciacéo,
expressao génica, inflamacao e apoptose, dentre outros (CONTI; BEAVO, 2007). O
mensageiro celular cAMP é sintetizado pela enzima adenilato ciclase e ativa
diversos efetores como PKA, canais ibnicos dependentes de nucleotideos ciclicos,
proteinas trocadoras de nucleotideos de guanina ativadas por cAMP (fatores de
troca diretamente ativadas por cAMP EPAC1 e EPAC2) e enzimas da familia das
fosfodiesterase de nucleotideo ciclico (PDE). Estas contém sitios de ligacéo
alostéricos e cataliticos aos nucleotideos ciclicos com funcao celular de hidrolizar a
ligacao 3',5' fosfodiester do cAMP para 5 -AMP (CONTI; BEAVO, 2007; MAURICE et
al., 2014) (FIGURA 5).

As enzimas PDE séo formadas por onze superfamilias de genes (PDE1 a PDE11)
estruturalmente relacionados mas que diferem em suas estruturas primarias,
funcdes celulares, afinidades pelos nucleotideos cAMP e cGMP, propriedades
cataliticas, mecanismos de regulacao e respostas a ativadores, inibidores e efetores.
Estas exibem organizacdo estrutural comum com regides reguladoras amino-
terminais importantes para localizacdo celular, bem como para resposta as
modificagdes pos-traducionais especificas e as moléculas reguladoras e um nucleo
catalitico carboxi-terminal conservado (CONTI; BEAVO, 2007; KERAVIS; LUGNIER,
2012) (FIGURA 5).
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Apesar de ndo existirem dominios de regulacdo conhecidos na regido amino-
terminal, como descrito para outras familias, sdo conhecidos pseudositios de
fosforilacdo que podem se ligar e inibir a atividade de PKA (BENDER; BEAVO,
2006). Em humanos, sao descritos trés variantes de splicing, PDE7-Al, PDE7-A2 e
PDE7-A3, que diferem nas regides N e C-terminais (HAN et al., 1997) (FIGURA 6).
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Figura 5: Sinalizagcédo das fosfodiesterases de nucleotideo ciclico (PDE).

As vias de sintese e regulacao envolvidas nos efeitos de cAMP e cGMP enddgenos. PDE
catalisam a hidrélise de cAMP e cGMP e, assim, regulam a amplitude e a duracdo dos
mecanismos de sinaliza¢do celular mediados por cAMP e cGMP. AC: Adenilato ciclase;
ANP: Peptideo Natriurético atrial; BNP: Peptideo Natriurético tipo-B; EPAC: proteina de
troca ativado por cAMP; NO: oxido nitrico; pGC:guanilil ciclase particulado; PKA: Proteina
Cinase A; PKG: Proteina Cinase G; sGC: guanilil ciclase solavel. Adaptado de (SAVAI et al.
2010)

PDE7-Al é encontrada no citosol das células e expressa em diversos tecidos,
incluindo musculo, baco, cérebro, pulméo, timo e em varias populagdes de linfécitos
(HAN et al., 1997; LUGNIER, 2005), enquanto PDE7-A2 é geralmente associada a
fracdo particulada e abundantemente encontrada no tecido cardiaco (HAN et al.,
1997). As isoformas PDE7-Al1 e PDE7-A3 s&o encontradas em uma ampla

variedade de células imunes e, assim, alvos para tratamento anti-inflamatério. O
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aumento do nivel intracelular de cAMP por inibidores seletivos de PDE7 regula
negativamente a resposta inflamatéria e previne a progresséao da inflamacao aguda
para crénica (ALLISON, 2000; ESSAYAN, 1999; GIEMBYCZ; NEWTON, 2011,
SMITH et al., 2004).

PDE?7

7A2 Sitios de localizac3o

Dominio Catalitico

PDETAL3 PDETALR
PDE7A
PDETA2 PDETA}
PDE7BI
PDE7B4 PDE7B |
PDETB3

Figura 6: Familia PDE7 é composta por duas isoformas PDE7-A e PDE7-B. Em humanos,
PDET7-A sofre splicing alternativo originando variantes PDE7-Al, PDE7-A2 e PDE7-AS.
Adaptado de BENDER; BEAVO, 2006.

O impacto funcional e a utilidade terapéutica da inibicdo da hidrélise de nucleotideos
ciclicos catalisadas por PDEs tém sido investigados. Estudos mostraram que PDEs
podem regular os niveis dos nucleotideos ciclicos pela integracdo em complexos
regulatorios multi-protéicos de sinalizagcdo molecular denominados signalossomos.
Além disso, a desregulacdo desses complexos de sinalizacdo por mecanismos
genéticos, epigenéticos e pelo ambiente celular esta associado a diversas doencas
como asma, inflamacao, disfuncao erétil e arritimia cardiaca (HOUSLAY et al., 2007,
KRITZER et al., 2012).

Interessantemente, estudo conduzido por YAMAMOTO et al. (2015) mostrou maior
expressdo de PDE7-A em amostras de carcinoma endometridide e o silenciamento
dessa proteina inibiu significativamente a migracdo celular e a invasdo. Os
pesquisadores ainda mostraram que PDE7-A € um alvo regulado por miR-1 e miR-
133a, que se encontra com expressao reduzida nesse tipo tumoral, contribuindo
para a oncogénese e a formacédo de metéstase. Além disso, estudos conduzidos por
LIN et al. (2013) revelaram maior expressdo de PDE4-D em onze diferentes

amostras de tumores primarios quando comparado com tecidos nao-transformados.
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Delecao de PDE4-D endogeno com trés shRNAs independentes promoveu apoptose
e inibicdo do crescimento em mudltiplos tipos de céncer, incluindo mama, pulmao,
ovario e melanoma, porém as células retomaram o crescimento quando a expressao
de PDEA4-D foi restabelecida.

2.8.1 Inibidor seletivo de PDE7 BRL50481

Os nossos estudos foram conduzidos utilizando o inibidor competitivo de PDE7
comercialmente disponivel exclusivamente para fins de pesquisa denominado
BRL50481 (N,N,2-Trimetil-5-nitro-benzenosulfonamida) obtido da empresa TOCRIS®
(FIGURA 7).

Os primeiros ensaios utilizando esse inibidor foi conduzido por SMITH et al. (2004)
em linhagens celulares de linfécitos CD8", mondcitos e macréfagos pulmonares. O
inibidor apresentou um efeito modesto nas células pro-inflamatérias, por outro lado,
mostrou acgédo aditiva com outras drogas que elevam a concentragcdo de cAMP,
especialmente quando a enzima PDE7-Al encontrava-se superexpressa.
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Figura 7: Estrutura molecular do composto BRL50481.

Dessa forma, o trabalho introduziu uma molécula inédita com potencial de
tratamento do CAQV, a fosfodiesterase 7 (PDE7). Para tanto, avaliou-se os efeitos
da inibicdo da PDE7 na viabilidade celular metabdlica, apoptose, autofagia,
migracdo, modulacdo das vias de sinalizacdo PISK/AKT/mMTOR e MAPK/AKT e
expressdo génica de importantes citocinas inflamatérias utilizando como modelo

linhagens celulares de carcinoma ovariano.
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3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho investigou o papel e os possiveis mecanismos de a¢cdo do novo

alvo em potencial PDE7 no carcinoma ovariano.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Fosfodiesterase 7:

- Validar o resultado de RNA-seq por meio da andlise da expressdo de PDE7-A em
linhagens celulares da tuba de fal6pio, da superficie ovariana normal e em linhagens
de CAOQV,

- Analisar as principais vias canonicas moduladas a partir dos dados de RNA-seq;

- Em resposta ao tratamento com BRL50481 em monoterapia e em associagdo aos
guimioterapicos padrdo nas linhagens de CAOV A2780 e OVCAR3, temos como

objetivos especificos avaliar o papel da PDE7 na :
- Viabilidade celular metabdlica;
- Regulacao das etapas do ciclo celular;
- Apoptose,
- Expressao génica das moléculas IL1-a, IL1-B, IL-6, IL-8, GP130 e CXCL-2;
- Producéo das citocinas IL-6 e IL-1-3;
- Plasticidade epitelial e na aquisi¢cdo do fenétipo de CTT;
- Modulacao das vias PIBK/AKT/mTOR, MAPK/ERK, autofagia e apoptose;
- Migracéo celular;
- Formacéao de colonia.

