Bruna de Araujo Miranda

AVALIACAO DA AUTOFAGIA PELA COMBINACAO DE OXALIPLATINA COM
INIBIDORES DE CDK4/6 EM CELULAS HCT116 DE CANCER COLORRETAL IN
VITRO

Monografia apresentada ao Instituto de
Microbiologia  Paulo de Gdes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como pré-requisito para a obtencido do grau
de Bacharel em Ciéncias Biologicas:

Microbiologia e Imunologia.

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GOES
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO

JULHO /2025



Trabalho a ser realizado no Laboratoério
de Biologia Tumoral, do Instituto de
Ciéncias Biomédicas/UFRJ, sob a
orientacdo da Professora Helena Lobo

Borges

il



CIP - Catalogacao na Publicacao

de Araujo Miranda, Bruna
d672a AVALTACAO DA AUTOFAGIA PELA COMBINACAO DE
OXALIPLATINA COM INIBIDORES DE CDK4/6 EM CELULAS
HCT116 DE CANCER COLORRETAL IN VITRO / Bruna de
Araujo Miranda. -- Rio de Janeiro, Z2025.
T3 £

Orientadora: Helena Lobo Borges.

Trabalho de conclusiao de curso (graduacao) -
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Instituto
de Microbiologia, Bacharel em Ciéncias Bioldgicas:
Microbiologia e Imunoleogia, 2025.

1. Cancer colorretal. Z. Autofagia. 3. iCDK. 4.
Resisténcia tumoral. 1. Lobo Borges, Helena,
orient. II. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Gera¢ao Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.







RESUMO
BRUNA DE ARAUJO MIRANDA

AVALIACAO DA AUTOFAGIA PELA COMBINACAO DE OXALIPLATINA COM
INIBIDORES DE CDK4/6 EM CELULAS HCT116 DE CANCER COLORRETAL IN
VITRO

Orientador: Helena Lobo Borges

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusiao de Curso.

O cancer colorretal (CCR) esté entre os tumores mais incidentes e letais no mundo, com
elevada mortalidade em estadgios avancados. A resisténcia terapéutica representa um dos
principais obstaculos ao tratamento, frequentemente associada a ativacdo de mecanismos
adaptativos, tal como a autofagia. Estudos indicam que a proteina pRB participa da inducao
da autofagia em resposta a quimioterapia e que seu silenciamento interrompe esse processo
(Biasoli et al., 2013), sugerindo um papel funcional na resisténcia tumoral. Dados do nosso
grupo demonstraram que a combinagdo dos inibidores de CDK4/6, palbociclibe e
abemaciclibe, com quimioterdpicos de primeira linha — especialmente a oxaliplatina —
promoveu efeito sinérgico e aumento significativo da citotoxicidade em células de CCR
(Souza, 2023). Com base nesses achados, este trabalho teve como objetivo investigar se a
modulagdo da autofagia estaria envolvida nos efeitos sinérgicos observados com essas
combinagdes terapéuticas. Para isso, foram aplicadas abordagens complementares para avaliar
a autofagia em células de CCR tratadas com combinagdes de oxaliplatina e inibidores de
CDK4/6. O acamulo de vesiculas autofagicas foi analisado por coloragdo com CYTO-ID em
plataforma multiparamétrica, e alteragcdes nos marcadores Beclina 1, LC3-I/Il e p62 foram
investigadas por Western Blot. De forma exploratdria, avaliou-se a morfologia celular por
microscopia eletronica de transmissdo e a dinamica lisossomal por marcagdo com
LysoTracker Red. Os dados obtidos at¢ 0 momento ndo evidenciam uma associacao direta
entre a citotoxicidade induzida pela combinagdo de oxaliplatina com inibidores de CDK4/6 ¢

a inibi¢do do fluxo autofagico, dado que ndo foram observados acimulo de vacuolos
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autofagicos nem alteragdes marcantes nos niveis de LC3-II e p62. No entanto, considerando
as limitagdes técnicas e a necessidade de replicagcdes adicionais, ndo se pode excluir
completamente a participagdo de mecanismos autofagicos. Entretanto, esses achados reforgam
a importancia de estudos complementares para investigar vias celulares alternativas
envolvidas na resposta observada, bem como para aprofundar o entendimento sobre os
multiplos efeitos bioldgicos desencadeados pelos inibidores de CDK4/6 no contexto do

cancer colorretal.

Palavras-chave: Cancer colorretal; autofagia; iCDK; resisténcia tumoral
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ABSTRACT
Bruna de Araujo Miranda

AVALIACAO DA AUTOFAGIA PELA COMBINACAO DE OXALIPLATINA COM
INIBIDORES DE CDK4/6 EM CELULAS HCT116 DE CANCER COLORRETAL IN
VITRO

Orientador: Helena Lobo Borges

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencio do titulo de Bacharel em Ciéncias Biolégicas: Microbiologia e Imunologia e

aprovaciao no RCS Trabalho de Conclusio de Curso.

Colorectal cancer (CRC) is among the most common and lethal tumors worldwide,
with high mortality rates in advanced stages. Therapeutic resistance remains one of the major
challenges in treatment and is frequently associated with the activation of adaptive
mechanisms, such as autophagy. Previous studies have shown that the pRB protein is involved
in autophagy induction in response to chemotherapy, and that its silencing disrupts this
process (Biasoli et al., 2013), suggesting a functional role in tumor resistance. Data from our
group demonstrated that combining CDK4/6 inhibitors, palbociclib and abemaciclib, with
first-line chemotherapeutics—particularly oxaliplatin—resulted in a synergistic effect and
significantly increased cytotoxicity in CRC cells (Souza, 2023). Based on these findings, this
study aimed to investigate whether autophagy modulation is involved in the synergistic effects
observed with these therapeutic combinations. To this end, complementary approaches were
used to assess autophagy in CRC cells treated with oxaliplatin and CDK4/6 inhibitor
combinations. The accumulation of autophagic vesicles was analyzed using CYTO-ID
staining in a multiparametric platform, and alterations in Beclin 1, LC3-I/I1, and p62 markers
were evaluated by Western Blot. Exploratory analyses included ultrastructural assessment by
transmission electron microscopy and investigation of lysosomal dynamics through
LysoTracker Red staining. The data obtained so far do not provide evidence of a direct
association between the cytotoxicity induced by the combination of oxaliplatin and CDK4/6

inhibitors and the inhibition of autophagic flux, since no accumulation of autophagic vacuoles
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or significant changes in LC3-II and p62 levels were observed. However, considering
technical limitations and the need for additional replicates, the involvement of autophagic
mechanisms cannot be completely ruled out. These findings nonetheless highlight the
importance of complementary studies to investigate alternative cellular pathways involved in
the observed response, as well as to further explore the multiple biological effects triggered by

CDK4/6 inhibitors in the context of colorectal cancer.

Keywords: Colorectal cancer; Autophagy; CDK4/6 inhibitors; Therapeutic resistance
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RESUMO PARA PESSOAS LEIGAS

Titulo: Investigando se novas combinac¢des de medicamentos no cancer colorretal conseguem

parar a reciclagem que protege as células tumorais

Palavras-Chave: Cancer colorretal, Tratamento do cancer, Quimioterapia, Resisténcia ao

tratamento, Morte de células tumorais

O cancer colorretal ¢ um dos tipos de cancer mais comuns e que mais causam mortes
no mundo, especialmente quando diagnosticado em estagios avangados. Um dos principais
desafios do tratamento ¢ que as células tumorais podem se tornar resistentes as terapias,
dificultando sua eliminacdo. Um dos processos que contribuem para essa resisténcia ¢ a
autofagia, um mecanismo natural em que a célula “recicla” partes internas para sobreviver a
situagdes de estresse, como a exposi¢do a quimioterapia. Pesquisas anteriores mostraram que
uma proteina chamada pRB participa da ativacdo da autofagia apds o tratamento com
quimioterapia, ajudando as células tumorais a resistirem. Ja estudos do nosso grupo indicaram
que a combinacdo da oxaliplatina (um quimioterapico comum no tratamento do cancer
colorretal) com medicamentos conhecidos como inibidores de CDK4/6 (iCDKs) aumentou
significativamente a morte dessas células. Esses medicamentos agem bloqueando proteinas
que controlam a multiplicagdo celular e atuam justamente na via da proteina pRB, podendo
interferir também no processo de autofagia. Diante disso, este trabalho teve como objetivo
investigar se o efeito mais potente dessas combinacdes estaria ligado a interferéncia no
processo de autofagia. Para isso, realizamos experimentos com células de cancer colorretal
em laboratdrio, usando diferentes técnicas para verificar se a autofagia estava sendo afetada
(ativada ou bloqueada) apds os tratamentos. Os resultados mostraram que, embora a
combinagdo dos tratamentos tenha aumentado a morte das células tumorais, esse efeito nao
parece estar diretamente ligado ao bloqueio da autofagia — um processo natural de
reciclagem das células. Ainda assim, ndo ¢ possivel descartar totalmente essa relagdo. Isso
indica que outros mecanismos, ainda pouco compreendidos, podem estar contribuindo para

esse resultado. Por isso, sdo necessarias mais



pesquisas para entender melhor como essas terapias agem e, assim, ajudar no

desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para o cancer colorretal.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O cancer ¢ um dos maiores desafios de satde publica global (INCA, 2022), com um
impacto crescente em termos de morbidade e mortalidade, sendo estimado que um em cada
cinco individuos desenvolverd algum tipo de cincer ao longo da vida (SUNG et al., 2021). No
Brasil, a previsdo ¢ de que ocorram aproximadamente 704 mil novos casos da doenga no

triénio 2023-2025 (INCA, 2022).

O cancer pode ser definido, de maneira geral, como um conjunto de mais de 100
doencas em que ha crescimento desordenado de células com capacidade de invadir tecidos,
formar metéstases e comprometer as fun¢des dos orgaos afetados, propagando-se de maneira
agressiva (INCA, 2022). A base patologica da doenga se baseia na acumulagdo progressiva de
alteragdes genéticas e epigenéticas em multiplas etapas, que atuam de forma cooperativa,
conferindo uma vantagem seletiva em relagcdo ao restante da populagdo celular, resultando em

uma expansao descontrolada (BISHOP, 1987; VOLGENSTEIN; KINZLER, 1993).

A compreensdo dos mecanismos que impulsionam o desenvolvimento do cancer foi
ampliada com a proposi¢ao dos marcos do cancer (Hallmarks of Cancer) por Hanahan e
Weinberg. Esses principios fundamentais descrevem as caracteristicas biologicas essenciais
que permitem as células tumorais uma vantagem seletiva (HANAHAN; WEINBERG, 2000)
(Figura 1).
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Figura 1. Hallmarks do Céancer (Marcos do Cancer): Nova Dimensio. Inicialmente descritos em seis
capacidades adquiridas pelas células malignas, os 'Hallmarks' foram posteriormente atualizados, incluindo novas
propriedades que refletem a complexidade da progressdo tumoral. Imagem adaptada de HANAHAN, D.
Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery, v. 12, n. 1, p. 31-46, jan. 2022. doi:
10.1158/2159-8290.CD-21-1059.

Entre os marcos do cancer, uma das caracteristicas mais fundamentais ¢ a capacidade
das células cancerosas de evadir de supressores de crescimento € manter a proliferacdo
celular. Essas células conseguem desregular a liberagdo de sinais promotores de crescimento,
que se ligam a receptores na superficie celular, desencadeando vias de sinalizag¢do intracelular
que regulam a progressao pelo ciclo celular e influenciam outras propriedades bioldgicas,

como a sobrevivéncia celular (HANAHAN; WEINBERG, 2011).
1.2. Cancer Colorretal (CCR)

O CCR refere-se a tumores que se originam no célon, no reto — a parte final do
intestino antes do &nus — ou no anus, tratando-se de uma doenga heterogénea, desenvolvida
principalmente a partir de mutacdes genéticas em lesdes benignas, como poélipos
adenomatosos e serrilhados. (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR
GOMES DA SILVA, 2021b; SULLIVAN; NOUJAIM; ROPER, 2022).

Em 2020, o cancer colorretal foi responsavel por cerca de 930 mil mortes no mundo,
sendo a segunda principal causa de morte por cancer, atrds apenas do cancer de pulmao

(WHO, 2023). Excluindo os tumores de pele ndo melanoma, o CCR ocupa a segunda posi¢ao



entre os tipos mais frequentes de cancer no Brasil (INCA, 2023). Estima-se que, no Brasil, o
nimero de novos casos de cancer intestinal para cada ano do triénio de 2023 a 2025 seja de
45.630 casos, o que corresponde a um risco estimado de 21,10 casos por 100 mil habitantes

(INCA, 2022).

Os principais fatores de risco para o cancer colorretal (CCR) estdo relacionados tanto ao
estilo de vida quanto a condi¢des genéticas e hereditarias. Entre os aspectos comportamentais,
destacam-se o sedentarismo, a obesidade, o consumo regular de alcool e tabaco, além de uma
dieta pobre em fibras, frutas, vegetais e carnes magras. Ja entre os fatores biologicos e
genéticos, incluem-se doengas inflamatorias intestinais cronicas, como a doenca de Crohn, e
alteracdes hereditdrias, como a sindrome de Lynch e a polipose adenomatosa familiar (FAP),
bem como o histérico pessoal ou familiar de adenomas ou cancer colorretal. Além disso,
fatores ocupacionais, como a exposic¢ao a radiagdes, também estdo associados ao aumento do
risco de desenvolvimento da doenga (INSTITUTO NACIONAL DE CANCER JOSE
ALENCAR GOMES DA SILVA, 2021a; WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

1.3. Tratamento do CCR

O tratamento do CCR depende do estadio em que se encontra o cancer, porém, a
colectomia total ou parcial € o principal tratamento para casos ndo-metastaticos, geralmente
seguida de quimioterapia neoadjuvante ou adjuvante (T, ANDRE, 2024). Entre os
quimioterapicos de primeira linha mais comumente aplicados na pratica clinica, destacam-se a
oxaliplatina (OXA), o irinotecano e o 5-fluorouracil (5-FU), geralmente administrados em
esquemas combinados (LOTFOLLAHZADEH et al., 2022; SOCIEDADE AMERICANA DE
CANCER, 2020).

