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RESUMO

O osteossarcoma é o cancer 6sseo mais comum e afeta principalmente criancas e
adolescentes. Embora o surgimento das terapias multidrogas tenha melhorado o
tratamento, aproximadamente 30% dos pacientes com osteossarcoma desenvolvem
metéastase. As chalconas, metabolitos da classe dos flavonoides, tém demonstrado
diversas propriedades antitumorais. Em trabalho anterior foi identificado que a trans-
Chalcona inibe a expressdo génica da enzima topoisomerase 2A, que tem sua expressao
regulada pelos fatores de transcricdo p53 e Spl, ambos alvos de drogas
anticarcinogénicas. Deste modo, o objetivo do trabalho foi verificar se os efeitos da trans-
Chalcona, em células de osteossarcoma humano U20S, estavam relacionados com a
regulacdo dos fatores de transcricdo p53 e Spl, que sdo responsaveis por controlarem a
transcricdo de diversos genes envolvidos em processos celulares como: arrasto do ciclo
celular, reparo do DNA e inducgéo de apoptose. Apos tratamento com trans-Chalcona, a
viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de MTT e a apoptose através de citometria de
fluxo, coloracdo com DAPI e deteccdo da atividade de caspases. A expressdo de Spl e
p53 foi mensurada por Western Blot. A regulacédo transcricional e pds-traducional foram
avaliadas por RT-PCR, ensaio da luciferase e experimentos com inibidores de
proteossoma. O efeito da trans-Chalcona sobre o transcriptoma da linhagem U20S foi
avaliado por RNA-Seq. ldentificou-se que o crescimento celular foi inibido pela trans-
Chalcona de forma dose e tempo dependente, com significante inibicdo a 10 uM apds 48
horas de tratamento. A trans-Chalcona também induziu apoptose de forma dose
dependente, aumentando o numero de células apoptéticas em 1,9 e 3,6 vezes nas
concentracdes de 10 uM e 50 UM, respectivamente. Analises de Western Blot e RT-PCR
indicaram que a trans-Chalcona reduziu Sp1 em nivel transcricional e pds-traducional e
aumentou a expressdao de p53 em nivel pds-traducional. Esses resultados foram
confirmados pelo ensaio da luciferase de promotores Spl, Top2A e MDM2, e por ensaio
de degradacdo proteossomal. A analise de RNA-seq demonstrou que a trans-Chalcona
modulou diversas vias importantes no desenvolvimento do cancer, tais como: as vias de
apoptose, sinalizacdo da p53 e WNT/catenina. Além disso, observou-se que a

estabilizacdo da proteina p53 e inducdo de apoptose promovida pela trans-Chalcona é



mediada parcialmente pela inducao da proteina Hsp40. Assim, identificou-se que a trans-
Chalcona inibe o crescimento celular e induz apoptose em células de osteossarcoma
humano. Estes efeitos, pelo menos em parte, estdo relacionados com a supressdo da
proteina oncogénica Spl, inducdo do supressor de tumor p53 e regulacdo transcricional
de diversos genes alvos de Sp1/p53.

Palavras Chaves: p53, Spl, osteossarcoma, trans-Chalcona, apoptose



ABSTRACT

Osteosarcoma is the most common bone cancer and mainly affects children and
adolescents. Although the emergence of multidrug therapies has improved treatment,
approximately 30% of patients with osteosarcoma develop metastasis. Chalcones,
metabolites of the flavonoid class, have demonstrated several antitumor properties. In
previous work it was identified that trans-Chalcone inhibits topoisomerase 2A gene
expression, which has its expression regulated by the transcription factors p53 and Sp1,
both targets of anticarcinogenic drugs. Based on this, the aim of the work was to verify
in human U20S osteosarcoma cells if the trans-Chalcone’s effects were related to the
regulation of transcription factors p53 and Sp1, which are responsible for controlling the
transcription of several genes involved in cellular processes, such as cell cycle arrest,
DNA repair and apoptosis induction. After treatment with trans-Chalcone, cell viability
was assessed by MTT assay and apoptosis by flow cytometry, DAPI staining and
detection of caspase activity. Expression of Sp1l and p53 was measured by Western Blot.
Transcriptional and post-translational regulation were evaluated by RT-PCR, luciferase
assay and experiments with proteasome inhibitors. The effect of trans-Chalcone on U20S
transcriptome was evaluated by RNA-Seq. Cell growth was inhibited by trans-Chalcone
in a dose-dependent manner, with significant inhibition at 10 uM after 48 hours of
treatment. Trans-Chalcone also induced apoptosis in a dose-dependent manner,
increasing the number of apoptotic cells by 1.9 and 3.6 fold at concentrations of 10 uM
and 50 uM, respectively. Western Blot and RT-PCR analysis indicated that trans-
Chalcone reduced Spl at the transcriptional and post-translational levels, and increased
p53 expression at post-translational level. These results were confirmed by the luciferase
assay of Sp1, Top2A and MDM2 promoters, and by proteasome degradation assay. RNA-
Seq analysis demonstrated that trans-Chalcone modulated several important pathways in
the cancer development, such as apoptosis and p53 and WNT/catenin signaling pathways.
Furthermore, it has been observed that the stabilization of p53 protein and induction of
apoptosis promoted by trans-Chalcone is partially mediated by the induction of the Hsp40
protein. Thus, in this work, was found that trans-Chalcone inhibits cell growth and

induces apoptosis in human osteosarcoma cells. These effects, at least in part, are related



to suppression of the Sp1 oncogenic protein, induction of the p53 tumor suppressor, and
transcriptional regulation of Sp1/p53 target genes.

