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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) ¢ um tumor altamente incidente no mundo, curdvel quando
detectado em estagios iniciais, mas pode evoluir para uma forma mais grave, que refrata ao
tratamento de privagdo androgénica, denominada CaP resistente a castracdo (CRPC). Para esses
pacientes sdo utilizados quimioterapicos como o Docetaxel (DOC), o qual também causa efeitos
colaterais e pode ndo ser eficaz devido a resisténcia desenvolvida pelos pacientes. Nesse
cenario, produtos naturais (PNs) se destacam, uma vez que estas substancias sao importantes
fontes de novos farmacos antitumorais. Contudo, torna-se necessario também o uso de
tratamentos combinados, uma vez que o sinergismo entre drogas permite aumentar a a¢ao
terapéutica, reduzir a dose administrada, atenuar a resisténcia e combater multiplas
subpopulagdes de células. No presente estudo foi avaliado o efeito das combinagdes entre os
PNs 4-nerolidilcatecol (4-NC) e Partenolido (PTL) e o DOC frente a linhagens prostaticas
RWPE-01 (ndo tumorigénica), LNCaP (tumorigénica sensivel a andrégeno) e PC3 (CRPC)
utilizando o método Chou-Talalay. Para o PTL, nenhuma das combinag¢des se mostrou
sinérgicas. Ja a interagdo entre 4-NC e DOC demonstrou efeito sinérgico para as células CRPC
PC3 apds 48 horas de tratamento, sendo antagdnica para a LNCaP. A combinacdo sinérgica
permitiu a reducdo da concentragdo de DOC, com citotoxicidade e inducdo da apoptose
superiores aos tratamentos com os compostos isolados. Além disso, quando o 4-NC foi
coadministrado com DOC foi verificado um aumento significativo na expressao de proteinas
associadas ao fenotipo epitelial, controlando a transi¢do epitélio-mesenquimal. Os achados no
presente estudo sugerem que a combinagdo do composto natural 4-NC aliado a doses reduzidas
do quimioterapico DOC pode representar uma estratégia promissora para o tratamento do
CRPC. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para a comprovacao de sua eficacia e

seguranca em modelos animais.

Palavras -chave: Sinergismo, Cancer de Prostata Resistente a Castragdo, 4-nerolidilcatecol,

Docetaxel, Produtos Naturais.
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ABSTRACT

Prostate cancer (CaP) is a highly incident tumor in the world, curable when detected in early
stages, but it can evolve into a more severe form, which refracts to the androgen deprivation
treatment, called castration-resistant CaP (CRPC). For these patients, chemotherapy drugs such
as Docetaxel (DOC) are used, which also causes side effects and may not be effective due to
the resistance developed by the patients. In this scenario, natural products (PNs) stand out, since
these substances are important sources of new antitumor drugs. However, it is also necessary
to use combined treatments, since the synergism between drugs allows to increase the
therapeutic action, reduce the administered dose, attenuate resistance and combat multiple
subpopulations of cells. In the present study, the effect of combinations between PNs 4-
nerolidylcatechol (4-NC) and Parthenolide (PTL) and DOC against prostatic strains RWPE-01
(non-tumorigenic), LNCaP (androgen-sensitive tumorigenic) and PC3 (CRPC) using the Chou-
Talalay method. For PTL, none of the combinations were shown to be synergistic. The
interaction between 4-NC and DOC demonstrated a synergistic effect for CRPC PC3 cells after
48 hours of treatment, being antagonistic for LNCaP. The synergistic combination allowed the
reduction of the DOC concentration, with cytotoxicity and apoptosis induction superior to the
treatments with the isolated compounds. In addition, when 4-NC was co-administered with
DOC, there was a significant increase in the expression of proteins associated with the epithelial
phenotype, controlling the epithelial-mesenchymal transition. The findings in the present study
suggest that the combination of the natural compound 4-NC combined with reduced doses of
the chemotherapeutic DOC may represent a promising strategy for the treatment of CRPC.

However, additional studies are needed to prove its efficacy and safety in animal models.

Keywords: Synergism, Castration-Resistant Prostate Cancer, 4-nerolidylcatechol, Docetaxel,

Natural Products.
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1 INTRODUCAO

1.1. Cancer: aspectos gerais e dados epidemiolégicos

Cancer ¢ um termo que designa um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento
rapido e desregulado de células, em um desbalango entre proliferacdo e morte celulares. A
malignidade ¢ definida pela capacidade destas células de invadir tecidos adjacentes e/ou se
estabelecerem em outros 6rgaos, conduzindo a formagdo das metastases. Os tumores malignos
podem se desenvolver em praticamente todas as regides do organismo, o que caracteriza sua
diversidade anatomica, histologica e molecular (WHO, 2019).

A etiopatologia do cancer ainda ¢ pobremente compreendida. Contudo, alguns fatores
de risco ja se encontram estabelecidos ou em estudo quanto a sua relacdo com a incidéncia da
doenca como a idade, caracteristicas genéticas e exposigdes a carcinogenos (CAO;
GIOVANNUCKCI, 2016; GRAHAM; SOTTORIVA, 2017; LEWANDOWSKA et al., 2019;
WIERZEJSKA, 2015). Atualmente, o cancer ¢ considerado um grave problema de satde
publica. Segundo os ultimos dados da Organizacdo Mundial da Satde (2019), ¢ a segunda
principal causa de morte no mundo com um nimero estimado de 9,6 milhdes de obitos em
2018. Apds o cancer de pele ndo melanoma, os tumores de pulmdo, prostata, colorretal,
estdmago e figado sdo os mais comuns em homens; enquanto mama, colorretal, pulmao, colo
do utero e cancer de tireoide sdo mais incidentes em mulheres.

Uma das possiveis justificativas para nimeros tdo alarmantes, mesmo apds décadas de
estudos e grandes avancos em inovagdes médicas e tecnologicas, € a heterogeneidade do
ambiente tumoral. As células que compdem uma neoplasia maligna apresentam enorme
plasticidade e capacidade de se adaptarem, driblando mecanismos de reparo, escapando a
resposta imunologica e desenvolvendo estratégias para refratar aos tratamentos adotados. Nesse
contexto, ¢ de extrema importancia compreender a biologia tumoral € a agdo molecular de
medicamentos, na construcdo de esquemas terapéuticos mais eficazes (JOGI et al., 2012;
NABI; LE, 2018; WOLCHOK, 2018).

Mundialmente, o cancer de prostata (CaP) é o segundo mais frequentemente
diagnosticado em homens (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020; WCRF, 2020) com 1,3 milhdes
de casos em 2018, representando 7,1% de todos os tumores no sexo masculino. A maior
incidéncia ocorre na Europa (35,2% dos casos) e na Asia (23,3%) (BRAY et al., 2018;

RAWLA, 2019). Dados globais também apontam que o CaP ¢ a quinta causa mais comum de



morte por cancer, totalizando 358.989 obitos em 2015. As maiores taxas de mortalidade estao
entre as populacdes do Caribe e da Africa Central e Meridional, enquanto as menores sdo
observadas na Asia, particularmente na Asia Oriental e Sul-Central (BRAY et al., 2018;
PERNAR et al., 2018).

Para o Brasil, estimam-se 65.840 casos novos de CaP para cada ano do triénio 2020-
2022. Este ocupa a primeira posi¢ao de incidéncia no pais em todas as regides brasileiras (ndo
considerando o cancer de pele nao melanoma), com um risco estimado, para cada 100 mil
homens, de 72,35 na Regiao Nordeste; de 65,29 na Regiao Centro-Oeste; de 63,94 na Regiao
Sudeste; de 62,00 na Regido Sul; e de 29,39 na Regido Norte. Em 2017, ocorreram 15.391
obitos pela doenca no Brasil, o equivalente a 15,25/100 mil homens (INCA, 2020).

O CaP ¢ uma doenca complexa e multifatorial e, portanto, desafiadora quanto a
compreensdo dos mecanismos moleculares associados ao seu surgimento e a sua progressao.
Quanto aos fatores de risco, o mais bem estabelecido é a idade. De fato, a chance de se
desenvolver a doenca aumenta significativamente a partir dos 50 anos e a média da idade no
diagnoéstico ¢ de 66 anos (HEIDEGGER et al., 2019; INCA, 2020; MALINOWSKI et al.,
2019).

A etnia também se enquadra como fator de risco. Em populagdes com diversas etnias, a
interacdo distinta entre fatores genéticos pode contribuir para a ocorréncia de mutagdes que
contribuem para o inicio e a progressdo de canceres agressivos (TAN; PETROVICS;
SRIVASTAVA, 2018). Estudos demonstram que homens afro-americanos tém incidéncia da
doenga 1,7 vezes maior e taxa de mortalidade 2,4 vezes superior aos americanos de origem
caucasiana (DESANTIS et al., 2016).

O histérico familiar (parentes de primeiro grau diagnosticados pela doenga) ¢ um fator
relevante na tomada de decisdes para o acompanhamento do CaP. Estima-se que 5% a 10% dos
casos de CaP podem ser considerados hereditarios (GIRI; BEEBE-DIMMER, 2016). Apesar
da influéncia do componente familiar, a identificacdo da base genética do CaP permanece
desafiadora e ainda pouco compreendida. Contudo, mutagdes nos genes homeobox B13
(HOXB13) e breast cancer 2 (BRCA2) sao, frequentemente, associados ao risco do
desenvolvimento precoce da doenga e a alta taxa de mortalidade em uma parcela dos casos
(EWING et al., 2012; NAROD et al., 2008).

Por fim, habitos pessoais como sedentarismo; dieta rica em gordura de origem animal e
carne vermelha; menor consumo de frutas, vegetais e vitaminas; altas taxas glicémicas e

obesidade estdo correlacionados com a ocorréncia da doenca. Também se destacam a presenca
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de processos inflamatorios cronicos, assim como a exposicao a produtos quimicos e a radiagdes
ionizantes (RAWLA, 2019). Contudo, alguns comportamentos contribuem para a reducio do
risco ao CaP, sobretudo aqueles que envolvem frutas e vegetais incorporados a alimentagao.
Foi demonstrado que uma dieta rica em brocolis previne o surgimento do CaP evidenciando o
efeito protetor dos vegetais da familia Brassicaceae (brocolis, couve de Bruxelas, couve-flor,
couve e nabos) (JOSEPH et al., 2004). Similarmente, o risco diminuido foi observado com o
consumo de soja, cha verde e tomate (FUJIKI ez al., 1998; VAN BREEMEN; PAJKOVIC,
2008).

Portanto, aprofundar as pesquisas para o entendimento do CaP ¢ importante,
considerando o funcionamento do 6rgdo e seus aspectos moleculares para que, assim, seja
possivel melhor compreender a etiologia da doenca e reverter a curva ascendente de
diagnodsticos e nimero de mortes. Além disso, investigar o papel dos produtos naturais (PNs)
na sua prevengdo e tratamento ¢ igualmente relevante, uma vez que os efeitos benéficos desses

compostos vém sendo sistematicamente estudados e comprovados (FONTANA et al., 2020).

1.2. Aspectos clinicos relacionados ao CaP

A prostata € uma glandula pélvica localizada abaixo da bexiga urinéria e em frente ao
reto. O 6rgdo normal de um adulto mede cerca de 6 cm e pesa aproximadamente 20 gramas,
sendo constituido por células estromais e epiteliais. A glandula ¢ dividida em zonas, quais
sejam: periférica, central, de transicdo e anterior. A uretra atravessa o centro da prostata e, por
1sso, doencas relacionadas ao aumento do 6rgao normalmente desencadeiam sintomas urinarios
(Figura 1) (LEE; AKIN-OLUGBADE; KIRSCHENBAUM, 2011). As células estromais podem
modular a diferenciagdo do epitélio e sdo muito importantes para a homeostase prostatica
(CHARAS; VARGAS; ZELEFSKY, 2018).

A prostata € responsavel pela secre¢do e armazenamento de uma ampla gama de
produtos do liquido seminal, o qual fornece aos espermatozoides condi¢des de sobrevivéncia e
viabilidade durante e ap6s a ejaculagdo. O controle da diferenciacdo e da atividade do érgao
depende de fatores hormonais, imunologicos, alimentares, genéticos e de interacdes entre
células, destas com o estroma e com a matriz extracelular (LEE; KOZLOWSKI; GRAYHACK,
1997).



