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RESUMO

Introducio: A aquisicdo de resisténcia a quimioterapia ¢ um grande desafio na terapia
anticancer. Apesar de ser utilizada como o tratamento de primeira linha para tumores colorretais
(CRC) avangados ou metastaticos, o desenvolvimento de resisténcia a oxaliplatina (L-OHP) ¢
um problema que acomete 40% dos pacientes tratados e estd relacionado a baixa taxa de
sobrevivéncia desses pacientes. Objetivo: Analisar o efeito combinado de curcumina livre
(CURC) ou nanoparticulas lipidicas solidas com curcumina (NLSC), terapia fotodindmica
(TFD) mediada por aluminio-cloro ftalocianina (NE-AICIFt) em nanoemulsdo, para melhorar
a resposta da L-OHP no tratamento de uma linhagem de CRC L-OHP-resistente, visando
reverter o perfil de resisténcia e sensibilizar as células a quimioterapia com L-OHP. Métodos:
O ensaio de citotoxicidade (MTT) foi utilizado para determinar a concentragdo de L-OHP
necessaria para matar 50% (ICso) das células da linhagem de carcinoma colorretal humano
(HCT116-S). A linhagem HCT116 resistente a L-OHP (HCT116-R) foi estabelecida por meio
da exposicao a concentragdes crescentes de L-OHP até¢ o valor de 10x o ICso. Ao final, as
linhagens HCT116-S e HCT116-R foram caracterizadas quanto ao tempo de duplicacdo, taxa
de crescimento, capacidade de formar esferas tumorais e analise do ciclo/morte por citometria
de fluxo. Foi determinado o ICso para os tratamentos CURC, NLSC e TFD, seguido da analise
de sinergismo de cada combinagdo terapéutica. As combinagdes terapéuticas foram avaliadas
quanto ao efeito na viabilidade celular, capacidade clonogénica, capacidade migratdria, perfil
de morte celular e expressdo génica. Resultados: A linhagem HCT116-R foi estabelecida em
11 meses, apresentando ICso para L-OHP significativamente diferente da linhagem original
(2,7£0,3 uM e 26,6£1,5 uM para HCT116-S e HCT116-R, respectivamente). Quando
comparada com HCT116-S, as células HCT116-R apresentaram mudancas significativas na
taxa de crescimento e na capacidade de formar esferas tumorais. O valor de ICso obtido para
cada tratamento foi: HCT116-S=(CURC): 7,2+0,6 uM; (NLSC): 7,1£1,3 uM; e (TFD): 4,4+0,2
uM; para a linhagem HCT116-R= (CURC): 5,1+0,8 uM; (NLSC): 9,4+0,6 uM; e (TFD):
5,3£0,1 uM. O ensaio de efeito sinérgico mostrou uma dose-dependéncia em ambas as
linhagens, sendo escolhida a combinagao terapéutica: pré-tratamento com TFD [ICs], seguido
da exposicao a L-OHP [%2 do ICso] e CURC [ICso]. O tratamento combinatorio foi eficaz quanto
a reducdo da viabilidade celular, capacidade clonogénica e capacidade migratéria. HCT116-R
tratadas com L-OHP+CURC e TFD+L-OHP+CURC apresentaram maior tendéncia de morte
por necrose. As células HCT116-R tiveram redug@o na expressao de genes envolvidos em vias
relacionadas a transcri¢do e regulagdo da expressdao génica, no entanto, quando tratadas, houve
um aumento da expressdo dos genes envolvidos nessas vias. Um total de 20 genes candidatos
foram selecionados para validagdo futura por RT-qPCR, os quais se relacionam principalmente
com a atividade de p53, resposta a dano celular, e desenvolvimento tumoral. Conclusdes: As
caracteristicas observadas para a linhagem HCT116-R sdo consistentes com o perfil de
resisténcia. O tratamento multimodal TFD+L-OHP+CURC ¢ eficaz para melhorar o efeito da
L-OHP, mesmo utilizando uma concentra¢do baixa do quimioterapico, possibilitando manter a
eficacia terapéutica, sem necessidade de aumentar a concentragdo de L-OHP, trazendo
perspectiva futura de reducdo de efeito toxicos comumente associados a utilizacdo da L-OHP.

Palavras-chave: CRC, linhagem resistente a drogas, HCT116, quimiorresisténcia, L-OHP,
terapia multimodal, curcumina, TFD, nanotecnologia.



ABSTRACT

Introduction: Acquiring a chemoresistance profile is one of the biggest challenges in
anticancer therapy. Despite being used as the first-line treatment for advanced/metastatic
colorectal cancer (CRC), the development of oxaliplatin (L-OHP) resistance is a problem that
affects 40% of treated patients and is related to a low survival rate among these patients.
Objective: To analyze the combined effect of free curcumin (CURC) or solid lipid
nanoparticles with curcumin (NLSC), and photodynamic therapy (PDT) mediated by the
aluminum-chlorine phthalocyanine nanoemulsion (NE-AIPcCl) to improve the response of L-
OHP against a chemoresistant CRC cell line. Aiming to reverse the resistance profile and
sensitize the cells to chemotherapy with L-OHP. Methods: The cytotoxicity assay (MTT) was
used to determine the half maximal inhibitory concentration (ICso) of L-OHP against human
colorectal carcinoma cell line (HCT116-S). The L-OHP-resistant HCT116 cell line (HCT116-
R) was established by exposing it to increasing concentrations of L-OHP up to 10 times the
IC50 value. Subsequently, the HCT116-S and HCT116-R cell lines were characterized in terms
of doubling time, growth rate, ability to form tumor spheres, and cycle/death analysis by flow
cytometry. The ICso values for CURC, NLSC, and PDT treatments were determined, followed
by the analysis of synergy for each therapeutic combination. The effect of therapeutic
combinations was evaluated in terms of cell viability, clonogenic capacity, migratory capacity,
cell death profile and gene expression. Results: The HCT116-R cell line was established in 11
months and showed a significantly different ICso value for L-OHP (2.7+0.3 uM and 26.6+1.5
uM for HCT116-S and HCT116-R, respectively). When compared to HCT116-S, HCT116-R
cells showed significant changes in growth rate and ability to form tumor spheres. The ICso
value obtained for each treatment was: HCT116-S= (CURC): 7.2+0.6 uM; (NLSC): 7.1£1.3
uM; e (TFD): 4.4+0.2 uM; for strain HCT116-R= (CURC): 5.1+0.8 uM; (NLSC): 9.4+0.6 uM;
e (TFD): 5.3£0.1 uM. The synergy test showed a dose-dependence for both cell lines, the
therapeutic combination chosen was pre-treatment with PDT [ICso], followed by exposure to
L-OHP [% of ICs0] and CURC [ICso]. The combinatorial treatment proved to be effective in
terms of reducing cell viability, clonogenic capacity, and migratory capacity. HCT116-R
treated with L-OHP+CURC and PDT+L-OHP+CURC showed a higher tendency to die from
necrosis. When compared with HCT116-S cells, the HCT116-R cells showed reduced
expression of genes involved in pathways related to transcription and regulation of gene
expression. However, when treated, there was an increase in the expression of genes involved
in these pathways. A total of 20 candidate genes related to p53 activity, cell damage response,
and tumor development were chosen for further validation by RT-qPCR according to the
general function described in the literature. Conclusions: The observed characteristics of the
HCT116-R cells are consistent with the resistance profile. The multimodal treatment PDT+L-
OHP+CURC is effective in improving the efficacy of L-OHP, even when using a low
concentration of the chemotherapeutic agent. This approach allows for the maintenance of
therapeutic efficacy without the need to increase the concentration of L-OHP, thereby offering
a promising prospect for reducing the toxic effects commonly associated with its use.

Keywords: CRC, drug-resistant cell lines, HCT116, chemoresistance, L-OHP, multimodal
therapy, curcumin, PDT, nanotechnology.
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1. INTRODUCAO

O cancer colorretal (CRC, do inglés: colorectal cancer) ¢ uma doenga multifatorial do
trato digestivo que acomete a regido do colon e/ou do reto, e pode ser influenciada tanto por
fatores genéticos (hereditarios), quanto por fatores relacionados ao estilo de vida, como ma
alimentacgdo, consumo de alcool, sedentarismo e obesidade (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015;
BINEFA et al., 2014a; BRAY et al., 2018; BRENNER; KLOOR; POX, 2014; SEDLAK;
YILMAZ; ROPER, 2023).

De acordo com a ultima estimativa feita pela Organizagdo Mundial da Satude (OMS)
para o ano de 2020, foi previsto cerca de 1.931.590 novos casos e cerca de 935.173 mortes
relacionadas ao CRC, sendo, entre todos os canceres, o terceiro mais incidente e o segundo em
termos de mortalidade em todo o mundo (BRAY et al., 2018; FERLAY et al., 2021).

A estimativa de cancer no Brasil emitida pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA/MS)
preveem para o triénio 2023-2025 a ocorréncia de 483 mil novos casos de cancer (excluindo os
dados de cancer de pele ndo melanoma), destes o CRC representa 46 mil novos casos (6,5%).
Sendo, o segundo mais incidente em homens com 22 mil casos (6,4%) e em mulheres com 24
mil (6,5%). Ainda de acordo com o INCA/MS, foram registrados em 2020 cerca de 20.245
obitos em decorréncia de CRC (INCA, 2022; SANTOS et al., 2023).

E importante mencionar que os nimeros estimados para CRC sio ainda maiores quando
consideramos o impacto da pandemia da COVID-19, como exposto nos trabalhos de KOPEL
etal. (2022) e MAZIDIMORADI et al. (2023), onde os autores trazem a questdo do isolamento
social ao longo do planeta, que fez com que programas de triagem de CRC tivessem que ser
interrompidos, impactando diretamente no possivel diagndstico e tratamento oportuno.

O CRC ¢ classificado por meio de um consenso de subtipos moleculares (CMS, do
inglés: consensus molecular subtypes) dividido em 4 diferentes subtipos, baseado em suas
caracteristicas moleculares (GUINNEY et al., 2015; MENTER et al., 2019), conforme descrito
na Figura 1. Essas defini¢des sdo importantes para entender as melhores estratégias terapéuticas

para cada situacao.
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analisados, geralmente apresentando instabilidade de microssatélite, reparo do
DNA e grande ativagdo imunoldgica. Pior progndstico apds reincidéncia.

Localizado na regido proximal.

CMS2: conhecido como subtipo canénico, ¢ encontrado em 37% dos casos
observados, apresentando caracteristicas epiteliais e ativagdo da via de
sinalizagdo WNT e MYC. Esse subtipo ¢ associado a boas taxas de sobrevida.

Localizado da regido distal ao reto.

analisado. Apresenta caracteristicas de desregulagdo epitelial e metabdlica. Nao

tem uma localizagdo especifica.

Wound Response  EMT Activation  Platelet Signature
CMS4: conhecido como subtipo mesenquimal, ocorreu em 23% dos casos o

Bimegrn @ Complement Activation

analisado. Esse subtipo possui caracteristicas de transformagao epitelial-
mesenquimal, alta capacidade de invasdo estromal e angiogénese. Esta associado
as piores taxas de sobrevida e costumar ser identificado em tumores mais

avangados (III ou IV) e metastaticos. Localizado da regido distal ao reto.

Figura 1 - Classificagdo do cancer colorretal por meio do consenso de subtipos moleculares
(CMS, do inglés: consensus molecular subtypes). O circulo azul representa a regido do intestino
na qual o subtipo ¢ mais frequentemente encontrado. Adaptado de MENTER et al. (2019).

O tratamento padrdo para CRC ¢ composto por cirurgia para remo¢ao mecanica de
polipos ou tumores e pode ser associado a regimes sistémicos de quimioterapia e/ou
radioterapia, seja antes (neoadjuvante) ou ap6s sua remocao (adjuvante) (CONDE et al., 2016;
HU et al., 2016a; MA et al., 2023; YU; CHEUNG, 2018). Dependendo do estagio do cancer,
outras terapias podem ser combinadas para um tratamento mais direcionado, como no caso de
pacientes com CRC avangado ou metastatico, onde pode-se empregar uma imunoterapia
direcionada ao perfil molecular do tumor ou outros tratamentos complementares (AL BITAR
etal.,2023; MODEST; PANT; SARTORE-BIANCHI, 2019; YU; CHEUNG, 2018; ZHENG;
ZHOU; TONG, 2015).

A quimioterapia ¢ sem dividas uma das estratégias mais comumente empregadas no
tratamento do CRC, sendo muito utilizada como terapia adjuvante apos remo¢ao mecanica em
tumores avancados (MA et al., 2023; MODEST; PANT; SARTORE-BIANCHI, 2019). Ao
longo do tempo, diferentes quimioterapicos tém sido utilizados no tratamento do CRC, os quais

costumam ser combinados para potencializacdo do efeito terapéutico e melhoria da sobrevida
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dos pacientes, dentre os mais utilizados estdo: oxaliplatina (L-OHP), 5-fluorouracil (5-FU),
vincristina (VCR), doxorrubicina (DOX), cisplatina (CDDP) e irinotecano (CPT-11) (MA et
al., 2023; MARIADASON; ARANGO; AUGENLICHT, 2004).

Apesar dos avangos e estratégias utilizadas, a resisténcia a quimioterapia ainda ¢ um
fator comum e desafiador em pacientes com CRC, o que leva a perda da eficicia do tratamento
e, consequentemente, reincidéncia em um formato mais agressivo e letal, com taxa de
sobrevivéncia média de 5 anos para apenas 10% dos pacientes (BRENNER; KLOOR; POX,
2014; HU et al., 2016b; LIU; LIU; XIN, 2017; MA et al., 2023; TORRES et al., 2016; ZHENG;
ZHOU; TONG, 2015).

Um dos quimioterapicos mais utilizados em CRC avang¢ado ou metastatico ¢ a L-OHP
(trans-I-diaminociclohexano oxalatoplatino) (Figura 2), um agente platinado de terceira
geracdo, que representou uma melhora terapéutica em relagdo aos agentes platinados de
primeira e segunda geragdo, a cisplatina e a carboplatina, respectivamente (VAN DER
JEUGHT et al., 2018).

H, OH
N_ | 0-_=2©
N/
Pl
e
H, OH =

Figura 2 - Estrutura da oxaliplatina.

A L-OHP ¢ da classe dos agentes alquilantes e possui um grupo abandonador oxalato e
um ligante carreador DACH (diaminociclohexano), o que permite a formacdo de ligagdes
covalentes com os nucleotideos do DNA (adutos de DNA), inibindo a sintese e replicagdo do
DNA, resultado em uma cascata de falhas em processos celulares importantes e,
consequentemente, morte celular por apoptose e necrose (ALIAN; AZMI; MOHAMMAD,
2012; HOWELLS et al., 2011; PEREGO; ROBERT, 2016).

A eficiéncia da L-OHP em relagdo aos outros compostos platinados esta na capacidade
desta: (I) formar um volume maior de ligagdes no DNA; (II) levar a formacdo de adutos mais
hidrofobicos; (III) formagao de adutos com um angulo de ligagdo N-Pt-N mais restrito, onde
primeiro forma-se um mono-aduto transitério para s6 depois formar um di-aduto estavel,

principalmente com os residuos de guanina; e (IV) um nimero de adutos intra-filamentos mais
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abundantes do que os outros compostos platinados; o que leva a formacdo de adutos mais
dificeis de serem reconhecidos pelo sistema de reparo do DNA e sem resisténcia cruzada com
cisplatina e carboplatina (NEVES; VARGAS, 2011; SEETHARAM; SOOD; GOEL, 2009).

A introdugdo da L-OHP como primeira ou segunda linha terapéutica para tumores
avangados ou metastaticos permitiu um aumento significativo na expectativa de vida dos
pacientes, o que ¢ melhorado quando ¢ feita a administracdo de quimioterapicos combinados,
como na utilizagdo com os farmacos 5-FU e leucovorina, mas que, ainda assim, apresenta uma
taxa de resisténcia para 40% dos pacientes tratados (ALIAN; AZMI; MOHAMMAD, 2012;
BRAUN; SEYMOUR, 2011; HOWELLS et al., 2011; MARTINI et al., 2020; YU; CHEUNG,
2018).

Como os tratamentos, em sua maioria, sdo realizados em regimes de longo prazo,
algumas células acabam sofrendo alteracdes moleculares ao longo do tempo e adquirindo
mutagoes favoraveis ao perfil de resisténcia a quimioterapia, as quais podem ser causadas por
fatores intrinsecos ou adquiridos (CEBALLOS et al., 2019; MA et al., 2022; MARTINI et al.,
2017; SCANU; DE MIGLIO, 2023). Para além das alteragdes moleculares, ¢ importante
mencionar o papel do proprio microambiente tumoral na promogao da resisténcia a L-OHP por
meio do acimulo prolongado da platina nos fibroblastos associados ao cancer (CAF —do inglés:
cancer associated fibroblasts), o que estaria levando ao aumento expressivo da atividade de
TGF-B, resultando em uma cascata de fatores que promovem a progressio do CRC e a
resisténcia ao tratamento (LINARES et al., 2023).

No que se refere aos fatores moleculares, a aquisi¢ao do perfil de resisténcia a farmacos
pelas células tumorais ¢ conhecida como perfil de resisténcia a multiplas drogas (MDR — do
inglés: multidrug resistance), o qual se caracteriza pelo desenvolvimento de diversos
mecanismos que acontecerdo em conjunto ou ndo e, por sua vez, levam a célula tumoral a
escapar do efeito apoptotico de farmacos anticancer e, consequentemente, falha no tratamento
e aumento da malignidade (CEBALLOS et al., 2018; GOTTESMAN, 2002).

Diversos fatores podem estar envolvidos na aquisicdo do perfil MDR, como: (1)
alteracdo das vias de apoptose, com o aumento de proteinas envolvidas no reparo do DNA; (2)
maior metabolizacdo com inativacdo do farmaco; (3) aumento da expressdo de bombas de
efluxo na membrana, muitas vezes ocorrendo ao mesmo tempo que a diminui¢ao do influxo do
farmaco; (4) alterag@o dos checkpoints do ciclo celular; entre outros (CEBALLOS et al., 2019;
EL KHOURY et al., 2016; GILLET; GOTTESMAN, 2012; LIU et al., 2010; RUIZ DE
PORRAS et al., 2016).
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Dentre os citados acima, um dos principais fatores envolvidos na aquisi¢do de
resisténcia a L-OHP ¢ o aumento das proteinas de reparo do DNA ou maior tolerancia ao
acimulo de adutos no DNA (HOWELLS et al., 2011), sendo o reparo por excisdo de
nucleotideos (NER, do inglés: nucleotide excision repair) o principal mecanismo de reparo de
DNA responsavel por exercer a prote¢ao da célula tumoral, o qual envolve um complexo de
proteinas que realizam o reconhecimento do aduto platina-DNA, demarcacdo da regido,
formagdo do complexo de excisdo, seguido da excisdo e substituicdo do fragmento de DNA
alterado e, consequentemente, evasio da apoptose (ESCALANTE; QUINONES;
CONTRERAS, 2021; MARTIN; HAMILTON; SCHILDER, 2008).

A principal proteina envolvida nesse processo ¢ a ERCC1 (do inglés: excision repair
cross-complementation group 1), a qual juntamente com a expressdo das proteinas da classe
XP (do inglés: xeroderma pigmentosum complementation, group A-G) ird formar um
heterodimero/complexo responsavel pela excisdo dos adutos de DNA causados pela L-OHP,
proteinas essas que estdo frequentemente elevados em células que desenvolveram resisténcia
(ARNOULD et al., 2003; KAP; POPANDA; CHANG-CLAUDE, 2016; MARTIN;
HAMILTON; SCHILDER, 2008; SEETHARAM; SOOD; GOEL, 2009).

Um outro mecanismo comum as células tumorais quimio-resistentes € a superexpressao
das bombas de efluxo, responsédveis por retirar o quimioterdpico de dentro da célula, o que
associado a reducdo da captagdo do farmaco (influxo) resulta em uma queda significativa da
eficacia terapéutica (CEBALLOS et al., 2019; EL KHOURY et al., 2016; HOFFMANN;
LAMBE, 2014; RUIZ DE PORRAS et al., 2016).

As proteinas responsaveis pelo aumento do efluxo sdo conhecidas como transportadores
de cassetes de ligagdo de ATP ou transportadores ABC, as quais sdo ATP dependentes e, no
geral, tem uma correlacdo negativa entre a sua expressao e o prognostico (CEBALLOS et al.,
2019; GILLET; GOTTESMAN, 2012; GOTTESMAN, 2002; GUPTA et al., 2006; HAN et al.,
2019). As principais proteinas envolvidas nesse processo sdo: (1) P-gp: conhecida como
glicoproteina-P, codificada pelo gene MDR1/ABCBI1; (2) MRP: conhecida como proteina 1
associada a resisténcia a multiplas drogas, a qual ¢ codificada pelo gene ABCC1; e (3) BCRP:
do inglés breast cancer resistance protein, codificada pelo gene ABCG2.

Algumas das caracteristicas associada ao perfil MDR sdo comumente encontradas em
células-tronco tumorais (CSC, do inglés: cancer stem cells), como: quiescéncia celular,
superexpressao de transportadores ABC, metabolismo de drogas alterado, alta resposta a danos

no DNA, superativagdo de vias pro-sobrevivéncia (exemplo: perda de expressdo de BAX), entre
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outros, o que torna a presenca dessa populagdo um fator mais agravante para o sucesso da
terapia (AL BITAR et al., 2023; RAMASAMY et al., 2015).

Nao necessariamente todas as células da massa tumoral irdo apresentar todos os
mecanismos de resisténcia, mas, sim, existirdo diversas subpopulacdes de células utilizando
diferentes mecanismos, o que ¢ conhecido como heterogeneidade molecular, e explica o porqué
de pacientes em um mesmo estagio do cancer responderem de forma diferenciada ao tratamento,
bem como a mudancga da resposta ao longo do tempo (BINEFA et al., 2014b; CONDE et al.,
2016; DAGOGO-JACK; SHAW, 2018).