Key Words: p53, Sp1, osteosarcoma, trans-chalcone, apoptosis



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Célula de origem do osteossarcoma. Os subtipos de osteossarcoma se originam
de células da via de diferenciacdo de células tronco mesenquimais para osteoblasto.
Adaptado: (Mutsaers € Walkley, 2014)...........uuuuummmmmiiiiiiiiiiees 3

Figura 2. Modelo de estabilizacdo da proteina p53. Sinais de estresse celular levam a
ativacdo de genes que provocam modificacdes poOs-traducionais na proteina p53, tais
como: metilagéo, acetilacdo e principalmente fosforilacdo. Estas modificacdes impedem
que a proteina MDM2 provoque a ubiquitinagcdo da p53 e, consequentemente, a sua
degradacdo pelo proteossoma. A proteina p53 estabilizada pode ligar-se na regido
promotora dos seus genes alvos e regular a transcri¢cdo dos mesmos e, assim, desencadear

0S processos de arraste do ciclo celular, apoptose, entre QULIOS. ..........eeeeeeerveeeeernnnnnnn. 8

Figura 3. Dominios da proteina Spl. (DAT) dominio de transativagdo. O dominio
carregado auxilia a ligacdo dos motifs “zinc fingers” no DNA. O dominio de
multimerizagdo (Multi) facilita a interagdo entre diversas moléculas de Sp1, permitindo a

superativacdo de genes que contém varios sitios para a ligagdo de Spl. ...........ccvvveeee. 9

Figura 4. Inibicdo do crescimento das células U20S tratadas com trans-Chalcona e
merbarone. A. Estrutura quimica dos compostos trans-Chalcona e merbarone. B. Células
U20S foram tratadas com DMSO (0,01%) ou 1, 10, e 100 uM de trans-Chalcona e
merbarone por 0, 1, 2 e 4 dias, entdo o crescimento celular foi avaliado pelo ensaio de
MTT. * p <0.05, ** p <0.01 e *** p< 0.001 (DMSO vs tratamento). ..........ccceeeeennn.. 25

Figura 5. Inducdo de apoptose em células U20S tratadas com trans-Chalcona e
merbarone. A. Células foram tratadas com DMSO (0,01%) ou 10 e 50 uM de trans-
Chalcona e merbarone por 24 horas, em seguida, a apoptose foi avaliada com dupla
marcacdo (Anexina/Pl) através de citometria de fluxo. B. Condensacao da cromatina foi
visualizada por coloracdo com DAPI apds tratamento das células com trans-Chalcona e
merbarone por 24 e 48 horas. C. Células U20S foram tratadas com 50 uM de trans-
Chalcona por 24 horas e a atividade das caspases3/7 no lisado celular (50 g de proteinas)

foi mensurada através da deteccdo de luminescéncia. * p <0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001

Figura 6. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre os niveis de proteinas Spl e p53

em células tumorais humanas. A e B. Analises de Western Blot do efeito dose e tempo
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dependente da trans-Chalcona e merbarone sobre a expressao das proteinas Spl, Sp3 e
p53 em células U20S. C. Os niveis de proteinas Sp1 e p53 em diferentes células tumorais
foram analisados apds o tratamento com 50 UM de trans-Chalcona por 24 horas. D. As
células U20S foram tratadas durante 24 horas com trans-Chalcona e 4-Hidroxichalcona
e, entdo, o efeito sobre a expressao de Spl e p53 foi comparado.............eevvvvveveeennene. 29

Figura 7. Trans-Chalcona e merbarone alteram a atividade de promotores regulados por
Spl e p53. A. O reporter Spl-Luciferase foi transfectado nas células U20S apds o
tratamento com 50 uM de trans-Chalcona por 24 horas, a atividade da luciferase foi
detectada em luminémetro. B. Células U20S foram transfectadas com vetor contendo o
promotor natural Top2A (repérter Top2A-Luciferase) e tratadas durante 24 horas com 50
MM de trans-Chalcona e, entdo, a atividade da luciferase foi analisada. C. Apos
transfeccdo com reporter MDM2-Luciferase e tratamento durante 24 horas com 50 puM
de trans-Chalcona e merbarone, a atividade da luciferase foi avaliada. * p<0.05, ** p<0.01
e *** p<0.001. (DMSO VS tratament0). .....uueeeeeeeeeeeeiiriiieeeeeeeeeeeeiinaseeeeeeeeeeesennnnns 30

Figura 8. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre os niveis de RNAmM Spl e p53 e de
genes regulados por Spl/p53. Células U20S foram tratadas com DMSO ou trans-
Chalcona nas concentracdes indicadas por 24 horas, depois 0 RT-PCR foi realizado
usando primers para Spl, p53 e seus genes alvos, e para o gene constitutivo GADPH.
Foto representativa de um gel (a esquerda) e analise de densitometria de pelos menos 3
experimentos (a direita). * p<0.05 e ** p<0.01. (DMSO vs tratamento). ................... 31

Figura 9. Efeito da trans-Chalcona sobre a regulacdo transcricional de Spl. A. Células
U20S foram pré-tratadas com actinomicina D, depois co-tratadas com trans-Chalcona. O
RNA foi isolado em diferentes tempos e RT-PCR foi realizado para mensurar o efeito
sobre a estabilidade do RNAm. B. O DNA extraido de células tratadas com 50 uM de
trans-Chalcona por 24 horas foi convertido com bissulfito, amplificado com primers
especificos para o promotor Spl e, por fim, sequenciado. C. Células U20S foram
transfectadas com promotores Spl-Luciferase e tratadas durante 24 horas com 50 uM de
trans-Chalcona e, entdo, a atividade da luciferase foi analisada. *p<0.05 e p<0.001.
(DMSO VS tratament) ........ceevrvuuuiieeeeeeeeeeir s e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e s a e e e e e aeeeannnn 33