-Claudina-16:

- Avaliar a modulagéo das vias de PKA, PKC e PI3K/AKT/mTOR na expressao de
CLDN-16;
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- Avaliar a expressdo de CLDN-16 em plataformas de tissue array construida em

nosso laboratorio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 VALIDAGAO DO RNA-seq POR gPCR E IMUNOBLOT

O estudo prévio do transcriptoma (RNA-Seq) utilizando amostras de pacientes com
carcinoma seroso de alto grau e tuba de falopio foi desenvolvido no Molecular
Genetics Laboratory of Female Reproductive Cancer, na Johns Hopkins University,
sob orientacdo do Dr. le-Ming Shih. A andlise do transciptoma foi realizada pelo
pesquisador-colaborador Ren-Chin Wu. As ferramentas de bioinformatica utilizadas
foram previamente discutidas e estdo descritas no pipeline a seguir: RNA-Seq
(Reads) — TOPHAT (alinhamento das reads utilizando os formatos SAM/BAM —
Cufflink (montagem dos transcritos) — Cuffdiff (algoritmo que estima a expresséo

diferencial dos transcritos).

Inicialmente, os dados obtidos foram validados pela técnica PCR quantitativo em
tempo real (qQPCR) com as amostras das tubas de fal6pio e carcinoma de ovario
seroso de alto utilizadas no estudo de RNA-seq. Para tanto, foram desenhados
primers utilizando o programa gPrimerDepot para nove genes dentre 0s vinte
primeiros genes difencialmente expressos. Dentre 0sS genes com expressao
diferencial e que apresentaram p<0,01, destacou-se a enzima PDE7-A. Assim, a
maior expressédo do gene PDE7-A em amostras de carcinoma ovariano seroso de
alto grau quando comparacdo a tuba de falopio foi confirmado tanto por

sequenciamento do transcriptoma quanto por gPCR (APENDICE A).

Ademais, os resultados do sequenciamento de RNA foram validados por gPCR no
qual foi amplificado o gene PDE7-A nas linhagens celulares de CAQV, a saber:
OVCAR3, OVCAR4, OVCAR5, OVCARS8, OVCAR249, SKOV3, EOF21, TKMN,
CaOV3 e MPSC1, ES-2 e OVTOKO; na linhagem derivada da tuba de falépio FT
2821 e em quatro linhagens derivadas da superficie normal do ovario OSE4, OSE7,
OSE10 e IOSE 80 pc. RNA total das amostras foi extraido utilizando o kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. A concentracdo do RNA
total foi determinada por espectrofotbmetro Nanodrop Espectrophotometer ND-
1000(Nanodrop®).

O cDNA foi sintetizado a partir de 100 ng de RNA previamente extraido utilizado o kit
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). O qPCR foi realizado em equipamento CFX96
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(Bio-Rad), com o sistema de deteccdo SYBR Green | (Invitrogen). As sequéncias do
iniciadores utilizados estdo descritas na TABELA 1. A quantificacdo relativa da
expressao génica foi realizada usando o método comparativoAACT. Como gene de

referéncia foi utilizado o gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH).

A expressao de PDE7-A (HPA027340-Sigma®) também foi analisada nas amostras

acima citadas pela técnica de imunoblot.

Tabela 1: Iniciadores usados na validagédo do RNA-seq por gPCR.

Gene Iniciadores Sequéncia (5° —3’)
PDE7-A S.enso TCCTTGCAGAGACAGACACTTC
Anti-senso CCGAGCAGGATTTGAATCAG
Senso CAGCCTCAAGATCATCAGCA
GAPDH Anti-senso ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT

4.2 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTIVO

Nesse projeto foram utilizadas as linhagens celulares de CAOV A2780 (Sigma) e
OVCAR3 (Banco de Células da UFRJ). Todas as linhagens foram mantidas em meio
RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 0,2% de bicarbonato de sédio, 10% de soro
fetal bovino (Vitrocell), 1% de solucéo estabilizada de Penicilina (100 unidades/mL) e
Estreptomicina (100 pg/mL) (Gibco/lnvitrogen, Nova York, EUA), 1% Solucéo
Anfotericina B (Sigma) e mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO..

As linhagens utilizadas no estudos apresentam diferenciacdo quanto a classificacdo
histologica e ao grau de resisténcia aos quimioterapicos descritos no QUADRO 2.
Conforme observado no referido quadro a linhagem OVCAR3 é pan resistente,
enquanto que as células da linhagem A2780 ndo receberam algum tratamento a

priori ao isolamento.

Quadro 2: Descricdo das caracteristicas das linhagens celulares de CAOV.
Adaptado de STORDAL et al., 2013.

Linhagem celular Origem Isolada de Tratamento recebido
histolégica antes do isolamento
A2780 Desconhecida Tumor primério Nenhum
OVCARS3 Seroso alto grau Ascites CIS, DOX, CYC

CIS: cisplatina, DOX: Doxorrubicina, CYC: ciclofosfamida
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4.3 ENSAIO DA VIABILIDADE METABOLICA CELULAR

Para célculo da ICsp, concentracdo de droga que inibe 50% do crescimento das
células, foi utilizado o método de determinagcdo da viabilidade celular metabdlica
(VCM) por meio do ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) (Sigma) (RISS et al., 2013). Brevemente, células de CAOV foram
semeadas em placas de 96 pocos nas densidades 2x10* ou 1x10° células/mL e
incubadas por 24 h nas condi¢cdes padrdo de cultivo descritas no item 4.2. ApGs a
adeséo celular, o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com os
agentes quimioterapicos CISP, PTX e o inibidor seletivo de PDE7 BRL50481
(TOCRIS), em mono e politerapia, em um gradiente de concentracdo que variou de
acordo com a droga e a linhagem celular utilizadas (TABELA 2). Ap6s os tempos de
tratamentos de 24h e 48h, os ensaios foram incubados com solucdo de MTT
(concentracéo final 0,5 mg/mL) por 4h. Os cristais de tetrazdlio formados foram
dissolvidos em 100 uL de DMSO (P.A.) e a densidade optica avaliada em 540 nm.
Como controle negativo, utilizou-se o excipiente (PBS ou DMSO 2%) em volume
igual ao volume de droga utilizado. Os experimentos foram realizados em triplicata e
utilizando trés réplicas biolégicas. Para o calculo da ICsy utilizou-se o software

GraphPadPrism verséo 5.0.

Tabela 2: Concentragdes dos quimioterapicos utilizados de acordo com a linhagem celular
de CAQV e o tempo de tratamento para o calculo da ICx.

. L , Faixa de concentracao do quimioterapico
Linhagem celular Quimioterapico ¢ d P

(LM)
BRL50481 400 a 12,5 (diluigéo 1:2)
: : 100 a 3,125 (diluicdo 1:2)- 24h de tratamento
Cisplatina S
100 a 0,001 (diluicdo 1:10) - 48h tratamento
A2780 10 a 0,0001 (diluicdo 1:10) - 24h de
Paclitaxel tratamento
10 a 0,000001 (diluicdo 1:10) - 48h
tratamento
BRL50481 400 a 12,5 (diluicdo 1:2) - 24 e 48h de
tratamento
: . 200 a 1,56 (diluicdo 1:2) - 24h de tratamento
OVCAR3 Cisplat LT
'spiatina 100 a 1,56 (diluicdo 1:2) - 48h tratamento
. 50 a 0,390 (diluigdo 1:2) - 24h de tratamento
Paclitaxel

10 a 0,078 (diluicdo 1:2) - 48h tratamento
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4.4 CICLO CELULAR

O efeito da inibicdo da PDE utilizando o inibidor seletivo BRL50481 em monoterapia
e em associacdo ao PTX foi avaliado nas diferentes fases do ciclo celular por
citometria de fluxo. As condi¢cdes experimentais estdo descritas na TABELA 3.
Células das linhagens celulares A2780 e OVCAR3 foram semeadas na densidade
de 0,8x10° cel/mL em placas de seis pocos e, ap6s o periodo de ades&o celular,
foram tratadas com BRL50481 e PTX em monoterapia e politerapia. Apos 24h de
tratamento, as células foram tripsinizadas, centrifugadas por 3 min a 3500 g e 0
pellet lavado 2 vezes com PBS gelado. Em seguida, o pellet foi ressuspendido em
tampao de permeabilizacdo (Tris-HCI 3,4 mM, pH 7,6, NaCl 10 mM, NP40 0,1%
(v/v), RNAse 700 U/L e PI 0,075 mM (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) e as
amostras foram incubadas por 15 minutos no gelo, protegidas da luz. A leitura foi
realizada no citbmetro BDAccuri® C6 FlowCytometer utilizando o canal FL-2
(585nm). Um total de 10.000 eventos (células) foi adquirido por amostra e os dados
analisados pelo software Summit v.4.3. Todos os experimentos foram realizados

utilizando duas réplicas bioldgicas.