De acordo com MENTER et al. (2019), os casos de CRC avaliados para determinacio
dos subtipos moleculares levou a constatacdo de que 13% dos tumores analisados teriam
caracteristicas moleculares mistas de diferentes CMS, o que foi sugerido como um fenétipo de
transi¢do ou um representativo da heterogeneidade intratumoral.

Dessa forma, uma doencga heterogénea exige uma abordagem igualmente diversa, que
pode explorar modalidades diferentes ou mesmo diferentes agentes quimicos de uma mesma
modalidade, como o uso de quimioterapicos combinados, de forma a induzir a morte celular
por diferentes vias e evitar a reincidéncia do tumor (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018; HU et
al., 2016a).

A ideia central ¢ utilizar terapias que atuem por vias distintas, de forma a evitar todos
os possiveis mecanismos de escape do tumor e a0 mesmo tempo gerar uma menor toxicidade
sistémica, visto que ha a possibilidade de se encontrar um equilibro entre as doses de cada
farmaco, de forma a diminuir os efeitos adversos de quando estes sdo usados isoladamente e,
consequentemente, em doses mais elevadas (ANITHA et al.,2016; HODGKINSON; KRUGER;
ABRAHAMSE, 2017; LIU et al., 2018; SPRING et al., 2015).

Na inten¢do de contrapor os mecanismos de resisténcia celular, tem-se tentado
desenvolver e explorar alternativas terapéuticas que possam vir a contribuir com uma resposta
melhorada contra tumores resistentes (MARTINS-GOMES; SILVA, 2023; RAMASAMY et
al., 2015). Cabe ressaltar que essas estratégias vém para somar as abordagens padrio,
complementando sua importancia ja conhecida clinicamente.

Uma dessas estratégias ¢ a associagdo de fArmacos com a curcumina (Figura 3), isolada
do acafrao-da-terra (Curcuma longa), a qual tem recebido aten¢do devido a sua propriedade
quimiosensibilizante, sendo relacionada como um promissor adjuvante a quimioterapia em
modelos de CRC resistentes e com ensaios clinicos ja em andamento (ANITHA et al., 2016;

BAHRAMI; MAJEED; SAHEBKAR, 2019; CEBALLOS ef al., 2019; DU et al., 2005, 2023;
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GOU et al., 2011; HOWELLS et al., 2011; HOWELLS; MITRA; MANSON, 2007; RUIZ DE
PORRAS et al., 2016; YU et al., 2009; ZHANG et al., 2017).

Figura 3 - Estrutura quimica da curcumina.

Além da atividade antitumoral, o crescente interesse na curcumina esta relacionado a
sua auséncia de toxicidade e por ela atuar como um cito-protetor aos danos causados por
quimioterapicos nas células saudaveis, efeito contrario do observado em células neoplésicas
(LARASATI et al., 2018; LIU et al., 2018).

Dentre os mecanismos que contribuem para o efeito adjuvante da curcumina, tem-se: (1)
aumento da expressdo de p53, levando a parada do ciclo celular (HOWELLS; MITRA;
MANSON, 2007; WANG et al., 2016); (2) inibicdo das vias mediadas pelo fator nuclear kB
(NF-xB), vias conhecidas por contribuirem na resisténcia e no processo de invasdo e metastase
(BAHRAMI; MAJEED; SAHEBKAR, 2019; RUIZ DE PORRAS et al., 2016); (3) inibigdo da
funcdo e expressdao de P-gp (CEBALLOS et al., 2019; LOPES-RODRIGUES; SOUSA;
VASCONCELOS, 2016; NEERATI; SUDHAKAR; KANWAR, 2014); (4) aumento da
expressdao da proteina pro apoptdtica BAX (RAMASAMY et al., 2015; SHAKIBAEI et al.,
2013); entre outros.

Como exemplo, temos o trabalho de HOWELLS; MITRA; MANSON (2007), que
analisaram a capacidade antitumoral de curcumina combinada com L-OHP sobre diferentes
linhagens celulares de CRC, onde os autores viram que a combinacdo levou a uma maior
eficacia por meio da inducdo de parada do ciclo celular, confirmado pelo aumento significativo
da expressao da proteina p53. Demonstrando o efeito adjuvante a quimioterapia exercido pela
curcumina.

Um outro trabalho que explorou a ideia de utilizar a curcumina como um adjuvante a L-
OHP foi o estudo de RUIZ DE PORRAS et al. (2016), onde os autores utilizaram diferentes
linhagens de CRC resistente a L-OHP e trataram com combinag¢des de curcumina com o
quimioterapico. Eles conseguiram demonstrar que a curcumina age como um inibidor do NF-

kB, comumente exacerbado em células tratadas a longo prazo com farmacos antineoplasicos e
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relacionado ao desenvolvimento do perfil de resisténcia. Nesse sentido, a acdo inibidora da
curcumina sobre NF-kB leva a uma cascata de rea¢des que culminam na supressdo da
proliferacdo e apoptose das células resistentes. Ao final, os autores sugeriram que esse
sinergismo gera a perspectiva de reduzir as doses de L-OHP na clinica para diminuir os efeitos
adversos e, ainda assim, ter um tratamento eficaz.

Um outro efeito da curcumina que a torna um farmaco promissor € a sua capacidade de
inibicdo dos transportadores ABC, o que tem sido relacionado a um aumento nos niveis
citoplasmaticos de quimioterdpicos e, consequentemente, uma maior eficicia antitumoral
(CEBALLOS et al., 2019; FAN et al., 2017; LIU et al., 2018; NORATTO et al., 2013). Em
2013, NORATTO et al. demonstraram em seu estudo a capacidade supressora que os
curcuminoéides tém sobre a expressdo da bomba de efluxo P-gp, o que levou ao aumento do
efeito antitumoral do quimioterapico 5-FU in vitro.

Semelhante ao observado por outros autores, FAN et al. (2017) estudaram o efeito da
curcumina em uma linhagem de CRC resistente ao quimioterapico 5-FU (HCT-8/5-FU). Nesse
estudo, os autores viram que a curcumina tem o potencial de prevenir a progressao tumoral e
reverter o perfil MDR por meio da supressao da expressao de P-gp, BCL-2, survivina, e HSP-
27. Corroborando com o observado por FAN e colaboradores, HE ef al. (2019) também
demonstraram que a curcumina pode inibir a proliferagdo de células de CRC, exibindo
capacidade de reverte a resisténcia a 5-FU na linhagem HCT-8/5-FU por meio da promogao de
apoptose e regulacao negativa de P-gp e da HSP-27.

Semelhante a ideia de SPRING et al. (2015), j4 mencionada anteriormente, LIU et al.
(2018) ressaltaram em seu estudo que o uso combinado da curcumina pode levar ao ajuste da
dosagem dos quimioterapicos que seriam expelidos pelas bombas de efluxo, como ¢ o caso da
L-OHP, visto que a curcumina teria a capacidade de aumentar a absor¢ao e reduzir a depuragao
do farmaco, levando a maior eficdcia. Porém, combinar outras terapias ainda pode ser
necessario para potencializar o efeito inibitorio em casos de paciente com resisténcia a
quimioterapia.

Outra modalidade promissora e que vem ganhando espaco ¢ a terapia fotodinamica
(TFD), a qual apresenta efeitos terapéuticos contra diversos tipos de tumores, seja como um
agente sensibilizador para uso de outros fArmacos ou sobre células ja sensibilizadas (BITEGHE;
DAVIDS, 2017; LIN et al., 2016; LUO; ZHANG; LU, 2017).

A acdo da TFD, representada na Figura 4, ¢ por meio de interagdes entre um agente

fotossensibilizante (FS) e uma fonte de luz em um comprimento de onda especifico, levando a
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producdo de energia livre que reage com o oxigénio molecular por meio da transferéncia de
energia, culminando na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que por sua vez
podem induzir estresse e morte por apoptose ou necrose, danos aos vasos sanguineos associados
ao tumor e promog¢do da resposta imunologica (KAWCZYK-KRUPKA et al., 2016;
MUEHLMANN et al., 2015; SPRING et al., 2015).

Elementos grificos:

o Células tumorais

3 NE-AICIFt

Luz
e Morte celular

> = o =

0, nos - - -
o (e} 9, s .
Morte celular

Figura 4 - Acdo da terapia fotodindmica sobre células tumorais. Onde, NE-AICIFt:
nanoemulsdo contendo o fotosenssibilizante aluminio cloro ftalocianina; ROS: espécies
reativas do oxigénio; O2: oxigénio. Figura autoral.

Trabalho desenvolvido por SHE et al. (2021) avaliou o potencial da terapia combinada
de TRAIL+TFD no tratamento in vivo de CRC resistente ao tratamento com TRAIL. O trabalho
foi baseado no fato de que tem sido observada uma resisténcia cruzada ao tratamento com o
ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL, do inglés: tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) em muitas células de CRC, implicando na
necessidade de combinar TRAIL com outras terapias sensibilizantes. Eles utilizaram o FS Ze-
IR700. Como resultado, os autores observaram um efeito antitumoral sinérgico prolongado
apos o tratamento TRAIL+TFD em camundongos por meio da regulagdo positiva dos
receptores de morte celular, induzindo apoptose.

Em seu estudo, LIN et al. (2016) utilizaram duas linhagens celulares de CRC resistentes
a L-OHP e analisaram o efeito sinérgico de um pré-tratamento com TFD seguido da exposi¢ao
a L-OHP. Os resultados mostraram que a TFD auxiliou no aumento da atividade antitumoral
de L-OHP por meio da diminui¢do do efluxo do firmaco, relacionado & menor expressao das
bombas de efluxo do tipo MRP2, e aumento do acimulo de quimioterapico, o que foi tido como

uma resposta mediada pela producdo de ROS e redugdo da expressdo da enzima ERCCI.
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Os estudos clinicos com TFD em CRC tém demonstrado um efeito promissor, como
exposto na primeira revisdo sistematica da literatura clinica sobre o uso de TFD para o
tratamento do CRC elaborada por GUIDOLIN et al. (2022). Os autores exploraram 19 estudos
voltados para essa tematica, onde foi levantado que 137 pacientes ja receberam tratamento com
TFD, em sua maioria de forma paliativa, sendo os FS mais comuns derivados de
hematoporfirina ou photofrin, com dose de luz variando de 32 J/cm? a 500 J/cm?. Em resumo,
a resposta tumoral total (cura) foi relatada para 40% dos casos, ja a resposta parcial foi relatada
em 43,2%. Os relatores de melhora sintomatica foram observados para 51,9% dos pacientes,
havendo também relatos de 32 complicagdes descritas como fotossenssibilidade cutanea.
Apesar disso, os autores reforcam a importancia da promo¢ao de novos estudos que visem
fortalecer o conhecimento sobre aplicabilidade da TFD no tratamento do CRC.

Apesar dos efeitos promissores de fdrmacos como a curcumina e alguns agentes FS
utilizados na TFD, eles possuem uma baixa biodisponibilidade por serem bastante hidrofobicos
e, por isso, t€ém a tendéncia a se agregarem em meios aquosos, levando a uma necessidade de
se utilizar sistemas nanoestruturados para aumentar a eficacia do tratamento (GERA et al., 2017,
GOGOI; KAUR; SINGH, 2022; SIMELANE; ABRAHAMSE, 2021; VILSINSKI et al., 2015).

A nanotecnologia ¢ um dos mais novos campos de pesquisa e desenvolvimento, suas
aplicagdes em medicina tém aumentado nas ultimas décadas, dando uma nova face, inclusive
nos tratamentos oncolégicos (HE et al., 2023; JOANITTI et al., 2017). O uso de nanoestruturas
permite uma entrega mais precisa da terapia as células tumorais por meio da melhora da
biodisponibilidade, entrada do tratamento na célula por endocitose, maior taxa de acimulo na
regido tumoral, o que tem permitido respostas mais efetivas e com menos efeitos adversos,
quando comparado ao farmaco livre (GANASSIN et al., 2018; GOGOI; KAUR; SINGH, 2022;
HODGKINSON; KRUGER; ABRAHAMSE, 2017; MA et al., 2023; SPRING et al., 2015).

A revisdo de literatura elaborada por GOGOI; KAUR; SINGH (2022) trouxe um resumo
das abordagens baseadas na utilizagdo de nanotecnologia para deteccao e tratamento do CRC.
Os autores exploraram os diferentes tipos de nanoestruturas (nanoemulsdo, lipossomas,
nanotubos de carbono, nanoparticulas de silica, nanoparticulas de ouro, dendrimeros,
nanoparticulas poliméricas, entre outras), bem como resumiram os diversos estudos que
reportaram sucesso terapéutico contra o CRC in vitro e in vivo, incentivando o desenvolvimento
de novos trabalhos que explorem essa estratégia e possibilitem a sua implementagao clinica.

MA et al. (2023) elaboraram uma revisdo de literatura sobre novas estratégias para

reverter a resisténcia a quimioterapia em CRC, onde foi abordada a utiliza¢@o de nanoestruturas.
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Os autores trouxeram a ideia de que os sistemas convencionais de entrega de farmacos tém
diversas fragilidades que podem contribuir para a resisténcia farmacoldgica, como a baixa
biodisponibilidade e citotoxicidade. Nesse sentido, eles apresentaram alguns pontos positivos
sobre a utilizacao de nanoestruturas (como lipossomas, hidrogéis, nanocarreadores € €x0ssomos)
com o objetivo de superar as desvantagens da aplicacao dos sistemas tradicionais no tratamento
do CRC.

Pensando nisso, MUEHLMANN et al. (2015) desenvolveram uma nanoemulsdo (NE)
espontanea carreando o FS aluminio cloro ftalocianina (AICIFt) (Figura 5). A NE ¢ uma
emulsdo coloidal formada por goticulas de 6leo dispersas em agua, estabilizadas em surfactante,
o que possibilita o carreamento de agentes hidrofobicos como o FS AICIFt e, consequentemente,
resulta na melhora da biodisponibilidade do FS em meio aquoso. Em seu trabalho os autores
obtiveram uma dispersdo coloidal monomodal com tamanho aproximado de 25nm, e
demonstrada por meio dos ensaios in vitro que nanoestruturar esse FS resulta em uma TFD
significativamente eficaz no tratamento de células cancerosas, enquanto o FS livre ndo foi capaz

de induzir atividade antitumoral significativa.
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Figura 5 - Aluminio cloro ftalocianina.

Embora diversos estudos venham surgindo visando uma melhor abordagem terapéutica
contra 0 CRC, a aquisi¢@o de um perfil resisténcia a quimioterapia continua sendo um grande
desafio clinico e uma das principais causas que levam ao 6bito, pois contribui para o surgimento
de metastase e também um maior sofrimento do paciente devido aos efeitos colaterais do
tratamento (CONDE et al., 2016; HE et al., 2016; HODGKINSON; KRUGER; ABRAHAMSE,
2017; LIU et al., 2017; MARTINEZ-BALIBREA et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

Portanto, compreender os mecanismos moleculares que podem levar a falha na resposta

terapéutica ¢ uma estratégia fundamental para prever um futuro centrado em abordagens
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terapéuticas inteligentes e direcionadas a cada perfil tumoral, tendo como premissa a reducgao
da mortalidade associada ao CRC (CIARDIELLO et al., 2022; LU; JIA; YANG, 2023).

Foi nesse sentido que a revisdo de MENTER et al. (2019) discutiu o consenso de
subtipos moleculares, trazendo a luz algumas questdes importantes, como a robustez da
classificagdo CMS no contexto do CRC por meio da descri¢do clara e estratificada das
caracteristicas biologicas e clinicas, o que possibilita interven¢des moleculares direcionadas.
Apesar disso, os autores trazem que ainda hd uma grande necessidade de estudos
multidisciplinares que busquem contrapor os desafios entre a correlagdo dos subtipos com a
pratica de rotina clinica, de forma a ofertar o melhor cenario terapéutico para cada paciente.

Sendo assim, ainda ha uma necessidade de inovacdao, bem como um maior entendimento
da resposta bioldgica e molecular por trds do esquema terapéutico empregado, visando
possibilitar um melhor direcionamento da terapia para obten¢do de uma resposta melhorada,
principalmente no caso de pacientes em estdgios mais agressivos, onde as perspectivas e a
sobrevida permanecem baixas (CIARDIELLO et al., 2022; MODEST; PANT; SARTORE-
BIANCHI, 2019; YIN et al., 2019; ZHENG; ZHOU; TONG, 2015).

A vista disso, esse estudo propde a investigagio de uma abordagem multimodal aliada
a nanotecnologia em modelo in vitro de CRC L-OHP-resistente, tendo como base que o uso
combinado de L-OHP, curcumina e TFD pode levar a melhora da resposta ao quimioterapico

por meio da ativag@o ou desativagdo de vias relacionadas a resisténcia.

28



2. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito combinado do uso de curcumina livre ou nanoparticulas lipidicas

solidas com curcumina (NLSC) e TFD mediada pela nanoemulsdo aluminio-cloro ftalocianina

(NE-AICIFt) para melhorar a resposta da L-OHP no tratamento de uma linhagem de cancer

colorretal quimiorresistente, visando reverter o perfil de resisténcia e sensibilizar as células a

quimioterapia com L-OHP.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

L

II.

I1I.

IV.

VL

VIL

Estabelecer e caracterizar uma linhagem tumoral resistente ao quimioterapico L-
OHP (HCT116-R);

Determinar a metade da concentra¢do inibitoria maxima de L-OHP livre,
Curcumina livre, NLSC e TFD usando a NE-AICIFt nas linhagens de células
sensiveis (HCT116-S) e HCT116-R;

Analisar o efeito sinérgico dos tratamentos, a fim de escolher a melhor
combinag¢do para o modelo in vitro das células HCT116-S e HCT116-R;

Avaliar a eficécia terapéutica dos tratamentos por meio da analise da viabilidade
celular, capacidade de formar coldnias e ensaio de migragao nas células HCT116-
S e HCT116-R;

Comparar a eficacia dos tratamentos monomodais, bimodais e trimodais no
tratamento das linhagens celulares HCT116-S e HCT116-R por meio da andlise
de perfil de morte celular;

Identificar e quantificar, por meio técnica de RNA-seq, os genes que estdo
diferencialmente expressos (DEGs) nas células HCT116-S, HCT116-R e nas
células HCT116-R expostas ao tratamento trimodal;

Avaliar os DEGs mais significativos identificados por RNA-seq nas células
HCT116-S, HCT116-R e nas células HCT116-R expostas ao tratamento trimodal

para escolha de genes candidatos para validagdo posterior por RT-qPCR.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios seguiram o fluxograma experimental representado na Figura 6.
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Figura 6 - Fluxograma experimental descrevendo os ensaios realizados.

3.1. CULTIVO CELULAR
A linhagem de células de carcinoma colorretal humano (HCT116), gentilmente cedidas
pela Dra. Leticia Veras Costa Lotufo, foi cultivada em meio de cultura RPMI-1640 completo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% (v/v) penicilina/estreptomicina
(GIBCO), sendo acondicionadas em incubadora controlada (37°C, atmosfera de 5% de CO; e
umidade) e subcultivadas ao atingir 80% de confluéncia.
3.2. ESTABELECIMENTO DA LINHAGEM TUMORAL RESISTENTE
Para a inducdo da linhagem celular resistente a L-OHP (HCT116-R) seguiu-se o
protocolo adaptado de (ZHANG et al., 2018). Para isso, primeiro foi determinada a
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concentragdo inibitdria para 50% das células (ICso) para oxaliplatina (L-OHP) (Energy
Chemical, China. Cat. No. E0215670050, CAS No. 61825-94-3) por meio do ensaio
colorimétrico de MTT (brometo de 3 (4,5 dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil-tetrazolio) no tempo de
48 horas, o qual visa avaliar a citotoxicidade de um farmaco in vitro por meio da quantificacao
da capacidade redu¢do do MTT ao composto formazan pelas desidrogenases mitocondriais, as
quais estdo ativas em células viaveis (MOSMANN, 1983).

Ap6s cada periodo estabelecido, o meio foi retirado e cada grupo recebeu a adi¢ao de
uma solugcdo de MTT (5 mg/mL, Invitrogen, EUA) diluido em meio de cultivo (1:10). Em
seguida, as células foram incubadas em estufa a 37°C por 2 horas. Ao final, a solugdo com MTT
foi retirada e foram adicionados 150 uL. de DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich, EUA)
para a solubilizag@o dos cristais de formazan, seguido da andlise de absorbancia a 595 nm em
espectrofotometro de placa.

Com os valores de absorbancia obtidos foi determinado o indice de viabilidade celular

para cada combinacdo de tratamento e linhagem, através da Equacao 1:

(Absorbancia das células tratadas)

Equacéo 1: Viabilidade (%) = X 100

(Absorbancia das células nio tratadas)

O valor de ICs foi obtido pela curva de dose-sobrevivéncia.

Ap6s a determinacdo do ICso, as células foram cultivadas em garrafas T75 e ao atingirem
60% de confluéncia receberam uma concentracao inicial de L-OHP correspondente a 1/3 da
metade do I1Cso do tempo de 48 horas diluida em meio de cultivo. Decorrido 48 horas de
exposicao ao farmaco, o meio de cultivo foi trocado pelo meio padrdo sem L-OHP. Apos as
células atingirem 80% de confluéncia, estas foram subcultivadas e, novamente, tratadas com a
mesma concentragcdo inicial de L-OHP. Este procedimento foi repetido mais uma vez,
totalizando trés vezes para cada concentragdo, logo apds, a concentragdo foi dobrada e o
procedimento foi repetido para a nova concentracao.