A oxaliplatina ¢ um dos quimioterdpicos mais utilizados no tratamento do CCR.
Trata-se de um agente alquilante a base de platina, cuja acdo citotoxica ocorre por meio da
formacgdo de ligagdes cruzadas com o DNA, resultando em lesdes que inibem a sintese de
DNA e de RNA mensageiro, além de promoverem o arresto do ciclo celular e,
consequentemente, a morte das células tumorais (Devanabanda & Kasi, 2022). Sua eficacia ¢
maior em tumores com alta taxa de proliferacdo celular (DEVANABANDA et al., 2023),
sendo indicada como tratamento adjuvante no cancer colorretal em estagio III, bem como em
casos de doenca metastatica. Embora apresente eficacia moderada como monoterapia, sua
atividade ¢ significativamente potencializada em combinagdo com outros farmacos. Dessa

forma, ¢ geralmente administrada por via intravenosa em esquemas combinatorios, como



FOLFOX (com leucovorina e 5-FU), CAPEOX (com capecitabina) ¢ FOLFOXIRI (com
leucovorina, 5-FU e irinotecano), podendo ainda ser associada a terapias-alvo (Sociedade
Americana do Cancer, 2024). Entre os principais efeitos adversos da oxaliplatina destacam-se
febre, fadiga, nauseas, vomitos, fraqueza, neuropatia sensorial periférica, dor, insonia e
toxicidade hematopoiética dependente da dose, a qual pode resultar em mielossupressao,

anemia e trombocitopenia (Devanabanda et al., 2023).

O irinotecano, um analogo da camptotecina -derivado da arvore Camptotheca-, é
amplamente utilizado no tratamento do cancer colorretal metastatico (CCRm). Apos a
administracdo, ¢ convertido no figado em seu metabdlito ativo, o SN-38, que inibe a enzima
DNA topoisomerase I — responsavel por aliviar o superenrolamento do DNA por meio de
quebras transitorias em uma das fitas durante os processos de replicagdo e transcrigdo. Ao
estabilizar o complexo formado entre a topoisomerase I ¢ o DNA, o irinotecano impede a
religa¢do da fita clivada. Como consequéncia, durante a replicagdo, a colisdo com a forquilha
replicativa pode gerar quebras de fita dupla, resultando em bloqueio da replicagdo, parada do
ciclo celular em G2 ou morte celular (XU & VILLALONA-CALERO, 2002). O irinotecano ¢
comumente administrado em regimes combinados, como o protocolo FOLFIRI, que inclui

5-FU e leucovorina.

O 5-FU ¢ um quimioterapico de primeira linha no tratamento do CCR, classificado
como um andlogo da uracila com fluor na posi¢do C-5. Atua como antimetabdlito, inibindo a
replicagdo do DNA e a sintese de RNA (VODENKOVA et al., 2020). Tanto as formulacdes
intravenosas quanto as orais, assim como outras fluoropirimidinas (FPs), sdo amplamente
utilizadas em terapias sistémicas. Apds administracdo intravenosa, o 5-FU ¢ absorvido pelas
células por meio dos mesmos transportadores da uracila e convertido em metabolitos ativos
que bloqueiam a sintese de RNA e os processos de replicagdo e reparo do DNA
(GHAFOURI-FARD et al., 2021). Regimes combinados, como FOLFOX e FOLFIRI, sao
eficazes no tratamento do CCR metastatico (CCRm), aumentando a sobrevida média para
cerca de dois anos (VODENKOVA et al., 2020) e melhorando a resposta terapéutica em 40 a
50% em relacao a monoterapia (CHO et al., 2020). Os efeitos colaterais mais comuns incluem
diarreia, nauseas, vomitos, desidratacdo e toxicidades hematoldgicas, como neutropenia,

leucopenia e trombocitopenia (CASALE & PATEL, 2022).

Como mencionado, os quimioterapicos utilizados no tratamento do CCR podem causar
graves efeitos adversos, especialmente quando administrados em combinacao, o que aumenta

sua eficacia, mas também o potencial de toxicidade. Para contornar esses efeitos, drogas



citotoxicas vém sendo associadas a terapias alvo, que atuam especificamente em células
tumorais com alteragdes moleculares definidas, como mutagdes ou superexpressao em genes
como VEGF, BRAF, EGFR ¢ HER2 (SOCIEDADE AMERICANA DO CANCER, 2024).
Essas terapias sao desenvolvidas para interagir com biomarcadores especificos, permitindo
reduzir as doses dos quimioterapicos convencionais e, assim, minimizar sua toxicidade. No
entanto, o sucesso dos quimioterdpicos ¢ frequentemente comprometido pela recorréncia da
doenga e pelo surgimento de metastases, muitas vezes associadas ao desenvolvimento de

resisténcia aos medicamentos (GUAN, 2015).

Uma vez que a sobrevida de 5 anos em estagios avancados ¢ de apenas 11 a 14% em
CCR (SIEGEL et al., 2023), ainda mostra-se necessario o desenvolvimento de novas técnicas

de tratamento a esse tipo tumoral.
1.4. Subtipos moleculares do CCR

O CCR apresenta uma heterogeneidade molecular significativa, podendo ser
estratificado com base em diferentes mecanismos genéticos e epigenéticos. Entre os principais
padroes moleculares descritos estdo a instabilidade microssatélite (MSI), a instabilidade
cromossomica (CIN) e o fendtipo de metilagdo em ilhas CpG (CIMP). A MSI decorre de
falhas no sistema de reparo de DNA por incompatibilidade de pares (MMR), o que leva ao
acimulo de mutagdes em regides repetitivas do genoma. J& a CIN refere-se a alteracdes
numéricas e estruturais nos cromossomos, incluindo aneuploidias, perdas, ganhos e rearranjos
cromossomicos, o que gera ampla variabilidade genética nas células tumorais. Por sua vez, o
CIMP esta relacionado a hipermetilacao de regides promotoras ricas em dinucleotideos CpG,
resultando no silenciamento de genes, frequentemente incluindo genes supressores tumorais.
A integracdo desses perfis com dados gendmicos, transcriptomicos e epigenéticos levou a
defini¢do dos Consensus Molecular Subtypes (CMS), que estratificam o CCR em quatro
subtipos com diferengas marcantes em prognostico, inflamagao, metabolismo e sensibilidade
a terapias (Guinney et al., 2015). Dentre os mecanismos moleculares com relevancia nos
diferentes subtipos do CCR, destaca-se a desregulacdo da via do retinoblastoma (RB), um

eixo central no controle da progressao do ciclo celular.

A inativagdo funcional do RB pode ocorrer por hiperfosforilagdo — frequentemente
associada a perda de expressdo de inibidores como p16 INK4a — ou por dele¢des e mutagdes
do gene RBI. Essa perda de fun¢do leva a ativagdo sustentada de fatores E2F, promovendo

entrada descontrolada na fase S, replicacdo aberrante e acimulo de danos ao DNA. Além



disso, a auséncia de RB prejudica a estabilidade gendmica por afetar a segregacdo
cromossOmica, a resposta a quebras de DNA e o controle epigenético da cromatina.
Importante destacar que a desregulacdo da via do RB apresenta impacto transversal nos
subtipos moleculares do CCR — ou seja, ocorre em diferentes contextos genéticos e
epigenéticos, como em tumores com instabilidade cromossdomica (CIN), hipermetilagao
(CIMP) ou deficiéncia de reparo (MSI), por mecanismos distintos. Dessa forma, a via do RB
contribui de maneira ampla para a progressdo tumoral, independentemente da classificagdo

molecular principal (DUNNE et al., 2024; MULLER et al., 2016).
1.5. Via de Retinoblastoma (RB) e Ciclo Celular

A via de RB desempenha um papel crucial no controle da proliferagdo celular no
organismo ao inibir a progressao do ciclo celular (CHAU; WANG, 2003). A proteina RB ¢
codificada pelo gene RBI, um gene supressor tumoral (MORRIS; CHAN, 2015) ao qual,
quando apresenta perda de ambos os alelos, leva ao desenvolvimento de um tipo de tumor
ocular infantil conhecido como retinoblastoma, onde foi inicialmente identificado esse gene

(FRIEND et al., 1986).

A proteina RB atua na transi¢cdo da fase G1 para a fase S do ciclo celular (MORRIS;
CHAN, 2015). O ciclo celular ¢ o processo complexo que envolve diversas proteinas
reguladoras que conduzem a célula por uma sequéncia especifica de eventos, culminando na
mitose e na producdo de duas células-filhas (SCHAFER, 1998). Em organismos eucarioticos,
esse processo envolve quatro etapas finamente reguladas por diversas vias de sinalizacao:
GO/G1 (gap 1), S (sintese de DNA), G2 (gap 2) e M (mitose). As fases G: e G2 do ciclo
celular correspondem a intervalos entre os dois eventos principais: a replicacdo do DNA e a
mitose. Durante a fase Gi, a célula realiza processos preparatérios para a sintese de DNA,
como o aumento da atividade metabdlica e a verificagao de integridade genomica. Na fase S,
ocorre a duplicagdo do material genético, e as células apresentam conteido de DNA
intermediario, variando entre 2N e 4N. A fase G: representa o segundo intervalo, em que a
célula se prepara para a entrada na mitose, promovendo o reparo de danos no DNA e a sintese
de proteinas necessarias para a divisdo celular. Ja as c€lulas em Go encontram-se em um
estado quiescente, sem atividade proliferativa (SCHAFER, 1998). Cada uma dessas etapas ¢
controlada por diferentes complexos de ciclina-CDK (Cinase Dependente de Ciclina), os

quais garantem a progressao do ciclo celular (MATTHEWS et al., 2022) (Figura 2).



CDK1/A

Figura 2. Principais pontos de controle no ciclo celular por diferentes complexos de ciclina-CDK.
Imagem de MEGIAS, M. Regulagdo do ciclo celular. Disponivel em:
https://mmegias.webs.uvigo.es/02-english/5-celulas/ampliacoes/8-regulacion.php . Acesso em: 15 de outubro de
2024.

Ciclinas especificas regulam as distintas fases do ciclo celular por meio da ativagdo das
quinases dependentes de ciclinas (CDKs). Nas células humanas, existem 20 CDKs e 29
ciclinas (Cao et al, 2014). CDKI1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK6 e¢ CDK7 regulam
diretamente as transi¢cdes do ciclo celular e a divisdo celular, enquanto CDK7-11 mediam a
transcri¢do génica. A expressdo de CDKs flutua de forma ciclica ao longo do ciclo celular
(Cicenas; Valius, 2011). A ciclina A ativa os CDKs 2 e 1, desempenhando papéis nas fases S e
M. A ciclina B, principal reguladora da mitose em eucariotos, forma um complexo com a
CDKI1, que fosforila proteinas essenciais para a progressao mitdtica. A ciclina D facilita a
transi¢do da fase G1 ao ativar as CDKs 4 e 6, sendo frequentemente super expressa em varios
tipos de cancer humano. Por sua vez, a ciclina E se associa a CDK2 e facilita a transicao da

fase G1 para a fase S (ZOU; LIN, 2021).

Durante a fase G1, a célula passa por uma etapa critica de pontos de verificagdao
regulatéria, na qual pode iniciar a entrada no ciclo celular ou permanecer em GI1. Essa
regulacdo ¢ controlada pelas cinases dependentes de ciclina CDK4 e CDK®6, que sdo
serina/treonina cinases cuja atividade catalitica ¢ modulada por ciclinas do tipo D
(MATTHEWS et al., 2022). Caso a célula entre em ciclo celular, em resposta a estimulos
mitogénicos, as ciclinas D1, D2 e D3 se ligam e ativam CDK4 ¢ CDK6. O complexo ciclina
D-CDK4/6, entdo, fosforila seletivamente e inativa proteinas associadas a proteina RB (pRB).

(CARDOSO et al., 2018;; MATIKAS e BERGH, 2017; ZARDAVAS e PICCART, 2013;


https://mmegias.webs.uvigo.es/02-english/5-celulas/ampliacoes/8-regulacion.php

MASSAGUE, 2004; MALUMBRAS ¢ BARBACID, 2009). A pRB normalmente permanece
em estado hipofosforilado, ligada aos fatores de transcricdo da familia E2F. Quando
fosforilada pelo complexo ciclina D-CDK4/6, resulta na liberacdo de E2F. Isso permite a
entrada na fase S do ciclo celular - fase onde ocorre a replicagdo do DNA -, uma vez que os
fatores de transcricdio E2F ativam a expressdo de genes alvo que estdo envolvidos na
progressdo do ciclo celular, replicagdo do DNA e progressdo mitotica (REN et al., 2002;
BURKHART; SAGE, 2008; OTTO; SICINSKI, 2017). Ademais, a liberacao de E2F também
permite a transcrigdo de CDK2, ciclinas do tipo E e outras proteinas que, por sua vez,
constituem um complexo capaz de fosforilar ainda mais a pRB (REN et al., 2002;
BURKHART; SAGE, 2008; SHERR, 1996; SHERR; MCCORMICK, 2002; WEINBERG,
1995). Assim, a progressdo do ciclo celular depende do estado fosforilado da pRB, que ¢

rigidamente controlado por CDKs (PARAMIO et al., 1999) (Figura 3).
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Figura 3. Modelo Classico da regulacdo da transicio G1/S por Rb e CDKSs. O principal papel de RB ¢
no controle da passagem da fase G1 para a fase S do ciclo celular, processo ao qual depende da fosforilagdo da
pRB pelas CDK4 e CDK6 e ¢ antagonizado por pl6ink4a .Imagem adaptada de GOEL, S.; DECRISTO, M.J;
MCALLISTER, S.S.; ZHAO, J.J. CDK4/6 Inhibition in Cancer: Beyond Cell Cycle Arrest. Trends in Cell
Biology, v. 28, n. 11, p. 911-925, nov. 2018.