Tabela 3: Condigbes experimentais utilizadas nos experimentos de ciclo celular nas
linhagens A2780 e OVCARS.

Linhagem celular CondicGes Experimentais

Controle (DMSO)
BRL50481 200 yM
PTX 0,01 uM
PTX 0,53 uM
BRL50481 200 uM + PTX 0,01 uM
BRL50481 200 uM + PTX 0,53 uM

A2780

Controle (DMSO)
BRL50481 400 yM
PTX 3,56 uM
PTX 12,5 uM
BRL50481 400 uyM + PTX 3,56 uM
BRL50481 400 uM + PTX 12,5 uyM

OVCARS3

4.5 ENSAIO DE INDUCAO DE APOPTOSE POR ANEXINA/IODETO DE PROPIDEO

O ensaio de deteccdo de apoptose por anexina V/lodeto de propideo (IP) foi
utilizado para determinar a porcentagem de apoptose induzida pelos tratamentos

realizados. A anexina V faz parte de uma familia de proteinas que possuem
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capacidade de se ligar a fosfolipidios da membrana plasmatica, em um processo
dependente de célcio. Durante a apoptose ocorrem varias alteracbes celulares
dentre elas a perda da simetria da membrana plasmatica, resultando na exposicao
de fosfatidilserina (FS) na face externa da membrana celular. A anexina V nao é
capaz de penetrar na membrana plasmatica de células viaveis, havendo a marcacao
apenas naquelas que apresentarem exposi¢do da FS. Na andlise dessa marcacgéo
pela citometria de fluxo, a anexina é entdo conjugada a um fluorocromo (FITC). E
para diferenciar as células vivas das células em apoptose inicial, apoptose tardia ou
necrose utilizou-se um intercalante de DNA denominado iodeto de propideo (IP).
Desta forma, células vivas ndo serdo marcadas nem por anexina V nem por IP;
células em apoptose inicial apresentam marcacao positiva para anexina V e negativa
para IP; células em apoptose tardia sdo positivas tanto para anexina V quanto para

IP; e células em necrose apresentam marcacgao positiva somente para IP.

Brevemente, as células das linhagens A2780 e OVCAR3 foram semeadas ha
densidade de 0,8x10° cel/mL em placas de seis pocos e, apds o periodo de adesdo
celular foram tratadas com BRL50481 e PTX em monoterapia e politerapia. As
condicBes experimentais estdo descritas na TABELA 4. Apés 24h de tratamento, o
sobrenadante foi coletado e as células tripsinadas. Realizou-se a inativacao do meio
com o sobrenadante coletado e centrifugou-se as amostras por 5 minutos a 450 g a
temperatura ambiente. As células foram ressuspendidas com o tampdao de ligacédo
(HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, KCI 5 mM, MgCI2 1 mM e CaCl2 1,8 mM),
centrifugadas por 5 minutos a 450 g a temperatura ambiente e incubadas por 15
minutos, protegidas da luz, com 100uL de tampéo de ligacdo adicionado de 5 L de
anexina V (BD Biosciences, Califérnia, EUA), exceto os controles. No momento da
leitura adicionou-se 5 pL de PI (1 mg/mL). A leitura foi efetuada no citbmetro BD
Accuri® C6 Flow Cytometer utilizando o canal FL-1 (530 nm) para a anexina V-FITC
e 0 FL-2 (585 nm) para o PIl. Um total de 10.000 eventos (células) foi adquirido por
amostra e os dados analisados pelo software Summit v.4.3. Todos 0s experimentos

foram realizados utilizando trés réplicas biologicas.
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Tabela 4: Condicdes experimentais utilizadas nos ensaios e ANEXINA/IP nas linhagens
A2780 e OVCARS.

Linhagem celular Condi¢Bes Experimentais

Controle (DMSO)
BRL50481 200 uM
A2780 PTX 0,53 uM
PTX 1x107 nM
BRL50481 200 uM + PTX 0,53 uM

Controle (DMSO)
BRL50481 400 uM
OVCAR3 PTX 12,5 uM
PTX 5x10™* nM
BRL50481 400 uM + PTX 12,5 uM

4.6 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (gPCR)

O RNA total das linhagens celulares foi extraido pelo método do TRIZOL
(Invitrogen™). Brevemente, as células das linhagens A2780 e OVCAR3 foram
semeadas na concentracdo de 0,8x10° cel/mL e, apdés 24h de aderéncia, foram
tratadas com BRL50481 e PTX nas condi¢Bes descritas na TABELA 5. ApOs 24h de
tratamento, o meio de cultura foi removido e as células lavadas com PBS gelado.
Em cada poco foi adicionado 600 pL de TRIZOL e com auxilio de um mini-rodo as
células foram removidas da placa e transferidas para um tubo eppendorf. Em
seguida, as amostras foram incubadas com TRIZOL a temperatura ambiente por 5
min. Apos a adicdo de 200 pL de cloroférmio, as amostras foram homogeneizadas
vigorosamente por 15 seg e incubadas novamente a temperatura ambiente por 5
min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 17900 g a 4 °C por 15 min e
as fases aquosas cuidadosamente transferidas para novo tubo contendo igual
volume de isopropanol 95%. As amostras foram entdo incubadas a temperatura
ambiente por 5 min e novamente centrifugadas a 17900 g por 20 min. Em seguida, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 95% e novamente
centrifugado. O RNA foi ressuspendido em agua DEPC. A concentracdo do RNA
total foi determinada por espectrofotdometro Nanodrop Espectrophotometer ND-1000
(Nanodrop®).

Para a sintese da fita de DNA complementar utilizou-se o kit SuperScript || RT
(Invitrogen). Os niveis relativos de expressdo dos transcritos foram avaliados

utilizando o sistema Applied Biosystems® 7500 fast e quantificados pela intensidade
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da fluorescéncia de SYBR® green | (Ludwing Biotec). Os primers utilizados nesse
estudo estédo descritos na TABELA 6. A quantificacao relativa da expressao génica
foi realizada usando o método comparativo AACT utilizando como gene de
referéncia GAPDH para normalizacdo dos dados. Todos os experimentos foram
realizados em duplicata mecéanica. Para cada ensaio foi utilizado trés réplicas

biolégicas.

Tabela 5: Condicdes experimentais utilizadas nas analises de expressdo génica por de

gPCR.

Linhagem celular

Condi¢Bes Experimentais

A2780

Controle (DMSO)
BRL50481 200 uM
PTX 1x107 nM
Pré-tratamento BRL50481 200 uM +
BRL50481 200 uM + PTX 1X107 nM

OVCAR3

Controle (DMSO)
BRL50481 400 yM
PTX 5x10™ nM
Pré-tratamento BRL50481 400 uM +
BRL50481 400 uM + PTX 5X10™* nM

Tabela 6: Primers utilizados na analise da expressao génica por de qPCR.

Gene Iniciadores Sequéncia (5° —3’)
Senso CAGCCTCAAGATCATCAGCA
GAPDH Anti-senso ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT
IL1-a S_enso CATCCTCCACAATAGCAGACAG
Anti-senso GAGTTTCCTGGCTATGGGATAG
IL1-B S_enso CAAAGGCGGCCAGGATATAA
Anti-senso CTAGGGATTGAGTCCACATTCAG
IL-6 S_enso CATTTGTGGTTGGGTCAGG
Anti-senso AGTGAGGAACAAGCCAGAGC
IL-8 Senso CTTGGCAGCCTTCCTGATTT
Anti-senso GGGTGGAAAGGTTTGGAGTATG
CXCL-2 S_enso AAAAGGGGTTCGCCGTTCTC
Anti-senso AGTGTGGCTATGACTTCGGT
GP130 S'enso TGCCTCCAGAAAAACCTAAAAA
Anti-senso TTTGTCTCCAAGTGTGTTTCC
NANOG S_enso GCCCTGCACCGTCACCC
Anti-senso ACCAGGTCTTCACCTGTTTGT
OCT4 Senso GCCCTGCACCGTCACCC

Anti-senso

GCTTGGCAAATTGCATCGAGT
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4.7 DOSAGEM DE CITOCINAS NO SOBRENADANTE CELULAR

A dosagem de IL-6 e IL-1B, importantes citocinas pro-inflamatdrias envolvidas na
progressdo do CAOV, no sobrenadante das culturas celulares de A2780 e OVCAR3
foi realizada pelo método indireto de ELISA. Para tanto, as células foram tratadas
conforme descrito na TABELA 5 do item 4.6 e os sobrenadantes coletados e
armazenados a -20 °C para posterior utilizagdo. Os ensaios foram realizados em
triplicata mecanica e biologica conforme os protocolos descritos pelos fabricantes. A
concentracdo de citocinas no sobrenadante da cultura celular foi calculada por meio
da equacdo de regressao linear construida a partir da curva padrdo para cada
citocina. O anticorpo de captura e o padrdo da IL-1B foram adquiridos da empresa
eBioscience. Ja para IL-6, foram utilizados os da empresa PREPROTECH INC. Este
experimento foi realizado no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
Federal do Rio de Janeiro em parceria com a Profa. Dra. Morgana Teixeira Lima

Castelo Branco.