Vesicula Seminal
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Figura 1 Representagfo da prostata humana. A prostata € localizada abaixo da bexiga e em frente ao reto, sendo
subdividida em diferentes zonas (periférica, central, de transi¢do e anterior).

Os androgenos tém sido apontados como o fator mais significativo para a homeostase
da préstata madura, além de serem importantes também no desenvolvimento embrionario. Sdo
responsaveis por direcionar a proliferagdo epitelial, ramificacdo dos ductos e diferenciacdo das
células (VILAMAIOR; TABOGA; CARVALHO, 2006). A di-hidrotestosterona (DHT),
variante hidroxilada da testosterona, possui alta afinidade aos receptores de androgeno (AR) e,
portanto, ¢ o principal esteroide atuante na glandula. Outros hormoénios, como os estrogenos,
os glicocorticoides, a prolactina e a insulina, também sdo relacionadas a fisiopatologia
prostatica (TABOGA; LEITE VILAMAIOR; GOES, 2009).

Mudangas nos mecanismos regulatorios do crescimento da prostata podem conduzir a
um aumento de seu tamanho (NOVARA et al., 2006). Quando ndo maligno, esse quadro
caracteriza a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) que ocorre quase exclusivamente na zona
de transi¢@o. Cerca de 90% dos homens com 70 a 80 anos apresentam evidéncias histoldgicas
desta doenga (BARGHASH ALANAZI et al., 2017). A HPB ¢ raramente fatal quando tratada
adequadamente. Seus sintomas incluem esvaziamento insuficiente da bexiga, reten¢do urinaria,
instabilidade do detrusor, infec¢do do trato urinario, hematuria e faléncia renal (LEPOR, 2018;

LU et al., 2019).



A inflamag¢do também ¢ relacionada a ocorréncia e progressdo do CaP, uma vez que o
dano causado ao tecido por uma inflamagdo pode levar a uma atrofia inflamatoria proliferativa
(SHOII et al., 2018), a qual favorece o desenvolvimento de doengas malignas, como a
Neoplasia Intraepitelial Prostatica (NIP). Esta se assemelha aos tumores prostaticos em niveis
bioquimicos, genéticos e fenotipicos, sendo, portanto, considerada um estado pré-maligno
(CHISTIAKOV et al., 2018; PACKER; MAITLAND, 2016).

Em seu estdgio inicial, o CaP pode ser assintomatico ou apresentar sintomas
semelhantes 8 HPB como esvaziamento insuficiente da bexiga, reten¢do urinaria, infec¢ao do
trato urinario e hematiria. Quando avancado, sdo também registradas faléncia renal e dor nas
costas, uma vez que o esqueleto axial é o primeiro foco metastatico. Neste estagio, a sobrevida
do paciente ¢ comprometida, o que ndo acontece caso o CaP seja diagnosticado precocemente
(LEPOR, 2004; RAWLA, 2019), com uma taxa de sobrevida de até¢ 96% (ALLEMANI et al.,
2015).

O diagnostico ¢ baseado no exame retal digital (ERD), em que ¢ avaliado o crescimento
do 6rgdo por meio do toque na regido do reto paralela a prostata. Também sao dosados os niveis
séricos do antigeno prostatico-especifico (PSA). Esta protease ¢ produzida principalmente pelas
células epiteliais da glandula e seus valores sdo considerados normais quando abaixo de 4
ng/ml. Nesse contexto, o PSA total em uma concentragao de 4-10 ng/mL representa um risco
relativo de cancer, enquanto acima de 10 ng/mL indica pacientes com alto risco. Apesar de ser
um importante método diagndstico, niveis elevados de PSA também podem indicar prostatites
ou HPB. Portanto, o diagnostico preciso e definitivo depende do estudo histopatologico da
lesdo. As biopsias sdo examinadas quanto a presenca de células tumorais e estadiadas a partir
da avaliacao do tamanho da lesdo, comprometimento de tecidos vizinhos, linfonodos e 6rgaos
distantes (sistema TNM — Tumor Node Metastasis) e de acordo com a escala de Gleason, que
avalia o grau de diferencia¢do das células malignas (MALINOWSKI et al., 2019; MOTTET et
al.,2017).

Para a defini¢do do tratamento a ser implementado contra o CaP, ¢ necessario
considerar, com aten¢do, o estadiamento da doenca, a idade e as comorbidades do paciente. Em
pacientes com baixo risco de progressdao ¢ adotada a vigilancia ativa, com a realizacdo de
exames regulares, como ERD uma vez ao ano, dosagem de PSA total a cada seis meses e
biopsias de um a cada trés anos, objetivando acompanhar a evolu¢ao da doenga. Em casos
menos graves, ¢ aplicada a espera vigiada, na qual o acompanhamento do paciente também ¢

realizado, porém com menos procedimentos invasivos como a biopsia (HERDEN;



WEISSBACH, 2018).

Quando o tumor progride, a primeira conduta inclui terapias locais, como prostatectomia
(remocao total ou parcial da préstata) e/ou radioterapia. Caso haja recorréncia, normalmente
manifestada com o aumento dos niveis de PSA, ¢ iniciada a terapia de privacao de androgenos
(TPA), em que a producdo de testosterona pelos testiculos ¢ diminuida ou eliminada
cirurgicamente (orquiectomia) ou pela agdo de drogas especificas (HIGANO, 2010; MOTTET
etal.,2017).

A testosterona ¢ um hormoénio androgeno sexual que desempenha um papel crucial na
maturacdo de tecidos reprodutivos masculinos, como testiculos e prostata, e no
desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios, como aumento do tonus muscular,
crescimento e maturacdo dos ossos e crescimento do pelo corporal. Portanto, niveis
insuficientes de testosterona em homens podem ocasionar fragilidade e perda Ossea
(MOORADIAN; MORLEY; KORENMAN, 1987). Por outro lado, a presenga de altos niveis
do hormonio ¢ associada ao crescimento da prostata tanto em estado normal, como neoplasico
(YASSIN et al., 2019).

Nas células prostaticas a testosterona ¢ convertida em DHT pela 5-a-redutase. A DHT,
entdo, se liga e ativa o AR presente na superficie celular ou no citoplasma. O AR dimeriza e ¢
translocado para o nucleo, onde se liga aos promotores de genes-alvo, regulando-os
(GELMANN, 2002). Desta forma, o AR coordena o funcionamento celular ao modular a
expressdo de genes responsaveis pela mediagao dos efeitos fisioldgicos dos androgenos (GUO
et al.,2009; TAKAYAMA; INOUE, 2013), como a sintese de proteinas, (incluindo o PSA), o
metabolismo lipidico e o crescimento do 6rgao (FUJITA; NONOMURA, 2019). Assim, a TPA
se baseia na dependéncia hormonal da prostata, de modo que a ablagcdo da testosterona
compromete a cascata de sinalizacdo e, consequentemente, a evolugdo do tumor (FENG; HE,
2019).

A TPA (Figura 2) inclui diferentes compostos como agonistas de LHRH (hormdnio
liberador do hormonio luteinizante), que se ligam aos receptores de LHRH na hipofise,
estimulando a produgdo de LH (horménio luteinizante) e FSH (hormonio foliculo estimulante),
reduzindo o estimulo do hipotdlamo sobre a glandula hipéfise o que ocasiona o bloqueio da
producao da testosterona. Ja os antagonistas de LHRH agem ligando-se aos receptores de
LHRH na glandula pituitéria, reduzindo os niveis de LH e FSH por bloqueio competitivo. A
privacdo de andrégenos ainda pode acontecer por meio de drogas conhecidas como

antiandrogénicos que impedem a acdo destes hormoOnios em seus receptores, isto &,



impossibilitam a ligagdo da DHT ao AR. Os principais medicamentos utilizados como primeira
geracdo de antiandrogénicos sdo bicalutamida, flutamida e nilutamida (Figura 2) (DELLIS;
PAPATSORIS, 2017; FUJITA; NONOMURA, 2019; SARANYUTANON et al., 2020;
SINGLA; GHANDOUR; RAJ, 2019).

Contudo, pacientes podem refratar ao bloqueio hormonal e a sinalizacdo androgénica
permanece ativa. Essa forma avangada e grave da doenga é conhecida como CaP resistente a
castracdo (CRPC), usualmente metastatico e fatal. Nestes casos, a estratégica terapéutica deve
ser modificada e normalmente passam a ser administrados quimioterapicos (docetaxel e
cabazitaxel) e/ou antiandrogénicos de segunda geragio (abiraterona, enzalutamida, apalutamida

e darolutamida) (RICE; MALHOTRA; STOYANOVA, 2019).
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Figura 2 Estratégias terapéuticas para tratamento do Cancer de Prostata. A terapia de privagdo de androgenos
(TPA) inclui a castragfio cirtirgica (orquiectomia) ou a administragdo de diferentes drogas, como agonistas e
antagonistas de LHRH, que reduzem o estimulo do hipotalamo sobre a hipofise e provocam a diminuigdo dos
niveis de LH e FSH por bloqueio competitivo, respectivamente. Também pode ser utilizado antiandrogénicos de
primeira geragdo (azul), que impedem a ligagdo da DHT ao AR. Os principais sdo bicalutamida, flutamida e
nilutamida. Quando o quadro evolui para CRPC, sdo administrados antiandrogénicos de segunda geragdo
(vermelho). A abiraterona, inibe a biossintese de androgenos em células testiculares, glandulas adrenais (produtora
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de precursores de testosterona, como a androstenediona e a desidroepiandrosterona) e no tecido tumoral da
prostata. A enzalutamida, apalutamida e darolutamida impedem a translocagdo do AR para o nucleo. Para
tratamento do CRPC a quimioterapia também ¢ uma opg¢ao. O modo de agdo do quimioterapico docetaxel (preto)
envolve a hiperestabilizagdo dos microtibulos, impedindo a progressdo da mitose (paralisada em em metafase) e
o bloqueio da translocagéo e atividade do AR. LHRH, hormdnio liberador do horménio luteinizante; LH, hormdnio
luteinizante; FSH, hormoénio foliculo estimulante; DHEA, desidroepiandrosterona; T, testosterona; DHT, di-
hidrotestosterona; AR, receptor androgénico; ACTH, hormonio adrenocorticotrofico.

1.3. A complexidade molecular do CRPC

A evolugao para CRPC, especialmente para a forma metastatica, desafia a oncologia e
ainda representa a principal causa de mortes por CaP. Entender os mecanismos envolvidos na
resisténcia as terapias aplicadas, que dribla a privagdo de andrégenos, € essencial para o
desenvolvimento de novas estratégias e desenhos terapéuticos (FUJITA; NONOMURA, 2019).

Para tentar elucidar os mecanismos pelos quais o CRPC se instaura, foram propostos dois
modelos. O modelo de selecdo defende que subclones de células tumorais com graus variados
de dependéncia a andrégenos estdo presentes, mesmo antes do inicio da TPA. Nesse caso, a
progressdao para CRPC ocorre, principalmente, por meio da multiplicacdo destes clones
previamente resistentes e que sao selecionados pela pressao das condigdes de baixos niveis
hormonais. Por outro lado, o modelo de adaptagdo propde que as células de CaP dependentes
de andrégenos sofrem adaptagdes genéticas ou epigenéticas para se adequarem ao ambiente de
deplecao de androgenos, conferindo resisténcia a TPA e, consequentemente, a evolugdo para o
CRPC (ZONG; GOLDSTEIN, 2013).

No modelo de adaptacdo, diversos eventos moleculares sdo associados ao
desenvolvimento da resisténcia a androgenos apresentada pelo CRPC, como a sinalizagdo
cruzada entre vias de transdu¢do que ativam o AR, mutagdes no gene que codifica o AR,
variantes de AR produzidas por splicing alternativo, superexpressao do receptor, alteracdo na
biossintese de andréogenos e mudangas dos cofatores do AR (Figura 3) (SCHALKEN;
FITZPATRICK, 2015).