A regulacdo da atividade de CDK4/6 ¢ parcialmente mediada pela familia de proteinas
inibidoras endogenas INK4, incluindo a p16*"INK4A. Como demonstrado na Figura 3, essas
proteinas se ligam aos CDKs 4 e 6, formando complexos binarios que nao apresentam
atividade quinase (SHERR; ROBERTS, 1999; HARPER et al., 1993) . Assim, em resposta a
estimulos estressantes, como a deficiéncia de nutrientes, a pRB pode ser desfosforilada pela

acdo de inibidores de CDK, como a pl6, bloqueando a transicio do ciclo celular



(KOLUPAEVA; JANSSENS, 2013). Entretanto, muitos tumores apresentam muta¢des no
gene CDKN24 (SHERR; MCCORMICK, 2002), responsavel por codificar a proteina
pl67INK4A, resultando na disrupcao dessa via, uma vez que a pl6*"INK4A ¢ essencial para

inibir a atividade das CDKs 4 ¢ 6.

A desregulagao desta fungdo candnica de RB ¢ central no cancer, com componentes da
via CDK4/6-RB frequentemente exibindo mutagdes que resultardo em proliferacdo celular
sustentada (OTTO; SICINSKI, 2017). Dessa forma, alteragdes na expressao ou fungdo de RB
¢ comum em varios tipos tumorais, onde disfungdes na sua via sdo encontradas em cerca de
70% dos tipos tumorais (KNUDSEN & KNUDSEN, 2008; JANOSTIACK et al., 2022),
incluindo CCR.

1.6. Fung¢des nao-canodnicas da proteina RB

Embora a proteina pRB seja mais amplamente reconhecida por sua funcao classica de inibir a
transicao da fase G1 para a fase S do ciclo celular, evidéncias recentes também a associam a
diversos outros Hallmarks of Cancer (Marcos do cancer) (BORGES et al., 2005; CHAU et
al., 2002; COLLARD et al., 2012). Além do controle do ciclo celular, pRB desempenha

papéis relevantes em processos como diferenciacao celular, senescéncia, autofagia e apoptose.

A desregulacdo da via de RB em tumores estd associada a aquisicdo de diversas
caracteristicas malignas, incluindo angiogénese, metastase, inflamagdo, evasdo da resposta
imune, sobrevivéncia celular, reprogramacdo metabdlica e instabilidade genomica
(THANGAVELDU et al., 2025). Além disso, a via ndo candnica de RB tem sido implicada na
modulagdo de histonas e na organizagdo da estrutura cromossomica, de forma independente
de sua atuacdo na progressao do ciclo celular (DICK et al., 2018). Notavelmente, mesmo sob
hiperfosforilagdo — condicao classicamente relacionada a sua inativagdo no controle do ciclo
—, a pRB pode manter fungdes epigenéticas especificas, contribuindo para a regulaciao de

diversos processos celulares ao longo do ciclo (THANGAVELU et al., 2025).

Em relacdo a apoptose, diversos estudos, incluindo trabalhos conduzidos por nosso grupo,
sugerem que a pRB pode atuar como um fator antiapoptotico em determinados contextos,
como na presenca de estimulos quimioterapicos ou inflamatorios (CHAU et al., 2002;
BORGES et al., 2005, 2007; HAN et al., 2013; BIASOLI et al., 2013; INDOVINA et al.,
2015; LIU et al., 2016; SOLETTI et al., 2017). Tal atividade contribui para a resisténcia de
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células tumorais ao estresse induzido por tratamentos e pode representar um entrave a eficacia

terapéutica.

Por fim, estudos indicam que a via de RB regula diferentes etapas do processo autofagico,
bem como a interacdo molecular entre autofagia e apoptose (BIASOLI et al., 2013;
POLAGER et al., 2008; YANG et al., 2010), aspecto que serd aprofundado nas secdes

seguintes.
1.7 Autofagia

A autofagia ¢ um mecanismo homeostatico conservado ao longo da evolugdo,
responsavel pela degradacao e reciclagem de componentes celulares descartaveis ou toxicos.
Esse processo ocorre quando essas estruturas sdo englobadas em vesiculas membranosas
chamadas "autofagossomos", que, em seguida, se fundem com lisossomos acidos, permitindo
a degradacdo de seu contetido. Esse mecanismo fisiologico € crucial para a manutengao das
condicdes celulares adequadas em situagdes de estresse, como a falta de nutrientes e oxigénio,
além de promover a degradacdo de proteinas malformadas e organelas defeituosas (HE;
KLIONSKY, 2009; PERERA; ZONCU, 2016; KOUSTAS et al., 2019; GALLUZZI et al.,
2017).

Os principais mecanismos de autofagia compreendem a macroautofagia, a
microautofagia ¢ a autofagia mediada por chaperonas (KLIONSKY; EMR, 2000). Dentre
esses, a macroautofagia — frequentemente referida apenas como autofagia — ¢ o processo

mais estudado e caracterizado (HOU et al., 2013).

O processo autofagico, como observado na Figura 4, envolve diversas etapas: iniciagdo e
alongamento do fago6foro, formagdo do autofagossomo, fusdo com o lisossomo e, por fim, a
degradacao do material intracelular pelas enzimas hidroliticas no autolisossomo (KLIONSKY

et al., 2005).
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Figura 4. Fluxograma das etapas da autofagia. (Modificada a partir de: UNIVERSITY, 2013).

O alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) ¢ uma quinase central na regulacdao da
proliferagdo celular, sobrevivéncia e metabolismo, além de desempenhar papel fundamental
no controle da autofagia. Essa proteina forma dois complexos funcionais distintos: mTORCI1
e mTORC2, sendo o mTORCI1 o principal envolvido na regulagdo negativa da autofagia
(NDOYE & WEERARATNA, 2016; YUN & LEE, 2018). A ativacdo do mTORCI por vias
de sinalizacao intracelulares, como Akt e MAPK, suprime a autofagia, enquanto sua inibi¢ao
por sensores moleculares como AMPK e p53 favorece a ativacdo do processo autofagico.
Diversas formas de estresse celular, incluindo privacdo de nutrientes, estresse oxidativo e
exposicao a agentes quimioterapicos, podem desencadear essa inibi¢do e, consequentemente,

induzir autofagia (HOU et al., 2013).

Durante a inanic¢ao, por exemplo, a inibicdo do mTORCI1 permite a ativacdo da quinase
ULKI1 (unc-51-like kinase 1), que inicia a formagdo do autofagossomo por meio da ativacao
do complexo PI3K de classe III (HOU et al., 2013). Este complexo, essencial para a
nucleacao do fagoforo, ¢ recrutado para a membrana em formacao e € composto por hVps34,
Beclin 1, p150 e Atgl4L (também conhecida como Barkor) ou UVRAG (SIMONSEN &
TOOZE, 2009). Sua atividade ¢ fundamental para o recrutamento de proteinas da familia
ATG, como ATGS, ATG12 e ATG16L, necessarias para a expansao do fagoforo (ZHOU et al.,
2016; WARD et al., 2016). Dentre esses componentes, os niveis de Beclin 1 destacam-se
como um fator critico na indugdo da autofagia (CAO & KLIONSKY, 2007). Assim, a
sinalizagdo inicial da macroautofagia envolve a atuagdo coordenada dos complexos ULK1 e
Beclin 1, responsaveis pela geracdo das vesiculas de dupla membrana caracteristicas do
processo (TANIDA, 2011).
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Na etapa subsequente, a proteina LC3 (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain
3) ¢ clivada em sua extremidade C-terminal pela protease Atg4, gerando a forma citosolica
LC3-1. Esta ¢ entdo conjugada a fosfatidiletanolamina (PE), originando a forma LC3-II, que
se associa a membrana do autofagossomo e ¢ amplamente utilizada como marcador da
atividade autofagica (HOU et al., 2013). Nas c¢lulas de mamiferos, existem trés isoformas de
LC3: I, IT e III, sendo o LC3-II o marcador mais amplamente utilizado na detec¢do de
autofagossomos, especialmente em tecidos tumorais e ndo tumorais (LEVINE, 2006;

MORTEZAVI et al., 2017).

A proteina adaptadora p62 (também conhecida como SQSTMI1) reconhece proteinas
ubiquitinadas destinadas a degradacdo e as direciona ao autofagossomo por meio de sua
interacdo com LC3-II. Durante o processo, p62 ¢ simultaneamente degradada, servindo
também como marcador funcional de fluxo autofagico. Apds a maturagdo, o autofagossomo
funde-se ao lisossomo, originando o autolisossomo, onde o conteudo intracelular ¢ degradado
pelas enzimas hidroliticas lisossomais (NDOYE & WEERARATNA, 2016; YUN & LEE,
2018).

A autofagia desempenha um papel citoprotetor em situagdes de estresse celular, como a
escassez de nutrientes e a falta de fatores de crescimento, condi¢des que podem desencadear
apoptose ou morte celular programada do tipo I (Maruyama et al., 2014; Chen et al., 2017).
No entanto, em determinados contextos, o processo autofagico pode contribuir para a morte
celular do tipo II, caracterizada pelo acimulo excessivo de autofagossomos. Nesses casos, a
autofagia pode atuar em conjunto com a apoptose, favorecendo a eliminagdo de células

irrecuperaveis (Yu et al., 2017).

No processo tumoral, a autofagia desempenha um papel paradoxal, estando associada
tanto a supressdao quanto a promogao do tumor. Esse efeito depende ndo apenas do nivel basal
de autofagia, mas também do tipo de tumor, do estagio da doenca e do historico genético do

paciente (WHITE, 2015; MUKHOPADHYAY et al., 2021; SINGH et al., 2018).

Defeitos na autofagia t€ém sido relacionados a maior susceptibilidade a danos no DNA,
estresse metabolico e principalmente a tumorigénese (AMEISEN, 2002). A autofagia,
enquanto processo fisiologico de controle celular, exerce efeito citoprotetor ao eliminar
proteinas malformadas, organelas danificadas e espécies reativas de oxigénio, prevenindo
danos genomicos que podem levar a mutagdes e, consequentemente, cancer (SINGH et al.,
2018). Por isso, inicialmente a autofagia foi considerada um mecanismo de supressao

tumoral, evidenciado pela perda monoalélica do gene essencial ATG6/BECN1 em 40% a 75%
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dos céanceres de prostata, mama e ovario humanos (AITA et al., 1999; LIANG et al., 1999;
CHOI; RYTER; LEVINE, 2013). A inibi¢do da autofagia favorece o crescimento celular
maligno, e camundongos heterozigotos knockout para Beclinl foram demonstrados
apresentando maior risco para tumores hepaticos, pulmonares e linfomas (QU et al., 2003;
YUE et al., 2003). Além disso, a inibigdo da autofagia leva ao acimulo de agregados de p62,
causando citotoxicidade, estresse oxidativo € danos ao DNA, um fendmeno associado a varios

tipos de cancer e prognostico desfavoravel (KIMMELMAN, 2011; MATHEW et al., 2009).

Por outro lado, conforme o cancer progride, a autofagia ¢ cooptada pelas células
tumorais para suprir suas elevadas demandas metabolicas e garantir a sobrevivéncia e rapida
proliferacdo (WHITE, 2012; YANG et al., 2011). Em tumores estabelecidos, a autofagia
protege as células da necrose provocada pelo estresse metabolico (LIU; RYAN, 2012). Assim,
células cancerosas dependem da autofagia — muitas vezes mais que células normais —
devido as deficiéncias do microambiente tumoral e ao aumento das necessidades metabolicas
e biossintéticas geradas pela proliferacdo desregulada (RABINOWITZ; WHITE, 2010). Por
exemplo, a autofagia basal ¢ aumentada em areas hipoxicas dos tumores, sendo crucial para a
sobrevivéncia celular (DEGENHARDT et al.,, 2006). Também estd elevada em células
transformadas por RAS, favorecendo crescimento, sobrevivéncia, tumorigénese, invasao e
metastase (GUO et al., 2011; LOCK et al., 2011; YANG et al., 2011; LOCK et al., 2014).
Ademais, a inibicdo da autofagia, tanto por métodos genéticos quanto farmacologicos,
demonstrou induzir regressdo tumoral em xenoenxertos pancreaticos € modelos murinos

(YANG et al., 2011; KIMMELMAN, 2011).

Convém acrescentar que, ja se sabe que um dos mecanismos responsaveis pela
resisténcia aos medicamentos ¢ a autofagia (CUERVO, 2004; MEHRPOUR et al., 2010).
Como a autofagia ¢ um processo de sobrevivéncia celular, a maioria das células tratadas com
quimioterapicos exibe induc¢ao de autofagia. Essa indugao de autofagia ¢ uma ultima tentativa
de sobrevivéncia das células tumorais, que pode ser combatida por uma terapia combinada de

inibidores de autofagia com quimioterapicos (SINGH et al., 2018).
1.8 Autofagia e RB

Como mencionado anteriormente, além de sua func¢do classica no controle do ciclo
celular e na manutencdo da estabilidade gendmica, a via do RB também tem sido implicada
na regulagdo da autofagia, sugerindo um papel mais amplo desse eixo molecular na

homeostase celular. A indugdo da autofagia por RB em alguns trabalhos foi demonstrada
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através da regulacdo que pRB exerce em E2F/. Em um estudo com células de osteosarcoma
(Saos-2) deficientes em RB, a auséncia dessa proteina impediu a ligagdo ao E2F1, levando a
diminui¢do do processo autofagico. Em contrapartida, quando essas linhagens foram
transfectadas com RB, foi observada uma indug¢do da autofagia (YANG et al., 2010).
Ademais, em outro trabalho, E2F [ foi demonstrado podendo induzir a expressao de genes
de autofagia como LC3, ATGI e modulador de autofagia regulado por dano (DRAM)
(POLANGER et al. 2008).

Em outro estudo conduzido pelo nosso laboratério (BIASOLI et al., 2013), foi
demonstrado que a proteina pRB estd envolvida na regulacdo da interagdo entre autofagia e
apoptose, contribuindo para a resisténcia de células de glioblastoma ao VP-16, um inibidor da
topoisomerase II comumente utilizado no tratamento de diversos tipos tumorais. A supressao
da expressdo de RB de forma abrupta, por meio de transfec¢do com siRNA, levou a
interrup¢do do processo autofigico induzido pelo VP-16. Os dados também indicam que a
forma hiperfosforilada de RB, frequentemente presente em glioblastomas, estd associada ndo
apenas a elevada taxa de proliferacao celular, mas também a resisténcia a quimioterapia. Isso
porque, mesmo funcionalmente inativado quanto ao bloqueio do ciclo celular, o RB
hiperfosforilado mantém a capacidade de inibir a apoptose em células tumorais de

glioblastoma.