4.8 EXTRAGAO DE PROTEINAS

As células das linhagens de CAOV foram plaqueadas na densidade de 0,4x
10%células/mL em placas de 12 pocos em meio RPMI suplementado sob as
condi¢cBes de cultivo padréo citados no item 4.2. Apos 24 h de aderéncia, as células
foram incubadas com BRL50481 em monoterapia e em combinacdo com PTX, em
diferentes tempos de tratamento (TABELAS 7 e 8). Para extracao de proteinas, as
células primeiramente foram lavadas com PBS para remocéo do excesso de meio
de cultivo e removidas com auxilio de um mini-rodo e tampdo de extracdo RIPA
(Tris-HCL pH 7,4 50 mM, NaCl 150mM, 1% Triton 100X, 0,5% Deoxicolato de sddio
e SDS 0,1%) adicionado de inibidores de fosfatase e proteases (SIGMA) (CAO,
FENG et al.,, 2005). As amostras foram incubadas por 30 min em gelo e, em
seguida, centrifugadas a 9000 g por 30 min a 4 °C. O sobrenadante correspondente
a proteinas totais foi armazenado a -80 °C para posterior utilizacdo. A dosagem das
proteinas foi realizada pelo método de Bradford (SIGMA) (BRADFORD, 1976), em
triplicata. A curva padrdo foi construida utilizando albumina sérica bovina (BSA)
como padréao nas concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 4 e 8 e 16 pg/uL, em microplaca de 96
pocos. Para o ensaio foram adicionados em cada poco, 20 pL da proteina e agua e

180 pL do Reagente de Bradford. A placa foi mantida em temperatura ambiente por
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10 min e a leitura realizada em Leitor de Elisa (Bio-Rad) em absorbancia 595 nm.

Tabela 7: Condicdes experimentais utilizadas na andlise da expressao protéica.

Linhagem celular CondicOes Experimentais

Controle (DMSO) - 48h de tratamento
BRL50481 200 uM- 6, 24 e 48h de tratamento
PTX 0,53 uM- 24h de tratamento
A2780 PTX 1X10” nM- 24h de tratamento
BRL50481 200 uM + PTX 0,53 uM- 24h de tratamento
Pré-tratamento BRL50481 200 uM- 24 de tratamento +
BRL50481 200 yM + PTX 1X10” nM- 24 de tratamento

Controle (DMSO)- 48h de tratamento
BRL50481 400 uM-6, 24 e 48h de tratamento
PTX 12,5 yM- 24h de tratamento
PTX 5X10™* nM (24h)- 24h de tratamento

BRL50481 400 uM + PTX 12,5 uM- 24h de tratamento
Pré-tratamento BRL50481 400 uM- 24h de tratamento +

BRL50481 400 uM + PTX 5X10™ nM- 24h de

tratamento

OVCAR3

Tabela 8: Condi¢cBes experimentais utilizadas nos experimentos de analise da expresséo da
proteina CLDN-16 nas linhagens A2780 e OVCARS3.

Vias de sinalizagéo Condi¢cdes Experimentais Tempos de tratamento
PKA Inibidor iPKAs.,4(107" M) 6 e 24h
Ativador- PMA (200 nM)
PKC . . 6 e 24h
Inibidor- Calfostina C (5X10'M)
PIBK/AKT/mTOR Inibidor -LY290042 (20uM) 6 e 24h

Siglas:iPKAs.»4 -Inibidor amida da proteina cinase A dependente cCAMP (5-24)
PMA- forbol 12-miristato 13-acetato

4.9 IMUNOBLOT

A expressdo de proteinas envolvidas nas vias sinalizacdo de PI3K/AKT/mTOR e
MAPK/ERK, proteinas relacionadas a morte celular por apoptose e autofagia, bem
como a expressdo de CLDN-16 foram analisadas nas linhagens de CAOV A2780 e
OVCARS3 tratadas com inibidor seletivo de PDE7 em monoterapia e politerapia com

0 quimioterapico PTX pela técnica de imunoblot.

O perfil das proteinas totais (30 ug) foi resolvido por eletroforese desnaturante em

gel de poliacrilamida a 10% (LAEMMLI, 1970). Posteriormente, as proteinas foram



51

transferidas para membranas de nitrocelulose (Trans-Blot® Bio-Rad) a 200 mA por
2h, no gelo, em tampéao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM glicina; metanol 20%)
utilizando o sistema de transferéncia BIORAD. Apds a transferéncia, as membranas
foram incubadas em solucéo de bloqueio TBS-T (Tris-HCI 100 mM; NaCl 1,5 M pH
7,5 e 0,05% Tween 20) acrescido de leite em p6 desnatado 5% por 1h a temperatura
ambiente e, posteriormente lavadas 3 vezes com TBS-T por 15 minutos. Em
seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos primarios (TABELA 9) a
4 °C por 16h e, posteriormente, lavadas trés vezes com TBS-T por 15 minutos. As
membranas foram incubadas com o0s anticorpos secundarios conjugados anti-IgG
produzidos em coelho ou camundongo marcados com peroxidase (GE) (1:5000) por
2h em temperatura ambiente. Os anticorpos utilizados foram diluidos em TBS-T

acrescido de leite em p6 desnatado 0,5%.

As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia utilizando o kit ECL Plus
Western Blotting Detection Reagents (Amersham), de acordo com o protocolo do
fabricante. As membranas foram normalizadas utilizando os anticorpos monoclonais
primarios anti-a-actina ou anti-GAPDH produzidos em coelho e o anticorpo
secundario conjugado anti-lgG de coelho marcado com peroxidase (GE). As

imagens foram analisadas utilizando o software ImageLab (Biorad).

Tabela 9: Descricdo dos anticorpos primarios utilizados nos experimentos de analise da
expressao protéica.

Anticorpos Fabricante Diluicéo
AKT Cell Signaling 1:250
Fosfo-AKT Cell Signaling 1:250
ERK Cell Signaling 1:250
Fosfo-ERK Cell Signaling 1:250
GSKp Cell Signaling 1:500
Fosfo- GSKB*R9 Cell Signaling 1:500
Beclina Sigma 1:500
Bax BD 1:500
Claudina-16 Abcam 1:700
GAPDH Cell Signaling 1:5000
Actina Sigma 1:5000

4.10 MIGRACAO CELULAR

As células da linhagem de CAOV A2780 e OVCARS3 foram semeadas em placas de
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24 pocos na concentragdo 0,4x10° cel/mL até atingirem 80-90% confluéncia. Apds
24h de aderéncia, as células foram tratadas com Mitomicina C (5 pg/mL) (Sigma),
um agente inibidor da proliferacéo celular, e incubadas a 37 °C por 2h a 5% de CO..
O arranh@o no centro de cada poco foi realizado com auxilio de uma ponteira de 10
ML. Posteriormente, os pogos foram lavados trés vezes com PBS e as células
tratadas com DMSO (Controle), BRL50481 na concentracdo da ICso e paclitaxel nas
concentracdes 1x10”7 nM e 5x10™* nM. Os ensaios foram acompanhados nos tempos
0, 24, 48 e 72h apds o tratamento. Para cada condicdo foram avaliados dois
arranhdes, sendo que em cada um deles eram realizadas medidas em dois pontos
definidos arbitrariamente. A cicatrizac¢ao relativa em cada tempo foi calculada tendo

como referéncia o tempo zero. Os experimentos foram realizados em triplicata

4.11 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIA

Para o ensaio de formacdo de coldnia foi utilizado o protocolo adaptado de
(FRANKEN et al., 2006). Sucintamente, 150 e 800 células por poco das linhagens
A2780 e OVCARS, respectivamente, foram semeadas em placas de 12 poc¢os. Apos
24h de aderéncia, as células foram tratadas com BRL50481 e PTX, em monoterapia,
BRL50481 e PTX em associacdo e também pré-tratadas com o inibidor seguido do
tratamento associado com o inibidor de PDE7 e PTX por 10 dias. Apos o periodo de
tratamento, o meio foi removido e as células foram lavadas duas vezes com PBS e
fixadas com formaldeido 4% (p/v). As células foram coradas com cristal violeta 0,1%
(p/v) diluido em solucéo salina. Os experimentos foram realizados em triplicata.