Producao de andrégeno Mudang¢a de cofatores Sinalizagdo cruzada

pelas glandulas adrenais
e tumor prostatico

Figura 3 Principais mecanismos associados ao cancer de prostata resistente a castragdo (CRPC) responsaveis pela
continua sinalizagdo da via do receptor de androgeno (AR). T, testosterona; DHT, di-hidrotestosterona.
(SCHALKEN; FITZPATRICK, 2015).

O AR encontra-se envolvido com a progressdo do CaP e, por conseguinte, direta ou
indiretamente ao CRPC. Esse receptor ¢ uma estrutura modular com trés principais dominios
funcionais: dominio N-terminal (NTD) codificado pelo exon 1, dominio de ligagdo ao DNA
(DBD) codificado pelos exons 2 e 3 e dominio de ligagdo C-terminal (LBD) codificado pelos
exons 4-8 (MCEWAN, 2004). Em condi¢des normais, a testosterona e, mais ativamente, o DHT
se ligam ao LDB promovendo a transloca¢do do AR para o ntcleo, onde o receptor regula a
transcri¢do génica (GELMANN, 2002) (TAKAYAMA; INOUE, 2013). Apés a TPA, em um
paciente com CRPC, a sinaliza¢do androgénica é continuamente ativada, promovendo o avango
da doenga.

Vias diferentes a candnica do AR podem ativar ou inibir moléculas de sinalizagdo
downstream ou genes-alvo comuns ao mecanismo androgénico. A ativagdo cruzada entre as
vias pode levar a fosforilagdo do AR e de seus correguladores e, assim, estimular sua atividade.
Fatores de crescimento e as vias IL6/STAT3, PI3K, proteina quinase B (AKT), quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) e alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR), estimulam
a expressdo de genes-alvo do AR, mesmo na auséncia de andrégenos (Figura 3) (HEINLEIN;
CHANG, 2004; SCHALKEN; FITZPATRICK, 2015).

Adicionalmente, muta¢des na sequéncia génica codificante para AR podem conduzir a
inespecificidade do receptor. A alteracdo T878 A, por exemplo, permite a a¢do da progesterona,

estrogeno, flutamida, bicalutamida e enzalutamida como agonistas de AR e, portanto,
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ativadores da sinalizacdo que conduz ao CRPC (FUJITA; NONOMURA, 2019; TAPLIN et al.,
1995). Além disso, variantes de splicing (AR-V) sdo associadas ao CRPC. Nesse processo os
exons de um transcrito primario sdo clivados em locais distintos no RNA mensageiro recém-
sintetizado, gerando diferentes transcritos do mesmo pré-mRNA. Em duas décadas, 20
variantes do AR foram identificadas, a maioria truncada na regido C terminal e,
consequentemente, sem o LDB. Portanto, sdo passiveis de ativacdo sem a presenca do
androgeno (CAO; ZHAN; DONG, 2016; FUJITA; NONOMURA, 2019).

A superexpressao do AR também ja foi descrita em pacientes com CRPC. O aumento
exacerbado na expressdo do receptor no citoplasma permite a sensibilizagdo das células
tumorais mesmo com reduzidos niveis hormonais (LINJA et al., 2001). A acdo do receptor,
seja em tecidos normais ou tumorais, ¢ dependente de cofatores. Nesse contexto, coativadores
permitem a abertura da cromatina coordenada pelo AR em sitios especificos (AGOULNIK et
al., 2005). Os co-ativadores de receptores esteroides (SRC), por exemplo, apresentam atividade
acetiltransferase, e sdo capazes de promover a ligagdo ao promotor ¢ estimular o inicio da
transcricdo dos genes alvo do AR. Foram associados a progressdao do CaP os SRC-1, SRC-2
(TIF-2, GRIP-1, NcoA2) e SRC-3 (AIB) (CHANDRASEKAR et al, 2015; WANG;
CARROLL; BROWN, 2005; XU; WU; O'MALLEY, 2009).

Finalmente, mesmo durante a TPA, baixos niveis do hormonio ainda circulam no
organismo na forma de androstenediona e desidroepiandrosterona (DHEA), ambas produzidas
na glandula adrenal, estimuladas pelo hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH), liberado pela
hipofise. As células prostaticas podem converter esses androgénios em testosterona, por meio
das enzimas 3f-hidroxisterdide desidrogenase, que converte a DHEA em androstenediona, e
17B-hidroxisterdide desidrogenase, que converte androstenediona em testosterona. No CRPC,
ha, portanto, um aumento na expressao destas enzimas de conversdo, mantendo a sinalizacao
hormonal ativa. Além disso, células CRPC também podem sintetizar niveis significativos de
androgenos de novo a partir do colesterol, tornando-se independentes at¢ mesmo da sinalizagado
adrenal (HAKKI; BERNHARDT, 2006; LATULIPPE et al., 2002; MONTGOMERY et al.,
2008).

Associadas a esses mecanismos, e, portanto, a0 CRPC encontram-se diferentes marcas de
agressividade tumoral como o aumento da hipdxia, angiogénese exacerbada e ativacao do
processo de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT). Todas contribuindo para o quadro de
metastase. Hipoxia ¢ a reducdo dos niveis normais de oxigénio no microambiente tumoral

(MOVSAS et al., 2000). Esta baixa concentragdo conduz ao desenvolvimento de novos vasos
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sanguineos, aumentando a irrigagdo do local, o que caracteriza a angiogénese (VERGIS et al.,
2008).

A EMT esté relacionada ao aumento da plasticidade celular, em que células tumorais
perdem caracteristicas epiteliais e adquirem fendtipo mesenquimal, ou seja, tornam-se
migratorias e passiveis de se estabelecerem em outros 6rgdos (capacidade metastatica). As
células epiteliais sdo conectadas umas as outras por juncdes aderentes, desmossomos, jungdes
comunicantes e oclusivas e a membrana basal subjacente por meio de hemidesmossomos.
Expressam, portanto, intregrinas, E-caderina e citoqueratinas. Células mesenquimais, por sua
vez, ndo contém essas estruturas juncionais, expressando N-caderina e Vimentina
(HARRYMAN et al., 2019; SCHIETKE et al., 2010; YANG et al., 2020). E um evento
associado a remissdo e resisténcia ao tratamento com docetaxel (DOC) (MARIN-AGUILERA
etal.,2014; PUHR et al., 2012).

Diversos fatores estdo relacionados a EMT, incluindo o microambiente tumoral
contendo macrofagos associados, adipocitos hipoxicos, fibrobalsto, células endoteliais e
linfécitos. Nesse nicho sdo produzidas diferentes moléculas sinalizadoras incluindo fator de
crescimento transformador B (TGFp), fator de crescimento epidérmico (EGF), fatores de
crescimento de fibroblastos (FGFs), fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e leptina. Alteragdes do microambiente
metabolico induzido pelo crescimento réapido do tumor primario também podem promover a
acao do fator induzivel por hipéxia 1o (HIF1a) (WILLIAMS et al., 2019).

A IL-6, uma das moléculas envolvidas na regulacdo da EMT, ¢ uma citocina
inflamatéria cujos niveis séricos se elevam em pacientes com CRPC metastatico (mCRPC).
Correlaciona-se negativamente com a sobrevida do paciente e com a resposta a quimioterapia.
Atua por diferentes vias , incluindo JAK/STAT, ERK1/2, MAPK e PI3-K, promovendo a
proliferacdo das células transformadas e inibindo a apoptose (NGUYEN; LI; TEWARI, 2014).

1.4. Estratégias para o tratamento do CRPC

Aproximadamente 20% dos homens com CaP evoluem para CRPC
(CHANDRASEKAR et al., 2015), sendo este a segunda causa mais comum de morte
relacionada a cancer em homens (ATTARD et al, 2006). Pesquisas relatam que, sem
tratamento, o tempo médio de sobrevida para pacientes com CRPC varia de 9,1 a 21,7 meses

(HIGANO et al., 2009; KANTOFF et al., 2010; LASST; DAWSON, 2009).
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Nas ultimas décadas diversas terapias vém sendo adotadas na tentativa de controlar o
avanco do CRPC (KNUDSEN; KELLY, 2011). Para os casos ndo metastaticos sdo utilizadas
drogas antiandrogénicas de segunda geragdo como o acetato de abiraterona, o primeiro desta
classe a ser aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) em abril de 2011.
Diferentemente dos antiandrogénicos da primeira geragdo que alvejam o AR, o acetato de
abiraterona ¢ um inibidor da biossintese de androgenos (Figura 2), tendo como alvo a enzima
17R-hidroxilase-17,20-liase do citocromo P450 (CYP17). A CYP17 catalisa a producao de
testosterona e ¢ altamente expressa em células testiculares, nas glandulas adrenais, e no tecido
tumoral da prostata. Nesse sentido, sua inibi¢do promove o amplo bloqueio hormonal,
mostrando-se mais eficaz no tratamento da doenga (RICE; MALHOTRA; STOYANOVA,
2019).

Os demais antiandrogénicos de segunda geragdo aprovados pela FDA, como a
enzalutamida, a apalutamida e a darolutamida representam um aprimoramento da primeira
geracdo, impedindo também a translocacdo do AR para o nucleo. A enzalutamida, ainda, ¢
capaz de impedir a ligacdo do AR ao DNA e o recrutamento de coativadores (TRAN et al.,
2009) (Figura 2). Esta foi aprovada pra tratamento do mCRPC e pode ser administrada antes e
apos a quimioterapia (BHATTACHARYA et al., 2015).

Caso a doenca consiga superar também a segunda geragdo de medicamentos outras
medidas devem ser adotadas. A imunoterapia tem se destacado. O Sipuleucel-T ¢ um exemplo
de terapia imunolédgica destinada para tratamento de mCRPC sintomatico, assintomatico ou
minimamente sintomatico. Trata-se de um agente imunologico celular autélogo utilizado na
sensibilizacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs) que, por sua vez, ativam células
T direcionadas contra a fosfatase 4cida prostatica (PAP), um antigeno altamente expresso em
células tumorais da prostata. Um estudo com 512 pacientes demonstrou que o uso de
Sipuleucel-T aumentou a sobrevida dos candidatos em 4,1 meses (ANASSI; NDEFO, 2011;
KANTOFF et al., 2010; TEO; RATHKOPF; KANTOFF, 2019).

Além da TPA, os quimioterapicos da familia dos taxanos como DOC e cabazitaxel
também sdo amplamente utilizados para o tratamento de pacientes com mCRPC. Estes
medicamentos bloqueiam o processo mitotico e o trafico dependente de microtibulos,
sinalizando para a apoptose. Além disso, podem bloquear a translocacdo nuclear e a atividade
do AR (CONTEDUCA et al., 2019). O DOC foi licenciado em 2004 pela FDA para tratamento
do mCRPC e até 2010 foi a primeira linha de terapia citotoxica disponivel. Estudos

demonstraram que, quando associado a TPA, ¢ capaz de aumentar significativamente a
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longevidade dos pacientes (JAMES et al., 2016; KYRIAKOPOULOS et al., 2018;
MALINOWSKI et al., 2019). Seu mecanismo de agdo envolve a hiperestabilizagdo dos
microtibulos. Estes componentes do citoesqueleto sdo compostos por subunidades repetidas de
a-tubulina e B-tubulina, sendo uma estrutura critica para a regulacao da forma celular, transporte
de vesiculas, trafego de fatores de transcricdo, metabolismo mitocondrial e separagdo dos
cromossomos durante a mitose. As células tratadas com a droga paralisam a divisao celular na
metafase, impedindo a progressdo do ciclo, mais especificamente, a separagdo dos
Cromossomos, uma vez que os cinetocoros nao exibem uma ligagao estavel aos microtibulos.
Paralelamente, o DOC promove a saida da mitose sem segregagdo cromossomica adequada,
levando a formagao de uma célula tetraploide apoptotica (MIKULA-PIETRASIK et al., 2019;
WEAVER, 2014).