Figura 10. Efeito da trans-Chalcona sobre a regulacdo pés-traducional de Spl e p53. A.
Células U20S foram pré-tratadas com trans-Chalcona (50 uM) por 12 horas, seguido do

co-tratamento com cicloheximida. Os lisados de células foram obtidos em diferentes
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tempos e WB foi realizado para mensurar a degradacéo de Spl e p53. B. Células U20S
foram pré-tratadas com inibidores do proteossoma: MG132 (10 uM), epoxomicina (1
M) e lactacistina (5 uM) por 1 hora e co-tratadas com trans-Chalcona por 24 horas. C.
Os lisados de células U20S tratadas com trans-Chalcona e merbarone foram submetidos
a WB com anticorpos fosfo-p53. D. 50 ug do lisado de células tiveram as 3 atividades do
proteossoma 20S mensuradas por deteccdo de luminescéncia. * p<0.05, ** p<0.01 e ***
P<0.001. (DMSO VS tratament0). .......ceereeerrriuniieeeeeeeeeiitiiaaeeeeeeeeeeeernnaeeeeeeeeennnnns 35

Figura 11. Superexpressdo da Spl e silenciamento da p53 afetam a agdo da trans-
Chalcona. A. Células U20S foram transfectadas com vetores expressando Spl ou LacZ,
seguido do tratamento com 50 UM de trans-Chalcona por 24 horas. Em seguida, 0 RNA
foi isolado e analises de RT-PCR realizadas. B. Vetores expressando shRNA controle ou
shRNA p53 foram co-transfectados com o vetor expressando MDM2-luciferase nas
células U20S, e a atividade da luciferase foi mensurada apds o tratamento com trans-
Chalcona (50 uM) por 24 horas. C. Vetores expressando Spl ou shRNA p53 foram co-
transfectados com o vetor expressando promotor Top2A-luciferase nas células U20S, e
a atividade da luciferase foi mensurada apos o tratamento com trans-Chalcona (50 pM)
por 24 horas. D. Apo0s a superexpressao da Spl e silenciamento da p53, as células U20S
foram tratadas com 10 uM de trans-Chalcona por 24 horas e, entdo, a viabilidade celular
foi avaliada pelo ensaio de MTT. * p<0.05 e *** p<0.001........ccovvviiiiieeerrreeriinnnnnnn. 37

Figura 12. Validacdo por RT-PCR de genes modulados pela trans-Chalcona
indentificados no experimento de RNA-Seq. Células U20S foram tratadas com 0,01 %
de DMSO ou 50 uM de trans-Chalcona por 24 horas, depois 0 RT-PCR foi realizado

usando primers para cada gene e para o gene constitutivo GADPH................c.ccceoe. 38

Figura 13. Efeito da trans-Chalcona sobre a expressdo de Hsp40 e ATF3 em células
tumorais humanas. A. Células U20S foram tratadas com trans-Chalcona na concentragédo
indicada por 24 horas, depois 0 RT-PCR foi realizado usando primers para Hsp40, ATF3
e para o gene constitutivo GADPH. B. Células U20S foram tratadas com trans-Chalcona
por 24 horas e, entdo, a expressdo das proteinas Hsp40 e ATF3 foi avaliada por Western
Blot. C. Os niveis de proteinas Hsp40 e ATF3 em diferentes células tumorais foram

analisados ap0s o tratamento com 50 UM de trans-Chalcona por 24 horas................. 44

Figura 14. A inducdo de Hsp40 pela trans-Chalcona contribui para a estabilizacdo e
atividade da p53. A. A expressao de p53 e Hsp40 foi detectada por Western Blot. B. As
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células U20S foram tratadas com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 horas e os lisados
celulares foram isolados com tampdo RIPA modificado. Os lisados celulares foram
imunoprecipitados com 2 pg de anticorpo para p53 ou IgG usando A/G PLUS-agarose e
depois submetidos a Western Blot utilizando o anticorpo Hsp40. C. As células U20S
foram transfectadas com 30 nM de siHsp40 ou siRNA controle por 24 horas, seguido pelo
tratamento com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. Em seguida, os lisados das células
foram sujeitos a analise de Western Blot. D. O vector contendo o promotor MDM2-Luc
foi co-transfectado com siHsp40 ou siRNA controle em células U20S e as células foram
tratadas com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. A atividade da luciferase foi medida.
E. As células U20S foram transfectadas com siHsp40 ou siRNA controle, seguido por
tratamento com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. O RNA foi isolado e submetido
2 aNAlISE de RT-PCR. ...ciiiiiiiiiii et e e e et e e e e e e e e eeeanan s 47

Figura 15. Uma proposta de modelo para a acdo do trans-Chalcona em osteossarcoma.
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1. INTRODUCAO
1.1. Cancer

O céncer € um conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas pela presenca de
células com taxas de crescimento e proliferacdo anormais, capazes de invadirem e
danificarem tecidos sadios. O surgimento destas células ocorre como consequéncia de
alteracOes genéticas (mutacdes no DNA) e/ou epigenéticas (modificagdes quimicas no
DNA), que podem provocar uma desregulagdo na fungdo ou na expresséo dos chamados
“genes do cancer” (Bertram, 2000; Choi e Lee, 2013).