4.12 IMUNOHISTOQUIMICA

O estudo foi aprovado pelo IRB institucional (protocolo n® 42/07; data de aprovacéo
01/08/2007); todas as pacientes envolvidas no estudo assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Os blocos de tecidos ovarianos fixados em formalina e embebidos em parafina
foram resgatados dos Servicos de Patologia dos hospitais colaboradores: Hospital
Universitario Cassiano Antbnio de Moraes, Hospital Santa Rita de Cassia, Vitoria-
ES e o HC Il/INCA, Rio de Janeiro, RJ. Todos os casos e seus diagndsticos
histopatolégicos foram revisados pelos patologistas colaboradores, os quais

delimitaram nas laminas cortes de 5 pm contendo fragmentos de 2mm de didmentro,
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correspondentes a 4reas representativas de tumores ovarianos.

A expressdo da proteina CLDN-16 foi avaliada pela técnica de imunohistoquimica
utilizando as plataformas de tissue array construidas no nosso laboratorio, contendo
tecido renal como controle interno positivo. Brevemente, sec¢cfes 5 um de espessura
foram cortadas do tissue array e adicionadas as laminas silanizadas e, em seguida,
desparafinadas em xileno e hidratadas com banhos de etanol (100%, 95%, 80%,
respectivamente). Para recuperagdo antigénica, as amostras foram incubadas com
solucdo recuperadora de antigeno (Tampéo Citrato 10mM, pH 6,0) em camara a
vapor por 30 minutos. Posteriormente, o bloqueio da atividade da peroxidase
endogena foi realizado com a adicdo de peroxido de hidrogénio 20% (v/v), o que
dificulta a reacdo cruzada entre o substrato DAB (cromdgeno associado a peroxido
de hidrogénio) e a enzima peroxidase ja presentes nos tecidos celulares.

Em seguida, as amostras foram incubadas com o anticorpo primario anti-CLDN-16
(1:1000) (Abcam) a 4 °C, overnight. Para a deteccao foi utilizado o método de
coloracdo estreptavidina conjugada a peroxidase (DAKO Corporation), segundo
protocolo do fabricante. Os cortes foram contracorados com hematoxilina e
avaliados por um patologista. Como controle negativo, foi utilizado uma lamina no
qual o anticorpo primario estava ausente. Foi avaliado a presenca/auséncia e a

localizac&o celular de CLDN-16.
- Delineamento Experimental:

As plataformas de tissue array foram construidas pelo nosso grupo dispondo os
tecidos lado a lado. Para cada amostra consta as informacédo do subtipo tumoral,
estadiamento e a quimioterapia recebida pela paciente. A descricdo do total de
amostras utilizada no experimento esta descrito no QUADRO 3.

A score foi dado pelo patologita colaborador. Cada lamina continha o controle
positivo (parte da algca Henle do tecido renal de camundongo) e a partir da
positividade do controle positivo, os demais casos eram analisados quanto a

presenca/auséncia e localizacdo celular.
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Quadro 3: Descricdo das plataformas de tissue array utilizadas no experimento de
imunohistoquiimica.

Plataformas de tissue array Numero de casos
Terceira Plataforma 24 amostras
Quarta Plataforma 29 amostras
Quinta Plataforma 15 amostras
Sexta Plataforma 16 amostras
Sétima Plataforma 4 amostras
Total 88 amostras

4.13 MICROSCOSPIA ELETRONICA DE VAREDURRA

Para caracterizacdo da integridade na superficie celular, as células das linhagens
A2780 e OVCARS3 foram semeadas na densidade de 0,4x10° células/ mL em placa
de 12 pocos sob laminulas especificas para o crescimento celular que foram
previamente esterilizadas com alcool 70%. Apds 24 h de aderéncias, as células
foram incubadas com DMSO (controle), BRL50481 e PTX no tempo de tratamento
de 24h e pré-tratadas com BRL50481 e tratadas em seguidas com BRL50481
associado ao PTX. Apdés os tratamentos, as células foram lavadas duas vezes com
tampéo cacodilato 0,1M pH 7,2 em temperatura ambiente e, posteriormente, as
célula foram fixadas com o glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2% e tamp&o cacodilato
0,1M pH 7,2. Apos a fixagdo as células foram lavadas duas vezes no mesmo
tampdo, durante 5 minutos cada etapa, pos-fixadas com tetroxido de 6ésmio 1% e
ferricianeto de potassio 0,8%, lavadas trés vezes com 0 mesmo tampdo e
desidratadas em séries crescentes de alcool: 50%, 70%, 90% e a 100% (20 minutos
cada etapa). As amostras foram secas em aparelho de ponto critico Bal-Tec CPD
030 Critical Point Dryer, montadas em stubs, pulverizadas com paladio (metalizacdo)
no aparelho Sputter Coater SDC 050 e observadas em Microscopio Eletrénico de
Varredura ZEISS XVP EVO 40 a 15 KV.

4.14 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Para a analise por microscopia eletrénica por transmisséo, as células das linhagens

A2780 e OVCARS3 foram semeadas na densidade de 0,4x10° células/ mL em placa
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de 12 pocos e mantidas a 37 °C a 5% CO,. Apds 24 h de aderéncias, as células
foram incubadas com DMSO (controle), BRL50481 no tempo de tratamento de 6 h,
PTX no tempo de tratamento de 24h e pré-tratadas com BRL50481 e tratadas em
seguidas com BRL50481 associado ao PTX. Apos os tratamentos, as células foram
lavadas com tampao cacodilato 0,AM pH 7,2 em temperatura ambiente e,
posteriormente, tripsinizadas e centrifugadas a 2000 rpm por 3 min. O pellet foi
lavado duas vezes com o tampéao cacodilato 0,1M pH 7,2 para retirada do excesso
de meio de cultura. O material foi entdo fixado por 2 h a temperatura ambiente
utilizando o glutaraldeido 2,5%, formaldeido 2% e tampéao cacodilato 0,1M pH 7,2 e
pés-fixado durante 20 min em na solugdo 1: 1 de tetroxido de 6smio (1%) e
ferrocianeto de potassio (0,8%). Em seguida, o mesmo foi desidratado
sequencialmente em uma série graduada de acetona (50-100%) para posterior
incorporacdo em resina epoxi (Poly / Bed 812®). As células embutidas em resina
foram colocadas em um molde de silicio a 60 ° C durante 48 h para polimerizagéo.
Os blocos obtidos foram seccionados e as secc¢des ultrafinas (70 nm de espessura)
foram retiradas usando um ultramicrotomo Reichert Ultracut S e coletadas em
grades de cobre (400 mesh), coradas com acetato de uranilo e citrato de chumbo, e
observadas em microscopio eletrénico transmissédo, TEM-900 (Zeiss, Alemanha).

4.15 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo de experimentos
realizados em triplicatas biol6gicas. Experimentos com dois ou mais grupos com
uma variavel foram avaliados através de Andlise de Variancia (ANOVA) de uma via
com pos-teste de Bonferroni. E experimentos com trés ou mais grupos com duas
variaveis foram avaliados através de Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias
com pos-teste de Bonferroni. Para as analises de correlacdo, o coeficiente de

correlacdo R? foi calculado através de uma regresséo linear.

Os testes estatisticos utilizados estdo indicados na legenda de cada experimento.
Um valor p<0,05 foi considerado estatisticamente significante. Analises estatisticas

foram realizadas no software GraphPadPrism v.5
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE AMOSTRAS DE TUBA DE FALOPIO E
CARCINOMA OVARIANO SEROSO DE ALTO GRAU A PARTIR DOS DADOS DE RNA-seq

A analise da expressdo génica por RNA-Seq foi desenvolvida no Molecular Genetics
Laboratory of Female Reproductive Cancer, na Johns Hopkins University, com
amostras de pacientes com carcinoma de ovario e tuba de falopio. Os resultados
obtidos em parceria com o grupo do Dr. le-Ming Shih foram validados por qPCR e,
posteriormente, investigados utilizando técnicas de biologia molecular e ensaios in

vitro.

A expressao diferencial dos 243 genes (p<0,01) entre as amostras de tuba de fal6pio
e pacientes com carcinoma ovariano seroso de alto grau esta representada na forma
de heat map (FIGURA 8). Além disso, os dados mostraram que a proteina PDE7-A
encontra-se 2,54 vezes (p=1,00E-04) mais expressa em amostras de carcinoma
ovariano seroso de alto grau quando comparado a tuba de falépio, ocupando a
sétima posicdo entre 243 genes diferencialmente expressos (p<0,01). Esse dado foi
instigante visto a inexisténcia de publicacdes que correlacionem PDE7-A e CAOV e
pelo fato de inibidores ndo seletivos de PDE4 e PDE7, como o roflumilaste, estarem
em estudos de triagem clinica nos Estados Unidos para o tratamento de tumores
malignos hematolégicos (NCT01888952).