Esse taxano também conduz a alteragdo do potencial da membrana mitocondrial interna
com a abertura dos poros, aumento da permeabilidade e liberagdo do citocromo c e do fator
indutor de apoptose. Caspases efetoras sdo ativadas e coordenam a morte celular (BHALLA,
2003). DOC também fosforila e inativa a proteina anti-apoptotica Bcl-2, e para que a
desativagdo ocorra, esta proteina forma um complexo com a enzima c-Raf-1. A c-Raf-1 é um
componente central das vias de transducdo de sinal estimuladas por vérios fatores de
crescimento, proteina quinase C e outras proteinas quinases. A ativagao do Raf-1 est4 associada,
principalmente, a proliferacdo e sobrevivéncia celulares, mas também tem sido relacionada ao
processo de apoptose, especialmente quando complexado ao Bcl-2 (BLAGOSKLONNY et al.,
1996; MIKULA-PIETRASIK et al., 2019)

A utilizagdo de DOC para o tratamento de mCRPC foi implementada apds os resultados
de dois estudos prospectivos de fase IIl. O trial TAX 327 selecionou 1.006 pacientes
categorizados em diferentes grupos que receberem o tratamento com (i) DOC associado a
prednisona a cada trés semanas; (i) DOC semanal ou (iii) mitoxantrona a cada trés semanas. J&
o trial 99-16 do Southwest Oncology Group casualizou 675 pacientes para quimioterapia com
DOC associado a estramustina ou mitoxantrona. Em ambos os estudos clinicos, o DOC
administrado a cada trés semanas promoveu um nitido incremento na sobrevida dos pacientes
com CRPC, com um ganho médio de 1,9 a 2,4 meses (PETRYLAK et al., 2004; TANNOCK
et al., 2004; TEO; RATHKOPF; KANTOFF, 2019). Entretanto, o DOC ¢ responsavel por
efeitos adversos como anemia, infec¢do recorrente, neutropenia, reten¢ao de liquidos,
neuropatia sensorial, perda de cabelo, alteragdes nas unhas, enjoo, diarreia, estomatite/faringite,

disturbios do paladar, vomito, anorexia e fadiga (TANNOCK et al., 2004). Portanto, novas
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abordagens voltadas para a descoberta de agentes quimioterapicos sdo necessarias. Desenhos
experimentais que validem a eficdcia de novos compostos isolados ou associados a drogas
rotineiramente utilizadas sao prementes. Aqueles que promovem uma redugdo na dose desses
medicamentos sdo promissores, uma vez que associam a inovac¢ao a eficacia clinica ja

comprovada.

1.5. Produtos naturais no tratamento do CaP

As plantas constituem a base de antigos costumes da medicina tradicional, com os
primeiros registros datados de cerca de 2600 aC, documentando o uso de aproximadamente
1000 substancias de origem vegetal na Mesopotamia. Algumas destas, como Cedrus species
(cedro) e Papaver somniferum (papoula), sdo utilizadas até os dias atuais para o tratamento de
diferentes doengas que vao desde resfriados até infecgdes parasitarias (CRAGG; NEWMAN,
2013).

Durante um longo periodo, as plantas medicinais foram empiricamente aplicadas, sem
conhecimento cientifico acerca de suas propriedades farmacoldgicas ou constituintes ativos
(ROCHE, 2006). Apenas no século XIX iniciou-se o estudo racional de medicamentos oriundos
de espécies vegetais, gracas a Friedrich Sertiirner, farmacé€utico alemado que isolou um potente
analgésico indutor de sono a partir do 6pio, o qual chamou de morfium (morfina). Ele publicou
um artigo completo sobre os processos de isolamento, cristalizagdo e propriedades
farmacoldgicas do composto (ATANASOV et al., 2015).

Desde entdo, substancias naturais sao utilizadas no tratamento de diversas doencas,
incluindo o cancer, compondo uma area em constante expansdo. Compostos naturais como
medicamentos oncoldgicos se destacam, uma vez que sdo associados a menos efeitos colaterais
(GIRI; LAKSHMI NARASU, 2000). Substancias como o resveratrol, curcumina, taurina e
berberina inibem o inicio, desenvolvimento e progressao de tumores bloqueando a prolifera¢ao
celular, angiogénese e metédstase, modulando o sistema imunoldgico e processos redox e
induzindo a apoptose e autofagia (DUTTA et al., 2019).

Estudos demonstram atividades de diversos compostos naturais contra o CaP, incluindo
1soflavonas de soja, acido elagico e elagitaninos do extrato de roma, polifendis do cha verde,
curcumina, licopeno, vitaminas D e L-selenometionina, tanto in vitro quanto in vivo. A
curcumina, um pigmento amarelo extraido da Curcuma longa, por exemplo, foi capaz de

induzir apoptose e autofagia em células CRPC (PC3 e DU145) (YANG et al., 2017) e seus
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analogos sintéticos inibiram o crescimento, in vivo, de tumores CRPC murinos (MAPOUNG et
al., 2019). Esses agentes tém como alvo uma ou mais vias de sinalizacdo desreguladas no CaP,
como a via do AR, fator nuclear-xB (NF-kB), sinalizagio Wnt, proteina quinase B (Akt) e
Notch e Hedgehog (Hh) (KALLIFATIDIS; HOY; LOKESHWAR, 2016; SARKAR et al.,
2010).

Diversos quimioterapicos sdo de origem vegetal. A vimblastina e vincristina, por
exemplo, sdo utilizados para tratamento de linfomas e leucemia e foram isoladas da espécie
Catharanthus roseus (ZHU et al., 2015). A podofilotoxina, um agente derivado de espécies do
género Podophyllum, € usado como quimioterapico contra carcinoma cervical, osteossarcomas,
carcinoma nasofaringeo, cancer de cdlon, cancer de mama, CaP e cancer de pulmio (ZHANG
et al., 2018). Ja o DOC e paclitaxel, utilizados no tratamento do CRPC, foram extraidos das
folhas da espécie Taxus baccata. Portanto, explorar novas fontes desses produtos se mostra
particularmente interessante. De fato, PNs possuem estruturas passiveis de modificagdes e, se
apresentam como a base para a sintese de novos agentes farmacologicamente mais eficazes
(MANN, 2002; NEWMAN; CRAGG, 2020).

Um PN interessante foi isolado da espécie vegetal Pothomorphe umbellata L.
(Piperaceae), denominado 4-nerolidilcatecol (4-NC), formado por uma estrutura de anel catecol
acoplado a uma cadeia alifatica saturada. Diferentes atividades bioldgicas ja foram atribuidas a
esta substancia, incluindo antioxidante, quimiopreventivo, antitumoral, citotdxico,
antimalérica e antifingica (CORTEZ et al., 2015b).

Estudos prévios demonstraram que o efeito citotoxico do 4-NC ocorre por meio da
indugdo de apoptose mediada por mecanismos dependentes de mitocondria, acumulo de
citocromo ¢, modulacdo da ativacao de NF-«xB e inibic¢ao da ciclina D1 (BENFICA et al., 2017,
CORTEZ et al., 2015b). Além disso, esse composto ¢ capaz de conter a invasdo celular,
conduzir as células de melanoma a parada do ciclo celular em GI, inibir a atividade de
metaloproteases, induzir a formagao de ROS, causar danos ao DNA, aumentar os niveis de p53
(supressor tumoral) e Noxa (proteina pro-apoptdtica) e promover o estresse do reticulo
endoplasmatico (Figura 4) (ALVES-FERNANDES et al., 2019; BROHEM et al., 2009). No
CaP, nosso grupo de pesquisa demonstrou a capacidade do 4-NC em ativar, em células CRPC,
a apoptose, além de inibir o ciclo celular e modular genes associados a EMT, angiogénese e

hipoxia (Figura 4) (CORDEIRO, 2019).
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Figura 4 Mecanismos de a¢do dos produtos naturais Partenolido (PTL - azul) e 4-nerolidilcatecol (4-NC —
amarelo). O PTL age em vias especificas, com a inibi¢do do NF-kB e reducdo do nivel de proteinas STAT. Varias
cascatas de sinalizagéo sdo afetadas pela inibi¢do de NF-«B e, se tornam, portanto, alvos anti-inflamatdrios/anti-
proliferativos indiretos do PTL. Os efeitos mediados pelo PTL também estéo relacionados a redugéo nos niveis de
formas fosforiladas e ativas das proteinas STAT, interferindo na sinalizagdo JAK-STAT. O PTL ainda aumenta a
geragdo de ROS, induzindo apoptose mediada por caspases, e aumenta a expressdo de E-caderina e diminui a de
Vimentina e a-SMA, sendo assim, relacionado & modulagdo do processo de EMT. O efeito citotdxico do 4-NC
ocorre ¢ associado a atividade mitocondrial e acimulo de citocromo ¢. O 4-NC também induz a formagdo de
espécies reativas de oxigénio, causa danos ao DNA, aumento dos niveis de p53 (supressor tumoral) e Noxa
(proteina pro-apoptotica). Estudos recentes sugerem a capacidade do 4-NC em modular genes associados a EMT,
angiogénese e hipoxia. ROS, espécies reativas de oxigénio; EMT, transi¢do epitélio-mesenquimal; SMA, actina
de musculo liso; TNF, fator de necrose tumoral; TNF-R1, receptor do fator de necrose tumoral 1; IKK, IkB
quinase, NFxB, factor nuclear kappa B; JAK, Janus quinase; STAT, transdutor de sinal e ativador de transcricéo.

J& plantas do género Tanacetum, da familia Asteraceae, sdo popularmente utilizadas
para fins medicinais ha séculos, no combate a febre, tratamento de reumatismo e asma
(KNIGHT, 1995). As espécies deste género possuem diferentes metabdlitos secundarios, tais

como terpenodides, especialmente sesquiterpenos e lactonas sesquiterpénicas, triterpendides,
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flavonodides e outros compostos fenolicos (BHAT et al, 2016). Destes, as substancias
biologicamente ativas mais importantes sdo as lactonas sesquiterpénicas, destacando-se o
Partenolido (PTL) (PAREEK et al, 2011). Na década de 70, o PTL foi avaliado quanto a sua
acdo antitumoral, pela primeira vez, em uma linhagem de papiloma (WIEDHOPF et al, 1973).
Desde entdo, seus efeitos em outras neoplasias malignas vém sendo estudados, incluindo em
culturas celulares de cancer de mama (CARLISI et al, 2016; JAFARI et al, 2018; GE et al,
2019) e de prostata (MENDONCA et al, 2017; HAYASHI et al, 2011).

O PTL ¢ a primeira pequena molécula encontrada que atua seletivamente contra as
células-tronco do cancer (CSC), agindo em vias especificas, como a inibi¢do do NF-«B e
reducdo do nivel de proteinas STAT (Figura 4) (GHANTOUS et al, 2013). O NF-xB é um
membro da familia de fatores de transcricdo que desempenham um papel central no crescimento
cardiovascular, resposta ao estresse e inflamacdo (BRASIER, 2006). Vérias cascatas de
sinalizacdo sdo afetadas pela inibicio de NF-kB e se tornam, portanto, alvos anti-
inflamatorios/anti-proliferativos indiretos do PTL, com efeitos na plasticidade neuronal e na
regeneragdo, morte e regulacdo da senescéncia celular (COSTA PEREIRA et al., 2006;
FREUND et al., 2020; JOSEFSSON et al., 2011; MAAHS et al., 2007; MASOUD; LI, 2015;
MITTAL; JAISWAL; GOEL, 2015; YARZA et al., 2016).

Ja as proteinas STAT sdo fatores transcricionais que respondem a citocinas que
medeiam diversas func¢des bioldgicas, como proliferacao celular, diferenciagao, transformagao
e apoptose. Estudos sugerem que os efeitos mediados pelo PTL estdo relacionados a redugdo
nos niveis de formas fosforiladas e ativas das proteinas STAT, o que pode ser justificado pelo
efeito inibitorio do composto na ativacao das proteinas Janus quinase (JAK) (Figura 4). Esta
via, denominada JAK-STAT ¢ responsavel, dentre outras funcdes, pela transcricdo de genes
antiapoptoticos (MATHEMA et al., 2012).