Os “genes do cancer” sdo divididos basicamente em oncogenes, supressores de
tumor e genes de integridade do genoma. ModificagcOes nestes genes permitem que células
tumorais adquiram as caracteristicas necessarias para sustentarem seu desenvolvimento.
Estas caracteristicas compdem os “marcadores do cancer” (Hanahan e Weinberg, 2000;
2011; Giancotti, 2014), que séo:

1. Autossuficiéncia em sinais de crescimento (estimulagdo autocrina,
hipersensibilidade a fatores de crescimento);

2. Insensibilidade a sinais de anticrescimento (inibicdo da proteina
supressora de tumor retinoblastoma);

3. Imortalidade replicativa (superexpressdo da telomerase);

4. Resisténcia a apoptose (inducao e repressédo de genes pro e antiapoptoticos,
respectivamente);

5. Inducdo de angiogénese (superexpressao de fatores que estimulam a
formacdo de novos vasos sanguineos);

6. Invaséo tecidual e metastase (inducdo de enzimas que degradam a matriz

extracelular);

7. Instabilidade genémica (deficiéncia nos mecanismos de reparo de DNA);
8. Reprogramacdo metabdlica (aumento da glicolise);
9. Evaséo do sistema imune.

O céncer € a segunda causa de morte no mundo, responsavel por 8,8 milhdes de
mortes em 2015. De acordo com estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
em 2025 serdo 19,3 milhGes de novos casos de cancer e aproximadamente 11,4 milhdes
de mortes ao redor do mundo. Ainda segundo a OMS, 0s custos com o cancer no ano de

2010 chegaram a aproximadamente 1,16 trilhGes de dolares. No Brasil, dados do Instituto
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Nacional do Cancer (INCA), apontam 600 mil novos casos entre 2016 e 2017 (INCA,
2015).

1.2. Osteossarcoma

Dentre os diversos tipos de canceres, o cancer 0sseo destaca-se por ocorrer
predominantemente em criangas acima de 5 anos, adolescentes e adultos jovens. O
osteossarcoma é o cancer 6sseo mais comum, representando aproximadamente 60% dos
casos, em seguida, aparecem o sarcoma de Ewin e o condrosarcoma (Bishop et al., 2016).

O osteossarcoma apresenta baixa incidéncia, cerca de 5-10 casos por milh&o de
habitante a cada ano, entretanto, é extremamente agressivo e metastatico, e apresenta
elevada capacidade de invadir e destruir tecidos moles (Bishop et al., 2016). O
osteossarcoma é responsavel por aproximadamente 9% das mortes relacionadas ao cancer
em adolescentes e adultos jovens (Ottaviani e Jaffe, 2009).

O osteossarcoma € caracterizado pela presenca de células malignas de origem
mesenguimal-osteogénica (Figura 1), que promovem a producéo e o deposito anormal da
matriz ostedide (Dai et al., 2011). Esse tipo de sarcoma desenvolve-se preferencialmente
em tecidos 0sseos em fase de rapido crescimento. Por isso, seu pico de incidéncia é dos
10-14 anos de idade durante o surto de crescimento puberal (Mirabello et al., 2009), sendo
que, aproximadamente 42% dos casos de osteossarcoma ocorrem nas regides do fémur
proximas ao joelho, enquanto que 19% e 10% dos casos ocorrem nas regides da tibia e
do Umero, respectivamente (Ottaviani e Jaffe, 2010).

O osteossarcoma € dividido em diferentes subtipos de sarcomas de baixo,
intermediario e alto grau de crescimento. O osteossarcoma de alto grau é o mais
prevalente, ele apresenta elevada taxa de crescimento e desdiferenciacdo. Seus subtipos
mais comuns sdo o osteoblastico, condroblastico e fibroblastico, refletindo o tipo de
matriz predominante (osteodide, condroide e fibrosa, respectivamente). O osteossarcoma
de alto grau espalha-se pelo organismo, predominantemente por meio da via
hematogénica, atingindo preferencialmente os pulmdes, que € o sitio mais comum para

metéastase (85-90% dos casos) derivada desse sarcoma (Kuijjer et al., 2013).
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Figura 1. Célula de origem do osteossarcoma. Os subtipos de osteossarcoma se originam de células da via

de diferenciacdo de células tronco mesenquimais para osteoblasto. Adaptado: (Mutsaers e Walkley, 2014)

1.3. Osteossarcoma: bases moleculares

As causas genéticas do osteossarcoma, melhor estabelecidas, sdo mutagdes nos
genes supressores de tumor retinoblastoma (Rb) e TP53. A incidéncia do osteossarcoma
é até 500 vezes maior em pessoas portadoras de mutacdes no gene Rb do que em néo-
portadoras (Geller e Gorlick, 2010). A inativacdo da proteina RB esta presente em até
60% dos casos de osteossarcoma e € considerada um fator preditivo de resposta
ineficiente dos pacientes aos tratamentos (Feugeas et al., 1996).

A frequéncia de mutacdes no gene TP53 € de 40-60% nos osteossarcomas de alto
grau e 1% nos de baixo grau. Além das mutacdes, a proteina p53 também € inativada em
osteossarcomas através da superexpressdao da proteina MDM2 (“mouse double murine
2”) que, por meio da ubiquitinacdo, marca a p53 para a degradacdo proteossomal. Em
osteossarcomas 0 gene MDM2 € amplificado em 17% dos casos e sua superexpressao
esta ligada aos casos de metastases (Kansara e Thomas, 2007).

Alguns oncogenes como o MYC (“V-Myc Myelocytomatosis Viral Oncogene
Homolog”) e c-Fos (“FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog™) sdo
superexpressos em osteossarcomas e estdo associados com a proliferacdo, diferenciacao
e transformacéo. Fatores e receptores de crescimento, tais como: IGF1 e IGF2 (“insulin-
like growth fator”) e IGFIR (“insulin-like growth factor 1 receptor”), também séo
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superexpressos em osteossarcoma e podem induzir a proliferacéo e resisténcia a apoptose
através da constante ativacao das vias de sinalizacdo PI3K (“phosphoinositide-3-Kinase™)
e MAPK (“Mitogen-Activated Protein Kinase”). A alta expressio de MMPs (“matrix
metalloproteinases”), enzimas capazes de degradar a matriz extracelular, esta relacionada
com o potencial metastatico do osteossarcoma. A superexpressdo da MMP-2 e MMP-9
ja foi identificada em linhagens celulares de osteossarcoma (Broadhead et al., 2011).