Ademais, os 243 genes diferencialmente expressos (p<0,01) foram analisados
utilizado o software Ingenuity pathway analysis, uma ferramenta de analise e de
pesquisa que revela a significAncia dos dados obtidos do RNA-seq e auxilia na
identificagdo de novos candidatos a biomarcadores nos sistemas biol6gicos. Neste
contexto, as principais vias candnicas encontradas estéo relacionadas com a fibrose
hepatica, a sinalizacdo via TREM-1 (Antigeno CD354), a regulacdo do ponto de
checagem ao dano ao DNA em G2/M e o ciclo y-Glutamil (FIGURA 9). Os principais
genes reguladores com expressao aumentada descritos foram o fator de necrose
tumoral (TNF), o fator de transcricdo ESE3 (EHF), o fator de crescimento de
transformacao B1 (TGFB1), a enzima lisina N-Metil transferase 6 (EZH2) e TP53.
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Figura 8: Expressao génica diferencial entre amostras de tuba de faldpio e pacientes com
carcinoma ovariano seroso de alto grau baseado em dados de RNA-seq: heat map com
conjunto de 243 genes (p <0,01). A cor vermelha representa uma maior abundancia de
genes relativos em comparagcdo com a meédia, enquanto a cor azul ilustra a expressao
relativa dos genes abaixo da média. A barra de cor verde mostra amostras de tuba de
falopio e a de amarelo as amostras de carcinoma ovariano.

Conforme mostrado, uma importante via candnica que encontra-se diferencialmente
modulada no conjunto de dados obtidos do estudo do transcriptoma € a regulagéo
do ciclo celular no ponto de checagem em G2/M. Esse dado sera melhor explorado

nas andlises seguintes aos associarmos o quimioterapico PTX e o inibidor de PDE?.

Outra interessante via celular modulada € a sinalizacdo por TREM-1. Esta medeia a
producdo de TNF-a, IL-1B e IL-6 e desempenha um papel em uma variedade de
distarbios associados a inflamacgédo (LUO et al., 2010). Além disso, a ativacdo de
TREM-1 induz preferencialmente a expresséo do fator de estimulagdo de formacéo
de colénia 1 (M-CSF) (DOWER et al., 2008), sugerindo ainda um papel importante
no cancer e na sepse (SIGALOV, 2014).

5.2 VALIDACAO DA EXPRESSAO DE PDE7-A EM LINHAGENS CELULARES POR gPCR
E IMUNOBLOT

A fim de confirmar o resultado obtido do RNA-seq, foram realizados experimentos de
analise de expressdo génica e protéica da enzima PDE7-A utilizando linhagens
celulares de CAOV. Conforme observado na FIGURA 10A, as linhagens derivadas
de carcinoma seroso de alto grau, OVCAR3 e OVCAR4, apresentaram maior
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expressdo génica de PDE7-A quando comparado a linhagem de tuba de fal6pio
(FT2821) e as linhagens de tecido de ovario normal (OSE4, OSE7, OSE10 e OSE
80pc). Em relacdo a expressao protéica, também observou-se maior expressao de
PDE7-A nas linhagens derivadas de carcinoma seroso de alto grau OVCAR3,
OVCAR4, OVCAR5, OVCARS8 e SKOV3 comparado as linhagens FT 2821, OSE 4,
OSE 7 e OSE 10 (FIGURA 10B).
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Figura 9: Principais vias candnicas alteradas a partir da andlise dos dados do RNA-seq
utilizando a ferrramenta de bioinformética Ingenuity pathway analysis (IPA).

Assim, os resultados obtidos corroboraram com os dados do RNA-seq, no qual
PDE7-A apresentou maior expressdo em amostras de carcinoma de ovario seroso
de alto grau quando comparado a da tuba de faldpio. Esse dado inédito nos instigou
a melhor compreender o papel desta proteina no carcinoma de ovario e 0s

mecanismos envolvidos.

PDEs tém sido investigadas em uma variedade de tumores e os estudos sugerem
gue estas enzimas podem estar mais ativas nestes tecidos, afetando diretamente os
niveis de cGMP e cAMP intracelulares. Portanto, agentes que aumentam 0s niveis

deste mensageiros secundarios inibindo a hidrolise catalisada pelas PDEs ganharam
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destaque como potenciais alvos na terapia anti-tumoral. Um dos principais
mecanismos de acéo descrito para oS mesmos consiste na inibicdo do crescimento

das células tumorais e a inducao da apoptose (SAVAI et al. 2010).

Além disso, o uso destes inibidores ja vém sendo preconizado no tratamento de
outras doencas como asma, na doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), na
hipertensédo pulmonar e esclerose multipla (HOUSLAY et al. 2005; NAVIGLIO et al.,
2009), o que miniminiza a preocupacdo com a toxicidade de alguns farmacos.
Diversos estudos j& demostraram a participagéo de isoformas individuais de PDE na
promocao da sobrevivéncia e motilidade celular em diferentes tipos de cancer como
prostata (HENDERSON et al., 2014; POWERS et al, 2015), mama
(NIDHYANANDAN et al. 2015), leucemia de células T (DONG et al., 2010) e célon
(AHMAD et al., 2015).
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Figura 10: Validacdo do resultado de RNA-seq utilizando linhagens celulares por meio de
gPCR (A) e Western blot(B).

Para experimento de andlise da expresséo génica, foi utilizado como referéncia a amostra
FT 2821. Os ensaios de gPCRs foram realizados em duplicata (N=2). Média e desvio-
padrdo estdo mostrados no grafico. Para analise da expressao protéica de PDE7-A, foi
utilizado como normalizador a proteina GAPDH.
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Diante do exposto, verificou-se o papel da PDE7 no CAQV utilizando um inibidor
seletivo comercialmente disponivel denominado BRL50481 tanto em monoterapia

guanto em associacdo com o0s quimioterapicos padrao cisplatina e paclitaxel.

5.3 EFEITO DA INIBICAO DA ENZIMA PDE7 UTILIZANDO BRL50481 EM MONOTERAPIA
EM LINHAGENS DE CAOV

O efeito da inibicdo competitiva da PDE7 na viabilidade celular metabdlica (VCM)
nas linhagens de CAOV foi avaliado pelo método de MTT. Nos ensaios foram
utilizados duas linhagens de carcinoma ovariano: A2780 e OVCARS3. Conforme
descrito no QUADRO 2, as linhagens apresentam diferencas quanto a classificacao

histoldgica e resisténcia aos quimioterapicos CISP e PTX.

Inicialmente, calculou-se o valor da ICsp para CISP, PTX e BRL50481 utilizando as
condi¢cBes experimentais descritas na TABELA 2. Brevemente, para o calculo da ICsg
comparou-se a VCM das células tratadas com diferentes concentracdes dos agentes
guimioterapicos com a VCM do controle (células nao-tratadas). Como controle
negativo, as células foram tratadas apenas com o veiculo (DMSO ou PBS) no qual a
droga foi diluida (dados ndo mostrados). Em relacdo a poténcia, os quimioterapicos
CISP e PTX apresentaram maior poténcia na linhagem A2780 quando comparada a
linhagem OVCAR3 (TABELA 10), corroborando com os dados da literatura que
mostram que a linhagem OVCAR3 apresenta resisténcia intrinseca aos
guimioterapicos (SAKHARE et al., 2014; STORDAL et al., 2013).

Ja o composto BRL50481 ndo apresentou efeito inibitério nas linhagens A2780 e
OVCARS3 no tempo de tratamento de 24h. No entanto, apds 48h de tratamento, a
linhagem A2780 mostrou-se mais sensivel ao inibidor quando comparada a
OVCARS3 (FIGURA 11), o que pode ser atribuido as diferencas intrinsecas das

linhagens.
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Tabela 10: Valor daslCsy estimadas nas linhagens A2780 e OVCARS3.

Quimioterapicos ICso o
A2780 OVCARS3
Cisplatina 24h 14 uM 140 uM
Cisplatina 48h 1,6 uM 17 uM
Paclitaxel 24h 0,53 uM 12,5 uM
Paclitaxel 48h 0,003 uM 1,3 uM
BRL50481 48h 200pM e

* Estabeleceu-se a concentracio de 400 yM (maior concentragdo avaliada dentro da faixa de
concentracdes proposta na TABELA 2 para os experimentos de VCM) como valor referencial para ser
utilizada nos demais estudos para a linhagem OVCAR3. Foi estabelecido este valor devido a
toxicidade do diluente da droga (DMSO) para as células. Para o célculo da ICs, foi utilizado o
software GraphPadPrism v.5.