Viérios quimioterapicos sdo reconhecidos como potentes indutores de autofagia, o que
pode contribuir para a sobrevivéncia das células cancerosas (DELOU et al., 2016; GARBAR
et al., 2017; HO & GORSKI, 2019). Um exemplo ¢ a oxaliplatina, que demonstrou induzir
autofagia em células de CCR (DELOU et al., 2016; YAN et al., 2019).

Considerando que a autofagia medeia a resisténcia a diversos agentes antitumorais
(WANG et al., 2016; CHITTARANJAN et al., 2014), esse mecanismo se torna um alvo
co-promissor para novas estratégias de combinagdo terapéutica no tratamento do cancer
(YANG et al., 2011). Assim, a combinacdo de inibidores da via da pRB com quimioterapicos
de primeira linha pode ser promissor, pois, além de inibir a proliferagdo celular, pode

interferir com a autofagia, um mecanismo de resisténcia tumoral para esses medicamentos.
1.9. Inibidores seletivos de CDK4/6 (iCDK4/6)

Nos ultimos anos, o avango de inibidores potentes e especificos de CDK, com boa

tolerabilidade, gerou um renovado interesse por essa classe de terapias direcionadas
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(Dukelow, Kishan, Khasraw e Murphy, 2015). Inibidores CDK4/6 foram desenvolvidos e
testados clinicamente, recebendo recentemente aprovacdo para uso em humanos. Entre eles
estdo palbociclibe (PD0332991, Pfizer, NY, EUA), ribociclibe (LEEO11, Novartis, Basel,
Suica) e abemaciclibe (LY2835219, Eli Lilly, Indiandpolis, EUA). Esses 3 inibidores ja
demonstraram atividades pré-clinicas e clinicas promissoras em varios tumores solidos
(O'LEARY et al., 2016), onde palbociclibe e abemaciclibe demonstraram ser mais eficazes na
inibi¢do da fosforilacdo da serina 807 e serina 780 da pRB em comparagdo com Ribociclibe,

avaliada em diferentes linhagens de células de cancer de mama.

O aumento na atividade de CDK4/6 ¢ esperado para conferir sensibilidade aos
inibidores de CDK4/6, o que, de fato, foi demonstrado em estudos (GONG et al., 2017). Dito
isso, varios tipos de cancer demonstram amplificagdes de CDK6 - tal como canceres
gastrointestinais- (CERAMI et al., 2012). No CCR, ha a presenca de mecanismos genéticos
tal como a desregulagdo de pl6INK4a, dificultando a inibicdo endogena de CDK4/6.
Ademais, também ¢ comum a amplificagdo de ciclina D (KNUDSEN & KNUDSEN 2008;
KNUDSEN & WITKIEWICZ et al., 2017). Além disso, considerando que esses inibidores
modulam a via da pRB, ¢ interessante testa-los em linhagens tumorais nas quais a

hiperfosforilacao de pRB estd associada a evasdao tumoral.

As células de CCR mantém a expressao da pRB, apresentando niveis elevados de pRB
em comparacdo com o tecido normal adjacente, sendo rara a perda ou mutagdes nos genes
dessa proteina (GOPE et al., 1991; GOPE, 1992). Além disso, foi demonstrado que a reducao
de RB leva a morte dessas células tumorais, € que a presenga de RB inibe a morte celular
induzida por agentes anti-inflamatorios ou quimioterapicos (CHAU; BORGES et al., 2002;
BORGES et al., 2005; HAN et al., 2013; BIASOLI et al., 2013). Esses achados sugerem que a
funcdo de RB ¢ essencial para o desenvolvimento do tumor colorretal (MORRIS et al., 2008;

VIATOUR; SAGE, 2011), sendo uma opg¢ao promissora para a aplicagdao de iCDKs.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo (Souza, 2023), investigamos o potencial
sinérgico de combinagdes entre quimioterapicos convencionais e inibidores de CDK 4/6 na
linhagem HCT116, um modelo amplamente utilizado de carcinoma colorretal humano. Nesse
trabalho, células HCT116 foram cultivadas por 48 horas com doses crescentes dos
quimioterdpicos de primeira linha para cancer colorretal — oxaliplatina (OXA), SN-38
(forma ativa do irinotecano) e 5-fluorouracil (5-FU) — isoladamente ou em combinagdo com
uma dose fixa dos inibidores de CDK4/6 palbociclibe (PALB) ou abemaciclibe (ABE),
correspondente a inibicdo de 40-50% da viabilidade celular (IC40-50). A viabilidade foi
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determinada com base na porcentagem de células positivas para Calceina AM, indicativa de
integridade de membrana e atividade esterase. Para avaliar interagdes farmacoldgicas, foi
utilizado o método do Combination Index (CI) de Chou-Talalay (Chou, 2010), que classifica
combinagdes como sinérgicas (CI<1), aditivas (CI=1) ou antagonistas (CI>1). Os resultados
demonstraram que a oxaliplatina apresentou os menores valores de CI quando combinada
com ambos os inibidores de CDK4/6, indicando sinergismo robusto, especialmente nas
concentragdes de 0,6-0,8 uM. Em razdo desses achados, a oxaliplatina foi selecionada para as
analises subsequentes de autofagia em combinacdo com os inibidores de CDK4/6 que
descrevemos aqui. O IC50 de abemaciclibe determinado para a linhagem HCT116 foi de 300
nM. No entanto, nas condi¢des em que a combinacdo com oxaliplatina (IC30 = 0,6 uM) se
mostrou mais promissora, tornou-se necessario reduzir a concentragdo de abemaciclibe para
35 nM (IC20), a fim de avaliar se, mesmo em doses mais baixas, o inibidor manteria efeito na
combina¢do. Como a associagdo de 0,6 uM de oxaliplatina com 35 nM ou 300 nM de
abemaciclibe resultou em reducdo significativa da viabilidade celular em comparagdo aos
tratamentos isolados, ambas as concentracdes foram selecionadas para as andlises
subsequentes. Para o palbociclibe, o IC50 foi de 1023 nM. Contudo, esse valor se situou em
um platdé de resposta junto a outras duas concentracdes proximas. Por isso, optou-se por

utilizar a menor concentragao do plato, 400 nM, nos experimentos de combinagao.
2. JUSTIFICATIVA

O cancer colorretal (CCR) ¢ o terceiro tipo de cancer mais frequente no mundo (OMS, 2022),
e sua sobrevida em estagios avancados ¢ prejudicada pela formacdo de metastases e pela
resisténcia a medicamentos (Guan, 2015). No Brasil, em 2020, foram registrados 20.245

obitos por cancer de cdlon e reto (BRASIL, 2022; INCA, 2020a).

Nos ultimos anos, surgiram novas terapias direcionadas a enzimas reguladoras do ciclo
celular, como os inibidores de CDK4/6 (iCDK4/6), palbociclibe e abemaciclibe. Esses
farmacos, ja utilizados no cancer de mama avangado com expressdo de RB, bloqueiam sua
fosforila¢do, levando a parada do ciclo celular, podendo também induzir senescéncia, morte
celular e autofagia (Lynce et al., 2018; Valenzuela et al., 2017; Vijayaraghavan et al., 2017;
Jost et al., 2021). Assim, tornam-se candidatos promissores para tumores com desregulagao

na via de RB.

Estudos proteogenomicos demonstram que, no CCR, a via de RB estd frequentemente

alterada: embora a expressdo da proteina RB esteja preservada, sua forma hiperfosforilada ¢
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predominante (Vasaikar et al., 2019). Essa modificagdo impede sua funcdo supressora,
promovendo proliferagdo celular e resisténcia terapéutica (Biasoli et al., 2013). Além disso, o
CCR apresenta alteracdes semelhantes as observadas no cancer de mama, como amplificacao
de CCND1, perda de CDKN2A (p16~INK4a) e amplificacdo de RB1 (Otto & Sicinski, 2017).
A perda ou mutagdes em RBI1, por outro lado, sdo eventos raros nesse tumor (Gope et al.,

1991; Gope, 1992).

Importante destacar que a hiperfosforilagio de RB foi apontada como um possivel evento
"driver" funcional na tumorigénese do CCR, mesmo na auséncia de mutacdes em RBI

(Vasaikar et al., 2019).

Com base nesses dados, levantamos a hipdtese de que o RB hiperfosforilado exacerba o
processo autofagico induzido pela quimioterapia de primeira linha, favorecendo a resisténcia.
Assim, os iICDK4/6 poderiam restaurar a sensibilidade das células tumorais ao interferirem

nesse eixo.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a eficacia dos iICDK4/6, isoladamente ou em combinacao
com quimioterdpicos, em modelo celular de CCR, analisando as altera¢cdes no processo

autofagico associadas ao tratamento.

3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Investigar a modulagao de autofagia, apds tratamento com os inibidores seletivos de CDK4/6

e quimioterapicos de primeira linha usados na clinica como monoterapia e em combinacdo em

células de CCR.

3.1. Objetivo especificos

e Analisar o acimulo de vesiculas autofagicas em resposta as combinagdes eficazes de

quimioterapicos e inibidores nas linhagens de CCR, utilizando CYTO-ID em plataforma

multiparamétrica.

e Investigar a influéncia das combinagdes efetivas de quimioterdpicos e inibidores sobre os

marcadores do fluxo autofagico Beclina 1, LC3 I/II e p62 nas linhagens de CCR por meio de

analise com Western blot.
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e Avaliar de forma exploratoria, por microscopia eletronica de transmissdo, alteracdes
morfologicas compativeis com o processo autofagico em células da linhagem HCT116
tratadas com a combinagao de quimioterapico e inibidores de CDK4/6.

e Avaliar de forma exploratéria a dindmica lisossomal em células HCT116 tratadas com
combinagdes de oxaliplatina e inibidores de CDK4/6, por meio da marcagdo com

LysoTracker Red em plataforma multiparamétrica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cultivo das Linhagens Celulares

Serdo utilizadas as linhagens tumorais HCT116 (carcinoma colorretal humano,
originalmente ATCC: CCL-247) — obtidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro. A
linhagem HCT116 ¢ selvagem para RBI e apresenta mutacdoes em CDKN24 (AHMED et al.,
2013; ATCC, 2022).

As linhagens sdo mantidas congeladas em nitrogénio liquido em meio de
criopreservacdo contendo 90% de soro fetal bovino (SFB) e 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO). Quando cultivadas, serdo mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
— DMEM/F12 (Gibco, 12400024) suplementado com 10% de SFB (Gibco, 12657029) e 1%
de penicilina/estreptomicina. As células serdo incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de
CO2. A certificacdo das linhagens foi realizada por tipagem genética com marcadores de
microssatélites, no Laboratério de Metabolismo Macromolecular Firmino Torres de Castro, da
UFRIJ. Além disso, as linhagens serdo testadas como livres de micoplasma por coloragcao com

DAPI (ThermoFisher, Cat. No. D1306).
4.2. Tratamento

Os compostos palbociclibe (MedChem Express, HY-A0065) e abemaciclibe (MedChem
Express, HY-16297A) sdo diluidos em DMSO 100% e armazenados a -80°C. O palbociclibe
permanece estavel por até um ano a essa temperatura, enquanto o abemaciclibe mantém sua
estabilidade por até 6 meses. A oxaliplatina (Sigma-Aldrich) ¢ diluida em 4gua para injecdo e
pode ser armazenada a -20°C por até 6 meses. O controle negativo consistira em células
mantidas em meio DMEM-F12 com 10% de SFB, uma vez que a concentracdo méaxima de

DMSO nas doses utilizadas (0,02%) ja foi previamente testada e ndo interfere na
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citotoxicidade das linhagens de CCR utilizadas.

Para o tratamento, serdo utilizadas as concentragdes previamente identificadas como
mais eficientes. Dito isso, para a linhagem HCT116, sera administrada Oxaliplatina (0,6 uM)
combinada com Palbociclibe (400 nM) e Abemaciclibe (35 nM e 300 nM) e incubadas por 48
horas. Ademais, além da terapia combinada, cada composto serd administrado

individualmente nas mesmas concentragdes para monoterapia.
4.3. Analise em plataforma multiparamétrica Cytation-5: CYTO-ID Autophagy

Foram plaqueadas 5 x 10? células da linhagem HCT116 por pogo em placas de 96
pocos. Apos 24 horas de incubagdo sob as condi¢des de temperatura e CO: previamente
informadas, serd realizado o tratamento previamente mencionado. Todas as condi¢des serdo

realizadas em triplicata.

Como controle negativo, foram utilizados pogos contendo apenas meio suplementado e
pocos com a concentragdo de DMSO correspondente aquela usada para diluicao dos
inibidores de CDKs. Além disso, como controle positivo, foi empregado o inibidor da

autofagia, pertencente ao kit: cloroquina (100 pM) por 48 horas.

A anélise do fluxo autofagico foi realizada utilizando o ensaio CYTO-ID® Autophagy
Detection Kit (Enzo Life Sciences, ENZ-51031-K200), recomendado pelas Guidelines for the
Use and Interpretation of Assays for Monitoring Autophagy (KLIONSKY et al., 2020), com
aquisicdo de imagens na plataforma multiparamétrica Cytation 5 (BioTek). Esse ensaio
permite a marcacao de vacuolos autofagicos, como autofagossomos e autolisossomos, por
meio de um corante fluorescente especifico diluido na proporcao de 1:1000 em Assay Buffer
1X suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e Hoechst 33258 (1:1000), utilizado

para a marcag¢ao nuclear.

Apds a incubagdo das células com os tratamentos propostos, o meio foi removido, os
pocos foram lavados com tampao apropriado e, em seguida, foram adicionados 100 uL da
solucdo de corantes por poco. As placas foram incubadas por 30 minutos a 37 °C, protegidas
da luz. Posteriormente, os pocos foram novamente lavados, tamponados e preparados para
aquisi¢dao das imagens. As capturas foram realizadas com objetiva de 20x%, utilizando anel de
corre¢do ajustado para 0,17 mm. Como controle positivo para bloqueio do fluxo autofagico,

foi utilizada cloroquina a 100 uM, com incubacao por 48 horas.