1.4. Osteossarcoma: quimioterapia

O advento das terapias multidrogas no final dos anos 70 propiciou uma melhora
significativa no tratamento do osteossarcoma, reduziu em mais de 80% a necessidade de
amputacdes e aumentou a sobrevivéncia em mais de 70%. Atualmente, a terapia
antiosteossarcoma emprega diversas drogas, como a doxorrubicina, cisplatina,
metotrexato, epirubicina, ifosfamida, ciclofosfamida, etoposideo, gemcitabina e
topotecano, tanto antes quanto apds a remocdo cirurgica do tumor (Jaffe, 2014).

O tratamento neoadjuvante (pré-operatorio) € importante para reduzir o tamanho
do tumor e assim facilitar a remocéo cirdrgica do mesmo (Mucke et al., 2014; Xu et al.,
2014). Além disso, a resposta do paciente ao tratamento neoadjuvante tem valor
prognostico, pacientes com mais de 90% de necrose tumoral sdo considerados mais
susceptiveis ao tratamento e tem melhor progndstico do que aqueles que apresentam
<90% de necrose tumoral (Bielack et al., 2002). Esta informacdo é importante para
decidir qual o regime quimioterapico que devera ser utilizado na fase pos-operatoria.

No momento, o regime de tratamento mais utilizado é a associacdo de
doxorrubicina, cisplatina e metotrexato. A doxorrubicina atua principalmente através da
intercalacio ao DNA, que resulta em quebras no DNA mediadas pela acdo da
topoisomerase Il (Lyu et al., 2007). A cisplatina também se intercala ao DNA, ela
interfere na replicacdo e transcricdo, e pode provocar apoptose através da inducdo de
quebras irreparaveis no DNA (Cepeda et al., 2007). O metotrexato, por sua vez, € um
inibidor da enzima DHFR (dihydrofolate reductase) e provoca a inibicdo da sintese do
DNA (Neradil et al., 2015).

Apesar da boa eficacia da associacdo dessas drogas, elas causam sérios efeitos
colaterais. A doxorrubicina induz cardiotoxicidade, enquanto a cisplatina provoca

nefrotoxicidade, neurotoxicidade e pode levar ao surgimento de neoplasias secundarias.



O metotrexato, além de problemas renais, hepaticos e neurolégicos, também pode
provocar mielossupresséo (Carvalho et al., 2014; Zhu et al., 2015; Bravo Toledo, 2017).

Outro problema das drogas antiosteossarcoma utilizadas atualmente é o
surgimento da resisténcia, especialmente nos casos de metastase. A resisténcia a
cisplatina tem sido relacionada ao aumento nos mecanismos de reparo do DNA e
superexpressao da enzima GSTP1 (“glutathione S-transferase P1”), que metaboliza e
inativa drogas anticancer. Os casos de resisténcia a doxorrubicina, estdo relacionados
com a alta expressdo da GSTP1 e do gene MDR1 (multidrug-resistant), que codifica a
proteina P-GP (“membrane pump P-glycoprotein”) responsavel por exportar substancias
para fora da célula (He et al., 2014). Por sua vez, 0os mecanismos de resisténcia ao
metotrexato, envolvem reducdo na absorcao da droga e 0 aumento dos niveis da enzima
DHFR através da amplificacdo do gene DHFR (Jaffe, 2014).

Nos ultimos 20-30 anos, devido a esses problemas de toxicidade e resisténcia,
poucos resultados foram obtidos na tentativa de reduzir os casos de metastase (20-30%),
aumentar a sobrevivéncia e melhorar a qualidade de vida de pacientes portadores de
osteossarcoma metastatico, o que demonstra a relevancia de se identificar novos

compostos e formas de tratamento.

1.5. Alvos da terapia anticancer: p53 e Spl

No cenario atual, existe grande enfoque na identificacdo de moléculas que possam
atuar em diferentes alvos cruciais para 0 surgimento, crescimento e sobrevivéncia das
células tumorais. Dois destes alvos sdo os fatores de transcricdo p53 e Spl, pois eles sdo
capazes de regular a transcricdo de genes envolvidos em praticamente todos o0s
“marcadores do cancer”, tais como: progressdo do ciclo celular, reparo do DNA,

angiogénese, invasdo tecidual e apoptose (Farnebo et al., 2010; Safe et al., 2014).

O gene supressor de tumor TP53 expande-se por 20 Kb de DNA no braco curto do
cromossomo 17 (17p13) e possui 11 exons que, apOs processamento e traducdo, originam
a proteina p53 composta por 393 aminoacidos. A forma ativa de p53 trabalha como um
tetrdmero composto de 4 subunidades idénticas, as quais em sua forma selvagem possuem
um arranjo modular com quatro dominios principais funcionais. Na regido N-terminal
estd o dominio de ativacdo transcricional (TAD) e na regido central esta o dominio de

ligacdo especifica ao DNA (DBD). Na regido C-terminal estdo localizados o dominio de



tetramerizacdo (DO) e o dominio de regulacdo da atividade de ligacdo ao DNA (REG)
(Gu e Zhu, 2012).