A linhagem HCT116-R foi considerada estabelecida apés a dose equivalente a 10x o
valor de ICso, ao final, as células HCT116-R foram sempre cultivadas em meio contendo 4 uM
de L-OHP. Para assegurar a manuten¢do da resisténcia, ndo foi excedido mais do que 10
passagens apds o estabelecimento da linhagem, sendo o ensaio de MTT repetido
esporadicamente para confirmar a manuteng@o do perfil de resisténcia.

3.3. CARACTERIZACAO DA LINHAGEM RESISTENTE

3.3.1. TEMPO DE DUPLICACAO

Sabendo que apos a inducao de resisténcia ha mudangas no tempo de duplica¢dao (EL
KHOURY et al., 2016), as células HCT116-S e HCT116-R foram comparadas quanto ao seu
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tempo de crescimento. Para isso, 2x10° células foram cultivadas em placas de 6 pogos em
triplicata, mantidas até 120 horas, com troca de meio a cada 48 horas. O niimero de células
viaveis foi determinado com auxilio de uma camera de Neubauer (método de contagem duplo-
cego) e coloragcdo com azul de tripan, sendo feitas contagens a cada 24 horas até atingir 120
horas. Ao final, o tempo de duplicacdo foi calculado com auxilio do software
<<http://www.doubling-time.com/>> (ROTH V., 2006).

3.3.2. ANALISE DO CRESCIMENTO EM TEMPO REAL

A andlise do crescimento em tempo real na presenca de diferentes concentragdes de L-
OHP foi realizada por meio do sistema xCELLigence RTCA DP (Roche, San Diego, CA, USA),
utilizando placas de 16 pocos contendo microeletrodos de ouro no fundo (E-Plate). Foram
utilizados cinco grupos experimentais, sendo (1) controle: célula mais meio; (2) L-OHP 5 uM:
células na presenca de L-OHP a 5 uM; (3) L-OHP 50 uM: células na presenga de L-OHP a 50
uM; (4) L-OHP 100 uM: células na presenga de L-OHP a 100 uM; e (5) Branco: somente meio
para controle do sinal de impedancia.

Brevemente, foi adicionado a cada pogo um volume de 50 pL de meio para calibrar o
equipamento por 10 minutos, logo apds, adicionou-se 100 uL de meio contendo 2,5x103 células
para cada grupo. Decorridos 30 minutos da adi¢do das células nos pocos, as placas foram
colocadas no RTCA e foi feita uma calibracdo do equipamento por 10 minutos, seguido da
aquisi¢do das informagdes do indice celular (IC) por meio da medi¢ao da impedancia a cada 30
minutos por 120 horas (5 dias). A leitura foi pausada apds 24 horas para troca do meio com ou
sem tratamento, conforme cada grupo, e a leitura foi retomada até finalizar as 120 horas.

O IC obtido apds a cada 24 horas foi utilizado também para determinar o tempo de
duplicacdo, utilizando o software do ensaio anterior, visando obter uma média do tempo
comparando os dois ensaios.

3.3.3. ENSAIO DE FORMACAO DE ESFERAS TUMORAIS NA PRESENCA

DE OXALIPLATINA - CULTIVO 3D

Sabe-se que as células resistentes costumam ser mais eficazes na formagao de esferas
tumorais do que a linhagem parental ou sensivel (EL KHOURY et al., 2016), por isso, foi
realizado o cultivo 3D das linhagens HCT116-S e HCT116-R ao longo de 7 dias, seguindo a
metodologia descrita por FRIEDRICH et al. (2009).

Primeiro foi preparada a solugdo de agarose Low Melting a 1,5 % (wt/vol) (Invitrogen)
em agua destilada a temperatura de 60 °C. Com a solucdo de agarose ainda em estado liquido,

foi adicionado um volume de 50 pL/pogo em duas placas de 96 pogos. As placas foram deixadas
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no fluxo laminar para esterilizagdo por 30 minutos em UV e, ao final, armazenadas por 30
minutos na incubadora de células.

Apos esse tempo, as linhagens foram plaqueadas na densidade de 2000 células por poco
diluidas em 200 pL de meio de cultivo padrao. As placas foram armazenadas na incubadora de
células por 4 dias, quando foram fotografadas com auxilio de microscopio invertido
(Invitrogen™ EVOS™ FL Auto Imaging System) e tiveram o meio de cultivo trocado,
conforme os grupos utilizados no ensaio anterior, sendo: (1) controle: célula em meio padrio;
(2) L-OHP 5 uM: células na presenga de L-OHP a 5 uM; (3) L-OHP 50 uM: células na presenca
de L-OHP a 50 uM; e (4) L-OHP 100 uM: células na presenga de L-OHP a 100 uM. Ao final,
totalizando 7 dias, as células foram fotografadas novamente.

As fotos foram analisadas com auxilio do software livre ImageJ para a medi¢dao do
didmetro horizontal dos esferoides de cada linhagem e célculo da érea total (contorno das
esferas e seu valor em pixels). Para determinar a taxa de crescimento dos esferoides, foi seguida

a equacgdo 2:

(pixels 7 dias—pixels 4 dias)

Equag@o 2: Crescimento do esferoide (%) = x 100

pixels 4 dias

3.3.4. MORTE CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A andlise do tipo de morte celular ap6s cada tratamento utilizou a dupla colora¢dao com
o corante anexina V-FITC e iodeto de propideo, esta técnica se baseia no fato de que durante o
processo apoptotico uma série de mudangas vao ocorrer, como maior permeabilidade ou
rompimento da membrana, condensagdo da cromatina, entre outros fatores, permitindo a
identificacdo dos diferentes tipos de morte celular (células vidveis, apoptoticas precoces,
apoptdticas tardias, necréticas) (FINK; COOKSON, 2005).

A anexina-V-FITC ird marcar células de acordo com sua afinidade para a
fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana que fica exposto na parte externa da membrana
plasmatica quando a célula estd em processo apoptotico. Ja o idodeto de propideo, € um agente
intercalante de DNA que marcara células que perderam integridade da membrana, visto que
isso facilita a sua penetragdo na célula, processo caracteristico de células em necrose ou
apoptose tardia (GOSCHL et al., 2017).

Para isso, as células HCT116-S ¢ HCT116-R foram cultivadas em uma densidade de
5x10* células em uma placa de 12 pogos. Apds 24 horas, as células foram expostas a diferentes
concentragdes de L-OHP (5 uM, 50 uM, e 100 uM). Decorridas 48 horas de exposicdo aos
tratamentos, as células foram lavadas com PBS, soltas da garrafa de cultivo e centrifugadas,

quando foi utilizado o kit Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit (Invitrogen™), conforme
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recomendacdo do fabricante. Brevemente, as células foram ressuspendidas em tampao de
ligacdo, mantidas em gelo e incubadas por 15 minutos no escuro com 5 pL de annexin-V-FITC,
seguido de exposicao a 10 uL de iodeto de proprideo (20 pg/mL). A andlise foi por meio de
citometro de fluxo (BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer, USA), localizado no Departamento
de Biologia Celular da Universidade de Brasilia, e os dados analisadas no software FlowJo™.
3.3.,5. ANALISE DO CICLO E FRAGMENTACAO CELULAR POR
CITOMETRIA DE FLUXO

Para analisar as variagdes caracteristicas no DNA para cada fase do ciclo celular (sub-
Gl1, GO/G1, S e G2/M), em triplicata, as células HCT116-S e HCT116-R foram cultivadas em
uma densidade de 1x10° células em uma placa de 12 pogos. Apos 24 horas, foram feitos os
tratamentos com L-OHP 5 uM, 50 uM, e 100 uM. Logo ap6s decorridas 24 horas de exposi¢ao
aos tratamentos, as células foram lavadas com PBS, soltas da garrafa de cultivo e centrifugadas
e o sobrenadante removido para adi¢do de 1 mL de etanol 70% gelado overnight.

Ap6s o periodo de incubagido, o pellet foi lavado com PBS e incubado com uma solucao
de ribonuclease A (RNase A, 0,05% - Ludwig Biotecnologia LTDA) por 30 minutos, seguido
da incubac¢do com iodeto de propideo (20 pg/mL - Invitrogen™) por 30 minutos. Todas as
amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo (BD Accuri™ C6 Plus Flow Cytometer, USA),
localizado no Departamento de Biologia Celular da Universidade de Brasilia, e os dados
analisadas no software FlowJo™ Software.

3.4. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA PARA 50% DAS
CELULAS TRATADAS COM CURCUMINA LIVRE, NANOPARTICULA
LIPIDICA SOLIDA CONTENDO CURCUMINA E TERAPIA
FOTODINAMICA

Utilizando o ensaio colorimétrico de MTT descrito no item 1.2, foi determinada a
concentragdo inibitdria para 50% das células (ICso) de cada tratamento individualmente para
uso nos experimentos seguintes, apos a exposicdo das células HCT116-S e HCT116-R a
diferentes concentragdes dos farmacos, sendo:

e Curcumina livre (CURC);

e NLSC: nanoparticula lipidica sélida contendo curcumina;

e TFD utilizando a nanoemulsdo contendo o agente fotossensibilizante aluminio
cloro ftalocianina (NE-AICIFt).

A curcumina libre foi diluida em DMSO (Dimetilsulféxido, Sigma-Aldrich, EUA) a

uma concentragao final de 7.058 uM.
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A producao das NLSC e da nanoparticula branca (NLS) seguiu o protocolo descrito por
GANASSIN (2020), onde, brevemente, foi adicionado em um béquer um mix de lipideos
(manteira de murumuru 75% e compritol 25%) agitado por 5 minutos a 75 °C, seguido da adi¢ao
de um mix de tensoativos (Span 20 e Tween 80). A mistura lipideos e tensoativos foi deixada
sob agitacdo por 10 minutos a 80 °C. Em seguida, foi adicionado 31 mg de curcumina (65%),
deixado sob agitagdo por 20 minutos a 80°C. Ao final, adicionou-se 40 mL de agua mili-Q a
70 °C, deixados sob agitacdo até atingir a temperatura de 91°C, seguido do resfriamento a
temperatura ambiente. A formulagdo branca foi feita da mesma forma, mas sem a adi¢do da
curcumina. As propriedades coloidais da NLSC foram: Diametro hidrodinamico (DH): 219 nm
+ 3,2; PDI: 0,2; Potencial zeta (ZP): -3 mV + 1,3. Ja para a NLS, foi DH: 158 nm + 2,9; PDI:
0,1; ZP: -5,2 mV £ 0,5. A concentragdo final de curcumina na NLSC foi de 1.357 puM.

Para a produgdo da NE-AICIFt foi utilizado o protocolo de nanoemulsificagao

espontanea estabelecido por MUEHLMANN et al. (2015), onde, brevemente, foi misturado 9

g do surfactante Kolliphor® ELP, 3 g de 6leo de ricino, seguido de 40 mL de etanol e o FS
cloreto de aluminio-ftalocianina na concentracdo final de 100 mM, deixados sob agitacao
magnética por 1 hora a 100 °C para remocao do etanol. Logo apos, foi adicionado 70 mL de
agua destilada sob agitacdo até obter uma nanoemulsao transparente e, ao final, foi acrescentado
mais 30 mL de PBS para atingir uma concentracao final de FS igual a 40 mM. As propriedades
coloidais para essa formulagdo foram: DH: 25 nm + 0,5; PDI: 0,1; ZP: -0,3 mV + 0,2.

Para a aplicacdo da TFD foi utilizado um diodo emissor de luz (LED), desenvolvido
pelo Prof. Dr. Paulo Eduardo Narciso de Souza e colaboradores (Laboratério de Softwares e
Instrumentacdo, Instituto de Fisica, Universidade de Brasilia, DF), sendo o protocolo padrao:
(1) exposicao das células & NE-AICIFt por 15 min; (2) descarte do meio e lavagem com PBS;
(3) adi¢do de meio padrao sem tratamento; (4) exposi¢ao ao LED por 10 minutos (fluéncia de
25,87 J/ecm?). Os grupos controles para a TFD: (1) Escuro: células expostas a NE-AICIFt sem
estimulo da luz do LED; e (2) LED: células expostas somente a luz do LED, sem exposi¢ao
prévia a NE-AICIFt.

O grupo controle negativo para a curcumina livre corresponde ao volume de DMSO
presente em cada concentragdo utilizada. Como grupo controle negativo da NLSC, foi utilizada
a NLS. Os grupos controles positivos corresponderam as células expostas somente ao meio de
cultivo padrdo, sendo a sua absorbancia final considerada como a viabilidade de 100%.

As células foram plaqueadas em uma densidade de 1x10* de células por pogo em placas

de 96 pocos contendo o meio de cultivo apropriado, sendo feitas em triplicata para cada
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concentragcdo. Apds 24 horas, o meio foi retirado para adicdo de 150 uL. de meio de cultivo
contendo diferentes concentragdes dos farmacos, seguido da analise ap6s 48 horas de exposi¢ao
aos tratamentos.

3.5. ENSAIOS COMBINATORIOS

3.5.1. ANALISE DO EFEITO SINERGICO

Visando utilizar a melhor combinagdo para atingir o efeito sinérgico maximo, foi
repetido o ensaio de MTT para o tempo de 48 horas, como descrito previamente no item 2,
sendo feitas diluigdes de cada tratamento baseadas no valor de ICso encontrado no ensaio
anterior para fazer diferentes combinacdes dos tratamentos, sempre diluidos em meio de cultivo
padrao.

A TFD foi considerada como um pré-tratamento para sensibilizacdo das células, onde a
NE-AICIFt foi utilizada na concentragdo fixa do valor de ICso encontrado no ensaio anterior,
seguindo o protocolo padrio ja descrito para TFD. Somente apos finalizar a TFD, as células
foram expostas aos outros tratamentos. L-OHP, curcumina e NLSC foram diluidas no valor de
0,25x(ICs0), 0,5(ICs0), ICs0, 2x(ICs0) € 4x(ICs0). O desenho experimental das placas foi baseado
em uma organizacdo em matriz, onde o grupo controle de cada tratamento foi a exposi¢ao
somente ao meio padrio livre de tratamento.

Os valores de absorbancia foram utilizados para determinar a fracao de inibicao de cada
combinacdo para utilizacdo do software livre Compusyn desenvolvido por CHOU; MARTIN,
(2005). Cada combinagdo ¢ representada pelo valor de indice de combinacdo (CI), o qual ¢
baseado nos conceitos da lei da agdo das massas e no principio do efeito-médio do método
desenvolvido por CHOU; TALALAY (1984)

Sinergismo ¢ quando uma substancia aumenta ou potencializa as consequéncias da outra
(CI<0,9), aditividade ¢ quando o efeito resultante ¢ a soma dos efeitos individuais (CI= 0.9-
1.1), j4 o antagonismo ¢ quando uma substancia atenua, reduz ou mesmo neutraliza o
efeito de outra (CI>1.1) (CHOU, 2006, 2010; GOWDA et al., 2013).

Conforme os resultados obtidos por meio do ensaio de sinergismo (descritos na sessao
de resultados), as células foram tratadas com as diferentes combinagdes dos tratamentos
(monomodal, bimodal e trimodal), utilizando as concentragdes de cada composto que obtiveram
um melhor efeito terapéutico no ensaio de sinergismo no tempo de 48 horas de exposicao,

conforme Tabela 1.
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Tabela 1 — Combinacgdes terapéuticas escolhidas para utilizagdo com cada linhagem nos ensaios
subsequentes obtidas por meio da andlise de efeito sinérgico, conforme disposto na sessdo de
resultados. Fa: Fracdo afetada ou fragcdo de inibi¢do; CI: indice celular; L-OHP: oxaliplatina;
CURC: curcumina; TFD: terapia fotodindmica mediada pela NE-AICIFt.

Linhagem L-OHP CURC TFD Fa CI

(uM) (nM)
HCT116-S 1,5 7 + 0,65 0,77
HCT116-R 12,5 5 + 0,61 0,63

3.5.2. ENSAIO DE VIABILIDADE

A viabilidade celular apos os tratamentos foi analisada pelo método de exclusdo por
azul de tripan. Esta técnica se baseia na integridade funcional da célula, onde células ndo viaveis
possuem membranas danificadas, o que faz com que o corante penetre rapidamente na célula.

Dessa forma, os grupos foram tratados e analisados ap6s 48 horas. A contagem foi feita
em triplicata com auxilio de uma cdmera de Neubauer e microscopio Optico (Leica DMil,
Alemanha), onde células coradas de azul foram consideradas ndo viaveis e células ndo coradas
foram consideradas viaveis. Para isso, foram utilizadas placas de 24 pogos com uma densidade
de 5x10* células/pogo.

A contagem de células seguiu o protocolo descrito por STROBER (2001), onde,
brevemente: as células foram ressuspendidas e centrifugadas por 5 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS, em seguida foi feita a mistura (1:1)
de uma aliquota da suspensao de células com 0,4% de azul de tripan. Decorridos 3 minutos, foi
feita a contagem em cdmera de Neubauer.

O numero final de células vidveis da aliquota foi obtido multiplicando o valor contado

por 2, referente ao fator de diluigdo utilizado. O célculo final obedeceu a equacao 3:

Total de células viaveis por mL da aliquota

x100

Equagdo 3: Células viaveis (%) = — . -
Numero total de células por mL da aliquota

3.5.3. ENSAIO CLONOGENICO

Com base na metodologia adaptada de (FRANKEN et al., 2006), foi avaliada a
capacidade das células tumorais de se recuperar e formar colonias apds tratadas. Para isso, as
células HCT116-S e HCT116-R foram plaqueadas em uma densidade de 300 células em placas
de cultura de 6 pocos. Apds 24 horas, foram feitos os tratamentos por 48 horas e, em seguida,
o meio de todos os grupos foi trocado para meio padrdo, renovado a cada 3 dias. Ap6és um
periodo de 10-14 dias, foi feita a fixacdo por 5 minutos com metanol geral, coloragdo com
cristal violeta (0,5%, Sigma) por 30-60 min, seguido de lavagem em 4gua corrente e deixado

secar em temperatura ambiente por 2 dias.
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As colonias celulares foram visualizadas e contadas com auxilio de um
estereomicroscopio. Sendo, uma coldnia consistindo em no minimo 50 células. Foi feita a
contagem total de colonias em cada um dos trés pocos dos diferentes tratamentos. Ao final, foi
calculado a eficiéncia do plaqueamento (EP) e a fracdo de sobrevivéncia (FS), equagdo 4 ¢ 5,

respectivamente:

N° de colonias formadas

Equacdo 4: EP = x 100

N° de células plaqueadas

Numero de colonias formadas apés o tratamento

Equacgado 5: FS =

Numero de células plaqueadas X EP
3.5.4. ENSAIO DE MIGRACAO - SCRATCH ASSAY

Visando analisar a capacidade de migracdo celular e interagdo célula-célula apos os
tratamentos, foi utilizado o ensaio de cicatrizag¢do (do inglés: scratch assay), no qual € feito um
arranhdo em uma monocamada de células, seguido do acompanhamento por meio da captura
de imagens em diferentes intervalos de tempo para obter a quantificacdo da taxa de migragao
(RODRIGUEZ; WU; GUAN, 2005).

Para isso, 5x10° células HCT116-S e HCT116-R foram plaqueadas em placas de 12
pogos por 24 horas para obtencdo de uma monocamada. Em seguida, a monocamada foi
rompida (formag¢do do gap) com o auxilio de uma ponteira P200 na parte central de cada poco,
logo apds, foi feita lavagem com PBS para retirar as células rompidas e realizada a exposi¢ao
aos tratamentos combinatdrios nas concentragdes descritas na Tabela 1.

As imagens fotograficas de diferentes pontos de cada grupo foram obtidas nos tempos
0, 24 e 48 horas com auxilio de um microscopio de contraste de fase (Leica DMil, Alemanha).
A andlise da taxa de migracdo ou fechamento da ferida foi feita com auxilio do software livre
Imagel, onde a 4rea foi calculada para determinar o percentual de fechamento da ferida.

3.5.5. ENSAIO DE MIGRACAO-EM TEMPO REAL

Visando corroborar as observac¢des do ensaio de migragdo convencional, mencionado
anteriormente, também foi conduzido um ensaio de migragdo em tempo real por meio do
sistema xCELLigence RTCA DP (Roche, San Diego, CA, EUA), utilizando placas CIM-plate
16. Esse sistema permite a medicdo em tempo real da taxa de migragdo através dos
microeletrodos disponiveis nos poros da membrana que divide a cabine superior e inferior da
placa CIM-plate 16, o que possibilita a quantificagdo do sinal de impedancia quando ha
migragao.

Brevemente, devido a dificuldade de realizar a TFD em células em suspensao, as células

foram contadas e plaqueadas em uma concentragdo de 2x10° células em placada de 6 pogos,
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apoOs 24 horas foi feita a exposi¢do aos tratamentos de forma padrao, conforme realizado nos
ensaios anteriores.

Decorridas 48 horas de exposicdo aos tratamentos, o sobrenadante foi guardado e os
pogos foram lavados com PBS, as células aderidas foram tripsinizadas e ressuspendidas em 1
mL de meio sem SFB e adicionado com o sobrenadante retirado. Apos isso, foi feita a
centrifugacdo e os grupos foram contados com auxilio de azul de tripan.

Por fim, as células vivas e mortas foram plaqueadas em triplicata em uma concentragao
de 6x10* em 100 pul no pogo superior da placa CIM-plate diluidas em meio de cultivo sem SFB.
No pogo inferior, foi colocado 160 pl de meio de cultivo contendo SFB, como quimioatrativo
para estimular a migracdo celular. A aquisi¢cao do IC foi feita a cada 15 minutos por 48 horas.
Os dados de IC foram utilizados para determinar a atividade migratéria das células apds
exposi¢do aos tratamentos.