Em um estudo anterior, foi avaliado os efeitos do PTL sobre a capacidade das células
de CaP em regular a atividade e a osteolise das células 6sseas. Foi demonstrado que o PTL
inibiu o crescimento in vitro de células tumorais prostaticas humanas (LNCaP, PC3 e DU145)
e murina (RM1-BT), além de controlar a ostedlise ao inibir NF-kB (MARINO et al., 2019a).
Além disso, um derivado do PTL, denominado dimetilaminopartenolido (DMAPT), foi
desenvolvido para aumentar a biodisponibilidade oral do produto no organismo. O tratamento
oral de xenoenxertos de células tumorais prostaticas PC-3 com DMAPT associado a
radioterapia, diminuiu significativamente o crescimento do tumor, sugerindo a aplicabilidade

do produto como agente de radiossensibiliza¢do no tratamento do CaP (MENDONCA et al.,
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2017; MOREL et al., 2017). De fato, a inibi¢do de NF-kB também estd envolvida no
mecanismo de radiossensibiliza¢do de linhagens LNCaP, DU145 e PC3 (SUN et al., 2007).
Este efeito também pode ser associado a capacidade de PTL em ativar seletivamente a NADPH
oxidase e mediar o estresse oxidativo intenso nas células do CaP, aumentando a geragao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e induzindo apoptose (Figura 4) (SUN et al., 2010).

Recentemente, foi demonstrado que o PTL inibe fibrose pulmonar por meio do aumento
da expressdao de E-caderina e diminui¢do de Vimentina ¢ a-SMA (Figura 4). Portanto, esses
resultados sugerem que o PTL ¢ capaz de aumentar a expressdo de marcadores de células
epiteliais e diminuir marcadores de células mesenquimais, e, consequentemente modular o
processo de EMT (LI et al., 2018).

Portanto, 0 4-NC e o PTL sdo PNs promissores no tratamento do CRPC. Além disso, a
compreensdo de seus mecanismos permite a elaboracdo de diferentes estratégias e combinagdes
farmacologicas (MANN, 2002). Nesse contexto, ensaios de sinergismo permitirdo explorar

novos medicamentos e definir estratégias terapéuticas inéditas para o controle do CRPC.

1.6. A importancia do sinergismo para o tratamento do CaP

As combinagdes de medicamentos sdo tdo antigas quanto o uso de drogas isoladas na
tentativa de tratar doengas complexas e controlar seus sintomas e efeitos colaterais. A medida
que a ciéncia e a inovacao progridem nos métodos de isolamento e na capacidade quimica de
sintese, as combinagdes de drogas evoluiram e se tornaram progressivamente sofisticadas
(CHOU, 2006). O uso combinatorio de medicamentos bloqueia diferentes alvos e multiplas
subpopulagdes de células e, portanto, interessantes no tratamento de lesdes altamente
heterogéneas como o CaP. O uso de medicamentos com diferentes mecanismos de acdo permite
alvejar vias distintas associadas a mesma patologia sendo, portanto, um tratamento mais eficaz.
O sinergismo permite: aumentar a eficacia do efeito terap€utico; reduzir a dose administrada
evitando toxicidade e minimizar a resisténcia aos medicamentos (CAESAR; CECH, 2019;
CHOU, 2006; GOLDIN; MANTEL, 1957). Nesse contexto, as combinagdes de medicamentos
tém sido amplamente exploradas e se tornaram a principal op¢ao para o tratamento de tumores,
infecg¢des cronicas e doencas que comprometem o sistema imunologico, como a AIDS (CHOU,
2010).

Nas ultimas décadas muitos estudos focaram na caracterizagao de efeitos combinatérios

em misturas de compostos, porém o conceito preciso de sinergismo ainda nao foi estabelecido.
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Seus efeitos sdo definidos como aditivos, antagonistas e sinérgicos. Combinagdes aditivas sao
aquelas em que o resultado da interacdo entre as duas substancias ¢ a soma de seus efeitos. No
antagonismo o efeito obtido ¢ menor do que esperado para a resposta aditiva e no sinergismo a
eficacia combinada ¢ maior do que o efeito aditivo (CAESAR; CECH, 2019; EFFERTH;
KOCH, 2010). Objetivando retratar quantitativamente o sinergismo entre compostos, o
pesquisador Ting-Chao Chou, em conjunto com o professor Paul Talalay, desenvolveram o
método Chou-Talalay. Este ¢ baseado na equacao de efeito mediano, derivada do principio da
Lei de A¢ao das Massas. Esta teoria fornece o elo entre uma tinica ¢ varias entidades, utilizada
para descrever fendmenos dindmicos em quimica. O resultado do método Chou-Talalay gera
um indice combinatério (CI), onde CI=1 representa efeito aditivo, CI>1 antagonismo e CI<l
sinergismo (CHOU, 2006, 2010).

O tratamento de cancer, historicamente, se deu por meio de quimioterapicos, porém com
o passar do tempo, a experiéncia clinica, apoiada em modelos animais, mostrou que os farmacos
citotoxicos sdo mais eficazes quando administrados em combinagdo, com efeitos aditivos ou
sinérgicos (DEVITA; YOUNG; CANELLOS, 1975). A co-administracio de medicamentos
tem permitido, portanto, superar os mecanismos de resisténcia em regimes terapéuticos mais
seguros ¢ eficazes (AL-LAZIKANI; BANERJI; WORKMAN, 2012).

A primeira experiéncia bem sucedida com a combinacdo de farmacos foi alcangada
com a co-administracdo de metotrexato (inibidor do metabolismo do acido folico), vincristina
(inibidor de tubulina), 6-mercaptoturina (inibidor da sintese de nucleotideos purina) e o agente
esterdide prednisona para tratamento da leucemia linfoblastica aguda infantil (CHABNER;
ROBERTS, 2005). Desde entdo, a combinacdo de diversas classes de drogas vem sendo
estudadas e testadas a fim de encontrar uma terapia combinada racional que solucione os
desafios encontrados durante o tratamento do cancer (AL-LAZIKANI; BANERIJI;
WORKMAN, 2012).

Combinagdes de medicamentos também ¢ uma realidade para o tratamento do CaP,
inclusive associando quimioterapicos a PNs. Piska e colaboradores (2019) demonstraram que
o quimioterapico Doxorrubicina em conjunto com a piperlongumina, um alcaléide extraido de
Piper longum L. apresentou efeito antiproliferativo e proapoptético sinérgico na linhagem
celular de CaP DU-145 (PISKA et al.,2019). A coadministragdo de curcumina e DOC foi eficaz
na sensibiliza¢do de células de CaP ao taxano. Verificou-se uma maior atividade terapéutica

com redugao de efeitos adversos (BANERIJEE et al., 2017; TAN; NORHAIZAN, 2019).

19



Outras classes de agentes também ja foram combinadas com DOC em estudos de fase
IT em CRPC, incluindo inibidores de tirosina quinase, agentes antiangiogénicos, inibidores de
Bcl-2 e analogos de vitamina D com regressao tumoral, diminui¢do dos niveis de PSA e
aumento de sobrevida (GALSKY; VOGELZANG, 2010). As respostas obtidas a partir destes
estudos demonstram que estratégias de compostos combinados com o DOC sdo promissoras,
com reduc¢ao de efeitos adversos ¢ aumento da eficacia do tratamento

Diante disso, a associagdo do DOC ao 4-NC ou ao PTL pode ser uma estratégia eficaz
para o tratamento do CaP. Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou a capacidade do 4-NC em
ativar, em células CRPC, a apoptose, além de inibir o ciclo celular, efeitos possivelmente
aditivos ao mecanismo de a¢do do DOC. O 4-NC se mostrou capaz, também, em modular genes
associados a EMT, angiogénese e hipoxia (CORDEIRO, 2019), eventos fortemente
relacionados a resisténcia das células tumorais ao DOC. Portanto, a acdo conjunta de DOC e 4-
NC pode reverter a agressividade de células CRPC, modulando a EMT. O PTL também ja foi
associado ao controle da EMT (LI et al., 2018), e possui acdo citotéxica em linhagens de CaP
por meio da inibicdo do NF-kB (SUN et al., 2007), sendo potencialmente passivel de ser
combinado ao 4-NC e DOC, no tratamento do CRPC.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a atividade sinérgica entre as substancias naturais puras 4-NC e PTL e o
quimioterapico DOC no controle de mecanismos oncogénicos associados ao Cancer de

Prostata.

2.2.  Objetivos Especificos

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos 4-NC, PTL e DOC em linhagens prostaticas;

- Definir o ICsp e a seletividade dos compostos a células tumorais prostaticas;

- Comparar os resultados obtidos com o DOC, um farmaco rotineiramente utilizado no
tratamento oncoldgico.

- Avaliar o efeito sinérgico dos compostos em linhagens prostaticas;

- Determinar o efeito dos tratamentos isolados e sinérgicos na morte celular de células
prostaticas;

- Avaliar o efeito do sinergismo em modular a EMT em células CRPC;

- Anélise da autofagia dos tratamentos isolados e combinados em cé¢lulas CRPC.
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3 METODOLOGIA

3.1. Obtenc¢ao dos compostos e linhagens celulares

O 4-NC foi isolado do extrato hexanico das raizes de P. umbellata e o PTL isolado do
extrato cloroformico das partes aéreas da espécie Tanacetum vulgare, ambos gentilmente
cedidos pelo Prof. Dr. Ademar Alves da Silva Filho do laboratorio de Nucleo de Identificacao
e Pesquisa de Principios Ativos Naturais (NIPPAN) da Universidade Federal de Juiz de Fora.
As substancias naturais 4-NC e PTL foram diluidas em DMSO. O estudo, atendendo a
regulamentacao vigente (Lei Federal nimero 13.123/2015 de Acesso ao Patrimdnio Genético),
foi registrado sob o nimero A5SBD484. O quimioterapico DOC (Glenmark) foi doado pelo
Hospital do Cancer da Universidade Federal de Uberlandia.

As linhagens celulares prostaticas utilizadas nesse estudo foram adquiridas da American
Type Culture Collection (ATCC), incluindo um modelo ndo-tumorigénico RWPE-01, uma
linhagem tumoral horménio-dependente LNCaP e uma linhagem de CRPC PC3. As células
RWPE-01 foram cultivadas em meio de cultivo de queratinocitos enriquecido com extrato de
pituaria bovina (1pg/mL), EGF humano recombinante (5 ng/mL) e 100 mg/mL do antibiotico
Sulfato de Gentamicina. As células LNCaP e PC3 foram cultivadas em meio RPMI 1640
enriquecido com soro fetal bovino a 10% e 100 mg/mL do antibidtico Sulfato de Gentamicina.
Todas as linhagens foram mantidas a 37° C em incubadora timida com ambiente controlado
contendo 5% de CO», até atingirem 90% de confluéncia. Todas foram autenticadas por STR
(Short Tandem Repeats) e a contaminagao por micoplasma foi avaliada mensalmente por PCR,

realizada com os sobrenadantes de cada linhagem celular em cultivo.

3.2. Citotoxicidade

A viabilidade das células tratadas com os compostos foi determinada a partir do ensaio
de Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio (MTT), conforme descrito
por MOSMANN (1983) com modificagdes. Apos a confluéncia, as células foram desagregadas
enzimaticamente e centrifugadas por 5 min a 1.000 rpm. O sobrenadante foi descartado, as
células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura e contadas utilizando o reagente azul de
tripano. Foram, entdo, semeadas 1,5 x 10* células em cada poco das placas de 96 pogos mantidas

em meio adequado a 37°C e 5% COz por 24 horas para aderéncia. Transcorrido esse periodo,
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os compostos DOC e 4-NC foram adicionados isoladamente em dilui¢do seriada de 200uM a
1,562uM e o composto PTL de 2000uM a 15,62uM por 24 e 48 horas. Em cada placa foram
incluidos o controle negativo de morte (meio de cultura sem tratamento), o controle do diluente
(DMSO) e o branco (pogos com apenas o meio de cultura correspondente).