20

A quantificacdo e andlise foi realizada por meio das ferramentas integradas do software
Gen5, versdo 3.12.08. Inicialmente, as imagens passaram por subtra¢cdo de fundo e montagem.
A identificagdo das células foi realizada com base na marcagdo nuclear pelo canal Hoechst,
utilizando-se a defini¢do de uma mascara primaria com parametros de tamanho minimo e
maximo para os nucleos, a fim de excluir artefatos como bolhas, detritos e residuos. O limiar
de intensidade foi ajustado, quando necessario, para garantir a inclusdo precisa da populagcao

celular total.

A partir da mascara nuclear, o canal GFP (CYTO-ID) foi selecionado, € a méscara foi
expandida para o citoplasma, abrangendo a fluorescéncia verde associada aos vactolos
autofagicos. Também foram realizados ajustes no limiar de intensidade do canal GFP,
permitindo a inclusdo de células com marcagdes mais fracas ou intensas. Foram aplicados
filtros de area para excluir objetos menores ou maiores que células individuais e eliminar
eventuais agregados. Células localizadas nas bordas das imagens compostas foram excluidas

da analise.

As métricas extraidas incluiram: contagem total de células (Hoechst"), area dos objetos,
intensidade média de fluorescéncia em ambos os canais (Hoechst e GFP), densidade integrada
do sinal GFP por célula, e area ocupada pela fluorescéncia GFP por célula. Os parametros
ideais de ganho, tempo de exposi¢do e intensidade de iluminagdo foram previamente

ajustados para padronizacio das aquisigdes.

Com base nesses dados, foram construidos graficos referentes a intensidade média de
fluorescéncia e a area dos objetos por condi¢dao experimental. Para fins de comparagdo, ambas
as métricas foram normalizadas em relagdo ao grupo controle, cujo valor foi definido como 1.
Todas as analises foram conduzidas de forma cega quanto as condigdes experimentais, a fim

de evitar viés na interpretacao dos resultados.
4.4. Western Blot

Essa técnica foi utilizada para identificar de forma mais precisa as etapas do bloqueio
do fluxo autofagico. Nesse contexto, foram analisadas proteinas de diferentes fases do

processo autofagico, como Beclina-1, p62 ¢ LC3 I/II.

A linhagem celular HCT116 foi cultivada em placas de Petri, conforme descrito
anteriormente. Apds o periodo de tratamento com os respectivos quimioterapicos e iCDK4/6,

nas concentragdes e tempos de incubagdo previamente estabelecidos, as células foram
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submetidas ao processo de extragdo de proteinas.

Para a extra¢do de proteinas, foi utilizado tampao de uréia UTB (Tris-HCl 75 mM,
ureia 9 M, pH 7.,4), com beta-mercaptoetanol adicionado para reduzir as proteinas. As
amostras sdo sonicadas e armazenadas em tampao de amostra a -20°C. A quantificacao
proteica ¢ realizada no NanoDrop 2000 por meio do ensaio de Bradford, com base em uma
curva-padrdo de BSA, onde a intensidade do azul (detectada a 595 nm) indica a concentracao
proteica. Assim, para cada amostra, 40 pug de proteina foram diluidos em tampao de amostra
(SDS 10%, B-mercaptoetanol 10 mM, glicerol 20%, Tris-HC1 0,2 M, pH 6,8, e azul de
bromofenol 0,05%). Assim, as amostras foram entdo aquecidas a 95°C por 5 minutos em
banho seco e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10-12% ,
junto com um padrio de peso molecular (10 pL, Precision Plus Protein Kaleidoscope,

Bio-Rad).

Cada pogo de amostra recebeu 40 pg de proteina e o tampao de corrida (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, SDS 0,2%) foi diluido na concentracdo de uso (1X), e a corrida foi iniciada
a 60 V até as amostras atingirem o gel de corrida, aumentando-se entdo a voltagem para 120
V até o final. Para a transferéncia de proteinas, a membrana de fluoreto de polivinilideno
(PVDF) foi ativada em etanol absoluto por 20 minutos e posteriormente embebida por 30
minutos em tampao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,2%), diluido na
concentragdo de uso (1X) e acrescido de 20% de etanol. A transferéncia para membrana foi
feita por 1h20min a 0,22 A, usando um equipamento de eletrotransferéncia semi-seca da
Bio-Rad. Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com solucdo de 5% de
Albumina de Soro Bovino (BSA, Sigma-Aldrich) em TBS-T (NaCl 150 mM, Tris 10 mM,
Tween 20 a 0,1%), e incubadas por aproximadamente 16 horas com anticorpos primarios:
Beclina-1 (1:500, Abcam #ab62557), p62 (1:1000, Cell Signaling #5114S), LC3A/B (1:1000,
Cell Signaling #12741S), GAPDH (1:2000, Invitrogen #MA5-12571) e Ciclofilina B (1:1000,
Sigma #SAB4200201). Apds lavagens com TBS-T 0,1%, as membranas foram incubadas por
2 horas com anticorpos secundarios conjugados a HRP: anti-coelho (1:2000, Life
Technologies #A16104) e anti-camundongo (1:1000, Invitrogen #G21040). A detec¢do foi
realizada por quimioluminescéncia (Luminata ou Immobilon Forte, Bio-Rad) no sistema
ChemiDoc XRS (Bio-Rad). A andlise densitométrica foi feita utilizando o software

ImagelLab, com normalizagdo pelos controles de carregamento (GAPDH ou Ciclofilina B).
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4.5. Caracterizagdo Morfologica em Microscopia eletronica de transmissao

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) foi empregada para a andlise
morfologica de estruturas celulares associadas ao processo autofagico, como vactolos
autofagicos, corpos multilamelares e alteragdes em organelas. Para isso, células da linhagem
HCT116 foram plaqueadas em densidade de 1 % 10* células por pogo, em placas de 96 pogos.
Ap6s 48 horas de incubacao sob condigdes controladas de temperatura e CO-, foi realizado o
tratamento descrito anteriormente. Foi utilizada uma maior densidade celular e um tempo de
crescimento mais prolongado em comparagdo a andlise por Cytation, com o objetivo de
garantir um numero adequado de células para o processamento e aquisicdo das imagens.

Todas as condig¢des experimentais foram conduzidas em triplicata.

As culturas celulares foram fixadas in situ com glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich,
#(G5882) em tampao fosfato de sédio 0,1 M (PBS), pH 7,4, por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram lavadas duas vezes em PBS (5 minutos cada) e uma
vez em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,4 (Electron Microscopy Sciences, #12300),
por 5 minutos. Posteriormente, foram incubadas por 1 hora e 30 minutos, protegidas da luz,
em uma solucdo de tetroxido de 6smio 1% (Sigma-Aldrich, #201030) em tampao cacodilato
0,1 M (Sigma-Aldrich, #C4945), pH 7,4, suplementado com ferrocianeto de potassio 0,8%
(Synth, #2839) e cloreto de calcio 5 mM (Sigma-Aldrich, #C1016).

Apos essa etapa, as culturas foram lavadas trés vezes em tampao cacodilato 0,1 M, pH
7,4 (5 minutos cada) e, em seguida, incubadas em solu¢do aquosa de acetato de uranila 1%
(Sigma, #73943) por 16 horas a 4 °C. Concluida a fixagdo, as amostras foram lavadas em
agua destilada e submetidas a desidratacdo gradual em banhos de etanol com concentragdes

crescentes: 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%.

Para a inclusdo, as culturas foram infiltradas com uma mistura de resina epoxi (Epon,
Sigma, #45359, segundo protocolo de Luft) e etanol absoluto (1:1), diretamente na placa de
96 pogos, sob agitacdo, durante a noite. Posteriormente, foi realizada a infiltracdo com Epon
puro e a montagem dos blocos. A polimerizacdo da resina foi conduzida em estufa a 60 °C por

48 horas.

Os blocos foram entdo seccionados em ultramicrétomo (MT 6000 — XL), obtendo-se
cortes ultrafinos com espessura entre 70 ¢ 100 nm, que foram coletados em grades de cobre.

As secdes foram contrastadas com acetato de uranila a 5% por 30 minutos, lavadas em agua
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destilada, e contrastadas com citrato de chumbo (REYNOLDS, 1963) por 5 minutos, seguidas

de nova lavagem em agua destilada.

Por fim, as amostras foram analisadas e fotografadas em microscopio eletronico de

transmissao (modelo Hitachi HT7800), operando a 80 kV.
4.6. Analise em plataforma multiparamétrica Cytation-5: LysoTracker

Foram plaqueadas 5 x 10° células da linhagem HCT116 por pogo em placas de 96
pocos. Apos 24 horas de incubagdo sob as condi¢des de temperatura e CO: previamente

informadas, sera realizado o tratamento previamente mencionado.

Como controle negativo, foram utilizados pogos contendo apenas meio suplementado e
pog¢os com a concentragdo de DMSO correspondente aquela usada para dilui¢do dos
inibidores de CDKs. Além disso, como controle positivo, foi empregado o inibidor da

autofagia, pertencente ao kit: cloroquina (100 uM) por 48 horas.

A analise exploratoria de alteragdes na dinamica lisossomal foi realizada na plataforma
Cytation 5 (BioTek), utilizando o corante LysoTracker™ Red DND-99 (Invitrogen, #L.7528).
Esse ensaio permite a marcagdo de compartimentos acidos intracelulares, como os lisossomos,
por meio de fluorescéncia no canal Texas Red. A solugdo de corantes foi preparada com o
corante LysoTracker diluido na concentracdo final de 75 nM em Assay Buffer 1X,
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), além de Hoechst 33258 (1:1000) para

marcagdo nuclear e CYTO-ID® (1:1000) para identificagdo de estruturas autofagicas.

Apo6s a incubagdo das células com os respectivos tratamentos, o meio de cultura foi
removido, os pocos foram lavados com tampao apropriado, e 100 uLL da solucao contendo os
corantes foram adicionados a cada poco. As placas foram entdo incubadas por 30 minutos a
37°C, protegidas da luz. Em seguida, os pogos foram novamente lavados, tamponados e
preparados para leitura. As imagens foram adquiridas com objetiva de 20x, utilizando como

controle positivo a cloroquina (100 uM), visando a inibi¢ao do fluxo autofagico.

A andlise e quantificagcdo das imagens foram conduzidas de forma semelhante a descrita
para o ensaio com CYTO-ID. Inicialmente, foi definida a mascara primaria com base na
marcagdo nuclear pelo canal Hoechst, com ajustes nos pardmetros de tamanho e limiar de
intensidade para exclusdao de artefatos e detritos. A partir dessa populacdo primaria, foi

aplicada uma mascara secundaria, desta vez utilizando o canal Texas Red correspondente ao
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LysoTracker, em substituicdo ao canal GFP utilizado nas anélises com CYTO-ID. Foram
selecionadas as mesmas métricas de interesse, como contagem de células, area do objeto e

intensidade média de fluorescéncia no canal de interesse.

Entretanto, por se tratar de um dado exploratorio obtido a partir de um tnico
experimento (n = 1), ndo foram realizadas andlises estatisticas. Dessa forma, foi construido
apenas um grafico representativo contendo a média da intensidade de fluorescéncia por célula

no canal correspondente ao LysoTracker.
4.7. Analise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism 8.4.3, usando
o teste de andlise de varidncia One-Way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para
comparar dados multiplos. Exceto se especificado, todos os dados sdo mostrados como média

+- erro padrdo. Serdo considerados significativos os resultados com p< 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. Combinacdes de quimioterapicos com inibidores de CDK4/6 niao resultaram em

acumulo significativo de vacuolos autofagicos

A fim de avaliar o acumulo de vesiculas autofigicas em resposta as combinacdes
terapéuticas envolvendo quimioterdpicos e inibidores de CDK4/6 na linhagem de cancer
colorretal HCT116, utilizou-se a sonda CYTO-ID, a qual apresenta fluorescéncia elevada ao
se ligar a autofagossomos e autolisossomos. A Figura SA apresenta imagens representativas
das condicdes experimentais avaliadas: controle negativo (células ndo tratadas), controle
positivo com cloroquina (CQ, inibidor da autofagia) e os tratamentos com 0,6 uM de
oxaliplatina, isoladamente ou em combinagdo com abemaciclibe (35 nM — 1C20 ou 300 nM —
IC50) ou com 400 nM de palbociclibe. Os nucleos celulares foram corados com Hoechst

33342 (azul) e as estruturas autofagicas com CYTO-ID (verde brilhante).

As Figuras 5B e 5C apresentam a quantificacio da média intensidade média da
fluorescéncia verde emitida pela sonda CYTO-ID por célula nas diferentes condigdes
experimentais, enquanto SD e SE a quantificagdo da média da area de fluorescéncia por
célula. A Figura 5B e 5D referem-se as condi¢des com abemaciclibe, enquanto a Figura SC
e 5E correspondem as com palbociclibe. Em todos os graficos, os valores foram normalizados

em relacdo a média do controle negativo.
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Como esperado, o tratamento com cloroquina (100 uM por 48 horas) promoveu acimulo
significativo de autofagossomos/autolisossomos, evidenciado pelo aumento acentuado da
fluorescéncia (Figura 5B, SC, 5D e 5E), uma vez que este composto bloqueia a degradacgao

lisossomal, interrompendo a etapa final do processo autofagico.

Nas condi¢des com abemaciclibe (Figuras SB e 5D), tanto a dose de 35 nM quanto a de
300 nM em combinagdo com oxaliplatina resultaram em aumento significativo na
fluorescéncia em comparagdo ao tratamento isolado e ao controle negativo. Dentre essas, a
dose de 300 nM promoveu um efeito mais evidente, tanto na intensidade quanto na area de

fluorescéncia

De forma semelhante, a combinagdo de oxaliplatina com palbociclibe (Figuras 5C e SE)
também resultou em aumento do CYTO-ID (intensidade de fluorescéncia e area de

fluorescéncia), ainda que em menor magnitude.