3.5.6. ENSAIO DE MORTE CELULAR EM TEMPO REAL

Para avaliar o perfil de morte celular das células HCT116-S e HCT116-R apds cada
combinacdo terapéutica foi utilizado o kit RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis
Assay (Promega, Madison, WI, EUA).

Baseando-se nas modificacdes celulares que ocorrem durante o processo apoptdtico,
mencionado no topico 3.3.4., as quais permitem a identificagdo dos diferentes tipos de morte
celular (células viaveis, apoptdticas precoces, apoptoticas tardias, necroticas), esse kit permite
avaliar o perfil de morte celular em tempo real por meio da medicdo da exposi¢do da
fostadilserina na camada externa da membrana celular através do sinais de luminescéncia
(RLU), quando ha ligagdo da Anexina V (apoptose precoce), e sinais de fluorescéncia (RFU),
quando hé ligagdo do marcador de necrose ao DNA (perda de integridade da membrana) (Figura
7).

Portanto, a combinagdo desses sinais permite diferenciar os diferentes efeitos
citotoxicos dos farmacos ao longo do tempo. Sendo divido em:

e Sem sinal de RLU e RFU: células viaveis;

e Sinal de RLU e sem indicativo de RFU: apoptose precoce;

e Sinal de RLU e com indicativo de RFU: apoptose tardia;

¢ Sem sinal de RLU e indicativo de RFU: células necroticas ou apoptose muito

tardia.
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Figura 7 - Mecanismos de a¢cdo do kit RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis
Assay (Promega, Madison, WI, EUA). FONTE: Bula do fabricante.

O protocolo seguiu as instrugdes descritas na bula do fabricante, onde, brevemente,
1x10* células foram plaqueadas em placa de 96 pogos do tipo branca. Decorridas 24 horas,
foram adicionados 100ul de meio completo com ou sem tratamento em duplicata, conforme
desenho experimental padrao (Tabela 1). Os grupos controle positivo (Controle +) de apoptose
corresponderam as células tratadas com seu respectivo valor de IC50. Os grupos controle
negativo (Controle -) corresponderam as células expostas somente ao meio de cultivo padrao.

Imediatamente a adicdo dos tratamentos, foi adicionado a cada pogco um volume de
100ul do Reagente de Detecgdo 2X diluido em meio completo, conforme instrugdes do
fabricante, seguido da incubacio e leitura no espectrofotometro VarioskanTM LUX (Thermo
Scientific, Singapura) capaz de detectar luminescéncia e fluorescéncia (Excitagdo: 485 nm;
Emissdo: 525 nm; Largura da banda de excitacdo: 12 nm; e Fluordforo: Alexa flior 488),
utilizando o software Skanlt Version 7.0 (Thermo Scientific, Singapura).

Ao final, os dados de RLU e RFU ao longo do tempo foram utilizados para interpretagao
do padrao de morte células. Para facilitar a interpretagdo dos dados foi utilizado o célculo
matematico area sob a curva (AUC, do inglés: area under the curve) a partir da cinética de
marcagdo calculado automaticamente por meio do software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, EUA), ignorando os picos que eram inferiores a 10% da distancia entre os valores Y
minimo e maximo. O método AUC ¢ considerado o mais simples para interpretacdo desses
dados por comprimir os dados cinéticos em um Unico pardmetro, possibilitando realizar

comparagdes mais eficientes (GELLES et al., 2019).
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3.5.7. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

Para a extragdo do RNA total foram selecionados os seguintes grupos: HCT116-S,
HCT116-R e HCT116-R trimodal.

3.5.7.1. EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO RNA TOTAL

Para a extra¢do do RNA total, uma concentragdo de 2x10° células foram plaqueadas em
placas de 6 pogos por 24 horas, seguido da exposi¢do ao tratamento para o grupo trimodal ou
apenas troca de meio padrao. Decorridas 48 horas, os pocos foram tripsinizados, as células
foram centrifugadas, lavadas com PBS e lisadas para extragdo e purificagdo do RNA total, em
ambiente livre de RNAses, conforme instru¢des do fabricante do kit RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Alemanha).

As amostras foram quantificadas utilizando o método fluorimétrico especifico para
RNA por meio do kit Qubit™ RNA High Sensitivity (Invitrogen™), seguindo as
recomendacoes do fabricante.

A qualidade e pureza do RNA foi avaliada por meio da técnica de eletroforese capilar
das amostras, utilizando o kit Agilent RNA 6000 Nano Chips ¢ o sistema Bioanalyzer® Agilent
2100 (Agilent Technologies, CA, EUA) para obtencdo do RNA Integrity Number (RIN),
sempre seguindo as recomendacdes descritas pelo fabricante. Os valores de RIN variam em
uma escalada de 1 a 10, sendo 1 para RNA degradado e 10 para o RNA mais integro. Essa
metodologia considera a razdo entre as subunidades 28S e 18S do ribossomo.

3.5.7.2. ANALISE DO TRANSCRIPTOMA POR RNA-SEQ

O sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés: Next-generation sequencing) do
transcriptoma (RNAseq) permite uma analise ampla da expressdo de genes em um contexto
especifico contra um genoma de referéncia, possibilitando estudar as regides do DNA que sdao
transcritas em RNA mensageiro (RNAm) e podem estar ligadas a produgdo de proteinas
importantes na resposta celular observada (HONG et al., 2020; URH; ZIDAR; BOSTJANCIC,
2022). Portanto, em resumo, RNAseq permite: avaliar a expressdo génica de uma amostra ou
organismo de interesse mediante uma condi¢do/tratamento imposto; avaliar a expressao
diferencial de diferentes genes entre amostras especificas; e identificar genes e,
consequentemente, vias que possam estar desempenhando um papel crucial na resposta
terapéutica observada (KIM et al., 2021; SHAHEEN et al., 2018; SOROKIN et al., 2022).

No contexto aqui utilizado, essa técnica teve como objetivo a identificacdo e
quantifica¢do dos genes que possam estar exercendo um papel fundamental na resisténcia e/ou

sensibilidade a L-OHP e implicando no sucesso da terapia aqui empregada para as seguintes
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amostras: HCT116-S sem tratamento, HCT116-R sem tratamento e HCT116-R ap0s tratamento
com TFD+L-OHP+CURC.

O sequenciamento foi realizado por meio da contratagdo de prestacdo de servico da
empresa GenOne Biotech utilizando plataforma Illumina (Illumina, Inc., CA, EUA). Conforme
as exigéncias da empresa, apenas as amostras com RNA total puro (OD 260/280>2.0) e integro
(com RIN>6,3) foram enviadas para o sequenciamento. Além disso, também foram
consideradas apenas aquelas que tiveram mais de 2 mg de RNA, em concentracao > 20 ng/ml
e volume acima de 20 ml (Qubit). As amostras selecionadas foram enviadas em tubos
GenTegra® RNA (GenTegra LLC, CA, EUA), fornecidos pela empresa contratada, para
transporte seguro a temperatura ambiente de amostra seca.

Resumidamente, o protocolo da empresa seguiu o seguinte fluxo metodoldgico:
recebimento da amostra de RNA total seca em tubo de transporte GenTegra® -> recuperagao e
reconstituicdo do RNA total -> purificagdo do RNAm a partir do RNA total utilizando beads
magnéticas -> fragmentagdo do RNA -> transcri¢do reversa (sintetizagdo da primeira fita de
cDNA) -> sintetiza¢do da segunda fita de cDNA -> fragmentacdo do DNA -> End repair & A-
tailing -> adi¢cdo de adaptadores -> selecdo de tamanho -> amplificacdo -> sequenciamento
(Illumina).

Os dados do sequenciamento de cada amostra foram disponibilizados por meio de link
de drive recebido por e-mail e analisados pelo aluno de doutorado Pedro H. A. Barros. e pelo
Prof. Dr. Marcelo de M. Brigido, utilizando os recursos computacionais do laboratério de
Imunologia Molecular da Universidade de Brasilia.

Resumidamente, para analise dos dados foi feito o pré-processamento dos arquivos de
sequenciamento usando o programa fastp (v0.23.0), seguido pelo alinhamento das Reads contra
o genoma de referéncia GRCh38 (hg20) utilizando o programa de alinhamento STAR (Spliced
Transcripts Alignment to a Reference - v2.7). Apds geracao do arquivo de alinhamento pelo
software STAR e a anota¢do do genoma fornecida pelo banco de dados GENCODE, foi
utilizado o programa htseq-count (v2.0.2) para contar o nimero de reads que alinharam a cada
regido do genoma, obtendo a matriz de contagem, relacionada a cada gene, para andlise da
expressdo diferencial utilizando o pacote R DESeq2 (v1.38.2), desenvolvido pelo projeto
Bioconductor e disponivel em

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DESeg2.html.

Os dados estao representados no comparativo de cada amostra contra outra (“R_CTRL

x S_CTRL”; “R Tripla x S CTRL”; “R_Tripla x R+CTRL”) como log2 do fold change (FC)
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(razdo da expressdo génica entre duas condi¢des, sendo definido como a razio entre as médias
das expressdes), p-valor e o FDR (do inglés: false discovery rate). Por fim, foi feita a filtragem
dos dados de genes diferencialmente expressos (DEGs, do inglés: differentially expressed genes)
para as amostras utilizadas, sendo selecionados os genes que apresentaram um valor de p
significativo (p-value < 0,05), bem como o log2 FC <-1 (DOWN) e >1 (UP). A fim de
identificar as vias e fungdes que poderiam estar envolvidas na resposta aqui observada, foi feita
a analise de enriquecimento (Gene Set Enrichment Analysis - GSEA) dos DEGs por Gene
Ontology (GO).
3.5.7.2.1. ANALISE DOS DEGs PARA ESCOLHA DE GENES
CANDIDATOS PARA VALIDACAO POSTERIOR POR RT-
qPCR
Ap0s obtencdo da lista de DEGs para cada condi¢do (“R_CTRL x S CTRL”; “R_Tripla
x S_CTRL”; “R_Tripla x R+CTRL”), eles foram avaliados um a um considerando os seguintes
parametros ou requisitos:
o p-value significativo em ao menos dois dos comparativos;
o log2 FC <-1 (DOWN) e >1 (UP) em ao menos dois dos comparativos;
o No caso de genes de um mesmo grupo/familia, foi selecionado aquele que se
mostrou mais significativos no log2 FC (UP ou DOWN);
o Desconsiderados os genes que ndo se fizeram presente em uma das trés
condi¢des analisadas;
o Relevancia/fungdo descrita na literatura por meio de busca na plataforma

PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando as palavras-chave: “nome do gene +

colorectal cancer”, os genes significativos que tinham sua funcao, a¢ao ou descri¢ao disponivel
foram escolhidos como os genes candidatos a serem investigados;

J Escolha dos 20 genes mais relevantes para validagdo posterior por transcricdo
reversa quantitativa por reacdo em cadeia da polimerase (RT-qPCR, do inglés: reverse
transcription-quantitative polymerase chain reaction).

Por fim, foi realizada uma andlise de enriquecimento dos 20 genes candidatos

selecionados por meio da plataforma livre EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Essa

plataforma ¢ utilizada para andlise de enriquecimento funcional de conjuntos de genes,
possibilitando a busca de vias que possam estar desempenhando um papel crucial na funcao

desses genes (CHEN et al., 2013; KULESHOV et al., 2016; XIE et al., 2021).
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3.6. ANALISES ESTATISTICAS
Os resultados estdo apresentados, em sua maioria, como média + EPM (Erro Padrao da
Meé¢dia) ou DP (desvio padrdo), conforme sinalizado em cada representagdo grafica. Todos os
dados foram avaliados estatisticamente no programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software,
EUA), onde foi utilizado o Teste t de Student para o comparativo entre dois grupos e a analise
de variancia (ANOVA) one-way ou two-way quando foi necessaria a comparagao entre mais

de dois grupos, sempre considerando um intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS
4.1. ESTABELECIMENTO DA LINHAGEM CELULAR RESISTENTE A
OXALIPLATINA
O primeiro passo para a indu¢do da resisténcia a LOHP foi determinar valor de ICso para
L-OHP da linhagem original (HCT116-S), representado na Figura 8, o qual foi igual a 2,8+0,04
uM.
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Figura 8 - Andlise de viabilidade da linhagem HCT116-S apo6s exposi¢do a L-OHP por 48
horas para determinagdo do IC50. A linha tracejada representa a viabilidade para 50% das
células. Os valores estdo representados como média e EPM de triplicata de trés experimentos

independentes.

A etapa seguinte foi a exposicao gradual a L-OHP até chegar no valor estimado de 10x
o ICso encontrado. O tempo total de exposi¢do para obten¢do da linhagem resistente foi de
aproximadamente 11 meses. Vale ressaltar que na primeira exposi¢do ao quimioterdpico a
linhagem estava na passagem 7 (P7) e, apos atingir o valor final da resisténcia, a linhagem
HCT116-R estava na P40, sendo utilizada por no maximo mais 10 passagens. Ao longo de todo
o periodo de indugdo da resisténcia também foi mantida uma garrafa controle (HCT116-S)
exposta somente ao meio de cultivo padrdo. Na Figura 9 estd representada a fotomicrografia

das células HCT116-S e HCT116-R.
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HCT116-S HCT116-R

Figura 9 - Fotomicrografia das células HCT116-S (A) e HCT116-R (B). Aumento de 10x.
Barra de escala: 200 pm.

O resultado final da resisténcia foi confirmado por meio do ensaio de viabilidade celular
(Figura 10), onde podemos ver uma clara diferenca na curva de viabilidade e,
consequentemente, no valor de ICso para cada linhagem, sendo de 2,7+0,3 uM para a linhagem
HCT116-S e 26,6+1,5 uM para as células HCT116-R, com o indice de resisténcia igual a
10,2+1,0 demonstrando que a linhagem HCT116-R foi significativamente resistente a L-OHP
(P<0,001).
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Figura 10 - Analise de viabilidade apds o estabelecimento da linhagem resistente por exposi¢ao
gradual de L-OHP. (A) Exposicdo a L-OHP por 48 horas para determinagdo do IC50. A linha
tracejada representa a viabilidade para 50% das células. (B) Indice de resisténcia. Os valores
estdo representados como média e EPM de triplicata de trés experimentos independentes. Teste
t de Student, ***P<0,001.

Visando demonstrar alteragdes na taxa de crescimento celular entre cada linhagem, foi
analisado o tempo de duplicacdo ao longo de 120 horas, onde podemos observar que as células

HCT116-R apresentam um crescimento mais lento do que as células parentais (HCT116-S),
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tanto na contagem de células com azul de tripan (Figura 11A), quanto no ensaio em tempo real
(Figura 10). O tempo de duplicagio da linhagem HCTI116-R ¢ de 26,89+0,8 horas,
significativamente maior (P>0,001) do que o tempo que a linhagem HCT116-S leva para

duplicar (19,29+0,9 horas) (Erro! Fonte de referéncia nio encontrada.B).
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Figura 11 — Analise do crescimento celular. (A) Numero de células ao determinado por meio
da contagem com azul de tripan ao longo de 120 horas; (B) Tempo médio de duplicagdo para
cada linhagem, utilizando a média de tempo obtido pela contagem com azul de tripan e a andlise
em tempo real. Os valores estdo representados como média e EPM de triplicata de trés
experimentos independentes. Teste t de Student: **P<0,01; ***P<0,001; ****P<(0,0001.

Corroborando com os dados apresentados no ensaio de viabilidade apos inducdo da
resisténcia, as células HCT116-S ndo foram capazes de crescer na presenca de L-OHP,
demonstrado pela queda do valor de indice celular em todas as concentragdes, igualando-se ao
valor do indice do grupo branco (sem células, somente meio de cultivo) (Figura 12A). Ja as
células HCT116-R tiveram um crescimento continuo na presenca de L-OHP a 5 pM, e nas
concentragdes mais altas (50 e 100 puM) parecem entrar em um estado de laténcia ou
estacionario (destacado pelo circulo amarelo na Figura 12B), visto que ndo ¢ detectado aumento
e nem queda do indice celular, como foi observado para a linhagem HCT116-S.

Os valores finais, ap6s 120 horas, do percentual do indice celular estio demonstrados
na Figura 12C, onde podemos ver que houve diferenca estatistica no valor do grupo controle
das células HCT116-S e os demais grupos. Como ja mencionado anteriormente, 0s grupos
controle e 5 uM da linhagem HCT116-R tiveram um valor percentual semelhante, diferindo
estatisticamente dos demais grupos. A comparacdo HCT116-S e HCT116-R mostrou os
mesmos resultados ja mencionados, onde os grupos controles de ambas as linhagens e 5 uM da
linhagem HCT116-R diferiram significativamente dos outros grupos (5, 50 ¢ 100 uM de
HCT116-S; e 50 ¢ 100 uM de HCT116-R).
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Figura 12 - Andlise do crescimento celular em tempo real com exposi¢ao continua a L-OHP.
(A) Curva de crescimento da linhagem HCT116-S em tempo real na presenca de L-OHP (B)
Curva de crescimento da linhagem HCT116-R em tempo real na presenga de L-OHP; (C)
Percentual do indice celular em relacdo ao controle ao final de 120 horas na presenga ou
auséncia de oxaliplatina. Indice celular: valor nimero representando a impedancia elétrica
medida pelas células em contato com os microeletrodos presentes na microplaca. Circulo
amarelo: aparente estado de laténcia. Os valores estdo representados como média e EPM de
triplicata de trés experimentos independentes. ANOVA two-way: letras diferentes representam
diferenga estatistica (P<0,05) na comparagao entre linhagens e dentro de uma mesma linhagem.

Para validar o observado no ensaio anterior para a linhagem HCT116-R exposta a L-
OHP 50 e 100 uM, o experimento do RTCA foi repetido mais uma vez. Dessa vez, foi realizada
uma pausa para retirada tratamento ap6s 48 horas de exposi¢ao, quando todos os grupos tiveram
o meio renovado com meio de cultivo padrdo e a leitura prosseguida até 120 horas, a fim de
observar se as c¢lulas HCT116-R sairiam do estado de laténcia observado. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 13.
As células HCT116-S (Figura 13A) exibem a mesma curva observada no ensaio com exposicao
continua aos tratamentos. J& para a linhagem HCT116-R, quando comparamos a curva de
crescimento do experimento de exposi¢ao continua com a Figura 13B, apds a retirada do meio
com L-OHP, as células HCT116-R parecem iniciar uma saida do seu estado estacionario nos

grupos que receberam 50 e 100 uM (destacado pelo circulo amarelo na Figura 13B).
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Figura 13 — Analise de crescimento em tempo real com exposi¢ao a L-OHP por 48 horas. (A)
Curva de crescimento da linhagem HCT116-S em tempo real; (B) Curva de crescimento da
linhagem HCT116-R em tempo real. indice celular: valor nimero representando a impedancia
elétrica medida pelas células em contato com os microeletrodos presentes na microplaca.
Circulo amarelo: indicacdo de mudanga no estado de laténcia. Os valores estdo representados
como média de triplicata de trés experimentos independentes.

Quanto a formagdo de esferas tumorais, na Figura 14A ¢ possivel observar as
fotomicrografias dos esferoides com 4 dias de crescimento, seguido do mesmo esferoide 3 dias
apos a adicdo de cada tratamento, totalizando 7 dias de crescimento. Apos a exposicao as
concentragdes mais altas de L-OHP (50 e 100 uM), é possivel observar uma redug¢do nos
esferoides da linhagem HCT116-S, onde pode-se ver a presenca de um anel de células mortas
em volta de um pequeno esferoide, o que nao foi observado nas células HCT116-R.

Como demonstrado na Figura 14B, apds a exposi¢do a L-OHP, os esferoides das células
HCT116-S tiveram uma reducado estatisticamente significativa no valor percentual da sua area
total para os grupos expostos a 50 e 100 uM de L-OHP, comparado com o dia 4 (antes do
tratamento), s6 foi obtido um aumento da area total dos esferoides para grupo controle, com
29% de aumento. Para os demais grupos da linhagem HCT116-S obteve-se uma taxa de redugao

significativamente diferente do grupo controle, sendo: 3% para o grupo exposto a L-OHP 5 uM,
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64% para o grupo 50 uM de L-OHP, e 70% de redugdo para o grupo 100 uM. Os esferoides
expostos a altas concentragdes de L-OHP (50 e 100 uM) apresentaram uma taxa de reducao
estatisticamente semelhante.

Em contrapartida, as células HCT116-R nao tiveram uma reducao significativa da area
total em nenhum dos grupos em relacdo ao dia 4 (100%). Quando comparado entre os grupos
do dia 7, obteve-se um aumento semelhante da area para o grupo controle € 5 uM de 22% e
12%, respectivamente. J& os grupos expostos a L-OHP 50 e 100 uM, obteve-se uma redugao

de 17% e 18%, respectivamente.
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Figura 14 - Ensaio de formacao de esferas. A) Fotomicrografias dos esferoides das linhagens
HCT116-S e HCT116-R expostos & diferentes concentragdes de L-OHP. E possivel observar
um anel de células mortas em volta de um pequeno esferoide na linhagem HCT116-S expostas
a50 e 100 uM de L-OHP. Barra de escala: 200 um. B) Percentual da area dos esferoides 4 dias
antes de tratados e 3 dias ap6s exposicao a diferentes concentracdes de L-OHP, total de 7 dias
de crescimento dos esferoides. Os valores estdo representados como média e EPM de triplicata
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de trés experimentos independentes. Letras diferentes representam diferenca estatistica
intragrupo. ***P<0,001.