Apos cada periodo de incubagdo o tratamento foi retirado ¢ 100 pul de um novo meio
com MTT a 5 mg/mL foi adicionado e mantido por 4 horas. Em seguida, foram pipetados 50
ul de solugdo de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20%/N-dimetil-formamida 50% em cada poco
e as placas mantidas por 16 horas, para a metabolizacao, pelas células vivas, do composto em
cristais de formazan. Finalmente, foi realizada a leitura da absorbancia (Abs) em
espectrofotometro (Multiskan GO) no comprimento de onda de 570 nm. Os valores da

viabilidade celular foram expressos em percentagem de acordo com a féormula a seguir:

Abs Tratamento — Abs Branco

RIS 0/ )=
Viabilidade (%) ‘Abs Controle DMSO — Abs Branco

100

As doses necessarias para inibir 50% da viabilidade celular (ICso) foram calculadas por
regressao nao linear utilizando o programa GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla,

CA, USA).

3.3. Analises de Interacao

Para a andlise de interagdo (sinergismo, antagonismo ou interagdes de aditividade) entre
0 4-NC, PTL e DOC foi adotado o método Chou-Talalay (CHOU, 2010) com combinagdes
binarias dos compostos em estilo checkerboard. Foram realizadas dilui¢des seriadas com sete
concentracdes de cada substancia iniciadas a partir do dobro do valor do ICso obtido para cada
linhagem celular de CaP (LNCaP e PC3) e todas as concentragdes foram combinadas entre si.
Os efeitos citotoxicos, avaliados pelo método MTT conforme previamente descrito, foram
determinados apos um periodo de incubagdo de 24 e 48 horas. As melhores combinagdes foram
testadas para a linhagem nao-tumorigénica RWPE-01, a fim de se verificar a seletividade dos

tratamentos.
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3.4. Ensaio de Apoptose/Necrose

As linhagens celulares RWPE-01 ¢ PC3 foram semeadas em placas de 6 pocos,
contendo 5 x 10* células por pogo. Os tratamentos, realizados por 48 horas, foram assim
definidos: (i) 30,76uM de 4-NC; (ii) 3,41uM de DOC e (iii) 30,76uM 4-NC + 3,41 de DOC
conforme os efeitos sinérgicos observados. Foram incluidos no experimento o controle negativo
com apenas cé¢lulas (sem tratamento), o controle com diluente (DMSO) e o controle positivo de
morte (tratadas com H>02 6%). Apos o tratamento, as placas foram lavadas com PBS 1X, as
c¢lulas desagregadas enzimaticamente e transferidas para novos microtubos. Ap6s uma
centrifugacdo de 5 minutos a 1.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado
duas vezes com PBS 1X. Ao final dessa etapa, as cé€lulas precipitadas foram ressuspendidas em
Tampao de Ligacao para Anexina V (10X) diluido 1:10 em agua destilada. Em seguida, foram
adicionados em cada tubo SpL de Anexina V-PE e 5 uL de 7AAD (7-Amino-Actinomycin) (Kit
AnexinaV/7AAD - BD Pharmingen ™), mantidos por 15 minutos ao abrigo da luz para
posterior quantificagdo da fluorescéncia em citdmetro BD AccuriCytometers. Os dados foram

analisados utilizando o programa FlowJo (Tree Star, Inc) (HERAULT et al., 1999).

3.5 Autofagia

As linhagens RWPE-01 e PC3 foram semeadas em placas de 24 pogos contendo 1x10*
células por poco. Os tratamentos foram definidos de acordo com o ensaio de interacao, sendo:
(1) 30,76uM de 4-NC; (i1) 3,41uM de DOC e (ii1) 30,76uM 4-NC + 3,41 de DOC e realizados
por 48 horas.

Apbs o periodo de tratamento, foi adicionado o Laranja de Acridina na concentragao
final de 1ug/uL por poco, mantido por 15 min a temperatura ambiente. As células foram, entdo,
lavadas com PBS1X, fixadas com paraformaldeido 4% tamponado com pH 7,2 e lavadas com
glicina 0.4%. As fotos das coloragdes foram capturadas em microscopio Optico de fluorescéncia

(EVOS FL) (THOME et al., 2016).
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3.5. Marcadores de EMT

Para analisar a expressao de marcadores epiteliais (EPCAM e E-caderina) e
mesenquimais (N-caderina e Vimentina), caracteristicos do processo de EMT, as células da
linhagem CRPC PC3 foram semeadas em garrafas T25 contendo 1x10° células tratadas com
30,76uM de 4-NC; 3,41uM de DOC e 30,76uM 4-NC + 3,41 de DOC por 48 horas. Apo6s o
periodo de tratamento foram desagregadas enzimaticamente, lavadas com PBS 1X e fixadas e
permeabilizadas usando o kit Cytofix/Cytoperm™ (BD Pharmingen, San Jose, CA, EUA).
Subsequentemente, as células foram coradas com anti-CD326-humano (EPCAM) (1:200,
BioLegend); anti-E-caderina (1:100, Thermo Fisher Scientific); anti-N-caderina (1: 100; Life
Technologies), anti-Vimentina (1:100, Sigma-Aldrich). Para controle de isotipo da E-caderina
e N-caderina foi utilizado o Alexa Fluor™ 546 goat anti-mouse 1gG (1:200, Thermo Fisher
Scientific); para EPCAM o isotipo APC mouse 1gG (1:200, BioLegend) e para Vimentina o
isotipo Alexa Fluor™ 488 goat anti-mouse 1gG (1:200, Thermo Fisher Scientific). A coloragio
celular foi analisada por citometria de fluxo (Accuri C6, BD Pharmingen) (MOTA et al., 2020).

3.6. Analises Estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados utilizando o programa GraphPad Prism 7 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). Para cada ensaio, foram conduzidos trés experimentos
independentes (n=3) todos em triplicata e os resultados expressos como média + desvio padrao.
Apo6s confirmagdo da distribui¢do normal dos dados, as médias dos diferentes tratamentos
foram comparadas pelo teste one-way ANOVA seguida pelo pos-teste de Tukey. Foram
consideradas diferencas estatisticamente significantes quando p<0,05.

Para defini¢do do indice de combinacgdo (CI) entre os compostos foi utilizado o software
CompuSyn (ComboSyn, Inc., Paramus, NJ), em que CI <1 foi considerado efeito sinérgico, CI

=1 foi avaliado como efeito aditivo e CI > 1 como efeito antagénico (CHOU, 2006).

25



4 RESULTADOS

4.1. Efeito do 4-NC, PTL e DOC sobre células prostaticas

Um ensaio inicial de MTT foi realizado para avaliar a citotoxicidade de cada um dos
compostos isolados sobre as células prostaticas. A Figura SA demonstra o comportamento
celular apos tratamento com o 4-NC, em que se observa a diminui¢ao da viabilidade da
linhagem CRPC (PC3) conforme ja demonstrado por nosso grupo de pesquisa (CORDEIRO,
2019). De fato, no presente estudo, a linhagem PC3 tratada com 4-NC a 50uM por 24 e 48
horas teve sua viabilidade reduzida significativamente quando comparada a linhagem RWPE-
01. Contudo, no maior tempo, observou-se também um maior impacto sobre as células nao-
tumorigénicas.

Para o tratamento com PTL (Figura 5B) foram necessarias concentragdes elevadas desse
PN para que pudesse ser observada sua citotoxicidade. As células RWPE-01 e PC3 foram
sensiveis ao tratamento, sendo as LNCaP pouco responsivas. Estas, mesmo na maior
concentracao da substancia (2000 uM), apresentou viabilidade de 18,6% apos 24 horas.

Ja o DOC (Figura 5C) comprometeu a viabilidade das linhagens tumorais apenas nas
duas maiores concentragdes (100 uM e 200 uM) em ambos os tempos de tratamento. Apos
48 horas, demonstrou pouca seletividade e, mesmo na menor concentragao utilizada, a droga

reduziu em 66,6% a viabilidade da linhagem RWPE-01.
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Figura 5 Efeito citotoxico de diferentes compostos sobre células prostaticas. Em (A) tratamento com 4-NC (4-
nerolidilcatecol), em (B) com PTL (Partenolido) ¢ em (C) com o quimioterapico DOC (Docetaxel).
Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. A linhagem celular ndo-tumorigénica
RWPE-01 e as tumorais LNCaP (hormonio responsiva) e PC3 (resistente a castragdo) foram tratadas com oito
concentragdes diferentes por 24 ¢ 48 horas. Os resultados estdo apresentados como Média + Desvio Padrio de trés
experimentos independentes para cada tratamento (n=3) e a significancia avaliada pelo teste one way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001; ****p<0,0001.

A partir dos dados de viabilidade foi calculado o ICso de cada composto (Tabela 1).
Isoladamente, cada um foi mais seletivo a linhagem PC3, quando comparados a LNCaP,
destacando-se o PTL. Contudo, a linhagem RWPE-01 também foi sensivel aos tratamentos,
demandando a necessidade de se expandir desenhos experimentais, alicer¢ados em ensaios

que visam a redu¢do da dose e, consequentemente, da toxicidade associada.

Tabela 1 Doses necessarias dos compostos 4-NC (4-nerolidilcatecol), PTL (Partenolido) e DOC
(Docetaxel) para inibir 50% da viabilidade (ICso) das linhagens prostaticas ndo tumorigénica RWPE-01,
tumoral hormoénio responsiva LNCaP e tumoral resistente a castragdo PC3. Os valores foram calculados
apos 24 e 48 horas de tratamento por regressdo ndo linear.

Tratamento RWPE-01 LNCaP PC3
. 4-NC 51,93 uM 75,25 uM 45,22 uM
;g PTL 54,64 uM 380,8 uM 52,91 uyM
& DOC 51,75 uM 228,3 uM 126,7 uM
4-NC 14,45 uM 43,06 uM 30,76 uM
é PTL 26,82 uM 688,3 uM 163 uM
¥ DOC 2,795 uM 115,1 uM 109,2 uM

4.2. Avaliacio dos efeitos sinérgicos entre os compostos 4-NC, PTL e DOC sobre

linhagens tumorais prostaticas

Visando otimizar o controle de células tumorais, especialmente modelos de CRPC,
mediado pelos diferentes compostos, incluindo um quimioterapico ja utilizado na rotina clinica,
realizamos ensaios de interagdo para, assim, determinar sinergismo seletivo com menores doses
sem detrimento da eficécia. Tratamentos isolados e binarios foram conduzidos por 24 e 48 horas
com concentragdes definidas a partir do dobro do ICso obtido para as linhagens tumorais,

resultando em 49 combinagdes para cada substancia. Os dados foram interpretados pelo
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software CompuSyn (Figura 6). Essa avaliagdo permitiu determinar efeitos sinérgicos, aditivos
ou antagonistas de acordo com o método Chou-Talalay (CHOU, 2006).

Nas combinagdes com PTL, tanto para o 4-NC quanto para o DOC, em todos os tempos
analisados e nas linhagens LNCaP e PC3, nao foi possivel observar efeitos superiores aos
tratamentos isolados (Figura 6A, 6B) com indices combinatorios superiores a 1 o que sugere
prevaléncia da acdo dos compostos isoladamente, sem qualquer beneficio antitumoral
decorrente de sua interacao.

A combinagao entre o 4-NC e o quimioterapico DOC apresentou atividades distintas entre
as linhagens tumorais tratadas sugerindo um papel singular conforme a evolugdo da doenga.
Para a LNCaP (Figura 6A), o 4-NC e DOC nao foram sinérgicos nem aditivos com CI médio
de 1,26 para 24 horas e 2,07 para 48 horas. Porém, para as células CRPC PC3 (Figura 6B), apos

48 horas de tratamento o CI foi 0,90, indicando sinergismo entre os compostos.
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Figura 6 Relagdo concentragéo x efeito (Fa) referente a interagéo entre os compostos 4-NC (4-nerolidilcatecol), Partenolido (PTL) e DOC (Docetaxel) com representagdo do
valor médio do Indice Combinatoério (CI). A curva referente a atividade de cada composto isolado esta representada em vermelho ou azul e a combinagdo em pontos verdes.
Foram executados trés experimentos independentes em triplicata (n=3) por 24 ¢ 48 horas nas linhagens prostaticas tumorais LNCaP (A) e PC3 (B). Dimetilsulfoxido (DMSO)

foi utilizado como diluente e controle negativo. Os tratamentos foram avaliados utilizando o MTT e os resultados analisados pelo algoritmo do método Chou-Talalay.
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Considerando que na linhagem PC3 apenas o tratamento concomitante de 4-NC e DOC
demonstrou sinergismo, na Tabela 2 esta representado o efeito antiproliferativo (% de inibi¢ao)
observado em cada combinacdo e o tipo de interacdo destacada em azul como sinérgica,
amarelo como aditiva e vermelho como antagdnica. E possivel notar que as menores
concentragdes (3,41uM, 6,83uM e 13,65uM) e a maior (218,4uM) de DOC foram as que se
mostraram, de fato, sinérgicas. A menor concentragdo do DOC (3,41uM) associada as seis

primeiras concentragdes de 4-NC demonstraram percentagem de inibi¢ao de 25% a 99%.