A intensidade de fluorescéncia estd relacionada ao contetido autofigico presente nas
vesiculas; assim, valores mais elevados indicam vesiculas com maior brilho, o que pode
refletir o acumulo de autofagossomos e/ou autofagolisossomos. Por sua vez, a area de
fluorescéncia representa a extensdo ocupada por essas estruturas, podendo refletir um

aumento no numero de vesiculas, um maior didmetro vesicular, ou ambos os fatores.

Portanto, as imagens representativas (Figura SA) e os graficos (Figuras 5B , 5C, 5D e
5E) indicam uma possivel intensificagdo na formacao de estruturas autofagicas nas condigdes

combinadas.

CXA 0,6 uM OXAQ6 UM + ABE 36 iM  OXA 0,6 uM + ABE 300 nM OXA 0,6 uM + PALB 400 nM 48 hrs CQ 100 pM
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Figura 5. Avaliacio da modulacdo de autofagia no tratamento de oxaliplatina com os inibidores de
CDK4/6 na linhagem HCT116. (A) Imagens representativas obtidas na plataforma Cytation 5, com objetiva de
20x%, referentes aos tratamentos com abemaciclibe (35 ¢ 300 nM) e palbociclibe (400 nM). Os nucleos celulares
foram corados com Hoechst 33342 (azul) e os autofagossomos/autolisossomos foram marcados com o corante
CYTO-ID (verde brilhante). Barra de escala: 100 um. As células (5 x 10° por pogo) foram tratadas por 48 horas
com 100 uM de cloroquina, 0,6 uM de oxaliplatina (em dose Unica) ou com as combinagdes desta com
palbociclibe (400nM) ou abemaciclibe (35 ou 300nM). (B) Intensidade média de fluorescéncia verde do
CYTO-ID por célula, normalizada em relagdo ao grupo controle, nas condi¢des com abemaciclibe e sua
associacao com oxaliplatina. A analise por ANOVA one-way, seguida do pos-teste de Tukey, revelou diferengas
significativas entre o grupo tratado com cloroquina e os grupos controle, oxaliplatina e oxaliplatina +
abemaciclibe 300 nM, além de diferenca entre os grupos controle e oxaliplatina (p < 0,1). (C) Intensidade média
de fluorescéncia verde do CYTO-ID por célula, normalizada em relacdo ao grupo controle, nas condi¢des com
palbociclibe. ANOVA one-way com pods-teste de Tukey indicou diferencas significativas entre o grupo
cloroquina e os grupos controle, oxaliplatina e palbociclibe, bem como entre os grupos controle e oxaliplatina (p
< 0,1). (D) Média da area de fluorescéncia verde do CYTO-ID por célula (um?), normalizada em relagdo ao
grupo controle, nas condigdes com abemaciclibe e sua combinagdo com oxaliplatina. A analise estatistica
identificou diferengas significativas entre o grupo cloroquina e os grupos controle, oxaliplatina e oxaliplatina +
abemaciclibe 300 nM, além de diferenca entre os grupos controle ¢ oxaliplatina (p < 0,1). (E) Média da area de
fluorescéncia verde do CYTO-ID por célula (um?), normalizada em relagdo ao grupo controle, nas condigdes
com palbociclibe. A analise por ANOVA one-way com pos-teste de Tukey revelou diferengas significativas entre
o grupo cloroquina e os grupos controle, oxaliplatina e palbociclibe, bem como entre os grupos controle e
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oxaliplatina (p < 0,1). Os graficos (B-E) representam a média + erro padrao de trés experimentos independentes.
Cada ponto representa uma réplica experimental, com N variando de 2 a 3 por condig¢@o. Todas as analises
estatisticas foram realizadas por ANOVA one-way com pos-teste de Tukey. Diferencas significativas em relacdo
ao grupo tratado com cloroquina foram consideradas com p < 0,1

5.2. As combinacdes terapéuticas nio modularam de forma significativa a expressao de

marcadores relacionados a autofagia

Para investigar a influéncia das combinagdes eficazes de quimioterapicos e inibidores de CDK4/6
sobre marcadores do fluxo autofagico na linhagem HCT116, foi realizada analise por Western Blot.
Essa técnica foi utilizada para avaliar possiveis bloqueios em diferentes etapas do processo
autofagico, por meio da deteccdo das proteinas Beclina-1 (iniciagdo), p62 (fase de degradacdo) e

LC3 (formacgao de autofagossomos).

Inicialmente, a proteina GAPDH foi utilizada como controle de carregamento; no entanto, devido a
problemas com o anticorpo em experimentos subsequentes, a ciclofilina foi empregada como
controle alternativo. As Figuras 6A, 6D e 6G apresentam membranas representativas da expressao
de Beclina-1, p62 e LC3, respectivamente, acompanhadas de seus controles de carregamento

correspondentes.

Os graficos 6B e 6C mostram a quantificacdo da expressao de Beclina-1 nas condigdes tratadas com
oxaliplatina isolada ou combinada com 35 nM ou 300 nM de abemaciclibe (6B), e com 400 nM de
palbociclibe (6C). Os valores foram normalizados pelo controle de carregamento e, em seguida, pelo

controle negativo (sem tratamento).

De forma analoga, os graficos 6E ¢ 6F representam a quantificagao da proteina p62 sob os
mesmos tratamentos com abemaciclibe (6E) e palbociclibe (6F). J4 os graficos 6H e 61 mostram a
razdo LC3-II/LC3-I nas condi¢des tratadas com oxaliplatina isolada ou combinada com

abemaciclibe (6H) ou palbociclibe (61), também normalizadas em relagdo aos respectivos controles.

Caso houvesse bloqueio do fluxo autofagico, seria esperado observar acaimulo de p62, devido a
sua degradacdo ser dependente do funcionamento adequado do processo, e acimulo de LC3-II, que
se associa 2 membrana dos autofagossomos, indicando formacdo sem posterior degradagdo. Por
outro lado, caso houvesse indugdo de autofagia funcional, esperaria-se aumento de LC3-II associado
a reducao de p62, padrao compativel com um fluxo autofagico ativo e completo. A proteina
Beclina-1, por estar envolvida na fase inicial da autofagia, pode apresentar aumento de expressao

em casos de inducdo, embora sua variacao seja menos sensivel para avaliagdo do fluxo global.

No entanto, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas na expressao de
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nenhuma das proteinas analisadas, em nenhuma das condi¢des testadas. Apesar disso, ¢ importante
considerar que a oxaliplatina, isoladamente, ja foi descrita como indutora de autofagia em diversos
modelos celulares (DELOU et al., 2016; YAN et al., 2019). Dessa forma, embora os dados obtidos
nao demonstrem evidéncias robustas de bloqueio do fluxo autofagico pelas combinagdes testadas, a
auséncia de significancia estatistica, aliada a variabilidade observada — especialmente na analise da
razdo LC3-II/LC3-I (Figura 6I) —, limita a interpretacdo conclusiva. Além disso, o fato de o
Western Blot ser uma técnica suscetivel a variaveis experimentais refor¢a a necessidade de cautela
na interpretacdo dos resultados, nao sendo possivel descartar completamente a ocorréncia de

alteracdes no processo autofagico com a quantidade atual de experimentos.
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Figura 6. Anadlise da expressio de marcadores relacionados a autofagia por Western Blot apos
tratamentos com oxaliplatina e inibidores de CDK4/6 na linhagem HCT116. (A) Membrana representativa
da expressdao de Beclina-1 e do controle de carregamento GAPDH nas diferentes condi¢des de tratamento com
abemaciclibe. (B) Quantificacdo da expressdo de Beclina-1 nos tratamentos com oxaliplatina isolada ou
combinada com 35 nM ou 300 nM de abemaciclibe. (C) Quantificacdo da expressdo de Beclina-1 nos
tratamentos com oxaliplatina isolada ou combinada com 400 nM de palbociclibe. (D) Membrana representativa
da expressdo de p62 e do controle de carregamento GAPDH nas diferentes condigdes com abemaciclibe e
palbociclibe. (E) Quantificagdo da expressdo de p62 nos tratamentos com oxaliplatina isolada ou combinada com
abemaciclibe (35 nM ou 300 nM). (F) Quantificagdo da expressdo de p62 nos tratamentos com oxaliplatina
isolada ou combinada com palbociclibe (400 nM). (G) Membrana representativa da expressdo de LC3-I ¢
LC3-II, além do controle de carregamento GAPDH. (H) Quantificagdo da razdo LC3-II/LC3-I nas condigdes
com oxaliplatina isolada ou combinada com abemaciclibe. (I) Quantificagdo da razdo LC3-II/LC3-I nas
condi¢des com oxaliplatina isolada ou combinada com palbociclibe. Cada ponto representa um experimento
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independente (n = 2 ou 3). As analises de densitometria das bandas foram realizadas no software ImageJ, com
normalizagdo em relagdo aos respectivos controles de carregamento (GAPDH). Os graficos representam a média
+ erro padrao de trés experimentos independentes, com excecdo da Beclina-1, cuja analise foi realizada em dois
experimentos. Foi utilizado o teste One-Way ANOVA seguido do pos-teste de Tukey. Diferencas com p < 0,1
foram consideradas estatisticamente significativas.

5.3. Nao foi identificado acimulo de vactolos com conteudo em células HCT116

tratadas com as combinacdes terapéuticas

Em trabalhos anteriores do nosso grupo, foi demonstrado que a proteina RB, quando
hiperfosforilada em células de glioblastoma, desempenhava um papel antiapoptotico ao
favorecer a autofagia induzida por quimioterapicos. Nesse contexto, foi observada, por
microscopia eletronica de transmissao, a presenga de vactiolos autofagicos contendo material
intracelular preservado, indicando um bloqueio no processo autofagico (BIASOLI et al.,

2013).

Com base nesses achados, buscamos avaliar, de forma exploratéria, alteragdes
morfologicas compativeis com a modulagdo da autofagia em células da linhagem HCT116
tratadas com as combinacdes de oxaliplatina e inibidores de CDK4/6. Para isso, células
HCT116 (1 x 10* por poco) foram plaqueadas e, apds 48 horas, tratadas com 0,6 uM de
oxaliplatina combinada com 400 nM de palbociclibe, 35 nM ou 300 nM de abemaciclibe.
Apos o tempo de incubagdo, as células foram fixadas e processadas para andlise em

microscopia eletronica de transmissao.

Em todas as condigdes analisadas, foram observadas estruturas compativeis com vactolos
autofagicos, com actimulo mais evidente nas condi¢cdes de tratamento combinado,
especialmente na associacdo com palbociclibe. Diferencas morfoldgicas sutis foram
identificadas entre os tratamentos: nas células tratadas com abemaciclibe, os vactolos
apresentavam membranas mais espessas, enquanto nas tratadas com palbociclibe,
predominavam vacuolos de membranas mais delgadas. Adicionalmente, nas combinagdes
contendo abemaciclibe, foi identificada uma estrutura distinta (indicada por setas), cuja

natureza ainda esta sendo investigada.

Apesar dessas observacdes, ndo foram identificados vacuolos contendo material intracelular
preservado, como descrito por Biasoli et al. (2013), o que caracterizaria um bloqueio do fluxo
autofagico. Dessa forma, os dados morfologicos obtidos ndo sustentam a hipotese de que a
morte celular induzida pelas combinagdes terapéuticas esteja associada a interrupgao do fluxo

autofagico, corroborando os resultados obtidos nas analises anteriores.



30

Além disso, nas combinagdes testadas em concentragdes mais elevadas, foram observadas
invaginagdes nucleares e estruturas intranucleares atipicas, que podem estar relacionadas a
mecanismos alternativos de morte celular. Esses achados, contudo, requerem andlises

aprofundadas e complementares para elucidagdo de sua natureza e relevancia funcional.

Oxa + Abemaciclibe 35

Oxa + Abemaciclibe 300

400

Oxa + Pal

Figura 7. Analise ultraestrutural de células HCT116 por microscopia eletronica de transmissio.
Células HCT116 (1 x 10* por pogo) foram plaqueadas e, apds 48 horas, tratadas com 0,6 uM de oxaliplatina em
combinagdo com 400 nM de palbociclibe, 35 nM ou 300 nM de abemaciclibe. Apds o periodo de incubagéo, as
c¢lulas foram fixadas e processadas para analise por microscopia eletronica de transmissdo (MET). As imagens
revelam estruturas celulares como nucleo (N) e vacuolos (V).

5.4. Dados exploratorios sugerem aumento de lisossomos nas combinacdes terapéuticas

Uma vez que os achados obtidos nas andlises anteriores ndo sustentam a hipotese de
que a morte celular induzida pelas combinagdes terapéuticas esteja relacionada a interrupgao
do fluxo autofagico, foi realizada uma analise exploratoéria com o objetivo de investigar
possiveis alteragcdes na dinamica lisossomal induzidas pelos tratamentos. Para isso, utilizou-se
o corante LysoTracker Red DND-99 (Texas Red), um marcador fluorescente vermelho,
permeavel & membrana plasmatica, que se acumula em compartimentos acidos intracelulares,
como os lisossomos. Diferentemente do CYTO-ID, que marca predominantemente

autofagossomos e autolisossomos — estruturas diretamente envolvidas na via autofagica —, o
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LysoTracker permite a visualizagdo mais ampla do compartimento lisossomal, incluindo

lisossomos ndo diretamente associados a autofagia.

A andlise foi conduzida na plataforma multiparamétrica Cytation-5, a mesma utilizada
nos experimentos com CYTO-ID. A Figura 8A apresenta imagens representativas das
condi¢des experimentais avaliadas: controle negativo (células ndo tratadas), controle positivo
com cloroquina (CQ, inibidor tardio do processo autofagico), além dos grupos tratados com
0,6 uM de oxaliplatina isoladamente ou em combinacdo com 35 nM ou 300 nM de
abemaciclibe, ou com 400 nM de palbociclibe. As imagens sugerem uma possivel tendéncia
de aumento na intensidade do sinal lisossomal nas condi¢cdes combinadas com os inibidores
de CDK4/6, em comparagdo aos tratamentos isolados, com um sinal visivelmente mais

intenso do que o observado nas analises com CYTO-ID.