Na Figura 15 esta representada a andlise da morte celular das linhagens HCT116-S e
HCT116-R expostos a diferentes concentragdes de L-OHP por 48 horas. Os resultados sao
apresentados como desvio padrdo (£DP) de dois experimentos independentes. A exposi¢do a
L-OHP causou apoptose na linhagem celular HCT116-S, com (Q2 e Q3) de 4,24% (+ 2,41),
23,92% (£ 0,46), 41,35% (£ 6,15) e 39,50 (= 10,75) ap6s 48 horas de tratamento com L-OHP
0, 5,50 e 100 uM, respectivamente. A HCT116-R apresentou maior viabilidade celular (Q4) e
baixa taxa de apoptose (Q2 e Q3) independente da concentragdo de L-OHP utilizada, sendo
7,99 % (+ 1,60), 5,67 % (£ 2,61), 10,64 % (+ 0,27) e 15,67 (= 0,11) para 0, 5, 50 ¢ 100 uM,
respectivamente. Esses resultados corroboraram os ensaios de viabilidade anteriores e
sugeriram uma resisténcia significativa da linha celular HCT116-R contra L-OHP, que parece

ter desenvolvido mecanismos para evitar a apoptose.
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Figura 15 - Andlise de morte celular por citometria de fluxo. (A) O perfil de morte celular para
as linhagens de células HCT116-S e HCT116-R expostas a diferentes concentracdes de L-OHP
por 48 horas; (B) Analise de apoptose total (Q2 e Q3). Os resultados sdo apresentados como
média +£ DP de duplicatas de dois experimentos independentes. ANOVA two-way: *P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001.
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O ensaio de ciclo celular por citometria de fluxo demonstrou uma forte dose-resposta a
apoptose precoce com o aumento da exposicao a L-OHP (Figura 16). Houve um aumento da
proporg¢ao de células na fase GO/G1 na linhagem células HCT116-R quando comparadas com
células HCT116-S. Para HCT116-S os valores foram 39,45% (+ 4,31), 18,90% (+ 0,57), 14,75%
(+ 1,48), 17,70% (£ 0,57); e para HCT116-R, 43,10% (+ 1,56), 39,75% (+ 1,48), 49,60% (+
0,85), 33,90% (£ 0,42), apods um tratamento de 48 horas com L-OHP 0, 5, 50 ¢ 100 uM,
respectivamente.

A linhagem HCT116-R nao apresentou células na fase sub-G1 no grupo controle e no
grupo L-OHP 5 uM, 3,61% (+ 1,30) no grupo L-OHP 50 uM, 6,88% (+ 0,02) no grupo L-OHP
100 uM, apo6s 48 horas de tratamento. Ao contrario das células HCT116-R, a porcentagem de
células na fase sub-G1 ¢ significativamente aumentada para células HCT116-S tratadas com L-
OHP, como segue: 1,13% (£ 0,66), 31,50% (£ 3,82), 40,40% (£5,23), 33,50% (£ 2,26), apoOs
um tratamento de 48 horas com L-OHP 0, 5, 50 e 100 pM, respectivamente.

A propor¢do de células HCT116-R na fase G2/M aumentou ap6s exposi¢dao a L-OHP
100 uM quando comparada com as outras concentragdes, como segue: 23,65% (£14,35), 14,35%
(£1,91), 23,15% (£0,78), e 44,35% (£18,60), ap6s 48 horas de tratamento com L-OHP 0, 5, 50
e 100 uM, respectivamente. Por fim, ¢ possivel inferir que o padrdo do ciclo celular do HCT116-
R tratado com L-OHP na concentracdo de 5 uM e 50 uM permanece semelhante ao grupo

controle.
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Figura 16 - Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo. (A) Perfil do ciclo celular para as
linhagens de células HCT116-S e HCT116-R expostas a diferentes concentragdes de L-OHP
por 48 horas. O pico azul representa a fase G0/G1; o pico laranja representa a fase S, e o pico
verde representa a fase G2/M; (B) Linhagem celular HCT116-S tratada com diferentes
concentragdes de L-OHP; (C) Linhagem celular HCT116-R tratada com diferentes
concentragdes de L-OHP. Os resultados sdo apresentados como a média de duplicatas de dois
experimentos independentes.
4.2. DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA PARA 50% DAS
CELULAS

A andlise de viabilidade ap6s o tratamento com os farmacos isolados (curcumina livre,
NLSC e TFD) para cada linhagem estao representados na Figura 17. O efeito da curcumina
livrte (CURC) e a NLSC sobre a viabilidade celular ¢ semelhante tanto para a linhagem
HCT116-S, quanto para a linhagem HCT116-R (Figura 17A). Esse mesmo comportamento foi
encontrado apds tratamento com TFD (Figura 17B).

Os valores de IC50 para cada tratamento estdo representados na Figura 17C, onde temos
para HCT116-S: (CURC): 7,240,6 puM; (NLSC): 7,1+1,3 uM; e (TFD): 4,4+0,2 uM,

correspondente a concentragdo da NE-AICIFt nas condi¢des utilizadas. Ja para a linhagem
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Viabilidade celular (%)

HCT116-R, temos: (CURC): 5,1+£0,8 uM; (NLSC): 9,4+0,6 uM; e (TFD): 5,3+0,1 uM. O valor
encontrado para a curcumina livre e a NLSC para as células HCT116-S foi semelhante, ja as
células HCT116-R foram mais sensibilizadas pela curcumina livre do que a forma
nanoestruturada (P<0,05).

Vale ressaltar que os valores de ICso calculados para a NLS foram significativamente
diferentes em relagdo aos valores encontrados para a NLSC tanto na linhagem sensivel (7,1+1,3
uM para NLSC e 11,5+0,9 uM para NLS, P<0,05) e quanto na linhagem resistente (9,4+0,6
uM para NLSC e 19,45+2,7 uM para NLS, P<0,0001). Porém, isso mostra que em
concentragdes maiores que o valor de ICso para a NLSC pode-se ter uma toxicidade associada
aos componentes presentes na formulagao.

O grupo controle do veiculo da curcumina (DMSO) e da L-OHP (4gua) nio apresentou
nenhuma alteracdo da viabilidade em relagdo ao controle exposto somente a meio. As células
expostas somente a NE-AICIFt, sem exposicdo ao LED, também ndo tiveram nenhuma

alteracdo em sua viabilidade.
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Figura 17 - Determinagdo da concentragdo inibitoria para 50% das células de cada tratamento
individualmente. (A) Viabilidade celular da curcumina livre e curcumina nanoestruturada. (B)
Viabilidade celular da terapia fotodinamica mediada pela NE-AICIFt. (C) Valores de IC50
obtidos para cada tratamento. NLS: nanoparticulas lipidicas sélidas vazias/branco; NLSC:
nanoparticulas lipidicas so6lidas contendo curcumina; Curc: curcumina livre; TFD: terapia
fotodinamica mediada pela NE-AICIFt, seguido da exposicao ao LED; Escuro: células expostas
somente a NE-AICIFt, sem exposi¢do ao LED. Os valores estdo representados como média e
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EPM de triplicata de trés experimentos independentes. Teste t de Student: *P<0,05;
*xE%P<0,0001.
4.3. ENSAIOS COMBINATORIOS

4.3.1. ANALISE DO EFEITO SINERGICO

A taxa de inibi¢ao observada para cada combinacdo testada nas linhagens HCT116-S e
HCT116-R esté representada na Figura 18, onde ¢ possivel notar uma clara dose-dependéncia
em ambas as linhagens. O uso das NLSC nas concentra¢des mais elevadas possui uma alta taxa
de inibicao sempre >81% para HCT116-S e >77% para HCT116-R, independente do uso
isolado ou combinatdrio. Esse comportamento também foi observado para a curcumina livre,
mas com taxas de inibi¢do um pouco menores do que sua forma nanoestruturada, sendo >78%

para HCT116-S e >55% para HCT116-R.
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Figura 18 — Taxa de inibicdo 48 horas apos exposi¢do a diferentes combinagdes

terapéuticas, utilizando concentragdes 0,25x(I1C50), 0,5(IC50), IC50, 2x(IC50) e 4x(IC50) de
cada tratamento. C: curcumina livre; Ox ou L-OHP: oxaliplatina livre; N ou NLSC:
nanoparticula lipidica contendo curcumina; TFD: terapia fotodindmica mediada pela NE-
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CIAIFt na concentragdo de IC50; Escuro: exposi¢cdo somente a NE-CIAIFt na concentragdo de
IC50. Os graficos estdo divididos nos grupos (Curcumina): células expostas somente a
combinagdes de curcumina e L-OHP; (NLSC): células expostas somente & combinagdes de
NLSC e L-OHP; (TFD+C+0x): células pré-sensibilizadas com TFD e expostas por 48 horas a
curcumina e/ou L-OHP; TFD+N+Ox: células pré-sensibilizadas com TFD e expostas por 48
horas a nanoparticula de curcumina e/ou L-OHP; (E+C+Ox): células expostas somente a NE-
AICIFt, seguido da incubagdo por 48 horas a curcumina e/ou L-OHP; (E+N+Ox): células
expostas somente a NE-AICIFt, seguido da incubagdo por 48 horas & NLSC e/ou L-OHP. Os
valores estdo representados como média e EPM de triplicata de trés experimentos
independentes.

Os valores do indice de combinagao (CI) estdo representados na Figura 19, onde pode-
se observar que o pré-tratamento com TFD sensibiliza as células para que se tenha mais pontos
de sinergismo (CI<0,9), ou seja, um maior efeito dos tratamentos combinados do que seu uso
isolado. Os principais valores obtidos por meio do ensaio do efeito sinérgico estdo
representados na Tabela 2, onde se levou em consideragdo a combinacdo com concentragdes de
L-OHP de 0,25x(IC50), 0,5(IC50), visando manter uma alta eficacia e reduzir a toxicidade

associada ao uso de altas concentragdes da quimioterapico.
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Figura 19 — Valores obtidos de indice de combinacdo apds as diferentes combinagdes
terapéuticas para as linhagens HCT116-S e HCT116-R. CI: indice de combinagao (do inglés:
combination index); C: curcumina; T: terapia fotodindmica; N: nanoparticula lipidica sélida
contendo curcumina; (TFD+C+Ox): células pré-sensibilizadas com TFD e expostas por 48
horas a curcumina e/ou L-OHP; TFD+N+Ox: células pré-sensibilizadas com TFD e expostas
por 48 horas a nanoparticula de curcumina e/ou L-OHP; (E+C+0Ox): células expostas somente
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a NE-AICIFt, seguido da incubagdo por 48 horas a curcumina e/ou L-OHP; (E+N+Ox): células
expostas somente a NE-AICIFt, seguido da incubagdo por 48 horas & NLSC e/ou L-OHP. Os
valores estdo representados como média de triplicata de trés experimentos independentes.

Tabela 2 — Resumo dos principais dados obtidos com o ensaio de sinergismo por meio do
software livre CompuSyn. Fa: Fracdo afetada ou fracdo de inibi¢ao; CI: indice celular; L-OHP:
oxaliplatina; Curc: curcumina livre; NLSC: nanoparticulas lipidicas soélidas contendo
curcumina; TFD: terapia fotodinamica mediada pela NE-AICIFt, seguido da exposicao ao LED;
(+): aplicacdo da TFD; (-): sem aplicagdo da TFD. Antagonismo: CI>1,1; Aditividade: CI=0,9-
1,1; Sinergismo: CI<0,9. Em amarelo estdo destacados os grupos de tratamentos escolhidos
para utilizagdo neste trabalho.

Composto/Tratamento
Linhagem L-OHP Curc NLSC TFD Fa Cl Tipo de interagao
M)  @M) @M

0,8 1,8 - 0,27 3,04 Antagonismo
0,8 1,8 + 0,46 0,78 Sinergismo
0,8 3,5 - 0,31 0,97 Aditividade
0,8 3,5 + 0,48 0,89 Sinergismo
0,8 7 - 0,55 0,97 Aditividade
0,8 7 + 0,62 0,74 Sinergismo
0,8 14 - 0,80 0,69 Sinergismo
0,8 14 + 0,86 0,52 Sinergismo
0,8 1,8 - 0,29 2,62 Antagonismo
0,8 1,8 + 0,60 0,40 Sinergismo

HCT116-S 0,8 3,5 - 0,40 1,50 Antagonismo
0,8 3,5 + 0,62 0,55 Sinergismo
0,8 7 - 0,52 1,31 Antagonismo
0,8 7 + 0,69 0,75 Sinergismo
1,5 1,8 - 0,46 1,27 Antagonismo
1,5 1,8 + 0,57 0,62 Sinergismo
1,5 3,5 - 0,51 1,10 Antagonismo
1,5 3,5 + 0,57 0,78 Sinergismo
1,5 7 - 0,59 1,01 Aditividade
1,5 7 A 0,65 0,77 Sinergismo
1,5 14 - 0,82 0,66 Sinergismo
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1,5 14 + 0,88 0,48 Sinergismo
1,5 1,8 - 0,52 091 Aditividade
1,5 1,8 + 0,70 0,32 Sinergismo
1,5 3,5 - 0,56 0,93 Aditividade
1,5 3,5 + 0,70 0,48 Sinergismo
1,5 7 - 0,53 1,55 Antagonismo
1,5 7 + 0,75 0,66 Sinergismo
6 1,3 - 0,08 2,94 Antagonismo
6 1,3 + 0,48 0,31 Sinergismo
6 2,5 - 0,22 1,10 Antagonismo
6 2,5 + 0,50 0,42 Sinergismo
6 5 - 0,38 0,90 Aditividade
6 5 + 0,58 0,57 Sinergismo
6 10 - 0,58 1,03 Antagonismo
6 10 + 0,70 0,81 Sinergismo
6 23 - 0,16 1,62 Antagonismo
6 2.3 + 0,53 0,35 Sinergismo
6 4,5 - 0,23 1,50 Antagonismo
6 4.5 + 0,55 0,53 Sinergismo
HCTI116-R 6 9 - 0,37 1,49 Antagonismo
6 9 + 0,68 0,66 Sinergismo
12,5 1,3 - 0,25 1,36 Antagonismo
12,5 1,3 + 0,55 0,39 Sinergismo
12,5 2,5 - 0,28 1,34 Antagonismo
12,5 2,5 + 0,56 0,49 Sinergismo
12,5 5 - 0,39 1,17 Antagonismo
12,5 5 A 0,61 0,63 Sinergismo
12,5 10 - 0,59 1,12 Antagonismo
12,5 10 + 0,72 0,84 Sinergismo
12,5 23 - 0,29 1,29 Antagonismo
12,5 2,3 + 0,59 0,40 Sinergismo
12,5 4.5 - 0,26 1,88 Antagonismo
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12,5 4.5 + 0,57 0,62 Sinergismo

12,5 9 - 0,36 1,86 Antagonismo

12,5 9 + 0,69 0,71 Sinergismo

4.3.2. ENSAIO DE VIABILIDADE

A analise de viabilidade celular esta demo nstrada na Figura 20, onde pode-se observar
que para a linhagem HCT116-S, além da L-OHP, os grupos combinatorios demonstraram
melhor desempenho no que se refere ao percentual de inibi¢do, os quais foram estatisticamente
semelhantes: L-OHP (80,33%=+2,96), L-OHP+CURC (88,33% +2,40), TFD+L-OHP (89,67%
+1,67), TFD+CURC (84,00% +1,16) e TFD+L-OHP+CURC (88,67% £2,60).

Para a linhagem HCT116-R, os grupos combinatérios tiveram uma taxa de inibigao
estatisticamente semelhante apds 48 horas de exposi¢ao aos tratamentos, sendo: L-OHP+CURC
(71,33% +3,71), TFD+L-OHP (80,67% +2,03), TFD+CURC (82,00% =+1,00) ¢ TFD+L-
OHP+CURC (85,67% =+0,67), j4 os demais grupos apresentaram taxas de inibicdo mais
reduzidas.

Nesse sentido, na Figura 20, ¢ possivel observar um papel importante dos tratamentos

combinatérios na reducdo da viabilidade celular para ambas as linhagens.
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Figura 20 - Ensaio de viabilidade celular ap6s 48 horas. Os valores dos tratamentos para cada
linhagem foram correspondentes ao descrito na Tabela 1. (A) Linhagem HCT116-S. (B)
Linhagem HCT116-R. Os valores estao representados como média e EPM de triplicata de trés
experimentos independentes. ANOVA one-way: letras diferentes representam diferenga
estatistica entre grupos.

60



4.3.3. ENSAIO DE FORMACAO DE COLONICAS

Ao avaliar a capacidade das células em formarem colonias (Figura 21) apds os
tratamentos, foi observado que para a linhagem HCT116-S houve uma taxa de inibicdo da
clonogenicidade estatisticamente semelhante para todos os grupos de tratamento, exceto para o
grupo TFD (47,89% +8,62 de inibi¢ao), sendo: L-OHP (85,52% +4,37), CURC (87,76% £2,73),
L-OHP+CURC (98,92% +0,22), TFD+L-OHP (96,49% +1,05), TFD+CURC (86,01% +1,01),
e TFD+L-OHP+CURC (98,75% +0,40).

A linhagem HCT116-R apresentou uma menor capacidade de formacdo de coldnias,
quando exposta aos tratamentos combinatdrios. As maiores taxas de inibi¢ao foram observadas
para os grupos L-OHP+CURC (79,67% +2,96), TFD+L-OHP (68,99% +0,59) e TFD+L-
OHP+CURC (82,85% +,080), os quais foram estatisticamente semelhantes, demostrando um
papel importante das combinagdes utilizadas na redugdo da capacidade de sobrevivéncia e

clonogenicidade das células resistentes.
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Figura 21 - Ensaio de formacdo de coldonias. (A) Linhagem HCT116-S. (B) Linhagem
HCT116-R. Os valores estdo representados como média e EPM de triplicata de trés
experimentos independentes. ANOVA one-way: letras diferentes representam diferenga
estatistica entre grupos.

4.3.4. ENSAIO DE MIGRACAO — SCRATCH ASSAY

A avaliacdo da capacidade migratoria das células quando expostas aos tratamentos esta
representada na Figura 22, assim como as fotomicrografias representando a migracdo celular
de cada grupo nos tempos de Oh, 24h e 48h para a linhagem HCT116-S (Figura 23) e para a
linhagem HCT116-R (Figura 24).
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Ap6s 48 horas de exposicao, a linhagem HCT116-S apresentou taxa de migragdo menor
e estatisticamente semelhantes para os grupos de tratamentos: TFD+CURC+L-OHP (25,00%
+5,13), TFD+CURC (33,67% +4,33), L-OHP+CURC (38,00% +6,56), TED (39,67% +2,73) ¢
CURC (39,67% +5,78), diferindo do controle (60,33% +8,11). Enquanto os grupos TFD+L-
OHP (45,67% =£2,60) e L-OHP (56,33% =6,36) apresentaram uma taxa de migracao
estatisticamente semelhante ao grupo controle sem tratamento.

Para a linhagem HCT116-R, ap6s 48 horas de exposi¢ao aos tratamentos, foi observado
que o grupo TFD+CURC+L-OHP (28,67% +2,19) foi o Unico que apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo Controle (43,33% =£2,96), enquanto os demais grupos
apresentaram uma taxa de migragdo estatisticamente semelhante ao observado para o grupo
controle. No geral, os grupos TFD+CURC+L-OHP (28,67% £2,19) e TFD+L-OHP (29,67%
+4,70) apresentaram uma taxa de migra¢ao mais reduzida, seguido de L-OHP+CURC (38,00%
+3,79), CURC (39,00% +7,00), L-OHP (40,33% +0,88), TFD (42,33% +4,67) e TFD+CURC
(44,00% +4,04).

A) 80 == Controle B) 80—
E= L-OHP E=3  Controle
E= Curc a E=1 L-OHP
E=3 L-OHP+Curc b E= Curc
B TFD E=3 L-OHP+Curc
< 60| mmm TFD+L-OHP —~ 60=| B TFD
s E=1 TFD+Curc S EEE  TFD+L-OHP
E=3 TED+L-OHP+Curc Y= E=3 TFD+Curc
:g’ < deodbodac e =1 TFD+L-OHP+Curc ac ape W C
40~ 2 e % abe [ abe
[} —
= abe = 40 . LS ab
= abee a = a b
5 b g ab ab
abe abe
2 S .
20 c B 20~ &
0 T
Oh 24h 48h Oh 24h 48h

Figura 22 - Ensaio de migra¢ao celular. (A) Linhagem HCT116-S. (B) Linhagem HCT116-R.
Wound healing: cicatrizag@o de ferida. Os valores estdo representados como média e EPM de
triplicata de trés experimentos independentes. ANOVA one-way: letras diferentes representam
diferenga estatistica entre grupos.
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Figura 23 - Fotomicrografias representando o ensaio de migracdo celular para a células
HCT116-S. Aumento: 10x. Barra de escala: 200 pm.
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Figura 24 - Fotomicrografias representando o ensaio de migracdo celular para a células
HCT116-R. Aumento: 10x. Barra de escala: 200 pm.
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4.3.5. ENSAIO DE MIGRACAO EM TEMPO REAL

A curva do ensaio de migragcdo em tempo real demonstrou uma diferen¢a no padrao de
cada linhagem quando expostas aos tratamentos por 48 horas, conforme representado na Figura
25.

Para a linhagem HCT116-S, pode-se observar que os grupos que apresentaram um
indice celular final (ao final das 48 horas) mais elevado (>0,2) foram: Controle (0,36 +0,02),
CURC (0,51 £0,03), TFD (0,27 +£0,03) e TFD+CURC (0,80 £0,13) (Figura 25C). Dentre esses
grupos o grupo TFD+CURC apresentou o maior indice celular, o qual foi significativamente
diferente de todos os outros, enquanto os grupos Controle, CURC e TFD foram estatisticamente
semelhantes. Além disso, os grupos L-OHP (-0,29 +0,02), L-OHP+L-OHP (-0,24 +0,002),
TFD+L-OHP (-0,29 +0,04) e TFD+CURC+L-OHP (-0,19 £0,02) apresentaram indice celular
final negativo e estatisticamente semelhantes, portanto, indicando que ndo houve uma migragao
efetiva para esses grupos.