A funcdo da proteina p53 pode ser afetada por mutacGes em diversos pontos da
sequéncia do gene TP53 e algumas destas possuem um grande impacto para o
desenvolvimento do cancer. Estas mutacdes estdo presentes em mais de 50% dos
diferentes tipos de cancer conhecidos e, em alguns tipos de cancer, elas ocorrem com alta
frequéncia, como o cancer de ovario com 95% de frequéncia de mutac@es, o carcinoma
espinocelular com 84%, o cancer de cabeca e pescogo com 67% e 0 adenocarcinoma
esofagico com 65 % (Olivier et al., 2010; Bouaoun et al., 2016). As mutacdes em TP53
acarretam majoritariamente substituicdes de um aminoacido e podem afetar a funcéo da
proteina p53 de diferentes formas, dependendo da posicdo e o impacto que possuem na
estrutura da proteina. Ha mutagdes que acarretam a perda da atividade supressora de
tumor de p53, mutacbes que podem gerar proteinas p53 mutantes com atividade
dominante negativa sobre a proteina selvagem ou proteinas com novas propriedades

oncogénicas (Olivier et al., 2010).

A regulacdo de p53 ocorre principalmente a nivel de estabilidade da proteina,
dentro de uma rede de regulacdo em que a p53 sofre poliubiquitinagdo mediada pelo seu
principal inibidor, a proteina MDM2 e, subsequentemente, degradacao pelo proteossoma
(Shadfan et al., 2012). Em resposta a sinais de estresse celular, a proteina p53 é
estabilizada e ativada por modificacbes pods-traducdo, e a sua ligacdo em sequéncia
consenso, contendo repeticdes de 10 pb (5'- RRRCWWGYYY-3, R=Gou A W=Tou
A e Y=C ou T) presente em regibes promotoras ou introns dos seus genes alvo, pode
induzir ou reprimir a expressdo destes genes (Figura 2) (Mirza et al., 2003).

No processo de apoptose, a p53 ativa genes pré-apoptoticos como BAX, NOXA
e PUMA e também reprime a transcri¢do de genes de sobrevivéncia como o BCL-2. Em
muitos tipos de cancer, além das mutaces, a p53 é frequentemente inativada através da
degradacdo proteossomal mediada por ubiquitinacéo, translocacdo para fora do ndcleo e
repressao transcricional de p53-associada a cromatina (Gu e Zhu, 2012). A metilacdo do
DNA influencia a ligacdo da p53 em regiGes envolvendo o seu sitio de ligacdo. Em
osteossarcoma, 0 gene Gadd45a, um alvo da p53, pode ser epigeneticamente inativado

por meio de hipermetilacdo em ilhas CpG, e a desmetilacdo nessas regides reestabelece a



expressdo do Gadd45a induzida pela p53 e desencadeia a apoptose (Al-Romaih et al.,
2008).

Atualmente, algumas drogas sdo estudadas visando a reativagdo da p53 em células
tumorais, entre elas estdo a Nutlina-3a, PRIMA-1 e RITA (Zawacka-Pankau e
Selivanova, 2015). O composto Nutlina-3a, uma pequena molécula capaz de se ligar a
proteina MDM2 e impedir a sua associagdo com a p53, reativa a via da p53 e induz
apoptose em células tumorais que possuem a versao selvagem da p53, entretanto, parece
incapaz de produzir o mesmo efeito em células que carregam versdes mutantes da p53
(Villalonga-Planells et al., 2011). A PRIMA-1, por outro lado, pode reativar a p53
mutante através da alquilacdo de grupos tiois no centro da p53, que facilita a restauracéo
da conformacdo ativa (selvagem) da p53 (Lambert et al., 2009). O composto RITA é
capaz de se ligar a proteina p53 e induzir um estado de conformacdo que possui menor
afinidade para ligacéo de inibidores como a proteina MDM2, causando o acimulo da p53
e consequente ativacdo de vias apoptoticas dependentes da p53 (Issaeva et al., 2004). A
maioria dos compostos reativadores da p53 estdo em fase pré-clinica de desenvolvimento,
apenas os compostos RG7112 (andlogo da Nutlina) e AP4-246 (andlogo da PRIMA-1)

estdo em fase clinica (Fase 1) (Zawacka-Pankau e Selivanova, 2015).
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Figura 2. Modelo de estabilizacdo da proteina p53. Sinais de estresse celular levam a ativagdo de genes
que provocam modificagcbes pds-traducionais na proteina p53, tais como: metilacdo, acetilagdo e,
principalmente, fosforilagdo. Estas modifica¢des impedem que a proteina MDMZ2 provoque a ubiquitinagdo
da p53 e, consequentemente, a sua degradacéo de pelo proteossoma. A proteina p53 estabilizada pode ligar-
se na regido promotora dos seus genes alvos e regular a transcri¢do dos mesmos e, assim, desencadear 0s

processos de arraste do ciclo celular, apoptose, entre outros.

O gene SP1 em humanos localiza-se no cromossomo 12, l6cus 12913.13 e codifica
uma proteina com 785 aminoacidos (Chang e Hung, 2012). A proteina Spl é um fator de
transcricdo expresso em todos o0s tecidos, que reconhece sequéncias consenso no DNA
ricas em CG (5’-(G/IT)GGGCGG(G/A)(G/A)(CIT)-3%) e liga-se a estas sequéncias
através de trés motifs “zinc fingers” (CyszHisz), localizados na sua porcéo C-terminal

(Vizcaino et al., 2015). Sp1 também pode ligar-se em sequéncias ricas em CT e GT, mas



com afinidade trés e seis vezes menor, respectivamente, do que em sequéncias ricas em
CG. A estimativa é de que 0 genoma humano possua pelo menos 12000 sitios de ligacdo
de Sp1 (Wierstra, 2008).

Dominio de ligagiao .
N-terminal DAT A DAT B Dominio carregado a0 DNA Multi
(1-145) (146-251) (261-495) (496-610) (642-708) (708-785)

Figura 3. Dominios da proteina Spl. (DAT) dominio de transativacdo. O dominio carregado auxilia a

ligagdo dos motifs “zinc fingers” no DNA. O dominio de multimeriza¢ao (Multi) facilita a interagdo entre
diversas moléculas de Spl, permitindo a superativacdo de genes que contém varios sitios para a ligacédo de
Spl.