As Figuras 8B ¢ 8C apresentam a quantificacdao da intensidade média de fluorescéncia
no canal Texas Red, normalizada em relacdo ao controle negativo. Embora os dados se
refiram a um Unico experimento bioldgico (N=1), cada condi¢do foi analisada em triplicata
técnica (n=3), o que permitiu avaliar a variabilidade intraexperimental. Observou-se uma
tendéncia de aumento da sinalizacdo lisossomal nas combinagdes terapéuticas, sendo
mostrado de forma significativa as combinagdes envolvendo abemaciclibe. Além disso, foi
detectado um desvio padrdo elevado entre os pocos de uma mesma condi¢do experimental,

indicando variagdes técnicas que podem ter interferido na robustez da andlise.

Esses achados preliminares podem refletir um acimulo de lisossomos nao
necessariamente vinculados ao processo autofagico. Entretanto, € necessario também
investigar o motivo dessa variabilidade intraexperimental. Ensaios adicionais com replicatas
biologicas independentes serdo essenciais para confirmar essa observa¢do e aprofundar a
compreensdo do papel do compartimento lisossomal nos efeitos celulares induzidos pelas

combinagdes terapéuticas.
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Figura 8. Avaliacio exploratéria da dindmica lisossomal em HCT116 tratadas com oxaliplatina e
inibidores de CDK4/6 (LysoTracker, N=1). (A) Imagens representativas obtidas na plataforma Cytation-5 com
objetiva de 20X, referentes as diferentes condi¢des experimentais. Os niicleos celulares foram corados com
Hoechst 33342 (azul); os autofagossomos/autolisossomos, com o corante CYTO-ID (verde brilhante); e os
lisossomos, com LysoTracker Red DND-99 (Texas Red, vermelho). Barra de escala: 100 um. As células (5 x 10°
por pogo) foram tratadas por 48 horas com 100 uM de cloroquina (controle positivo), 0,6 uM de oxaliplatina
(isoladamente ou em combinagdo com 400 nM de palbociclibe, 35 nM ou 300 nM de abemaciclibe). (B-C)
Intensidade média de fluorescéncia no canal Texas Red, marcando lisossomos com LysoTracker, normalizada em
relagdo ao grupo controle negativo. (B) Condigdes com abemaciclibe e seus respectivos controles. (C) Condigoes
com palbociclibe e seus respectivos controles. O experimento representa um unico ensaio bioldgico (N = 1), com
triplicatas técnicas por condi¢do (n = 3 pogos). Cada ponto representa uma replicata experimental. Foi observada
diferenca significativa entre o grupo tratado com cloroquina e as demais condi¢des.
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6. DISCUSSAO

O cancer colorretal (CCR) ¢ o terceiro tipo de cancer mais incidente e a segunda
principal causa de mortalidade por cancer no mundo, atrds apenas do cancer de pulmao
(WHO, 2023). Sua incidéncia tem aumentado nas ultimas décadas, com estimativas indicando
que, até 2030, haverd um aumento global de 60% nos casos de CCR, atingindo 2,2 milhdes de
novos casos ¢ um milhdo de mortes anuais (DOUAIHER et al., 2017). A taxa geral de
sobrevida em cinco anos ¢ de aproximadamente 60% a 65%; entretanto, entre pacientes em
estagio IV, essa taxa varia entre 10% e 15%, sendo que cerca de 60% desses pacientes

desenvolvem metastases hepaticas (OKI et al., 2018; SIEGEL et al., 2023).

O tratamento do CCR depende do estagio da doenga, sendo a ressec¢do cirtirgica o
principal recurso terapéutico nos casos ndo metastaticos (FADLALLAH et al., 2024). Além
disso, modalidades como quimioterapia, radioterapia e terapias-alvo sdo amplamente
utilizadas. A quimioterapia ¢ indicada especialmente em estagios avancados ou na presenca
de metastases. Entre os quimioterapicos de primeira linha mais utilizados estdo a oxaliplatina,
o irinotecano ¢ o 5-fluorouracil (5-FU), comumente empregados em esquemas combinados
(LOTFOLLAHZADEH et al., 2022). A oxaliplatina, um agente alquilante a base de platina,
forma ligacdes cruzadas com o DNA, promovendo danos citotoxicos que levam a inibi¢ao das
sinteses de DNA e RNA mensageiro, a parada do ciclo celular e, por fim, a morte celular
(DEVANABANDA & KASI, 2022). Contudo, como droga citotoxica, apresenta efeitos
adversos frequentes, como toxicidade hematologica, gastrointestinal (diarreia e vomitos) e

neuropatia periférica (CASSIDY & MISSET, 2002).

No contexto metastatico, o0 uso combinado de quimioterapicos com anticorpos
monoclonais anti-EGFR ou anti-VEGF ¢ pratica padrdo, resultando em melhora dos
desfechos clinicos e aumentando a sobrevida global mediana para 29 a 36 meses em pacientes
com tumores RAS selvagem (STINTZING et al., 2016; VENOOK et al., 2017). Ainda assim,
mais de 50% dos pacientes evoluem com recidiva, e as opgdes terapéuticas subsequentes
apresentam impacto clinico limitado, sobretudo em portadores de mutagdes em RAS (André

etal., 2013).

A complexidade do tratamento do CCR ¢ agravada pela resisténcia a terapia, que
pode ser intrinseca ou adquirida. Mecanismos como a interferéncia entre as vias

PI3K/AKT/mTOR ¢ MAPK/ERK — fortemente associadas a patogénese do CCR com
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mutacdes em RAS, BRAF e PIK3CA — constituem um dos principais fatores de resisténcia

terapéutica (Senft et al., 2017; Lee et al., 2023).

A resisténcia a terapia pode surgir dentro de 6 a 12 meses ap6s o inicio do
tratamento. Nesse cendario, estratégias com terapias combinadas t€ém se mostrado promissoras
para superar a resisténcia (SENFT et al., 2017; FORERO et al., 2018; FORERO-TORRES et
al., 2018; SCHETTINI et al., 2018; WAINBERG et al., 2015; GOODWIN et al., 2020;
TABERNERO et al., 2016). A combinag¢ao de tratamentos permite a inibigdo sinérgica de
multiplas vias de sinalizagdo envolvidas na progressdo tumoral, com maior seguranca €
eficaicia do que a monoterapia. Essa abordagem pode envolver combinacgdes entre
quimioterapia, imunoterapia, radioterapia e agentes direcionados, com o intuito de

potencializar a eficacia clinica, reduzir doses e minimizar efeitos adversos.

A proliferagdo celular descontrolada, caracteristica comum a diversos tumores
solidos, decorre frequentemente de desregulagdes do ciclo celular e de alteragcdes genéticas
em proteinas reguladoras (HANAHAN & WEINBERG, 2011; CANCER GENOME ATLAS
NETWORK, 2012). As CDKs (ciclinas-dependentes quinases), em especial as CDK4 e
CDKa6, sao alvos terapé€uticos relevantes por regularem a transi¢ao da fase G1 para a fase S do
ciclo celular. A desregulagdo dessas enzimas ¢ observada em muitos canceres, sendo
considerada um marcador tumoral (Malumbres, 2014). Eventos oncogénicos frequentemente
resultam em ativagdo dos complexos ciclina D-CDK4/6, promovendo a progressao celular em
GI1 (Asghar et al., 2015). Com isso, surgiram os inibidores de CDK4/6 (1ICDK4/6) como uma
nova classe terapéutica (GOEL et al., 2018).

A atividade de CDK4/6 ¢ regulada positivamente pelas ciclinas D (D1, D2, D3) e
negativamente pelos inibidores da familia INK4, como o pl16"INK4a. A ativagdo exacerbada
desse eixo ¢ comum em tumores devido a amplificacdo de ciclinas ou perda de seus
inibidores, tornando o complexo ciclina D—CDK4/6 um alvo relevante (Malumbres &
Barbacid, 2001; Knudsen & Knudsen, 2008; Knudsen & Witkiewicz et al., 2017; Schettini et
al., 2018). Os iCDK4/6 atuam impedindo a fosforilacdo de Rb, o que leva ao sequestro do
fator E2F e ao bloqueio da progressao do ciclo celular (PERNAS et al., 2018; ABRAHAM et
al., 2018; JOHNSON et al., 2016).

Palbociclib e Abemaciclib, aprovados pela FDA em 2015 e 2017 para cancer de
mama HR-positivo e HER2-negativo, atuam reduzindo a fosforilagdo da pRB, provocando

parada do ciclo em G1 (PATNAIK et al., 2016; KIM & SCOTT, 2017; TRIPATHY et al.,
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2017). Ensaios pré-clinicos demonstraram eficacia desses farmacos isoladamente em modelos
de CCR (FRY et al., 2004; TATE et al., 2014) e também em outros tipos tumorais como
glioblastoma (MICHAUD et al., 2010; RAUB et al., 2015), pancreas (CHOU et al., 2018) e
esofago (KOSOVEC et al.,, 2017). Estudos adicionais mostraram efeitos sinérgicos ao
combina-los com quimioterapicos em modelos de cancer gastrico (WANG et al., 2018),
pancreas (CHOU et al., 2018), sarcoma de Ewing (DOWLESS et al., 2018) e CCR (ZHANG
et al., 2017).

Em cerca de 90% dos canceres, a via ciclina-CDK4/6-Rb-E2F encontra-se
desregulada, frequentemente pela superexpressdo de ciclina D (Shi et al., 2019). Os
componentes candnicos dessa via incluem CDK4, CDK6, CCNDI1 (ciclina D1), CDKN2A
(pl6) e RB1, além das proteinas relacionadas p107 e p130 (BURKHART & SAGE, 2008;
KNUDSEN & KNUDSEN, 2008; KNUDSEN et al., 2020). O CCR apresenta perfil
molecular compativel com sensibilidade a iCDKs, devido a frequéncia de alteragdes como
perda da funcdo de pl6"INK4a e amplificacdo de ciclina D (KNUDSEN & KNUDSEN,
2008; KNUDSEN & WITKIEWICZ et al., 2017). Embora mutagdes ou perdas em RBI
ocorram em apenas 10%—15% dos casos, a maioria dos tumores de CCR retém RB funcional,
elemento essencial para a eficacia dos iICDKs (Otto & Sicinski, 2017). Além disso, alteragdes
em APC e KRAS — comuns no CCR — podem ativar indiretamente a via CDK4/6,
mantendo a integridade do ponto de checagem mediado por RB (Armaghany et al., 2012).

A proteina RB regula diversos processos associados a tumorigénese, como
diferenciagdo celular (SKAPEK et al., 2006), senescéncia, estabilidade gendmica (Burkhart &
SAGE, 2008) e morte celular (FATTMAN et al., 2001; Chau et al., 2002; DICK & RUBIN,
2013; Delou et al., 2016). Além de controlar a progressao do ciclo celular (JANOSTIACK et
al., 2022), a RB também promove a sobrevivéncia celular pela ativacdo da autofagia

(BIASOLI et al., 2013; DELOU et al., 2016).

A autofagia apresenta papel dual no cancer: atua tanto na supressdo quanto na
promogdo tumoral, dependendo do contexto e estagio da doenca (White, 2012). Em tumores
estabelecidos, funciona como mecanismo adaptativo de resisténcia ao estresse, incluindo o
induzido por quimioterapia (Singh et al., 2018). A maioria das células tumorais tratadas com
quimioterapicos ativa a autofagia como estratégia de sobrevivéncia. Assim, a inibicdo da
autofagia tem sido proposta como abordagem para sensibilizacdo tumoral (Singh et al., 2018),
com estudos mostrando que sua inibigdo genética ou farmacologica aumenta a eficicia

terapéutica (Hu et al., 2012; Kenific & Debnath, 2015).



36

Nesse contexto, a pRB emerge como um elo funcional entre proliferagao celular,
autofagia e resisténcia terapéutica. Evidéncias de que o silenciamento de RB interrompe o
fluxo autofagico induzido por quimioterapia (Biasoli et al., 2013), além do fato de que o RB
hiperfosforilado retém atividade antiapoptotica mesmo inativo no controle do ciclo, indicam
que a inibi¢do dessa via pode representar uma vulnerabilidade terapéutica. Dessa forma, os
iCDK4/6 se mostram promissores ao atuarem simultaneamente na modulagdo da proliferacao

e da autofagia.

Nos estudos conduzidos pelo nosso grupo, os iCDKs palbociclibe e abemaciclibe
foram avaliados em combinagdo com quimioterapicos de primeira linha no CCR, incluindo
oxaliplatina, 5-FU e SN-38 (metabdlito ativo do irinotecano). As combinag¢des demonstraram
aumento significativo da citotoxicidade tumoral, com destaque para a oxaliplatina, que
apresentou o efeito sinérgico mais expressivo (Souza, 2023). Diante desses achados e dos
mecanismos discutidos, este trabalho teve como objetivo investigar se tal sinergismo estaria

associado a modulagdo da autofagia pelas combinagdes terapéuticas.

Embora os dados do Cyto-ID sugerem um acumulo significativo das vesiculas
autofagicas, os demais resultados obtidos sugerem que a morte celular induzida pela
combinagdo do quimioterapico oxaliplatina com os inibidores de CDK4/6, abemaciclibe e
palbociclibe, ndo esta significativamente associada, ao menos nas condi¢cdes experimentais
analisadas, a inibi¢do do processo autofagico. Essa interpretacao ¢ sustentada pelo fato que as
analises por Western blot ndo demonstraram aumentos significativos nos niveis de LC3-II e
p62, proteinas cujos acumulos seriam esperados em caso de inibicdo da via autofagica.
Ademais, em relacdo a Microscopia Eletronica de Fluorescéncia, ndo foi possivel encontrar

vesiculas associadas ao bloqueio autofagico.