J& para a linhagem HCT116-R, ndo foi observado indice celular negativo, mostrando
que independente do tratamento utilizado houve um percentual de células migrando, sendo a
menor taxa de migracao para os grupos TFD+L-OHP (0,08 +0,03), TFD+L-OHP+CURC (0,30
+0,04), L-OHP (0,38 +0,20), Controle (0,55 +0,01), L-OHP+CURC (0,58 +0,005) e TFD (0,71
+0,21), respectivamente, entre os quais ndo foi encontrada diferenca estatistica significativa.

Semelhante ao observado para a linhagem HCT116-S, as células HCT116-R quanto
tratadas com CURC (1,04 £0,27) e TFD+CURC (1,19 +,03) apresentaram indice celular final
mais elevado, sendo principalmente estatisticamente diferentes do grupo TFD+L-OHP (Figura

25D).
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Figura 25 - Ensaio de migra¢do em tempo real. (A) Migra¢do em tempo real da linhagem
HCT116-S. (B) Migragao em tempo real da linhagem HCT116-R. (C) Indice celular final apds
48 horas de exposicao aos tratamentos para a linhagem HCT116-S. (D) Indice celular final apos
48 horas de exposi¢ao aos tratamentos para a linhagem HCT116-R. Indice celular: valor nimero
representando a impedancia elétrica medida pelas células em contato com os microeletrodos
presentes na parte inferior do poco superior da microplaca. Os valores estao representados como
média e EPM de dois experimentos independentes realizados em triplicata. ANOV A one-way:
letras diferentes representam diferenca estatistica entre grupos.

4.3.6. ENSAIO DE MORTE CELULAR EM TEMPO REAL

O ensaio de morte celular em tempo real estd representado na Figura 26. De forma geral,
pode-se observar que a cinética da luminescéncia, o qual representa a ligagdo da anexina-V com
a fosfatidilserina presente na membrana (apoptose precoce), mostrou um perfil diferente para
cada linhagem mediante exposi¢cdo aos tratamentos. Ja a cinética de fluorescéncia, a qual esta
ligado a integridade da membrana e ¢ indicativo de células necrdticas (apoptose tardia),
apresentou um sinal basal e/ou reduzido para ambas as linhagens nas condi¢des terapéuticas
utilizadas nesse trabalho.

Ao correlacionar a AUC dos dados de RLU e RFU para a linhagem HCT116-S (Figura
26E), ¢ possivel observar os seguintes padrdes de morte celular de acordo com a propor¢ao das
barras, citados a seguir da menor para maior intensidade:

e Apoptose precoce: CTRL —, TFD e CTRL +.

e Apoptose tardia: TFD+L-OHP e L-OHP.
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e (¢lulas necréticas: CURC, L-OHP+CURC, TFD+CURC e TFD+L-OHP+CURC.

Por fim, ao correlacionar a AUC dos dados de RLU e RFU para a linhagem HCT116-R
(Figura 26F), ¢ possivel observar os seguintes padroes de morte celular de acordo com a
proporcao das barras, citados a seguir da menor para maior intensidade:

e Apoptose precoce: CTRL -, L-OHP, TFD, CTRL + e TFD+L-OHP.

e Apoptose tardia: CURC e TFD+CURC.

e (C¢lulas necroticas: L-OHP+CURC e TFD+L-OHP+CURC.
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Figura 26 - Ensaio de morte celular em tempo real das linhagens HCT1116-S e HCT116-R
quanto expostas aos tratamentos por 48 horas utilizando o kit RealTime-Glo™ Annexin V
Apoptosis and Necrosis. (A) Padrao cinético de luminescéncidas células HCT116-S. (B) Padrao
cinético de luminescéncia das células HCT116-R. (C) Padrao cinético de fluorescéncia das
células HCT116-S. (D) Padrao cinético de fluorescéncia das células HCT116-R. (E) Analise da
AUC do padrao cinético da RLU e RFU para HCT116-S. (F) Analise da AUC do padrao
cinético da RLU e RFU para HCT116-R. Todos os graficos de cinética estdo representados
como média de um experimento conduzido em duplicata. Os graficos de AUC estao
representados como média £ DP. Sendo, RLU: unidade relativa de luminescéncia (do inglés
relative light units), indicando ligagdo da Anexina V, relacionado ao perfil apototico; RFU:
unidade relativa de fluroescéncia (do inglés relative fluorescence units), indicando a integridade
de membrana, relacionado ao perfil necrotico; AUC: Area sob a curva (do inglés: area under
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the curve), calculado a partir da cinética de cada marcador. ANOVA two-way: letras diferentes
representam diferenca estatistica entre grupos da mesma linhagem.

4.3.7. ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
4.3.7.1. EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO RNA TOTAL

Os dados de caracterizagdo do RNA total dos grupos Controle das células HCT116-S
(S_CTRL), Controle das células HCT116-R (R_CTRL) e células HCT116-R tratadas com
TFD+L-OHP+CURC (R_Tripla) estdo descritos na Tabela 3.

Apenas duas amostras de cada grupo foram destinadas para o RNAseq, conforme
cumprimento dos critérios de concentracdo total de RNA e qualidade/pureza exigidos pela
empresa prestadora do servigo. As demais amostras foram armazenadas em freezer -80 para

uso posterior na analise de validagdo por RT-qPCR.

Tabela 3 - Caracterizacdo do RNA total. (*) Qualidade e pureza analisadas diretamente pela
empresa responsavel pelo sequenciamento (RNAseq). (#) Amostras enviadas para o RNAseq.
(NA) Sem analise de qualidade e pureza, visto que a amostra ndo foi destinada para uso no
RNAseq. (E1) Eluicao 1. (E2) Eluigdo 2.

ID da Concentracio total de  Qualidade e pureza
amostra  RNA seco (mg) — Qubit — Bioanalyzer
Al# 1,4 10
A2 1,7 10
S CTRL A3 # 2,4 >6,4%
A4 El 2,0 NA
A4 E2 8,3 NA
Al# 1,9 10
A2 1,8 10
A3 EL# 3,7 >6,4*
R_CTRL A3 E2# 7,4 NA
A4 El 6,9 NA
A4 E2 7,4 NA
Al# 2,2 10
. A2# 1,7 7,4
R_Tripla A3 9.4 NA
A4 4,9 NA

4.3.7.2. ANALISE DO TRANSCRIPTOMA POR RNAseq
A andlise de agrupamento das amostras por calor (Heatmap) com a visdo geral das
semelhancas e diferencas entre as duplicatas das amostras S CTRL, R CTRL e R Tripla
utilizadas no sequenciamento estd representada na Figura 27. E possivel observar uma maior

similaridade entre as duplicatas de uma mesma amostra, maior similaridade entre as amostras
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R Tripla e R_ CTRL, seguido de maior similaridade entre a R CTRL e S CTRL, e menor

similaridade entre R_Triplae S CTRL.
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Figura 27 - Heatmap evidenciando as semelhangas e diferencas entre as duplicatas das

amostras S CTRL, R_ CTRL e R _Tripla utilizadas na analise de RNAseq.

As an alises dos DEGs obtidos nos comparativos “R_CTRL x S CTRL”, “R_Tripla x

R CTRL” e “R Triplax S CTRL” estdo representados na Figura 28, onde estdo evidenciados

alguns dos genes com alteragdo significativa (p<0.05) e expressdao UP (log2FC>1) ou DOWN

(log2FC<-1) no nivel de mRNA dentre as 22.684 variaveis analisadas.

Em relacdo aos outros comparativos, para o grupo “R_Tripla x R CTRL” ¢ possivel

observar uma menor quantidade de DEGs.

69



A) R Ctrl x S Ctrl

DCLK1,

NS

Log, FC

P—value

p — value and log, FC

—Logyo P
[N N N ]

Log, fold change

Total = 22684 variables
B) RTriplax R Ctrl

i :
| |
| ]
1
i .
10 1 i
b e e
1
a ! : P53
o | - .
> * . Lo, o NS
o ! ! o ° Log, FC
4 : | LY e
| 51 ! ’ L4 P-value
. 3 o ® p—value andlog, FC
i
| .
1
0 4
2 0 2 4
Log, fold change

Total = 22684 variables
C) RTriplax S Ctrl

S B B
10 N L per

SRR~ R B

. o -.' : ' " X .
a . I PR §
B - L e o NS
o e ' N ° Log, FC
4 ) % | ! (] P-value
! ’ i i e p—value and log, FC

0 2 4
Log, fold change
Total = 22684 variables
Figura 28 — Volcano plot dos DEGs obtidos por meio da anélise do transcriptoma por RNAseq.
(A) Comparativo R CTRL x S CTRL. (B) Comparativo R Tripla x R _CTRL. (C)
Comparativo R_Tripla x S CTRL. P-value<0,05. Log2FC >1 (UP) ou log2FC<-1 (DOWN).
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Adicionalmente, na Figura 29, esta representado o diagrama de Venn para os DEGs,
considerados mais significativos (log2Fc<-1 e >1, P-value <0,05), de forma a restringir mais a
selecdo e obter os genes comuns e exclusivos para os diferentes comparativos.

Dessa maneira, obteve-se um total de 599 DEGs, onde: 72 DEGs foram exclusivos para
a comparagdo “R_CTRL x S _CTRL”, 253 DEGs exclusivos para “R_Tripla x S CTRL”e 25
DEGs exclusivos para “R_Triplax R_ CTRL”. Além desses, foram encontrados apenas 5 DEGs
em comum aos trés comparativos, seguido de 7 DEGs em comum entre “R_Triplax S CTRL”
e “R_CTRL x S CTRL”, 207 DEGs quando comparado “R_CTRL x S CTRL” e “R_Tripla x
S _CTRL”, e 30 DEGs na interseccao entre “R_Triplax S CTRL” e “R_Triplax R_CTRL”.

R Tripla x R Ctrl R Tripla x S Ctrl
30
25 253
5
7 207
72
R Ctrl x S Ctrl

Figura 29 - Diagrama de Venn dos DEGs mais significativos (log2FC<-1 e >1, P-value<0,05)
evidenciando os genes comuns e exclusivos para os diferentes comparativos realizados.

Por fim, na Figura 30, esta representado o enriquecimento de termos com base no
sistema de classificacdo GO, destacando as principais vias/processos nos quais os DEGs estao
envolvidos. Afim de facilitar a interpretacdo dos dados e evidenciar os principais pontos nos
quais as vias e processos encontrados estdo envolvidos, foi realizada uma subdivisdo em cinco
grupos, sendo: (1) Resposta imune (do inglés, imune response); (2) Metabolismo celular (do

inglés, cellular metabolism); (3) Transcri¢do e regulacdo da expressdo génica (do inglés,
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transcription and regulation of gene expression); (4) Adesdo, migragdo, sinalizacdo e morte
celular (do inglés, adhesion, migration, signaling and cell death); e (5) Resposta a estimulo
quimico (do inglés, responde to chemical stimuli).

Quando comparada a S CTRL, pode-se observar que a célula R_CTRL apresentou uma
tendéncia de redugdo da expressdo de genes envolvidos em vias relacionadas a transcrigao e
regulacdo da expressdo genica, entretanto, quando tratada (R_Tripla), observou-se um aumento
da expressdo dos genes envolvidos no processo de regulagdo génica, também foram observadas
mudangas na expressao de genes envolvidos em diversas outras vias evidenciadas na Figura 30.
Ja a célula R Tripla comparada ao R _ CTRL, houve uma reducdo da expressdo de genes
envolvidos com metabolismo celular e fungdes moleculares, bem como aumento de genes

relacionados a transportadores transmembranares.

GO Enrichment Analysis
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humoral immune response L]
activation of immune response
Immune Response | immune response-activating cell surface receptor signaling pathway
immunoglobulin mediated immune responseH
interleukin-1 beta productionq
positive regulation of defense response H
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cellular oxidant detoxification ff
cellular chemical homeostasisH .
regulation of biosynthetic process
antioxidant activity H
cellular processH
biological_processH -log(FDR)
regulation of RNA biosynthetic processH
sequence-specific double-stranded DNA binding
regulation of DNA-templated transcription
Transcription and regulation of RNA metabolic processH
regulation of gene double-stranded DNA binding
expression transcription regulator activity f{
DNA-binding transcription factor activity H
nucleusH
regulation of transcription by RNA polymerase Il
molecular_functionH
cation bindingH
metal ion binding H
cellular extravasation {
Adhesion, cell adhesionH
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and cell death transmembrane transporter complexH
negative regulation of cell death H
intrinsic apoptotic signaling pathwayH L

cation transmembrane transportH .
cell surface H
response to xenobiotic stimulusH [ ] °
Response to response to oxygen-containing compound ([ ]

chemical stimuli response to metal ionf{ .
response to chemicalH [ J

cellular response to inorganic substance H .

RxS RtriplaxS RtriplaxR

e 0 0 0 o

Cellular Metabolism

e 00
Wh OO~

gene_ratio
@® 025

‘ ® o050
@ ors

Figura 30 - Enriquecimento de processos bioldgicos com base na andlise de Gene Ontology
(GO) a fim de entender as vias nas quais os DEGs estdo envolvidos. O tamanho da razdo do
gene (gene_ratio) foi calculado com base na razdo dos DEGs que estio contidos no termo pelo
total de DEGs. A escala por coloragdo -log(FDR) representa a regulacdo dos transcritos UP
(vermelho) e DOWN (azul).
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4.3.7.2.1. ANALISE DOS DEGs PARA ESCOLHA DE GENES
CANDIDATOS PARA VALIDACAO POSTERIOR POR RT-
qPCR

Considerando as 22.684 variaveis encontradas por meio do RNAseq, foram
selecionados os DEGs com expressdo significativa (p<0.05) UP (log2FC>1) ou DOWN
(log2FC<-1) com base na sua funcdo descrita na literatura, considerando o contexto aqui
utilizado.

Sendo assim, na Tabela 4, estdo descritos os 20 genes (ABCB1, BAX, CDKNIA,
CYP24A1, DCLKI1, DPEP1, FOXA2, GCNT3, GRHL3, HNF1B, ICAM1, KLKS5, MMP7,
PRUNE2, SLC12AS5, STEAP4, TESC, TP5313, TUSC3 e WNT7A) escolhidos para validagao
futura por meio da técnica de RT-qPCR, bem como a funcdo geral de cada gene e a referéncia

bibliografica que embasou a sua escolha.
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Tabela 4 - Genes candidatos para validagdo posterior por RT-qPCR.

R _CTRL x R Tripla x R Tripla x
S;;lfllll)eol N(;:Ifedo S_CTRL R_CTRL S_CTRL Funcio Geral Referéncias
log2FC p-value 1og2FC p-value log2FC p-value
Promotor de P-gp (MDR1), bomba de
g efluxo dependente de ATP localizada na
ATC};SbSleIi?emg membrana celular. Baixa expressdo em (B[;(]))zloc_: }eEtLal.,
ABCBI1 subfamily B -1,57 1,77E-04 0,33 439E-01 -1,24  2,57E-03 tumores pouco diferenciados e alta K OUR’Y ot al
member 1 expressao em células bem diferenqiadas. 2016) °
Papel crucial no perfil MDR, relacionado
ao efluxo de fArmacos.
(MANOOCHEH
Rletal., 2014;
BCL2 Pro-a.popté.tico. Expressdao de BAX ¢ I;ll{g%%mgﬁ Ce}t
associated X 1nduz1F1a pela agdo de p§3. ',et al ’201 1;
BAX apoptosis ’ 0,76 1,49E-04 0,81 3,80E-05 1,57  2,80E-15 Correlacionado como mediador ZAR Gﬁ AMPb 0
regulator importante para a a¢ao provocada por R: VALIBEIGL:
p53 durante a apoptose. ’BEHZ AD- ’
BEHBAHANI,
2023)
cyclin Conhecida como p21. Regulagdo da (BUENO-
dependent progressao do ciclo celular no estagio FORTES et al.,
CDKNIA kinase 0,79 2,20E-07 191 225B-36 112 1,16E-13 G1. A associada a assinatura 2022; ZHU et al.,
inhibitor 1A mesenquimal (CMS4) em CRC. 2019)
cytochrorpe Oncogene. Relacionado a .diStl?.I‘biOS (CH;(;I;IT al.,
cypaar TA0family oy B0l 22 2,55B-02 329 8,08E-04 Mmetabolicos especificos da vitamina Dno - yop Aty ¢
24 subfamily organismo, associado a promogao da 4l 2010: SUN-
A member 1 tumorigénese através da via WNT. g ’ ’

LI LIU, 2016)
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Inibicao do crescimento celular e inducao
da diferenciacdo celular e/ou apoptose.

(GZIL et al.,
2019; MAKINO
doublecortin Oncogene. Correlacionado com etal., 2020;
DCLK1 OUbleco 3,59 492E-14 -0,11  7,81E-01 3,48 2,79E-13 recorréncia tumoral ¢ metastase, e MOHAMMADI
like kinase 1 ) .. .
tumores resistentes a quimioterapia. etal., 2021;
WANG et al.,
2022)
Oncogene. Promove proliferacdo celular (LAI et al., 2020;
DPEP1  dipeptidase I ~ -10,2  2,55E-12 0,83  6,39E-01 -9,36  1,82E-18 gene. TTomove profierag *  ZENGetal.,
metastase e invasao.
2023a)
forkhead box Oncogene. A¢do na proliferagdo, (WANG et al.,
FOXA2 A2 -3,58 1,79E-02  -3,56 8,67E-02 -7,14 2,62E-04 migra¢do e invasao, e transi¢do epitelial 2018; ZENG et
mesenquimal. al., 2023Db)
Supressor de tumor. Relacionado ao ciclo )
. celular, mitose e proliferacdo, respostaa (FERNANDEZ et
glucosaminyl . 1 ~ ]
(N-acetyl) drogas e vias metabolicas. Expressao al., 2018;
GCNT3 Y -2,96  2,22E-03 0,74 4,62E-01 -2,21 1,49E-02  leva ao ganho de propriedades celulares GONZALEZ-
transferase 3, ) - )
mucin t anticancer, redugao do crescimento VALLINAS et
yp celular, a invasdo e alteragdo das al., 2014, 2015)
capacidades metabdlicas.
rainvhead Oncogene. Promove o crescimento
& lil};e tumoral e metastase através da via MEK (TAN et al.,
GRHL3 .. 8,58 420E-09 3,17 8,88E-02 -2,46  4,31E-02 em CRC. Envolvido na formag¢ao da 2021; WANG et
transcription . S
barreira epidérmica, fechamento do tubo al.,2017)
factor 3 : L
neural e reparo de feridas/cicatricacao.
N . (BARTU et al.,
HNFIB HNFI 833 631E-07 0  1,00E400 -85  3,73E-07 Subressordetumor. Expressdoassociada ) NG o
homeobox B ao comportamento benigno ou maligno al., 2020)
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de lesdes. Mecanismo especifico ainda
desconhecido.

Promotor de tumor. Membro da
superfamilia de imunoglobulinas.
Aumento da adesdo de células tumorais

(LIM et al., 2022,

intercellular 1 . , ) )

ICAMI  adhesion  -64 936E-32 176 275B-03 464 247E-31 20 cndotclioecélulas sanguineas o LIU; LIU: XIN.

molecule 1 circulantes e, consequentemente, 2017; YILMAZ
metastase e angiogénese. Reducao da etal.,2021)
resposta imune. Relacionado
positivamente a expressao de P-gp.

- (PAPACHRISTO

kallikrein On ne. Potencial biomarcador d POULOU et al

KLKS related 3,15 9,53E-08 099 437E-02 414  1,39E-12 copen. Torervla’ dlotnareacor £¢ e v
. progndstico desfavoravel para CRC. 2019; WU et al.,

peptidase 5
2016)
matrix Oncogene. Relacionado a via de ) Og(iHEI];I{HIfI]CE}’ of
MMP7 metallopeptid  -2,13 1,13E-02  -0,95 3,04E-01 -3,09 4,82E-04 sinalizacdo de WNT. Papel na al 2(’)22_ ZHU et
ase 7 carcinogénese, invasio ou recorréncia. ? ’
al., 2019)
prune Supressor de tumor. Expressao esta
homolog 2 associada a redugdo da sobrevida celular, (LI et al., 2022a,
PRUNE2 with BCH 639 311E-03 128 6,21E-01 5,12 1,79E-02 proliferagio, invasdo e e promogio da 2022b)
domain apoptose.
(GOPANENKO
Solute carrier Oncogene. Associado a progressao et al., 2020;

. tumoral e metastase. Biomarcador de JIANG; LIAO;

SLCI2A5 rfliler:rrlrlllgerlgj 461 432E-05  -3.61  478E-02  -822  1,03E-06 prognostico desfavoravel para CRC. CHEN, 2021; XU

Biomarcador imunolégico para tumores.

etal.,2016; YU
etal., 2014)
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Oncogene. Regulado de maneira
dependente da hipdxia, levando a uma

STEAP4 desregulagdo no equilibrio do ferro (LIAO et al.,
STEAP4  metalloreduct -5,11 1,37E-02 -1,6  525E-01 -6,71 1,30E-03 yregulage quitibl 2020; XUE et al.,
. mitocondrial e promog¢do tumoral. 2017)
5¢ Regulador da absorcao de cobre celular
mediada por inflamagao.
Oncogene. Relacionado a invasdo e (BUSUI_OC etal,
metéstase. O knockdown de TESC inibiu 2022 HEE
TESC Tescalcin ~ -2,13  5,87E-09 -1,62 7,76E-05  -3,74  343E-21 o oo ase i KAOGRCOW Y KANGetal,
a via NF-kB dependente de Akt e .
o S . 2014; KANG et
diminuiu a sobrevivéncia celular in vitro.
al., 2016)
Supressor de tumor. Papel na paradado  (CHAUDHRY et
fumor protein ciclo celular e apoptose. Ativado al.,2021;
TPS3I3  pS3inducible -023 393E-01 177 169E-11 1,54 374E-09 anscricionalmente por ps3, sugerese  CHAUVIN et al.,
Fotein 3 que desempenha um papel na resposta ao 2022; CHEN;
prote dano do DNA e na apoptose induzida por ZHANG; XU,
pop p
espécies reativas de oxigénio 2021)
Oncogene. Associado a inducao da
resisténcia a drogas, capacidade stemness
tumor progressdo do CRC, e a transi¢do (GU et al., 2016;
) epitelial-mesenquimal (EMT) através da  REN et al., 2020;
TUSC3 suppressor 336 1,53E-03 1,18 1,30E-01 4,54 1,38E-05 sinalizagiio WNT/B-catenina e MAPK. ZHU: DONG,
candidate 3 ~ . L
Superexpressdo associada ao estagio T, 2018)
metastase em linfonodos e metéstase
distante.
(HSIEH et al.,
wingless-type 2023;
MMTV Oncogene. Sinalizagdo Wnt/B-catenina, a KIRIKOSHI;
WNT7A integration -0,07  9,37E-01 1,79 3,21E-02 1,72 3,87E-02  qual est4 associada a quimioresisténciae =~ KATOH, 2002;
site family, escape do sistema imune. Lletal., 2021;
member 7A NIE et al., 2020;

ZHU; LI, 2023)
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A andlise de enriquecimento do conjunto dos 20 genes candidatos realizada por meio da
plataforma Enrich R permitiu evidenciar os 10 principais termos relacionados aos genes litados,
com valor de significancia <0,05 (p-value e adjusted p-value/q-value), conforme Tabela 5.
Alguns dos termos listados estio relacionados a atividade de p53, resposta a dano celular, vias
relacionadas ao desenvolvimento de cancer, e a inducdo de sinal de sobrevivéncia induzido por

TFD.