O fator de transcricdo Spl é considerado uma proteina oncogénica, que regula
diversos genes envolvidos nas caracteristicas marcadoras do cancer. Interessantemente,
assim como a p53, a proteina Spl também ¢é alterada em osteossarcoma [17-19].

A superexpressdo do fator Spl provoca o aumento da transcricdo dos genes
IGF1R, IGF, EGFR (epidermal growth factor receptor), EGF (epidermal growth factor)
e FGF (fibroblast growth factor), que participam da ativacdo de vias que induzem e
sustentam a proliferacdo celular. Sp1 também regula positivamente a expressdo da enzima
TERT (telomerase reverse transcriptase) permitindo que as células tumorais adquiram
potencial replicativo ilimitado. Alem disso, a proteina Spl induz fatores importantes na
promocdo da angiogénese, entre eles o VEGF (vascular endothelial growth factor) e o
PDGF (platelet-derived growth factor), e também induz as enzimas MMP-2 e MMP-9,
que degradam a matriz extracelular e facilitam a migracdo das células tumorais para
outros tecidos. Quanto a evasdo da apoptose, a Spl pode atuar de muitas maneiras, por
exemplo, através da repressdo de receptores que transmitem sinais apoptoticos, como o
TNFRSF10B (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b), ou através da
ativacdo de proteinas anti-apoptéticas, como a XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis),
Bcl-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) e BIRC5 (baculoviral IAP repeat-containing 5)
(Beishline e Azizkhan-Clifford, 2015).

A inibicdo da Sp1 € um mecanismo promissor para reestabelecer o padrdo normal
de expressao dos genes regulados por este fator de transcricao e, assim, reverter algumas
das caracteristicas malignas das células tumorais. Diferentes alternativas para a inibicao

da Spl ja foram estudadas, por exemplo, 0 composto antitumoral mitramicina A inibe a



atividade transcricional da Spl. A mitramicina pode intercalar-se no DNA em regifes
ricas em GC e impedir a ligacdo da Sp1 nestas regiGes, ou entdo deslocar as proteinas que
ja tenham se ligado ao DNA (Jia et al., 2010; Seznec et al., 2011). Outros compostos,
como a curcumina, podem provocar a degradagédo proteossomal da Spl (Chadalapaka et
al., 2008), ou induzir a expressao de proteinas repressoras da Sp1, como a ZBTB10 (zinc
finger and BTB domain containing 10) (Gandhy et al., 2012).

1.6. Sp1, p53 e topoisomerases

Os fatores p53 e Spl controlam juntos diversos genes responsaveis por decidirem
0 destino celular e que estédo envolvidos na tumorigénese. Por exemplo, tanto Sp1 quanto
a p53 sdo capazes de interagir com a regido promotora da topoisomerase Ila e ativar ou
reprimir a sua transcricdo, respectivamente (Wang et al., 1997; Williams et al., 2007). A
p53 também é capaz de sequestrar a proteina Spl impedindo-a de se ligar a regides
promotoras (Bocangel et al., 2009).

Muitas drogas anticancer utilizadas clinicamente tém como alvo o DNA ou
enzimas como as topoisomerases, que participam das maquinarias de transcricdo e
replicacdo. As topoisomerases sdo enzimas que provocam rupturas transitorias no DNA,
para aliviar o estresse topolégico durante os processos de transcri¢éo, duplicacdo do DNA
e segregacgao dos cromossomos.

Os inibidores de topoisomerase sao divididos em “venenos de topoisomerase” e
inibidores cataliticos. Os venenos, como doxorrubicina e etoposideo, estdo entre as drogas
mais utilizadas na oncologia. Estas drogas estabilizam o complexo topoisomerase |[I/DNA
clivado (complexo de clivagem) e tornam as quebras transitorias no DNA em lesGes
persistentes (Yang et al., 2014), que disparam mecanismos de morte celular regulados
por fatores de transcricdo como o p53 e Spl (Tang et al., 2004; Wang et al., 2004; Jiang
et al., 2006; Esteve et al., 2007; Grandela et al., 2007; Niina et al., 2007; Song et al.,
2009; Yang et al., 2013). Os inibidores cataliticos, como merbarone e ICRF193, ndo
estabilizam o complexo de clivagem, eles agem sobre os dominios cataliticos da
topoisomerase, impedindo a ligacdo ao DNA ou a hidrélise do ATP necesséria para as
alteracdes na conformacdo da topoisomerase (Larsen et al., 2003). Eles evitam o
relaxamento do DNA promovido pela topoisomerase, resultando na inibicdo da

condensacdo e segregacdo dos cromossomos, 0 que pode causar o bloqueio do ciclo
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celular e posteriormente ativar vias de apoptose dependentes da p53 (Wang e Eastmond,
2002; Clifford et al., 2003).

1.7. Chalconas: a ac¢éo sobre p53, Spl e topoisomerase

A trans-Chalcona é a mais simples das chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-onas),
que sdo flavonoides de cadeia aberta nos quais 0s dois anéis aromaticos sao unidos por
um sistema carbonilo de trés carbonos a, B-insaturado. As chalconas sdo moléculas
precursoras na biossintese dos demais membros da classe dos flavonoides e estdo
presentes em especiarias, chas, cerveja, frutas citricas e legumes (Orlikova, B. et al.,
2011).