Contudo, os dados obtidos por Western blot apresentaram variabilidade consideravel. Em
diferentes experimentos, observaram-se resultados divergentes para a razdo LC3-II/LC3-I:
aumento em um, reducdo em outro e manutencao dos niveis em um terceiro, resultando em
um desvio padrio elevado que comprometeu a significAncia estatistica da analise.
Adicionalmente, considerando que a oxaliplatina ¢ descrita na literatura como indutora de
autofagia (DELOU et al., 2016; YAN et al., 2019), era esperado um padrao de reducao nos
niveis de p62 nessa condicdo, o que ndo foi observado, refor¢ando a limitacdo e baixa

confiabilidade dos dados obtidos.
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Dessa forma, embora os achados atuais nao fornecendo evidéncias consistentes de
bloqueio do fluxo autofigico pelas combinagdes testadas, a auséncia de significancia
estatistica, aliada a alta variabilidade observada — especialmente na razao LC3-1I/LC3-1 —,
limita a possibilidade de interpretagdes conclusivas. Ressalta-se ainda que o Western blot ¢
uma técnica suscetivel a variacdes experimentais, o que reforga a necessidade de cautela na
analise dos resultados. Com a quantidade atual de experimentos, ndo ¢ possivel descartar
completamente a ocorréncia de alteragcdes no processo autofagico, o que indica a necessidade
de estudos adicionais que aumentem a robustez e reprodutibilidade dos dados, bem como
estratégias para minimizar a variabilidade observada. Uma das propostas consideradas ¢ a
troca didria do meio de cultivo durante as 48 horas de tratamento, com reposicdo das
combinagdes terapéuticas, visando reduzir o estresse celular e, consequentemente, evitar a

ativacdo da autofagia em grupos controle por deplecao de nutrientes.

Adicionalmente, vale destacar que, em experimentos anteriores realizados pelo nosso
grupo (SOUZA, 2023), utilizando as mesmas condi¢des de tratamento (abemaciclibe a 35 nM
e palbociclibe a 400 nM), observou-se que a reducdo da fosforilagdo de RB induzida por
abemaciclibe parecia interromper o fluxo autofagico estimulado pela oxaliplatina em células
HCTI116 de cancer colorretal, o que poderia ter contribuido para a indu¢ao de morte celular.
Tal conclusdo foi baseada no aumento significativo da fluorescéncia com o corante Cyto-ID
— cerca de 2,5 vezes em relagdo ao uso de oxaliplatina isolada e 5,5 vezes em relagdo ao
abemaciclibe isolado — resultado que contrasta com os dados obtidos no presente estudo.
Essa discrepancia refor¢a a necessidade de investigagdo aprofundada para elucidar as
possiveis causas dessas diferengas. Observou-se, por exemplo, que a média de intensidade de
fluorescéncia da cloroquina no experimento anterior (SOUZA, 2023) foi aproximadamente
dez vezes maior que a registrada nos experimentos atuais, o que pode estar relacionado a
diferencas no ajuste da intensidade de detec¢dao, bem como ao uso de equipamentos distintos
— enquanto no experimento anterior foi utilizado o Cytation 1, no atual utilizou-se o Cytation
5. Com base em trabalhos prévios, como o de Hochecker et al. (2024), o método mais
comumente utilizado para quantificagdo do sinal de CYTO-ID® no sistema Cytation ¢ por
meio do parametro “count spot”, que permite a identificacdo e contagem de estruturas
puntiformes associadas a autofagossomos. No entanto, como essa funcionalidade nio estava
disponivel na versdo do software utilizada, a andlise foi adaptada utilizando a média da
intensidade de fluorescéncia por célula no canal CYTO-ID, bem como a area de fluorescéncia
por célula, com o objetivo de avaliar se os dados sustentariam a continuidade dessa linha de

investigacao.
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Apesar da necessidade de experimentos adicionais para confirmar se a auséncia de
significancia estatistica decorre da variabilidade experimental, os dados preliminares sugerem
a importancia de expandir a investigagdo para além da via autofagica. Outras vias moleculares
podem estar envolvidas na sinergia observada com as combinagdes terapéuticas testadas. A
identificacdo de mecanismos alternativos ou complementares modulados pelos tratamentos
podera contribuir para uma compreensdo mais abrangente da citotoxicidade induzida e

fornecer novas perspectivas sobre os alvos celulares impactados por essas combinagoes.

Estudos identificaram um fadrmaco, AT7519, com potencial de atividade
antitumoral, que atua diretamente sobre CDKs para interromper o ciclo celular nas fases G1 e
G2 e inibir a proliferagdo de células de glioblastoma (GBM); induzindo apoptose pela via
intrinseca, bem como piroptose por meio da ativagdo de GSDME mediada por caspase-3
(Zhao et al., 2023). A apoptose ¢ a piroptose t€m sido reconhecidas como mecanismos
importantes de morte induzida por quimioterapicos (Jaaks et al., 2022; Carneiro & El-Deiry,

2020; Hsu et al., 2021; Yu et al., 2019).

A piroptose ¢ uma forma de morte celular litica pro-inflamatoria, caracterizada pela
formagdo de poros na membrana plasmatica mediados por proteinas da familia gasdermina,
resultando em inchago celular e liberagdo de contetido intracelular (Broz; Pelegrin; Shao,
2020; Zhao et al., 2023). A ativacao de GSDME pela caspase-3 pode levar a piroptose robusta
em cé¢lulas tumorais (Zhang et al., 2020; Wang et al., 2017; Yu et al., 2019). Assim, andlises
adicionais especificas para clivagem de GSDME e liberagao de marcadores inflamatorios sao

necessarias para avaliar a possivel contribui¢do dessa via.

A apoptose, ou morte celular programada, ¢ um processo ordenado caracterizado por
alteragdes morfoldgicas como encolhimento celular, condensagao da cromatina, fragmentagao
do DNA e formagao de corpos apoptoticos. Bioquimicamente, envolve a ativacao de caspases
— proteases cisteinicas que clivam residuos asparticos — responsaveis pela execug¢ao final da
morte celular (Saelens et al., 2004; Xu et al., 2015). A ativagdo das caspases pode ocorrer por
trés vias principais: intrinseca mitocondrial, intrinseca do reticulo endoplasmatico e
extrinseca. A via mitocondrial ¢ ativada por estressores como toxinas, hipoxia ou radiagao,
levando a liberacdo de citocromo c e outras proteinas pré-apoptdticas no citosol, com
formag¢do do apoptossomo (Apaf-1, citocromo c e caspase-9), e inibicdo dos IAPs por

SMAC/DIABLO e Ht-A2/Omi, regulados pela familia BCL-2 (Kroemer et al., 2007; Hassan
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et al., 2014). Ja a via do reticulo endoplasmatico ¢ ativada pelo acumulo de proteinas mal
enoveladas e falha na resposta de proteina desenovelada (RPU), podendo culminar em
apoptose. A via extrinseca, por sua vez, ¢ desencadeada pela ligacdo de ligantes de morte
(como FasL, TNF e TRAIL) a seus respectivos receptores, ativando proteinas adaptadoras
como FADD e TRADD e iniciando a cascata de caspases (Goldar et al., 2015; Liu et al.,
2017; Shlyakhtina et al., 2017).

Para os canceres que ndo sucumbem a morte celular por apoptose, uma forma
alternativa de morte celular, a morte celular autofagica, foi sugerida. Esse tipo de morte
celular devido ao excesso de autofagia ¢ independente de caspase e ¢ distinto da apoptose
(Levine & Yuan, 2005). No entanto, com base nos dados obtidos por Western Blot, também
ndo seriam observadas alteragdes compativeis com indugdo significativa de morte celular

mediada por autofagia nas condigdes testadas.

Evidéncias acumuladas indicam que as CDKs 4 e 6 fosforilam diretamente
diversas proteinas, possivelmente dezenas ou até centenas, expandindo seu papel além da
regulacdo do ciclo celular mediada por pRB (Jirawatnotai et al., 2014; Anders et al., 2011).
Dessa forma, a inibicdo de CDK4/6 pode impactar a biologia tumoral por mecanismos
independentes de RB. Entre os alvos ja identificados, destacam-se o fator de transcri¢do
FOXMI1 (Anders et al., 2011); enzimas-chave do metabolismo, como a 6-fosfofrutoquinase e
a piruvato quinase M2 (Wang et al., 2017); a proteina de sinalizagdo IRS2 (Lagarrigue et al.,
2016); a deubiquitinase DUB3 (Liu et al., 2017); e o adaptador da ubiquitina ligase SPOP
(Zhang et al., 2018). Ademais, a inibicao de CDK4/6 pode afetar vias de sinalizagao criticas
para o crescimento e a sobrevivéncia celular, como a via PI3K-AKT-mTOR. Essa via, quando
ativada, promove o aumento da expressdo de ciclina DI e a ativagio do mTORCI,
favorecendo a progressdo tumoral (Goel et al., 2018). A inibicdo de CDK4 também tem sido
associada a disfungao lisossomal, resultando no acimulo de material ndo degradado e indugao

de senescéncia celular (Martinez-Carreres et al., 2019).

Apesar de exploratorios, os dados obtidos com LysoTracker poderiam sugerir
uma possivel tendéncia de alteragdo na dinamica lisossomal nas condi¢des de combinacao de
oxaliplatina com iCDK4/6, o que poderia indicar acumulo de lisossomos nao associados a
autofagia. Novos experimentos com réplicas adicionais sdo necessarios para confirmar essa

observagao.



40

No estudo conduzido por Hino et al. (2020), foi demonstrado que tanto o
abemaciclibe quanto o palbociclibe apresentam atividade citotéxica em diferentes linhagens
celulares tumorais, sendo o abemaciclibe o mais potente entre os dois. Notavelmente, o
abemaciclibe induziu uma forma atipica de morte celular, cujas caracteristicas morfologicas
ndo se enquadram nos padrdes classicos de apoptose, necroptose, morte celular autofagica ou
metuose. As células tratadas ndo apresentaram condensacdo de cromatina, fragmentagdo
nuclear nem formagao de corpos apoptéticos, indicando um mecanismo de morte celular
distinto. Segundo os autores, o tratamento com abemaciclibe levou a formacao de lisossomos
inchados e a inducdo de vacuolos contendo restos celulares ndo digeridos e fragmentos de
organelas, sugerindo que esses vactiolos derivam de lisossomos disfuncionais. Esse fen6tipo
foi descrito como semelhante a metuose — processo caracterizado pela formagao de vactiolos
citoplasmaticos originados de endossomos via macropinocitose (Overmeyer et al., 2011;
Maltese & Overmeyer, 2014, 2015). No entanto, diferentemente da metuose, a dextrana
fluorescente internalizada por macropinocitose ndo co-localizou significativamente com os
vacuolos marcados com LAMPI-mCherry induzidos por abemaciclibe, reforcando que se

trata de um processo de morte celular distinto (Hino et al., 2020).

Em outro estudo, o tratamento com abemaciclibe também levou ao acimulo de
um grande numero de vacuolos no citoplasma, ndo associado & morte celular relacionada a
autofagia (Ozaman, Eskiler & Sekeroglu, 2023). Também foi observado que abemaciclibe
induz morte celular em linhagens deficientes em RB, associada a um fendtipo multivacuolar
sugestivo de permeabilizagcdo lisossomal, o qual pdde ser atenuado por cloroquina. Esse
efeito, aparentemente independente da inibicdo de CDKs, foi reproduzido com CBX4945, um
inibidor das quinases caseina ¢ DYRK/HIPK, sugerindo efeitos off-target do abemaciclibe
(Knudsen et al., 2017). Além disso, o abemaciclibe inibe outras quinases, como CDK9 e

PIM1, embora com menor poténcia (Gelbert et al., 2014).

Os efeitos antitumorais do palbociclib também podem envolver mecanismos
adicionais. Zhang et al. (2017) mostraram que o farmaco desestabiliza o fator HIF-1a em
células de cancer colorretal, tanto em condi¢des normodxicas quanto hipoxicas, promovendo
apoptose mesmo na auséncia de hipdxia. O tratamento com palbociclib também induziu a
ativacdo das vias ERK1/2 e modulou negativamente a forma fosforilada inibitéria da GSK-3,

o que pode contribuir para o aumento da morte celular observada.

Em conjunto, os dados apresentados nao fornecem evidéncias consistentes de que o

aumento da citotoxicidade observado com a combinagdo de oxaliplatina e inibidores de
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CDK4/6 esteja associado a inibicdo do fluxo autofagico. No entanto, devido a variabilidade
experimental e a auséncia de significancia estatistica em algumas andlises, ndo ¢ possivel
excluir completamente a participagdo da via autofagica nesse contexto. Diante disso, os
achados reforcam a importancia de aprofundar a investigacdo sobre os mecanismos
envolvidos na resposta celular as combinagdes terapéuticas testadas. E plausivel que outras
vias de morte celular ou alteragdes funcionais relacionadas a sinalizag@o celular estejam sendo
moduladas, incluindo processos como disfun¢do lisossomal, morte celular ndo canonica, e até
mesmo efeitos off-target dos inibidores de CDK4/6. Considerando também as fungdes
pleiotropicas das CDKs para além do controle do ciclo celular, uma abordagem mais
integrativa serd essencial para elucidar os eventos moleculares que contribuem para a
citotoxicidade induzida. Estudos adicionais poderdo ampliar a compreensdo sobre as
interacdes entre essas vias e revelar novos alvos terapéuticos relevantes no contexto do cancer

colorretal.

7. CONCLUSAO

Este estudo investigou a possivel participacdo da autofagia na morte celular
induzida pela combinagdo do quimioterdpico oxaliplatina com os inibidores de CDK4/6,
palbociclibe e abemaciclibe, em células tumorais de cancer colorretal. Os resultados obtidos
ndo indicaram associacdo clara entre a citotoxicidade observada e a interrupcao do fluxo
autofagico, uma vez que ndo foram detectados acimulo de vactolos autofagicos nem

alteragdes significativas nos niveis de LC3-II, p62 ou beclina-1 nas condigdes analisadas.

Diante disso, os achados sugerem a necessidade de ampliar a investigagdo para além da
via autofagica, considerando que outros processos celulares podem estar contribuindo para a
resposta observada. Ainda que os dados atuais ndo sustentem um papel central da inibi¢cdo da
autofagia, ndo ¢ possivel descartar completamente sua participagdo, especialmente diante das
limitagdes técnicas e da variabilidade experimental. Estudos futuros serdo fundamentais para
esclarecer os mecanismos envolvidos na citotoxicidade induzida por essas combinagdes
terapéuticas, bem como para explorar outras vias potencialmente moduladas pelos inibidores
de CDK4/6, contribuindo para uma compreensdo mais abrangente de seus efeitos celulares no

contexto do cancer colorretal.
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