Tabela S — Lista dos dez principais termos relacionados aos genes diferencialmente expressos
analisados por meio plataforma Enrich R.
Termos p-value  qg-value  Sobreposicio dos genes
p53 transcriptional gene network i i [CDKNI1A, TP53I3,
WP4963 5,35E-017,10E-05 BAX, ICAMI]

LncRNA-mediated mechanisms of
therapeutic resistance WP3672 1L42E+01  9,38E-04 [CDKNIA, ABCBI]
[CDKNI1A, ABCBI,

Vitamin D Receptor Pathway WP2877 2,87E+01 1,26E-03 STEAP4, CYP24A1]

TP53 network WP1742 1,61E+02 4,55E-03 [CDKNI1A, BAX]
DNA damage response (only ATM [CDKNI1A, WNT7A,
dependent) WP710 172E+02  4,55E-03 BAX]

FGF23 signaling in hypophosphatemic
rickets and related disorders WP4790 2,176+02  4,77E-03 [CDKNI1A, CYP24Al]
[CDKNIA, WNT7A,

Breast cancer pathway WP4262 4,64E+02 8,12E-03

BAX]
Nuclear Receptors in Lipid
Metabolism and Toxicity WP299 4,92E+02 8,12E-03 [ABCBI1, CYP24A1]
Integrated Cancer Pathway WP1971  8,76E+02 1,29E-02 [CDKNI1A, BAX]
Photodynamic therapy-induced AP-1 1LI3E+03  1,49E-02 [CDKNIA, BAX]

survival signaling. WP3611

Por fim, na Figura 31 estd representada a andlise de enriquecimento de estado ou
processo biologico por meio da base de dados de assinaturas moleculares (do inglés: Molecular

Signatures Database — MSigDB) da plataforma Enrich R.

OV Response U ] cAM, ABCBI]
e [CDKN1A, BAX]
i N [1CAM, CDKNIA]
N [CDKN1A, BAX]

S S U [WNT7A, ABCBI]
e (CDKN1A, ICAMI]
SR [CDKNI1A, ICAMI]
N (r0xA2]

Figura 31 - Andlise de enriquecimento representando um estado ou processo biologico definido
para os genes diferencialmente expressos. Grafico adaptado da plataforma Enrich R.
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5. DISCUSSAO

A quimioterapia ¢ sem duvidas um grande aliado no tratamento de CRC, principalmente
quando falamos de CRC avang¢ado ou metastatico. Apesar disso, conforme descrito por
BRAUN & SEYMOUR (2011), os tratamentos para tumores mais agressivos tém sido
insuficientes no que se refere a toxicidade para o paciente e que, por consequéncia, causam
efeitos adversos, reduzindo a qualidade de vida. Em seu trabalho, esses autores trazem a
problematica de que o objetivo dos tratamentos, bem como a justificativa para sua escolha, seja
no cenario adjuvante, neoadjuvante ou paliativo, ndo deve ser apenas a eficacia, mas devem ser
pautados no proposito de tentar maximizar a qualidade de vida e longevidade dos pacientes.

Como ja mencionado no capitulo introdutoério desse trabalho, essa perspectiva também
foi exposta por ZHANG et al. (2016), onde se estabelece duas caracteristicas principais para
definir um farmaco/tratamento como util, sendo: alta eficacia e baixa toxicidade.

Quando falamos de quimioterapia com L-OHP, ¢ importante mencionar a toxicidade
associada a esse quimioterdpico, que causa ao paciente reagdes adversas, como a
neurotoxicidade por meio hiperexcitabilidade dos nervos periféricos, causando sintomas como:
espasmos musculares, dificuldade em respirar ou engolir, dor neuropdtica, neurotoxicidade
sensorial cumulativa cronica levando a parestesias (dorméncia) e/ou disestesias (formigamento)
nas maos, pés e boca, fraqueza e alteracdes no equilibrio, alteragdes visuais, entre outros
(CAPONERO; MONTARROYOS; TAHAMTANI, 2016; COMELLA et al., 2009;
GEBREMEDHN; SHORTLAND; MAHNS, 2018; KOBUCHI; SHIMIZU; ITO, 2020;
LEONARD et al., 2005; WILSON et al., 2002).

O surgimento desses sintomas muitas vezes leva a necessidade de reduzir a dose do
tratamento, o que pode levar a perda de eficacia, ou mesmo necessidade de descontinuar o
tratamento, visto que causa debilidades ao paciente (LEONARD et al., 2005). E sabidamente
conhecido que ao reduzir a dose do tratamento ha um risco aumentado de que algumas células
tumorais desenvolvam mecanismos de resisténcia a esse farmaco (CEBALLOS et al., 2019;
MARTIN; HAMILTON; SCHILDER, 2008). Dessa forma ¢ justificada a necessidade de
tratamentos combinatdrios que possam potencializar a eficicia da quimioterapia, a0 mesmo
tempo que reduz o tempo de exposi¢do ao tratamento (BRAUN; SEYMOUR, 2011).

Os pontos mencionados ndo reduzem e nem mesmo descredibilizam a utilizacao da L-
OHP, sabidamente importante para tratamento de CRC avancado ou metastatico, mas trazem a
perspectiva de atengdo para que os médicos possam refletir sobre as escolhas terapéuticas

corretas, bem como motivam o desenvolvimento de novas terapias ou estratégias que possam
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potencializar o efeito da L-OHP, ao mesmo tempo que mitigar os desafios decorrentes da
utilizacdo desse quimioterapico (BRAUN; SEYMOUR, 2011; KOBUCHI; SHIMIZU; ITO,
2020).

Nessa perspectiva, devido a necessidade de utilizar um modelo in vitro de resisténcia a
quimioterapia com L-OHP visando avaliar novas abordagens terapéuticas, bem com entender
os mecanismos celulares e moleculares envolvidos, aliado a indisponibilidade de um modelo
comercial, foi necessario estabelecer o modelo apresentado aqui.

O protocolo de exposi¢ao prolongada e aumento gradual da concentragdo de L-OHP ¢
viavel e nos permitiu obter com sucesso uma linhagem celular significativamente resistente a
L-OHP, confirmada pelo aumento no valor do ICso, o qual foi 10 vezes maior para a linhagem
HCT116-R do que para linhagem HCT116-S. O tempo de 11 meses para obtengdo das células
HCT116-R com indice de resisténcia igual a 10,2+1,0 foi semelhante ao relatado por ZHANG
et al. (2018), os quais levaram aproximadamente 9,4 meses e indice de resisténcia de 10,78 para
a linhagem HCT-8 resistente a L-OHP.

As células utilizadas aqui foram cultivadas por 40 passagens até atingirem o valor de
resisténcia final, o que corrobora com os dados apresentados no trabalho de JENSEN et al.
(2015), no qual as trés linhagens celulares de CRC utilizadas (HCT116; HT29; LoVo) estavam
entre as passagens 41 e 47 na ultima exposicao a L-OHP. Portanto, entende-se que esse ¢ um
numero de passagens médio para que se obtenha sucesso na resisténcia envolvendo exposi¢ao
prolongada e gradual a L-OHP.

Foi mostrado aqui que a linhagem celular HCT116-R (tempo de duplicagao: 26,89+0,8
horas) tem uma taxa de crescimento mais lenta em comparacdo com a linhagem celular
HCT116-S (tempo de duplicagdo: 19,29+0,9 h). A taxa de crescimento mais lenta, quando
comparada a linhagem parental apos a aquisi¢do da resisténcia a L-OHP, também foi relatada
por EL KHOURY et al. (2016). Adicionalmente, esses autores também observaram uma
mudanga semelhante na taxa de crescimento de células HCT116 resistentes a DOX em
compara¢do com as células parentais.

Semelhante aos dados apresentados aqui, LIU et al. (2010) desenvolveram duas
linhagens celulares de CRC resistentes a L-OHP (SW620/L-OHP e loVo/L-OHP) ap6s uma
exposi¢do prolongada e aumento gradual da concentracdo de L-OHP, totalizando 10 meses e
mais de 100 passagens para obter as linhagens celulares finais. Corroborando com nossos

resultados, os autores também evidenciaram que o tempo de duplicag@o das células resistentes
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(SW620/L-OHP: 34,94 horas; loVo/L-OHP: 28,11 horas) se tornou um pouco mais lento
quando comparado com as células sensiveis (SW620: 29,53 horas; loVo: 24,77 horas).

O sucesso no estabelecimento da linhagem foi mais uma vez confirmado por meio do
ensaio de formagao de esferas tumorais, onde pode-se observar que as células HCT116-R nao
tiveram a formacao dos seus esferoides afetada quando expostas até mesmo a concentragdes
mais elevadas de L-OHP, ao contrario do observado para as células HCT116-S, assim como
apresentaram esferoides mais bem definidos/delimitados. Em seu trabalho, EL KHOURY et al.
(2016), observaram que tanto a linhagem HCT116 resistentes a DOX quanto a linhagem HT-
19 resistente a L-OHP foram mais eficazes em formar esferoides em quantidade e em tamanho
do que as linhagens parentais/sensiveis. Esses autores associaram essa observagdo a uma
caracteristica conhecida das CSC, comuns em tumores resistentes.

Os dados de RTCA para caracterizacdo do crescimento celular corroboraram com as
observagdes anteriores quanto a diferenga existente na curva de crescimento de cada linhagem
celular. As células HCT116-S crescem a uma taxa mais rapida e morrem ap6s um periodo de
exposicao a qualquer concentracdo de L-OHP. Em contraste, as células HCT116-R crescem
mais lentamente quando expostas a concentragdes mais baixas de L-OHP, enquanto nas
concentragdes mais altas, as células resistentes parecem entrar em um estado estacionario ou
uma espécie de senescéncia, muito relacionada na literatura como uma forma de protecdo de
células tumorais a acdo de fArmacos que causam danos ao DNA e, por consequéncia, pode estar
relacionada a reincidéncia de tumores (CHANG et al., 1999; WAS et al., 2017, 2018).

Apesar de WAS et al. (2017) terem encontrado inducdo de senescéncia para células
HCT116 tratadas com CPT-1 e DOX, no trabalho deles nao foi detectado a indugdo de
senescéncia por L-OHP. Entretanto, um ponto importante a ser mencionado ¢ que em seu
trabalho os autores utilizaram a concentracdo mais baixa de L-OHP (5 uM) e a linhagem
HCT116 parental, enquanto no atual estudo observamos a pausa do crescimento na linhagem
HCT116-R cultivada na presenga de L-OHP a 50 e 100 uM. Em sua conclusdo, WAS et al.
(2017) sugerem que as células tumorais senescentes que aparecem durante a terapia poderiam
ser consideradas células “dormentes”, as quais vao contribuir para uma reincidéncia do tumor,
quando a quimioterapia ¢ finalizada/suspensa.

Corroborando com o encontrado aqui, ALMENDRO et al. (2009) desenvolveram trés
linhagens resistentes a L-OHP (RHT29, RHCT116 p53(+/+), RHCT116 p53(-/-)) e
demonstraram que as linhagens modificadas eram mais resistentes a apoptose quando expostas

a quimioterapia do que as linhagens parentais. Nossos resultados sugerem que as células
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HCT116-R também estdo evadindo a apoptose, mesmo quando expostas a concentragdes mais
altas de L-OHP. Por outro lado, as células HCT116-S expostas a maiores concentragdes de L-
OHP demonstraram uma alta taxa de apoptose e uma maior porcentagem da fase sub-G1.

A analise do ciclo celular indicou um percentual aumentado de células HCT116-R na
fase G0/G1, diferente das células HCT116-S. Vale ressaltar que as células param de crescer na
fase GO e iniciam o ciclo celular na fase G1, portanto o aumento dessa propor¢do de células
corresponde a parada do crescimento celular (FENG; DONG, 2015; LIU et al., 2010;
MONTOPOLI et al., 2009; SU et al., 2021).

Conforme demonstrado aqui, a propor¢do de células HCT116-R na fase G2/M
aumentou apos exposi¢cdo a L-OHP 100 pM, quando comparada com as outras concentragdes.
Nesse sentido, ¢ importante notar que a fase G2/M ¢é conhecidamente um checkpoint de danos
ao DNA, o qual permite que as células reparem o DNA danificado, mantendo a estabilidade
gendmica, ou parem a proliferagdo. Essa fase ¢ comumente aumentada em cé¢lulas tratadas com
drogas a base de platina, associada a apoptose (ATALLAH et al., 2004; SZAKACS et al., 2006).
Esse resultado ja era esperado, visto que as células HCT116-R estabelecidas aqui sdo resistentes
a apenas 10x o valor de ICs.

SU et al. (2021) demonstraram que a linhagem resistente a HCT116/L-OHP (DRI 9.4)
desenvolvida era compostas principalmente pela maior proporcdo de células na fase G1, o que
diminuiu apds tratamento combinado com L-OHP e erianina, a0 mesmo tempo em que houve
um aumento significativo da propor¢do de células na fase G2/M, indicando uma reversdo da
resisténcia L-OHP. Além disso, YANO et al. (2014) demonstraram que as células tumorais
invasivas geralmente estavam na fase GO/G1, associadas a um perfil resistente a quimioterapia
e possuiam uma capacidade migratoria mais acelerada do que as células tumorais na fase
S/G2/M.

Semelhante ao observado aqui, LIU et al. (2010) obtiveram uma maior propor¢ao de
células na fase GO/G1 e menor propor¢ao na fase G2/M para suas linhagens celulares resistentes
a L-OHP (SW620/L-OHP e loVo/L-OHP) quando comparado com a linha celular parental, uma
descoberta que os autores associaram ao desenvolvimento de um fendtipo semelhante a CSC e
um perfil MDR.

Sabe-se que células resistentes a quimioterapicos podem desenvolver diversos
mecanismos de MDR, como inativagdo de drogas, alteracdes nos sitios-alvo das drogas,

aumento do reparo do DNA, aumento da expressdo de genes relacionados a resisténcia,
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alteragcdes no ciclo celular, alta expressdo de bombas de efluxo de drogas e inibi¢do de morte
celular por supressao da apoptose (YANO et al., 2014).

Dessa forma, podemos inferir que a evasao da apoptose, apos o tratamento com L-OHP
para as células HCT116-R, observada em nosso trabalho estd relacionada a aquisicdo de
resisténcia a L-OHP por algum dos mecanismos descritos na literatura: aumento das proteinas
de reparo do DNA removendo os adutos de platina-DNA, modulagdo de proteinas reguladoras
do ciclo celular ou mesmo maior tolerancia ao acumulo de adutos de DNA (ATALLAH et al.,
2004; FENG; DONG, 2015; HOWELLS et al.,2011; MANSOORI et al., 2017). Nesse sentido,
até aqui, foi constatado o sucesso na aquisi¢cao da linhagem HCT116-R.

A avaliagdo da eficicia terapéutica dos tratamentos combinatérios utilizados aqui,
demonstrou que apesar da linhagem HCTI116-R ser significativamente resistente ao
quimioterapico, quando expostas aos tratamentos alternativos de forma isolada (CURC, NLSC
e TFD), ndo foi encontrada diferenca significativa na acdo desses fAirmacos sobre as células
sensiveis e resistentes. Ou seja, o valor de ICso desses farmacos ¢ estatisticamente semelhante
para ambas as linhagens.

A tnica diferenga encontrada aqui foi na comparagao entre o valor de ICso da CURC e
da NLSC para as células HCT116-R, sendo a curcumina em sua forma livre mais citotoxica
para esta linhagem. Isso pode ser explicado pelo simples fato de que a exposi¢do direta ao
farmaco nas condigdes controladas de cultivo de células in vitro ¢ mais eficiente do que a
utilizagcdo em sua forma nanoestruturada. Entretanto, estudos futuros que busquem investigar a
acdo da curcumina in vivo devem utilizar a sua forma nanoestruturada, objetivando aumentar a
biodisponibilidade, conforme ja demonstrado na literatura (IDOUDI et al., 2022; OJO et al.,
2022; PENG et al., 2018; WONG et al., 2019). Cabe ressaltar que para a AICIFt, devido a sua
alta hidrofobicidade, foi indispensavel o uso da sua forma nanoestruturada (NE-AICIFt), como
j& demonstrado anteriormente por MUEHLMANN et al. (2015).

Os valores obtidos de ICso para a NLS foram estatisticamente diferentes do obtido para
a NLSC em ambas as linhagens. Sendo a significdncia maior para HCT116-R do que para
HCT116-S, o que pode estar associado a propria caracteristica de resisténcia trabalhada aqui.

Apesar da diferenga estatistica mencionada, foi considerado invidvel o uso dessa
nanoparticula em concentra¢des mais elevadas, conforme demonstrado no ensaio de sinergismo,
o qual utilizou valores de NLSC 2x(ICs0) e 4x(ICs0) e resultou em uma alta toxicidade,
independente do uso individual ou combinado e do tipo de linhagem. Os dados observados para

essas concentragdes podem ser o efeito toxico dos proprios componentes da nanoparticula para

83



a nossa linhagem. Portanto, no geral, ndo foi encontrada vantagem no uso da NLSC em
compara¢do com a curcumina livre na reducdo da concentracgao inibitéria em nosso modelo in
vitro.

A combinagdo terapéutica utilizada aqui foi escolhida baseada na ideia das duas
principais caracteristicas de um farmaco/tratamento util: alta eficicia e baixa toxicidade
(ZHANG; FU; CHOU, 2016). Sendo justificada a utilizagdo da TFD como pré-sensibilizante
por meio de NE contendo o fotossensibilizante AICIFt, L-OHP com concentragdo estimada na
metade do seu valor de ICso combinada com a CURC.

Os resultados observados para os ensaios de viabilidade e clonogénico corroboraram
entre si para HCT116-S quando exposta a L-OHP ou tratamentos combinatorios, visto que na
presenga de L-OHP com ou sem as demais combinagdes apontaram para uma reducdo da
viabilidade celular e capacidade de formar colonias, como esperado.

J& para a linhagem resistente, os tratamentos combinatdrios (L-OHP+CURC, TFD+L-
OHP, TFD+CURC e TFD+L-OHP+CURC) demonstram uma capacidade de potencializar o
efeito da L-OHP, sem necessidade de utilizagao de uma alta concentragio da quimioterapia para
eficacia terapéutica, diferente do observado para os tratamentos de forma isolada (monomodal).

O ensaio de migragdo - scratch assay corroborou com o observado nos ensaios de
caracteriza¢do da linhagem, onde foi constatado que a linhagem HCT116-S tem uma taxa de
duplicacdo e/ou crescimento mais acelerada do que a linhagem HCT116-R. Para a linhagem
HCT116-R podemos inferir que o impacto dos tratamentos parece nao ser tdo efetivo na reducao
da migragdo celular. Porém, ha um indicativo de um potencial mais efetivo do grupo
TFD+CURC+L-OHP no que se refere a reducdo da migracao celular quando comparada ao
grupo controle, o que ndo foi observado para os demais grupos.

Para o ensaio de migragdo em tempo real, foi possivel observar que para o grupo
controle e sem L-OHP a linhagem HCT116-S apresentou maior taxa de migragdo ao final das
48 horas. Enquanto os grupos expostos a L-OHP apresentaram valores negativos para HCT116-
S, corroboraram com o esperando e demonstrado até aqui, e indicando um papel importante da
L-OHP no perfil migratorio dessas células. Ja para a linhagem HCT116-R, ndo foi observado
indice celular negativo, mostrando que independente do tratamento utilizado houve um
percentual de células migrando. As menores taxas observadas para HCT116-R nesse ensaio
foram para os grupos TFD+L-OHP e TFD+L-OHP+CURC.