Na linhagem A2780, observou-se uma reducdo da VCM em torno de 60% quando
comparado os tempos de tratamento de 24 e 48h. A reducdo na VCM é dose-
dependente e ocorreu apenas nas duas maiores concentragdes avaliadas (200 uM e
400 uM) (p<0,05) (FIGURA 11A). Dessa forma, para o célculo da ICsq utilizou-se o
tempo de tratamento de 48h e o valor encontrado foi aproximadamente de 200 uM
(TABELA 10).
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Figura 11: Efeito do BRL50481 na VCM pelo método de MTT.

Células da linhagem A2780 (A) e OVCARS3 (B) foram tratadas com diversas concentracées
do inibidor seletivo de PDE7 por 24 h e 48 h.Os experimentos foram realizados em triplicata
mecéanica. Para cada experimento foram realizadas quatro réplicas biol6gicas. Média e
desvio padrdo sdo mostrados nos graficos. Andlise estatistica: Teste ANOVA de duas vias
com post test de Bonferroni ** p<0,01 *** p<0,001.
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Conforme apresentado na FIGURA 11B, o composto BRL50481 n&o afetou a VCM
da linhagem OVCAR3 em ambos os tempos analisados. Assim, como néo foi
possivel estimar o valor da ICso para a referida linhagem, foi estabelecida a
concentragcdo de 400 uM como valor referencial utilizado nos demais experimentos
(TABELA 10).

Diversos estudos vém demonstrando o uso de inibidores seletivos de PDE em
diferentes tipos de cancer. A exemplo, o uso de inibidores seletivos de PDE4D,
NVP-ABE171 e cilomilaste, no tratamento do cancer de prostata em modelos in vitro
e in vivo promoveu diminui¢do do crescimento celular, mostrando o grande potencial
terapéutico dessa classe de farmaco (POWERS et al., 2015). Além disso, 0 emprego
dos inibidores de PDE4, rolipram e Ro0-20-1724, proporcionou supressdo da
guimiotaxia em células de cancer de coélon. Assim, os autores sugerem o papel
critico da PDE4 na regulacéo dos niveis intracelulares de cAMP e na progressao do
cancer de célon (MURATA et al., 2000).

Conforme mostrado por SMITH et al. (2004), o inibidor BRL50481 foi utilizado
inicialmente em linhagens celulares de linfocitos CD8" e promoveu diminuicdo da
proliferacdo apenas quando empregado concomitantemente com o inibidor de
PDEA4. Além disso, outros estudos também tém proposto a inibicdo dual de PDE4 e -
7 como uma estratégia efetiva no tratamento da asma e outras doencas
caracterizadas por fenoétipos inflamatoérios, visto que a maioria das células
inflamatorias expressam ambas as moléculas e as drogas seletivas de PDE4 e -7
possuem efeito sinérgico na supressdo da inflamacdo (GIEMBYCZ; NEWTON,
2011).

5.4 EFEITO DA INIBICAO DA ENZIMA PDE7 UTILIZANDO BRL50481 EM ASSOCIACAO A
CISPLATINA EM LINHAGENS CELULARES DE CAQOV

As células de CAOV podem apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida as
drogas citotoxicas e uma estratégia terapéutica amplamente utilizada e alvo de

novos estudos é a associacdo de farmacos de diferentes classes.

Um estudo conduzido por YOSHIDA et al. (2000) ja havia verificado que a
associacado de teofilina (inibidor ndo especifico de PDE) e cisplatina aumentou a

incidéncia de apoptose em células granulosas humanas transformadas com
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oncogenes Ha-ras e p53 mutados e na linhagem celular de CAOV OC-109. Além
disso, efeito aditivo da associagéo de cisplatina com o inibidor de PDE dipiridamol
reduziu a sobrevivéncia celular em torno de 65% em ambas as células de carcinoma
de ovério sensiveis e resistentes a cisplatina (HOWELL et al., 1987). Ademais,
estudos conduzidos por MANN et al. (1991) em células de CAOV com agentes que
elevam os niveis de cAMP como forskolina e isobutilmetilxantina, os autores
observaram que o tratamento promoveu 0 aumento da sensibilidade ao derivado de

platina comparado as células nao-tratadas.

Dessa forma, motivados em investigar a associacdo do inibidor BRL50481 com
quimioterapicos classicamente utilizados no tratamento de CAOQV, as linhagens
A2780 e OVCARS foram tratadas com CISP (a faixa de concentracdo utilizada

encontra-se descrita na TABELA 2) associada ao composto BRL50481.

Os tratamentos combinados de CISP com BRL50481 (100 uM e 200 uM) néo
promoveram diminuicdo na VCM na linhagem A2780 no tempo de tratamento de
24h. Ao contréario, observou-se um aumento significativo na VCM quando as células
foram tratadas com CISP nas concentra¢des 100; 50 e 25 uM associadas a 200 uM
de BRL50481 (valor referente a ICso do inibidor) (FIGURA 12A).
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Figura 12: Efeito da combinacdo de BRL50481 e CISP na VCM pelo método de MTT em
A2780.

Células da linhagem A2780 foram tratadas com CISP em monoterapia e em associacao
com BRL50481 em duas concentracbes, 100 uM e 200 uM, por 24h (A) e 48h (B). Os
experimentos foram realizados em triplicata mecéanica. Para cada experimento foram
realizadas quatro réplicas biol6gicas. Média e desvio padrdo sdo mostrados nos graficos.
Anadlise estatistica: Teste ANOVA de duas vias com post test de Bonferroni. *p<0,05,
**p<0,01 ***p<0,001.

Embora a associagcdao de CISP (0,001 pM) com BRL50481 (200 pM) tenha
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promovido uma redugéo na VCM em torno de 24% (p<0,01), no tempo de tratamento
de 48h, a combinacdo com CISP resultou na sele¢cé@o de clones resistentes a droga,
de modo a mimetizar observacdes clinicas do tratamento de CAOV (MCGUIRE et
al., 1996) (FIGURA 12B).

A fim de verificar se a cronologia dos tratamentos traria beneficios na associacao de
CISP com BRL50481, as células da linhagem A2780 foram pré-tratadas com o
inibidor seletivo de PDE7 na concentracdo de 200 pM por 24h e, em seguida,
tratadas com CISP associada a 200 uM do inibidor por 24h. O pré-tratamento nao
apresentou eficdcia na diminuicdo da VCM quando comparado a associacdo de
CISP com BRL50481 bem como ao tratamento com cisplatina em monoterapia no
tempo de 24h (FIGURA 13).

A2780
100+

- Cisplatina
Cisplatina + BRL50481 200 uM
wsx & Prétratamento BRL50481 200 pM

*EE

F Y
o
L

ik

[ ~)
(=)
1

10 100
Cisplatina (uM)

Viabilidade celular metabdlica (% }

Figura 13: Efeito do pré-tratamento de BRL50481 na VCM pelo método de MTT em A2780.
Células da linhagem A2780 foram pré-tratadas com BRL50481 200 uM e, posteriormente,
tratadas com CISP em associacdo a 200 yM de BRL50481 por 24h. Os experimentos foram
realizados em triplicata mecanica. Para cada experimento foram realizadas quatro réplicas
biolégicas. Média e desvio padrdo sdo mostrados nos graficos. Analise estatistica: Teste
ANOVA de duas vias com post test de Bonferroni. ** P<0,01; ***p<0,001.

J4 na linhagem OVCARS3, a associacdo de CISP (50 uM) e BRL50481 nas
concentracdes de 200 e 400 uM promoveu uma redugcéo na VCM em torno de 35 e
32%, respectivamente, no tempo de tratamento de 48h (p<0,01). Também foi
observada uma diminuicdo de 28% na VCM utilizando a menor concentragdo de
CISP (1,56 uM) associada a 400 uM de BRL50481 (p<0,5) (FIGURA 14B).
Diferentemente do que foi observado na linhagem A2780, a associacédo de CISP e
BRL50481 néo favoreceu ao aumento da VCM (comparado ao tratamento com CISP

em monoterapia) no tempo de tratamento de 24h (FIGURA 14A).
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Embora o pré-tratamento das células da linhagem OVCAR3 com 400 uM de
BRL50481 por 24h e posterior associagdo de CISP com 400 yM do inibidor n&o
tenha promovido maior reducdo da VCM quando comparado a associacdo de CISP

e BRL50481, observou-se uma maior reducéo na ICso empregada (FIGURA 15).