Tabela 2 Efeito antiproliferativo apresentado em % da combinag@o entre os compostos 4-NC (4-nerolidilcatecol)
e DOC (Docetaxel) apés 48 horas de tratamento da linhagem PC3. As combinagdes sinérgicas (CI<1) estdo
destacadas em azul, as aditivas (CI=1) em amarelo e as antagénicas (CI>1) em vermelho. Dimetilsulfoxido
(DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. Os tratamentos foram avaliados utilizando o MTT e os
resultados analisados pelo algoritmo do método Chou-Talalay.

4-NC

15,38 30,76
M M

0,96 nM 1,92 pM 3,85 M 7,69 nM 61,52 pM

3,41 pM
6,83 utM 33% 46%
13,65 uM

27,3 pM
54,6 pM
109,2 uM
218,4pM

DOC

Os tratamentos com a maior concentragdo de DOC conduziram a uma expressiva
reducdo na viabilidade da linhagem PC3. Contudo, os ensaios iniciais j4 demonstraram a
citotoxicidade do quimioterapico a linhagem ndo-tumorigéncia. Portanto, a seletividade das
concentragdes sinérgicas de 4-NC e DOC foram avaliadas na linhagem ndo-tumorigénica
RWPE-01 apos 48 horas de tratamento. Foram incluidas, nesse experimento, apenas as trés
menores concentragdes de DOC (3,41uM, 6,83uM e 13,65uM), uma vez que a citotoxicidade
da droga a RWPE-01 poderia conduzir a uma diminuicao da viabilidade decorrente apenas do
tratamento isolado com o quimioterdpico. Foram, portanto, realizados tratamentos
concomitantes dessas trés concentragdes de DOC com as sete concentragdes do 4-NC utilizadas

no ensaio de interacao (Figura 7).
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Figura 7 Viabilidade celular relativa ao tratamento combinado do 4-NC (4-nerolidilcatecol) e do quimioterapico
DOC (Docetaxel) por 48 horas. Sete diferentes concentragdes do 4-NC (0,48uM a 61,52uM) foram combinadas a
3,41uM (A), 6,83uM (B) e 13,65uM (C) de DOC. O indice Combinatério (CI) maior que 1 representa antagonismo
entre os compostos, igual a 1 efeito aditivo e menor que 1 sinergismo definido pelo algoritmo do método Chou-
Talalay. Os circulos representam Cls individuais em concentragdes especificas de 4-NC ¢ DOC em um intervalo
de inibi¢do de crescimento de 25-75%. Dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo.
Os resultados estdo apresentados como Média = Desvio Padrio de trés experimentos independentes (n=3)
realizados em triplicata para cada tratamento avaliado por MTT. **p<0,005, ****p<0,0001.
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Quando 3,41 uM de DOC foi combinado a 30,76uM do 4-NC foi evidente a resposta
das linhagens PC3 ao tratamento, ao passo que a viabilidade das células RWPE-01 foi mantida,
com CI<I para PC3 e CI>1 para a RWPE-01 (Figura 7A). Apesar de antagonismo expressivo
poder conduzir a morte celular (CAESAR; CECH, 2019), isso ndo ocorreu nos tratamentos
realizados evidenciando a capacidade da combinac¢do do tratamento em controlar de maneira
especifica células CRPC.

Com a concentragdo de 6,83uM de DOC ja foi possivel visualizar o sinergismo contra
a linhagem CRPC, acompanhado por uma a mudanga na dispersdo dos valores do CI (Figura
7B). J4 a concentragdo mais alta de DOC (13,65uM) foi sinérgica as células nao-tumorigénicas
quando aliada a concentragdes mais altas do 4-NC, diminuindo sua viabilidade de forma
significativa em combinag¢des que ndo afetavam a linhagem tumoral (Figura 7C).

Portanto, os efeitos celulares desejados com maior citotoxicidade a linhagem PC3
mantendo a viabilidade da RWPE-01 foi alcangada com 30,76uM do 4-NC aliado a menor
concentracdo de DOC (3,41uM). De fato, o aumento nas concentracdes de DOC conduziram a
uma diminuicdo da viabilidade da RWPE-O1 o que sugere sua prevaléncia nos efeitos
citotoxicos observados na linhagem ndo-tumorigénica. Importante destacar que os valores
30,76uM do 4-NC aliado a 3,41uM de DOC sao inferiores ao ICso dos compostos isolados
evidenciando os beneficios do sinergismo no controle do CRPC, conhecido por sua
agressividade e capacidade de desenvolver resisténcia aos tratamentos utilizados

(CHANDRASEKAR et al., 2015).
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4.3. Inducio de apoptose pela combinagio do 4-NC e DOC em células CRPC

Um ensaio comparativo de apoptose foi realizado a fim de demonstrar um aumento na
morte de células CRPC mediado pela interacao sinérgica entre 4-NC e DOC. A marcagao de
Anexina V foi avaliada, uma vez que a externalizagdo do fosfolipidio de membrana
fosfatidilserina ¢ uma das primeiras mudangas que ocorrem durante o processo apoptotico
(VAN ENGELAND et al., 1998). As concentragdes testadas foram de 30,76uM de 4-NC e
3,41uM de DOC, sinérgicas no controle da PC3 sem afetar significativamente a viabilidade
da RWPE-01. Os compostos foram testados isoladamente e em conjunto, os resultados foram
obtidos ap6s 48 horas do tratamento.

Nenhum efeito significativo foi identificado para a linhagem RWPE-01, comparando-
se os resultados com o controle de tratamento com apenas diluente (Figura 8A). Para a
linhagem PC3, o tratamento isolado com DOC conduziu a morte de 52,9% das células,
significativamente superior ao tratamento isolado com 4-NC (com 35,9% de morte). Contudo,
a combinagdo de 4-NC com DOC conduziu a morte de 70,4% das células PC3, o qual se

mostrou superior ao tratamento isolado de ambos compostos (p<0,05) (Figura §B).
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Figura 8 Inducdo de apoptose mediada pela combinagdo sinérgica de 30,76uM 4-NC com 3,41uM de DOC sobre as células prostaticas RWPE-01 (nfo-tumorigénica) e PC3
(tumoral resistente a castragdo). A analise de citometria de fluxo foi realizada apds 48 horas de tratamento com os compostos isolados e combinados. As figuras representativas
mostram a marcagdo com Anexina V e 7-AAD. Dimetilsulféxido (DMSO) foi utilizado como diluente e controle negativo. Os dados sdo expressos como a média + desvio
padrio de trés experimentos independentes (n=3) realizados em triplicata. A significancia foi avaliada pelo teste one way ANOV A seguido pelo pds-teste de Tukey. **p<0,005;
*#% p <0,001. 4-NC: 4-nerolidilcatecol; DOC: Docetaxel.
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4.4. Promocao de autofagia mediada pelo tratamento do 4-NC e DOC em células

CRPC

A autofagia ¢ um processo de degradacdo intracelular, amplamente distribuido entre os
organismos eucariotos, responsavel pela degradagdo de proteinas e organelas envelhecidas.
Esse processo ¢ caracterizado morfologicamente por uma célula com ntcleo intacto onde os
constituintes citoplasmaticos sao sequestrados em organelas de dupla membrana denominados
autofagossomos que posteriormente se fundem com os lisossomos onde ocorre a degradagao
do conteudo que foi autofagocitado pelas hidrolases acidas. (SHIN; KIM; PARK, 2012).
Existem evidéncias de que a autofagia desempenha um papel importante na regulacdo da
sobrevivéncia de células malignas (KONDO et al., 2005).

Para avaliar o impacto do tratamento sinérgico entre o composto 4-NC sob a autofagia
na linhagem CRPC PC3 foi realizado o ensaio com laranja de acridina para identificagdo da
formagdo de autofagossomos pelo tratamento com 30,76uM de 4-NC e 3,41uM de DOC por
48 horas. A coloracdo com Laranja de acridina permite a visualizacdo do citoplasma e do
nucleo, que fluorescem em verde ao entrar na célula, e ao ficar retido em compartimentos
acidos sua fluorescéncia torna-se vermelha, (como autofagossomos) que pela promogao de
uma mudanca metacromatica do reagente, que passa a apresentar fluorescéncia em vermelho
brilhante ou laranja-avermelhado (THOME et al., 2016).

As fotos capturadas em microscopio Optico de fluorescéncia (EVOS FL) permitiram a
visualizacdo de células com a presenga de autofagossomos acidos em vermelho (Figura 9) nos
tratamentos com os compostos isolados e combinados, indicando a indugdao de autofagia

mediada pelos tratamentos em células PC3.
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Figura 9 Presenca de autofagossomos em células PC3 induzidos pelo tratamento com 30,76uM de 4-NC (4-
nerolidilcatecol) e 3,41uM do quimioterapico DOC (Docetaxel) por 48 horas. Foi utilizada laranja de acridina para
a deteccdo dos autofagossomos. Em verde (GFP), citoplasma e ntcleo. Em vermelho brilhante ou laranja-
avermelhado (RFP), compartimentos acidos. Fotos capturadas em microscopio Optico de fluorescéncia com
aumento de 10x.

4.5. Citometria de fluxo de marcadores moleculares de EMT em linhagem CRPC

A EMT é conhecidamente um mecanismo relacionado a invasio e metastase de tumores,
incluindo CRPC (LI et al.,2016; SUH et al., 2014). A avaliacao da expressdo aberrante de seus
marcadores sugere alteracdes estruturais nas células prostaticas com uma transicao fenotipica
dindmica em que as células se tornam migratorias e agressivas (LIU et al., 2015). Nesse
contexto, a acdo sinérgica de compostos terapéuticos se revela essencial em um efeito
cooperativo na modulagdo dessas diferentes moléculas. Portanto, foi realizada a analise por
citometria de fluxo dos marcadores epiteliais EPCAM e E-caderina e dos mesenquimais
Vimentina e N-caderina apds 48 horas de tratamento com a combinagdo de 30,76uM de 4-NC
e 3,41uM de DOC, comparando-o com os efeitos mediados pelos compostos isolados.

Nota-se que ambos os compostos isolados aumentaram significativamente a expressao
de EPCAM (Figura 10A) e E-caderina (Figura 10B) nas células PC3. Contudo, o efeito
sinérgico se mostrou evidente, com uma maior expressao de EPCAM no tratamento combinado.
Para a E-caderina, 4-NC+DOC aumentou a expressdo do marcador comparado ao controle, sem
diferenca estatistica em relagdo ao tratamento com 4-NC isolado.

Ja a Vimentina (Figura 10C) foi modulada positivamente pelo 4-NC e Docetaxel
1solados e, interessantemente, teve esse aumento de expressao significativamente diminuido
quando o 4-NC foi associado a DOC. Finalmente, para a N-caderina (Figura 10D), ndo houve
diferenca estatistica para o tratamento combinado quando comparado aos efeitos observados no
controle.