Para ambas as linhagens no ensaio de migracdo RTCA, os grupos expostos a CURC

sem a presenca da L-OHP tiveram uma tendéncia um pouco menor de bloqueio da capacidade
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de migracao celular. Entretanto, ainda assim podemos considerar como uma resposta relevante,
visto que esse farmaco ¢ indicado para ser utilizado de forma combinada com o quimioterapico,
devido a ter a¢do adjuvante para aplicacdo da quimioterapia (ASHRAFIZADEH et al., 2020;
HOWELLS et al., 2011; LAYOS; MARTINEZ-BALIBREA; RUIZ DE PORRAS, 2022;
OZAWA-UMETA et al., 2020; RUIZ DE PORRAS et al., 2016; SHAIKH et al., 2021).

Em seu trabalho, HERRERO DE LA PARTE et al. (2021) demonstraram que a CURC
reduz a proliferagdo e migra¢do de células de CRC, retardando o crescimento in vivo de
metastases hepaticas em ratos. Vale ressaltar que o efeito da CURC foi dose-dependente,
portanto, podemos inferir que o perfil observado aqui condiz com o esperado e descrito na
literatura, mas compreende-se que ela por si ndo teria um papel tdo efetivo na redugdo da
migracdo nas condi¢des aqui utilizadas.

Em sua revisio de literatura, LAYOS; MARTINEZ-BALIBREA; RUIZ DE PORRAS
(2022) discorreram sobre o papel da CURC, na qual foi dito que a ela deve ser um farmaco
adicionado ao tratamento quimioterapico padrdo para CRC metastatico, estando relacionado
tanto com a reducdo dos efeitos colaterais da quimioterapia quanto com a superacdo da
resisténcia a quimioterapia, resultado na melhoria da qualidade de vida do paciente. Por isso,
incentiva-se fortemente que a CURC seja utilizada em estudos futuros.

Os dados de morte celular permitem inferir um papel importante da CURC no aumento
da propor¢do de células necrodticas para a linhagem sensivel, sendo este perfil aumentando
quando combinado com a TFD e/ou L-OHP, como observado para os grupos CURC, L-
OHP+CURC, TFD+CURC e TFD+L-OHP+CURC, citados na ordem de menor até maior
intensidade do marcador de necrose. J& para a linhagem HCT116-R, também foi possivel inferir
um papel importante da CURC no aumento da propor¢ao de células necroticas, principalmente
quando combinada com L-OHP e/ou TFD, como observado para os grupos L-OHP+CURC e
TFD+L-OHP+CURC.

A possibilidade de reducdo da toxicidade associada a L-OHP mantendo a eficacia
terapéutica, ¢ um dado primordial para que possamos contrapor desafios no tratamento
oncoldgico que estdo ligados diretamente, ndo somente a sobrevida do paciente, mas também a
qualidade de vida que costuma ser comprometida devido as altas doses necessarias de
quimioterapia, conforme mencionado no inicio dessa sessao.

Podemos concluir que para todos os ensaios a combinagdo TFD+CURC+L-OHP teve
uma tendéncia de apresentar as menores taxas dentre os grupos avaliados, principalmente para

a linhagem HCT116-R, demonstrando ser uma boa abordagem terapéutica. Sendo assim,

85



considerando todas as observagdes mencionadas anteriormente, os grupos: TFD+CURC+L-
OHP (R_Tripla) e o controle da linhagem HCT116-R(R_CTRL), bem como o grupo controle
de HCT116-S (S_CTRL), foram escolhidos para avaliacio dos DEGs por meio da técnica de
RNAseq.

O heatmap das amostras enviadas para sequenciamento corroborou com o esperado,
onde tivemos maior similaridade entre as duplicatas de uma mesma amostra e maior
similaridade entre as amostras R Tripla e R_ CTRL, seguido de maior similaridade entre a
R CTRL e S CTRL, e menor similaridade entre R_Triplae S CTRL.

Essa percepcao ficou mais evidenciada no volcano plot e diagrama de venn apresentados
na sessao de resultados, onde tivemos maior quantidade de DEGs nos comparativos R_Tripla
x S CTRL eR CTRL x S _CTRL, evidenciando o observado ao longo desse trabalho quanto a
obtencdo de uma linhagem diferente da parental e evidentemente mais resistente a L-OHP.
Enquanto isso foi encontrada uma menor quantidade de DEGs para o comparativo R_Tripla x
R _CTRL, conforme esperando, por se tratar da mesma linhagem, apenas exposta ao tratamento
combinatorio, corroborando, portanto, com a percep¢do de maior similaridade entre esses
grupos.

A andlise de enriquecimento de processos biologicos evidenciou vias € processos
cruciais para o desenvolvimento tumoral (resposta imune, metabolismo celular, transcri¢io e
regulacdo da expressdo génica, adesdo, migracdo, sinalizacdo e morte celular, e resposta a
estimulo quimico). Quando comparados os grupos R CTRL x S CTRL, pode-se observar a
regulagdo negativa de algumas vias relacionadas ao processo transcricdo e regulacdo da
expressao génica, bem como maior expressao da via descrita como regulagdo negativa da morte
celular, indicando a presenca de DEGs relacionados a evasao da apoptose.

Quando tratada, a linhagem HCT116-R teve uma tendéncia a aumentar a expressao dos
genes envolvidos no processo transcri¢c@o e regulacdo da expressdo génica, comparado com as
células HCT116-S ndo tratadas (comparativos R Tripla x S CTRL), o que pode indicar um
perfil de resposta importante do tratamento aqui empregado. Além disso, também foi observada
a regulacdo negativa de alguns genes envolvidos com resposta imune. O comparativo R_Tripla
x R_CTRL demonstrou DEGs envolvidos em metabolismo celular, processo bioldgicos, fungao
molecular, superficie celular e transportadores transmembranares.

Em seu trabalho, ZHANG et al. (2018) compararam a célula HCT-8 resistente com sua
célula parental/sensivel. Os autores demonstraram que a inducdo de resisténcia levou a

mudangcas significativas na expressdo de genes e proteinas relacionadas ao perfil MDR, com
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aumentos na proteina de reparo do DNA (ERCCI), bomba de efluxo (ABCB1 ¢ ABCCl1) e
GSTPI, relacionados a detoxificacdo de drogas.

No presente estudo, por meio da andlise de enriquecimento, foi visto uma expressao
reduzida dos DEGS relacionados a detoxificagdo no comparativo R_Triplax S CTRL, presente
apenas nesse comparativo. Isso pode ser um indicador do papel do tratamento trimodal na
reducdo de genes que possam estar atuando nessa via de resisténcia. Dentre todos os DEGs
encontrados, foram escolhidos 20 genes que estdo descritos na literatura como tendo um papel
importante no CRC para que possam ser investigados posteriormente por meio da técnica de
RT-gPCR. Dentre eles, alguns serdo citados e discutidos a seguir.

Para o gene ABCBI, foi obtida uma expressao diferencial UP, porém ainda considerada
baixa, no comparativo R_tripla x R_CTRL, ja no comparativo R CTRL x S CTRL observou-
se uma expressao ainda menor desse gene, a0 comparar 0s mesmos grupos apos o tratamento
da célula resistente R Tripla x S CTRL também se observou uma expressdo significativa
reduzida.

Em seu trabalho, WU et al. (2021) estabeleceram uma linhagem celular de CRC
resistente a irinotecano (S1-IR20), em seus resultados obtidos pela analise de western blot, foi
visto que as células S1-IR20 apresentaram um aumento na expressao de ABCG2, mas ndo na
expressao de ABCB1 ou ABCC1 comparada com a linhagem parental. HSU et al. (2018)
também observaram que a linhagem celular LoVo resistente a L-OHP desenvolvida por eles
teve uma expressao elevada do mRNA e proteina de ABCG2, quando tratadas com oxaliplatina,
5-FU e CPT-11. Dessa forma, a reducdo na expressdo de ABCBI1 nas células HCT116-R
(controle e tripla) corrobora com o observado por outros autores, indicando que esse gene nao
representa mecanismo ligado a resisténcia aqui observada.

O papel do gene BAX foi demonstrado no trabalho de MCCURRACH et al. (1997),
onde os autores viram que o BAX estaria funcionando como um efetor de p53 na apoptose
induzida por quimioterapia e contribui para a supressao tumoral por meio da via de p53. Sendo,
portanto, considerado que o gene BAX ¢ um determinante/marcador de quimiossensibilidade
dependente de p53.

Nesse sentido, aqui discutiremos em conjunto os genes BAX e TP5313, que se
encontraram aumentados quando as células HCT116-R foram tratadas. De acordo com o
exposto por CHAUVIN et al. (2022), TP5313 ¢ ativado transcricionalmente por p53,
desempenhando um possivel papel na resposta ao dano do DNA e na apoptose induzida por

ROS. Em seu trabalho, os autores demonstraram que a linhagem celular HCT116, ap6s o
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tratamento com 5-FU, teve um aumento de proteinas envolvidas na via de sinalizagdo P53,
especialmente a proteina pro-apoptotica BAX e TP5313, as quais também estavam aumentadas
no nivel transcriptdmico. Nesse sentido, podemos inferir que o tratamento trimodal parece estar
induzindo apoptose por meio do aumento da expressao de BAX e TP5313.

O papel de BAX na resisténcia do CRC também foi avaliado por MANOOCHEHRI et
al. (2014). Em seu trabalho, os autores mostraram que genes pro-apoptoticos, como BAX,
foram regulados negativamente em células HT-29 resistentes em comparagdo com células HT-
29 parental. Ao final, os autores concluiram que h4d uma regulacdo negativa de BAX
contribuindo para o desenvolvimento do CRC e da resisténcia celular ao 5-FU.

Para este trabalho, apesar do comparativo R CTRL x S CTRL nao ter identificado uma
grande diferenca na expressdao de BAX, quando olhamos para os dados de R_triplo x S CTRL
podemos inferir que a terapia utilizada aqui parece estar aumentando a expressao desse gene, o
que seria indicativo de um aumento na cascata apoptética. Essa observagdo foi semelhante ao
exposto por YANG et al. (2011), onde os autores mostraram que a L-OHP lipossomal aumentou
a expressao do gene BAX comparado com L-OHP ndo lipossomal em modelo murino.

Existem poucos estudos sobre o papel de WNT7A no CRC. Entretanto, NIE et al. (2020)
trouxeram que WNT7A ¢ considerado um ligante crucial na via de sinalizagdo candnica de
WNT, mencionando que para CRC esse gene tem sido associado como tendo um papel protetor
para o desenvolvimento tumoral. ZHU et al. (2021) também destacaram que a via sinalizacao
candnica Wnt/B-catenina esta associada ao perfil das CSC, além de ter papel na melhora da
resisténcia aos medicamentos por meio da promocao da expressdo de transportadores ABC.
Considerando que a expressdo desse gene ndo teve muita diferenca entre a R CTRL e a
S CTRL, porém ele se encontrou aumentado apds o tratamento (R _tripla), podemos inferir que
h4 um papel importante desse gene na resposta de HCT116-R ao tratamento trimodal, quando
comparado com os demais grupos, indicando um provavel mecanismo de escape ou resisténcia
ao tratamento nessa linhagem.

No que se refere ao gene TESC, HEE KANG et al. (2014) observaram que o knockdown
de TESC inibiu a via NF-kB dependente de Akt e diminuiu a sobrevivéncia celular in vitro. No
presente estudo, observamos que a expressao desse gene ja se encontra reduzida na HCT116-
R, porém ha um aumento nessa redugdo no comparativo R_triplax S CTRL, bem como ha uma
expressao DOWN significativa entre R _tripla e R CTRL. Nesse sentido, podemos sugerir aqui

uma possivel inibicdo de TESC por meio do tratamento empregado.
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Um outro gene importante foi o CDKNIA, também conhecido como p21, o qual
apareceu aumentado para HCT116-R tratadas quando comparadas a R CTRL e S CTRL. Nas
andlises de enriquecimento feitas por meio da plataforma Enrich R, o CDKNI1A apareceu em
quase todas as vias, sugerindo um papel importante na resposta obtida apos o tratamento. Em
seu trabalho, BUENO-FORTES et al. (2022) utilizaram a linhagem HCT116 p21-/— e
avaliaram que houve uma UP regulacdo de genes envolvidos no perfil do subtipo mesenquimal
CMS4 de CRC, significativamente associado a mau prognéstico devido a maior malignidade
do tumor (maior capacidade migratdria, alta capacidade stemness e resisténcia a drogas).

Além disso, CDKNIA ¢ conhecido por sua associagdo direta com a cascata de p53, o
qual ¢ responsavel pela transativacdo de p21, levando a progressdo do ciclo celular em G1,
promovendo a interrupc¢ao da sintese de DNA e parada do ciclo celular (ZHU et al., 2019). Em
resposta ao dano no DNA, esta cascata levara a inibi¢ao do ciclo celular e, consequentemente,
apoptose, como demonstrado e discutido por KIM & KIM (2007) ao avaliarem a presenga de
p21 em 35 tumores provenientes de pacientes com CRC. Sendo assim, em conjunto com o
observado para BAX e TP5313, podemos concluir que a expressdo elevada de CDKNI1A
representa uma perspectiva de eficacia positiva para o tratamento aqui utilizado.

Um outro gene que vamos comentar aqui ¢ o CYP24Al1, o qual tem papel na
disponibilidade da vitamina D. De acordo com os dados da literatura, CYP24A1 codifica a
enzima 24-hidroxilase que inicia a degradacdo do metabolito ativo da vitamina D (1,25-(OH)2
vitamina D), a qual é associada como um fator preventivo e protetor contra o desenvolvimento
do CRC (FELDMAN et al., 2014; FERNANDEZ-BARRAL et al., 2020; LI et al., 2019;
SEDLAK; YILMAZ; ROPER, 2023; VAUGHAN-SHAW et al., 2020).

Em seu trabalho, LI ez al. (2019) avaliaram a expressao de CYP24 A1 a fim de identificar
o seu papel na concentragdo de insulina em uma populagao da provincia de Henan (China),
onde viram que um maior numero de copias de CYP24A1 foi um fator de risco para deficiéncia
de vitamina D, correlacionado positivamente com a concentragdo de insulina sérica.

No artigo publicado por CHAI et al. (2021) os autores relatam que a deficiéncia de
vitamina D esta associada a variedade de tumores, incluindo CRC. Eles também discorreram
que a suscetibilidade ao CRC foi associada as mutagdes do gene CYP24Al, o qual estaria
agindo por meio da via WNT. Ao avaliar o perfil desse gene na populagao de Jiamusi (China),
os autores relataram que este pode ser um fator de risco genético relacionado com a maior
prevaléncia de CRC nessa populagio. Nesse mesmo sentido, HORVATH et al. (2010)

encontraram uma correlagdo significativa entre a expressdo de CYP24A1 e Ki-67 (marcador de
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atividade proliferativa), revelando que tecidos com altos niveis de expressao de CYP24A1 tém
uma taxa de proliferagdo aumentada.

Diante disso, a baixa expressdo de CYP24Al para as células HCT116-R apos o
tratamento pode ser correlacionada como um indicador de prognéstico positivo da terapia
trimodal aplicada no presente estudo. Vale ressaltar que na analise funcional realizada por meio
da plataforma Enrich R, foi vista uma sobreposi¢do dos genes CDKN1A, ABCB1, STEAP4 ¢
CYP24A1 para a via “Vitamin D Receptor Pathway WP2877”, corroborando com a literatura
quanto ao papel dessa via no desenvolvimento do CRC, mas também associando outros genes.

Por fim, um outro gene que pode ter um mecanismo envolvido diretamente com os
dados aqui apresentados e pode ser visto como um marcador de eficécia ¢ o gene GRHL3. Esse
tem papel no crescimento tumoral, metastase e no reparo de feridas/cicatrizagdo (TAN et al.,
2021; WANG et al., 2017). Como pode-se observar, esse ¢ gene se encontrou UP regulado no
comparativo R CTRL x S CTRL, assim como no comparativo R_tripla x R_CTRL. Entretanto,
ao comparar a expressdo diferencial de GRHL3 nas células HCT116-R apos tratamento
trimodal foi observada uma reducgdo expressiva desse gene no comparativo R triplax S CTRL,
indicando um possivel mecanismo associado a GRHL3 do tratamento nas células HCT116-R,
0 que corroborou com o observado nos ensaios de migracao pela técnica de scratch e no ensaio
em tempo real.

Um outro ponto importante a ser mencionado foi o descritor “Photodynamic therapy-
induced AP-1 survival signaling. WP3611” observado na analise de enriquecimento por meio
do Enrich R, o qual teve correlagdo com os genes CDKN1A e BAX. Como ja mencionado no
capitulo introdutorio desse trabalho, a TFD leva a produg¢do de ROS, culminando em uma
cascata de sinalizacdo que induzird estresse celular e morte por apoptose ou necrose (DOS
SANTOS et al., 2018; KAWCZYK-KRUPKA et al., 2016).

BROEKGAARDEN et al. (2015) trouxeram em sua revisao de literatura que o estresse
celular ocasionado pela produgdo de ROS por meio da TFD desencadeia uma resposta das
células tumorais para lidar com o estresse oxidativo e evitar danos celulares, conhecido como
resposta aguda ao estresse. Os autores trouxeram que os mecanismos/vias de sobrevivéncia sao
mediados por diversos fatores que visam proteger a célula do estresse, entre eles esta a proteina
ativadora de fatores de transcricdo 1 (AP-1). Resumidamente, as ROS podem ativar o fator de
transicdo NRF2 (NFE2 like bZIP transcription factor 2), o qual ird se translocar para o nticleo
e dimerizar com AP-1 para iniciar a transcri¢do de enzimas antioxidantes e bombas de efluxo

(ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCC6 e ABCG2). De forma complementar, cabe ressaltar que a
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CURC tem acao conhecida na regulagdo de AP-1, conforme relatado por WONG et al. (2019),
o que pode significar uma atuagdo conjunta dessas terapias na resposta aqui observada.

Os resultados obtidos estdo representados na Figura 32. No geral, os dados indicam que
as células HCT116-R estabelecidas aqui exibem caracteristicas do perfil MDR, as quais quando
tratadas com a terapia TFD+L-OHP+CURC apresentaram a perspectiva de reducdo da
capacidade de reincidéncia tumoral, reducdo da capacidade metastatica, aumento da taxa de
morte celular, além de desencadear alteragdes na expressao (UP/DOWN) de genes relacionados
a vias de sinalizag¢do importantes para o sucesso e/ou fracasso do tratamento do CRC resistente,
como o aumento da expressdo de genes relacionados ao metabolismo celular/fungdes
moleculares/transcri¢do e regulacdo génica/ativacio da resposta imune e reducao da expressao
de genes relacionados aos transportadores transmembranares/adesdo/migracdo/sinaliza¢ao

celular.

TFD L-OHP  CURC @ & o
[IC:o) [4do ICs] [ICs) l 4’ }a 8 Reincidéncia

.’
| . _% %4 Capacidade
ey metastdtica

Y A
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Figura 32 — Resumo geral dos resultados observados. CURC: curcumina livre; L-OHP:

oxaliplatina; TFD: terapia fotodindmica mediada pela NE-AICIFt, seguido da exposi¢do ao

LED. Figura criada com BioRender.com.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O protocolo utilizado para aquisicao da linhagem resistente a L-OHP ¢ eficaz e viavel
de ser reproduzido. Como pdde-se perceber, os dados aqui apresentados corroboram com o
demonstrado por diversos autores, entre eles EL KHOURY et al. (2016) sobre como a aquisi¢ao
do perfil MDR estd em partes associada ao surgimento de células com algumas caracteristicas
de CSC. No ANEXO I se encontra o artigo publicado sobre o estabelecimento e caracterizagao
da linhagem HCT116-R, intitulado: “Establishment and characterization of oxaliplatin-resistant
human colorectal cancer cell line”.

A linhagem resistente aqui obtida pode ser utilizada para o estudo de novos tratamentos
que possam contribuir para a reversao da resisténcia a L-OHP, estudos voltados a compreensao
de mecanismos de MDR, investigacdo da relacdo da aquisi¢do de perfil senescente para escape
da morte celular por L-OHP, bem como para entendimento de como um tumor resistente pode
estar respondendo a terapia e os mecanismos moleculares por tras dessa resposta

Por meio da abordagem de inducao de resisténcia a L-OHP na linhagem celular HCT116
seguido da exposicdo a diferentes combinagdes terapéuticas de TFD, L-OHP e CURC, o
presente trabalho demonstra, pela primeira vez, o potencial terapéutico dessa combinagdo de
tratamentos em linhagem resistente por meio de diferentes ensaios e a nivel molecular. No geral,
a TFD medida pela NE-AICIFt mostrou ser uma boa abordagem para pré-sensibilizar as células
HCT116-R ao tratamento com L-OHP e/ou curcumina.

No geral, as andlises de viabilidade, citotoxicidade, migracao, perfil de morte celular,
bem como a andlise do transcriptoma, corroboraram entre si e fortaleceram a percepc¢ao de
eficdcia do tratamento combinatorio TFD+L-OHP+CURC na linhagem HCT116-R, devendo-
se destacar que a concentracdo de L-OHP utilizada foi 2 do valor de ICso dessas células.
Portanto, mesmo utilizando uma concentragdo baixa da quimioterapia, foi possivel manter a
eficécia terapéutica, sem necessidade de aumentar a concentra¢do do quimioterapico, trazendo
a perspectiva futura de reducao de efeito toxicos comumente associados a utilizagao da L-OHP.

Por fim, os dados apresentados aqui devem ser utilizados para fomentar futuros
trabalhos voltados para: validagdo dos 20 genes destacados como candidatos por meio da
técnica RT-qPCR (em andamento); estudos sobre a presenca de células senescentes na linhagem
HCT116-R tratada com altas concentragdes de L-OHP; investigacdo da eficacia de utilizagao
da curcumina nanoestrutura em modelo in vivo; avaliacdo da aplicabilidade, desafios e eficacia
do tratamento combinatério em modelo animal (in vivo); investigacdo da aquisicdo de

resisténcia cruzada a outros medicamentos.
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