Apesar da associagdo dos compostos CISP e BRL50481 nao apresentar efeito
significativo na diminuicdo da VCM em ambas as linhagens avaliadas, na linhagem
celular OVCAR3 é possivel observar efeitos benéficos desta associacdo na reducéo
da ICsp em 48h de tratamento (TABELA 11). A associacédo de CISP e BRL50481 nas
concentracdes de 200 e 400 yM promoveu reducdo na ICso em torno de 3,1 e 4,25
vezes, respectivamente, comparado as células tratadas apenas com CISP no tempo
de tratamento de 48h. Além disso, o pré-tratamento das mesmas com 400 uM de
BRL50481 também reduziu em torno de 2,2 vezes o valor da ICso. (TABELA 11).
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Figura 14: Efeito da combinagdo de BRL50481 e CISP na VCM pelo método de MTT em
OVCARS.

Células da linhagem OVCARS3 foram tratadas com CISP em monoterapia e em associacdo
com BRL50481 em duas concentracfes, 200 uM e 400 uM, por 24h (A) e 48h (B). Os
experimentos foram realizados em triplicata mecéanica. Para cada experimento foram
realizadas quatro réplicas biol6gicas. Média e desvio padrdo sdo mostrados nos gréficos.
Andlise estatistica: Teste ANOVA de duas vias com post test de Bonferroni. *p<0,05,
**p<0,01.
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Figura 15: Efeito do pré-tratamento de BRL50481 na VCM pelo método de MTT em
OVCARS.

Células da linhagem OVCAR3 foram pré-tratadas com 400 pM BRL50481 e,
posteriormente, tratadas com CISP em associacdo com 400 yM BRL50481 por 24h. Os
experimentos foram realizados em triplicata mecéanica. Para cada experimento foram
realizadas quatro réplicas biol6gicas. Média e desvio padrdo sao mostrados nos graficos.
Andlise estatistica: Teste ANOVA de duas vias com post test de Bonferroni.

Tabela 11: Valor das ICs, estimadas para CISP em monoterapia e em associacdo com
BRL50481 nas linhagens A2780 e OVCARS.

Linhagens Condicbes experimentais ICx
Cisplatina 24h 14 uM
Cisplatina +BRL50481 100 uM 24h 26,5 uM
Cisplatina +BRL50481 200 uM 24h 26,5 uM
A2780 . . Cisplatina 48h 1,6 M
Cisplatina +BRL50481 100 uM 48h 1,8 UM
Cisplatina +BRL50481 200 uM 48h 1,5 uM

Pré-tratamento BRL50481 200 uM (24h)

Cisplatina + BRL50481 200 uM (24h) 24 M

Cisplatina 24h 140 uM

Cisplatina +BRL50481 200 uM 24h 102 uM

Cisplatina +BRL50481 400 uM 24h 82 uM

Cisplatina 48h 17 uM

OVCARS3 Cisplatina +BRL50481 200 uM 48h 5.4 UM
Cisplatina +BRL50481 400 uM 48h 4,0 uM

Pré-tratamento BRL50481 400 uM (24h) 64 uM

Cisplatina + BRL50481 400 uM (24h)

Para o célculo da ICsq foi utilizado o software GraphPadPrism v.5

O cAMP é um importante mediador de diversas respostas celulares e sua hidrolise
pelas PDEs é um dos mecanismos utilizados para promover a homeostase celular
(BEAVO; BRUNTON, 2002). Essas enzimas sao expressas em tecidos especificos e

a compartimentacdo das mesmas permite o controle rigoroso dos gradientes de
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cAMP em todas as células (HOUSLAY; ADAMS, 2003). A importancia das PDEs na
engenharia dos gradientes de cAMP é claramente demonstrada pela eficacia
terapéutica de inibidores seletivos de PDE como os farmacos no combate a um

namero crescente de doencgas humanas (BAILLIE et al., 2005).

Além disso, o cAMP regula varias funcdes celulares como metabolismo, secrecéao,
proliferacdo celular, diferenciagcdo e indugédo de gene por meio da ativacdo de
diversas vias de sinalizagdo como a via da PKA (ALPER; HACKER; CHO-CHUNG,
1999; CHEADLE et al., 2008)

A enzima PKA € uma serina-treonina cinase e principal molécula efetora da via de
sinalizacdo do cAMP na maioria das células. Classicamente, estd amplamente
envolvida na regulagcdo do crescimento e proliferacdo celular. Evidéncias
experimentais demonstraram que as duas isoformas da PKA, PKA-I e PKA-II, atuam
como reguladores intracelulares positivos e negativos, respectivamente, do
crescimento celular (CHO-CHUNG, 1990). A PKA-l1 é apenas transitoriamente
superexpressa em células normais em resposta aos estimulos fisiolégicos da
proliferacdo celular enquanto que, em contraste, € constitutivamente superexpressa
em células cancerosas e sua maior expressao esta associada ao mau prognaostico
em diferentes tipos de cancer. Por outro lado, a expressédo de PKA-II é induzida na
parada do crescimento das células cancerosas por analogos de cCAMP e agentes de
diferenciacdo. Além disso, o desequilibrio entre as isoenzimas de PKA esti
altamente associado a tumorigénese e ao crescimento tumoral (CHEADLE et al.,
2008).

Dados da literatura j& demonstraram que a inativacdo funcional da PKA resultou no
aumento do reparo ao DNA e na aquisicado de resisténcia a cisplatina. Os autores
sugeriram que a transducéo de sinal ativado por cAMP pode regular a sensibilidade
a cisplatina, constituindo, assim, uma possivel via de modulacdo para a resisténcia
(CVIJIC et al. 1998). CVIJIC et al. 1997 ainda mostrou que a subunidade R1a pode
encontrar-se mutada ou superexpressa e exercer outras funcdes celulares além de

inibir a atividade cinase da subunidade catalitica de PKA.

Além disso, moléculas como o dipiridamol e as metilxantinas, incluindo a cafeina, a

pentoxifilina e a isobutiimetilxantina s&o capazes de aumentar 0s niveis
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intracelulares de cAMP por meio da inibicdo de PDE e, consequentemente, a
ativacdo de PKA e o aumento da fosforilagdo dos fatores de reparo ao DNA. O
aumento do nivel de cAMP pode aumentar a interacdo da subunidade R com os
componentes da via de reparo por excisdo de nucleotideos e este processo pode
de cAMP pode ser atribuido a via ndo candnica de sinalizacdo de PKA (CVIJIC et al.
1998; CVIJIC et al., 1997) (FIGURA 16). Dessa forma, parte do mecanismo de acao
na potenciacdo da citotoxicidade induzida por cisplatina observado na linhagem
OVCARS3 pode ser atribuido a via ndo candnica de sinalizacdo de PKA mediada por
CAMP.

Ademais, estudo conduzido por HAN et al. (2006) mostrou que PDE7-Al possui um
sitio na regido N-terminal que contém um dominio de pseudo-substrato de PKA que
medeia a formacdo de um complexo com a subunidade catalitica de PKA (C). Essa
regido N-terminal de PDE7-A1 inibiu a atividade catalitica de C nas células CHO-K1
e também suprimiu a resposta fisioldgica independente de cAMP em leveduras.
Assim, PDE7-Al1 possui uma atividade ndo catalitica que pode contribuir para

terminar a via de sinalizagcéo por cAMP via inibi¢cdo direta de C.

Nossos dados mostraram que as linhagens A2780 e OVCAR3 apresentaram
diferentes mecanismos de resposta quanto a associacdo do inibidor de PDE7 e
CISP. Uma possivel explicacdo pode estar relacionada ao fato da linhagem
OVCARS3 apresentar uma resisténcia intrinseca a cisplatina (dado confirmado pelo
ensaio da VCM pelo método do MTT (TABELA 10) e, assim, esta linhagem pode
apresentar menor atividade de PKA. E a associacao do inibidor de PDE7 com
cisplatina no tempo de tratamento de 48h trouxe um impacto significativo para o
tratamento do carcinoma de ovario. O mesmo efeito ndo foi observado na linhagem
A2780. Vale ressaltar que para determinar o exato mecanismo envolvido em ambas
as linhagens ap0s a combinagdo de CISP e BRL50481 sera necessario avaliar a

atividade enzimatica de PKA.

Interessantemente, um estudo publicado por SON et al. (2001) em linhagens de
A2780 sensiveis e com resisténcia induzida a cisplatina superexpressando a
subunidade R1 a, os autores encontraram que a linhagem resistente a cisplatina

com expressdo ectopica da subunidade R1 a se tornou mais sensivel que a
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linhagem parental resistente apds o tratamento com cisplatina. Entretanto, a
linhagem resistente a cisplatina superexpressando R1 a permaneceu mais resistente