Os resultados apresentados evidenciam que a EMT ¢ um mecanismo modulado pela
acdo sinérgica entre 0 4-NC e DOC, o qual promove o aumento da expressdao de marcadores

epiteliais e controla a transi¢ao das células CRPC para um fendtipo mesenquimal.
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Figura 10 Analise em citometria de fluxo de marcadores moleculares relacionados a Transicdo Epitélio
Mesenquimal na linhagem PC3. O tratamento foi conduzido por 48 horas com 4-NC (4-nerolidilcatecol) e DOC
(Docetaxel) isolados e combinados (30,76uM 4-NC com 3,41uM de DOC). Foi realizada uma compensagéo de
valores com a intensidade de fluorescéncia média geométrica (GMFI) de cada marcador subtraido pelo GMFI do
anticorpo secundario equivalente. Foram avaliadas a expressdo dos marcadores epiteliais EPCAM (A) e E-caderina
(B) e dos marcadores mesenquimais Vimentina (C) e N-caderina (D). Dimetilsulfoxido (DMSO) foi utilizado
como diluente e controle negativo. Os resultados estdo apresentados como Média = Desvio Padrdo de trés
experimentos independentes (n=3) realizados em triplicata para cada tratamento. A significancia foi avaliada pelo
teste one way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey. *p<0,05, **p<0,005, ***p<0,001; ****p<0,0001.
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5 DISCUSSAO

O CaP ¢ o segundo cancer mais frequentemente diagnosticado em homens e representa
um problema de saude publica global. Pode evoluir de uma doenga localizada e curavel a uma
forma grave e letal, caracterizada pela sinalizacdo permanente do eixo androgénico, apesar dos
bloqueios quimicos e cirargicos de sua ativagdo (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020; WCREF,
2020). Para esses casos de CRPC, o tratamento envolve o uso de quimioterapicos como o
Docetaxel. Este taxano, quando associado a TPA, aumenta significativamente a sobrevida dos
pacientes (KYRIAKOPOULOS et al., 2018; JAMES et al., 2016). Entretanto, ¢ responsavel
por efeitos adversos como anemia, infec¢do recorrente, neutropenia, retencdo de liquidos,
neuropatia sensorial, perda de cabelo, alteragdes nas unhas, enjoo, diarreia, estomatite/faringite,
disturbios do paladar, vomito, anorexia, fadiga (TANNOCK et al., 2004; MOKBEL; WAZIR;
MOKBEL, 2019). Adicionalmente, os quadros de resisténcia terapéutica comprometem sua
eficacia, o que demanda a busca por novos e promissores compostos (CHHABRA et al., 2018).
Nesse contexto, PNs se destacam no controle do surgimento e progressdo do céncer.
Fitoquimicos sdo associados a menos efeitos colaterais (GIRI; LAKSHMI NARASU, 2000),
além de serem capazes de inibir a proliferacdo celular, angiogénese e metastase, modular o
sistema imunoldgico e induzir a apoptose e autofagia (DUTTA et al., 2019).

Contudo, para doengas complexas como o céancer, ¢ imperativa a busca por desenhos
terapéuticos alicer¢cados em sinergismo, com a possibilidade de bloqueio de diferentes alvos
alvejando multiplas subpopulacdes celulares (CHOU, 2006). Além disso, o sinergismo permite
reduzir a dose administrada das drogas e atenuar a resisténcia aos medicamentos (CAESAR;
CECH, 2019; CHOU, 2006; GOLDIN; MANTEL, 1957). No presente estudo, foi demonstrado
o efeito sinérgico entre 0 DOC e o composto natural 4-NC, o qual possui propriedades
antitumorais promissoras que necessitam ser amplamente exploradas no tratamento de CRPC.

Em um primeiro momento, foi avaliada a citotoxicidade do 4-NC, PTL e DOC isolados
utilizando a linhagem PC3 como modelo para CRPC. Em consonancia com dados ja publicados,
as células CRPC foram sensiveis aos trés compostos (CHANDRASEKAR et al., 2015;
CORDEIRO, 2019; KAWASAKI et al., 2009). Entretanto, a linhagem ndo tumorigénica
RWPE-01 teve sua viabilidade comprometida, o que evidencia a nao-seletividade do
tratamento. Esse comportamento foi ainda mais evidente para o DOC. Além disso, foram
utilizadas concentragdes elevadas de PTL para que as células PC3 respondessem ao tratamento,

0 que sugere a necessidade de doses farmacologicamente desfavordveis para a obtengao dos
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resultados antitumorais desejados. Nesse contexto, ensaios de sinergismo se mostram
interessantes ao possibilitarem reducdo de dose em desenhos clinicos otimizados para subtipos
tumorais agressivos e geneticamente instaveis como o CRPC.

Nossos dados foram, entdo, analisados utilizando o software CompuSyn, para
determinar quantitativamente o efeito liquido da combinacao entre 4-NC, PTL e DOC usando
a Equacdo CI, em que CI <1, =1 e > | representam interacdo sinérgica, aditiva e antagonica,
respectivamente, conforme o método Chou-Talalay (CHOU, 2006, 2010; ELWAKEEL et al.,
2019; ROELL; REIF; MOTSINGER-REIF, 2017).

Para o PTL, nenhuma das combinagdes se mostrou sinérgica. Estudos demonstram que
o0 DOC induz a atividade do NF-kB em linhagens de CaP, como PC3 e DU-145, promovendo
resisténcia ao quimioterdpico (CODONY-SERVAT et al., 2013; DOMINGO-DOMENECH et
al., 2006), por outro lado, o composto PTL age diretamente na inibicdo desta mesma via,
indicada como um dos seus principais mecanismos antitumorais (MARINO et al., 2019D).
Portanto, esperava-se que a coadministracao desses compostos induzisse a morte das células de
CaP. Alguns estudos tém relatado um aumento significativo na sensibilidade de células
tumorais ao paclitaxel quando combinado ao PTL (SOHMA et al., 2011). Contudo, nossos
resultados evidenciaram a resisténcia das células PC3 ao PTL e aspectos relacionados a
parametros de solubilidade podem também ter interferido nos efeitos bioldgicos observados.

Quanto a auséncia de sinergismo com o 4-NC, o mecanismo de a¢do do 4-NC ainda nao
estd completamente elucidado, porém este ja foi relacionado também a modulacdo do NF-xB
(CORTEZ et al., 2015), de forma semelhante ao PTL. A sobreposi¢do dos mecanismos pode
ter resultado na inexisténcia de uma combinagdo sinérgica entre os PNs.

Ja a interacao entre 4-NC e DOC demonstrou efeito sinérgico para as células CRPC PC3
apos 48 horas de tratamento, sendo antagonica para a LNCaP. Sugerimos que esta seja uma
possivel combinagdo para o tratamento de casos de CaP mais agressivos, ndo aplicavel a
tumores responsivos as drogas rotineiramente utilizadas para a privacao androgénica.

O tempo de tratamento foi um fator determinante para a visualizagdo dos efeitos na
linhagem CRPC, este evento pode ser justificado pela necessidade de um tempo maior para que
a modulacdo dos genes ocorra, assim como a metabolizacdo das substancias pelas células. O
periodo de tratamento se mostra crucial, uma vez que substancias com diferentes propriedades
fisico-quimicas demonstram causar diferengas nos perfis de farmacocinética, e estudos ja
demonstram que a dificuldade em entrar em células tumorais na dose e proporcao ideais limita

o efeito sinérgico de farmacos combinados (LI et al., 2019).
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Dentro da combinagdo sinérgica encontrada, a associacdo do 4-NC com as menores
concentragdes de DOC apresentaram CI abaixo de 1 e foram eficazes e seletivos no controle da
linhagem PC3. Altas doses de DOC estao associadas a inumeros efeitos colaterais que podem
impactar na qualidade de vida do paciente (BAKER et al., 2009; HAMDAN et al., 2019) e
nossos ensaios de sinergismo alcangaram seu propdsito de reduzir substancialmente a dose do
quimioterapico, sem detrimento da eficacia do tratamento.

O tratamento combinado com DOC vém sendo amplamente estudado, uma vez que as
opgoes para pacientes com CRPC sdo limitadas (GALSKY; VOGELZANG, 2010). Esse
quimioterapico ja foi associado a inibidores de tirosina quinase (LIN et al., 2007; MATHEW
et al., 2007), agentes antiangiogénicos (DI LORENZO et al., 2008; PICUS et al., 2011),
inibidores de Bcl-2 (CHI et al., 2009; LIU et al., 2009) e analogos da vitamina D (BANERJEE;
CHATTERIJEE, 2003). Combinagdes com PNs também sdo promissoras. Sénchez e
colaboradores demonstraram que DOC associado a capsaicina (componente ativo de espécies
de pimenta) sinergicamente inibiu células de LNCaP e PC3 in vitro (SANCHEZ et al., 2019).
J& outro estudo em fase II avaliou a combinacdo de curcumina com DOC e prednisona em
pacientes com CRPC, o qual aumentou a eficacia do tratamento, aumento da taxa de resposta,
tolerabilidade e aceitabilidade do paciente (MAHAMMEDI et al., 2016). Nossos resultados
evidenciam que a combinacdo de DOC com 4-NC pode ser igualmente promissora.

O efeito sinérgico entre 4-NC e DOC foi, ainda, corroborado no ensaio de apoptose em
que 30,76uM do 4-NC aliado a menor concentracdo de DOC (3,41uM) induziu uma maior
percentagem de células PC3 a apoptose sem afetar significativamente a viabilidade da RWPE-
01. Em melanoma, o 4-NC induz a parada do ciclo celular em GI, inibe a atividade de
metaloproteases e a produ¢do de ROS, aumenta os niveis de p53 (supressor tumoral) e Noxa
(proteina pro-apoptotica) e promove o estresse do reticulo endoplasmatico (ALVES-
FERNANDES et al., 2019; BROHEM et al., 2009; CORTEZ et al., 2015b). O acumulo de
citocromo ¢ e inibi¢do da ciclina D1 também sao relacionados ao efeito citotdoxico do composto
(BENFICA et al.,2017; CORTEZ et al., 2015b). No CaP, nosso grupo de pesquisa demonstrou
a capacidade desse PN de induzir a apoptose, inibir o ciclo celular e modular genes associados
a EMT, angiogénese e hipoxia (CORDEIRO, 2019). O DOC modifica o potencial da membrana
mitocondrial interna liberando citocromo c, ativa caspases efetoras e conduz as células a
apoptose (BHALLA, 2003). Essa droga promove a hiperestabilizacdo dos microtibulos,
conduzindo a parada do ciclo celular na metafase, comprometendo a mitose, além de afetar

outras fungdes celulares que dependem da a¢do dos microtubulos (MIKULA-PIETRASIK et
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al., 2019; WEAVER, 2014), como a translocagdo do AR para o ntcleo. Portanto, o DOC
também inibe a atividade transcricional do receptor (BAI; ZHANG; DONG, 2019).

A expressao de proteinas associadas a EMT também foi avaliada no presente estudo, de
modo que o tratamento sinérgico foi capaz de aumentar significativamente a expressao de
marcadores epiteliais quando comparado a agdo dos produtos isolados. De fato, a avaliagdo das
interagdes farmacodinamicas dos compostos € necessaria, uma vez que a combinacao pode agir
como uma terceira droga, cujo mecanismo pode diferir completamente das substancias isoladas
(CHOU, 2010; ELWAKEEL et al., 2019). E importante ressaltar que dados recentes associaram
a EMT a resisténcia a apoptose (DONGRE; WEINBERG, 2019) e os resultados aqui
encontrados evidenciam a importancia do tratamento combinado do 4-NC com DOC no
controle de células CRPC. Por fim, nosso estudo fornece resultados experimentais baseados em
experimentos de combinagdo in vitro demandando extensos estudos in vivo e ensaios clinicos

subsequentes para comprovagao de sua viabilidade e eficacia.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram o sinergismo entre o PN 4-NC e o quimioterapico DOC
no controle de células CRPC, com reducao de concentracao e maior eficacia quando comparado
ao tratamento das células com os compostos isolados. O tratamento combinado agiu
seletivamente contra células PC3 promovendo apoptose e autofagia. Além disso, houve a
modulagdo de marcadores EMT com o aumento na expressao de proteinas associados ao
fenotipo epitelial (EPCAM e E-caderina). Nossos resultados subsidiam testes adicionais em

modelos animais para a validacao clinica e comprovagao da seguranga do tratamento.
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