Nos ultimos anos, as chalconas tém recebido grande atencdo por demonstrarem
diversas propriedades biologicas, que incluem, atividades anti-inflamatoria (Yadav et al.,
2011), antioxidante e quimioterapéuticas (Orlikova, Barbora et al., 2011), e por atuarem
sobre vias importantes no cancer, tais como: ciclo celular, apoptose e multirresisténcia a
drogas (Jandial et al., 2014). Algumas chalconas, como a isoliquiritigenina, demonstram
induzir arrasto do ciclo celular e/ou apoptose através da inducdo da p53 e ativacdo de
genes dependentes da p53, como o p21 (Hsu et al., 2005; Rao et al., 2010; Zhang et al.,
2012). Ao que parece, chalconas podem atuar como inibidores da proteina MDM2,
dificultando a interagéo entre p53/MDM2 e, consequentemente, evitando que a proteina
p53 seja marcada (ubiquitinada) para a degradacéo (Stoll et al., 2001).

Chalconas também ja demostraram induzir apoptose em células tumorais através
da inibicdo da expressdo de Spl. A licochalcona A, por exemplo, € capaz de reprimir a
expressdo da proteina Spl e regular a expressdo de genes pré ou anti-apoptoticos
dependentes da Spl, como ciclina D1, survinina, p21, BAX e Bcl-x (Cho et al., 2014;
Kim et al., 2015).

Estudos também demonstram que chalconas, como a 4-hidroxiderricina,
licochalconas A e E, tiranil-metoxichalcona e oxiranil-metoxichalcona, sdo capazes de
inibir as topoisomerases e, parte do efeito citotoxico dessas chalconas em células
tumorais, € dependente desta inibi¢do (Yoon et al., 2007; Akihisa et al., 2011; Na e Nam,
2011). Em trabalho anterior, foi identificado que o flavonoide trans-Chalcona reprimiu
consideravelmente a transcricdo da topoisomerase 2A (Top2A), que é regulada

transcricionalmente pela p53 e Spl (Silva et al., 2013).
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Moléculas como a trans-Chalcona possuem potenciais redox relativamente baixos
e com uma maior probabilidade de sofrerem reacGes de transferéncia de elétrons devido
a presenca de ligacGes duplas conjugadas em sua estrutura. Esta propriedade da trans-
Chalcona, juntamente com sua lipofilicidade, aumenta a sua atividade biolégica e com
uma caracteristica interessante de baixo efeito genotoxico associado ao grupo amino de
acidos nucleicos, que a maioria das drogas antitumorais em uso possuem (Dimmock et
al., 1999). Desta forma, a trans-Chalcona e considerada um composto intermediario
apropriado para a sintese de varios derivados heterociclicos que exibem varias
propriedades bioldgicas (Zhou e Xing, 2015).

Deste modo, o intuito deste trabalho foi avaliar, em linhagem de osteossarcoma
tratada com trans-Chalcona, a expressdo dos fatores de transcricdo Spl e p53, e a
participacdo deles na regulacdo transcricional do gene top2A promovida pela trans-
Chalcona. Assim como, por meio da analise do transcriptoma, identificar outros genes e

vias importantes para o cancer modulados pela trans-Chalcona.
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2. HIPOTESE

A modulacdo da expressdo génica exercida pela trans-Chalcona sobre a
topoisomerase I1A € mediada pela regulacdo da expressdo e atividade dos fatores de
transcricdo Spl e p53, 0s quais possuem sitios na regido promotora do gene Top2A.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar os mecanismos moleculares envolvendo os fatores de transcricdo p53 e

Sp1 na atividade bioldgica da trans-Chalcona.

3.2. Objetivos especificos
1. Anadlise do efeito citotoxico e apoptotico da trans-Chalcona sobre a linhagem de
osteossarcoma U20S.
2. Analise do efeito da trans-Chalcona sobre a expresséo dos fatores de transcri¢éo
Spl e p53 na linhagem U20S.
3. Analise dos mecanismos de acao da trans-Chalcona sobre a regulacao dos fatores
Spl e p53.

4. Caracterizacao do transcriptoma da linhagem U20S tratada com trans-Chalcona.

14



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Compostos

Os compostos trans-Chalcona, merbarone e hidroxichalcona (Alfa Aesar) foram
dissolvidos em DMSO (Sigma Aldrich). Em todos os experimentos a concentragéo final
de DMSO foi < 0,01%. Por isso, 0,01% de DMSO foi utilizado como controle negativo

em todos os experimentos. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.2. Promotores e vetores de expressao

Vetores contendo promotor de Spl humano (pGL3FOR4, pGL3FOR2 e
pGL3FOR1) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Steve Safe (Texas A&M University). O
promotor Top2A foi fornecido pela Dr. Kathryn Stowell (Massey University, New
Zealand). O promotor contendo 6 cdpias de sitios de ligagédo para Spl (pGAGC6) (Kambe
et al., 2008), promotor pMDM2-Luc (Zhong et al., 2010), vetor full-length Sp1 e vetor
de expressdo LacZ (Invitrogen) foram descritos previamente (Baek et al., 2001).

4.3. Linhagens celulares

Todas as linhagens celulares foram obtidas da American Type Culture Collection
(Manassas, VA, USA). As linhagens U20S (osteossarcoma humano) e HCT-116
(carcinoma de célon humano) foram cultivadas em meio McCoy’s 5SA (Corning),
enquanto as linhagens FaDu (carcinoma de hipofaringe humano) e A549 (carcinoma de
pulmdo humano) em meio EMEM e DEMEM/F12 (Corning), respectivamente. Todos 0s
meios foram suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Corning), 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich) e as células foram mantidas

a 37°C sob uma atmosfera umidificada com 5% de CO..

4.4. Ensaio de citotoxicidade

A determinacéo da citotoxicidade foi realizada pelo método do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). As células U20S foram semeadas em
placas de 96 pocos (1x103 células/pogo) e apds a adeséo celular, foram tratadas com 0, 1,
10 e 100 uM de trans-Chalcona e merbarone (controle positivo) em meio contendo 10%
de SFB por 0, 1, 2, ou 4 dias. Ap0s o tratamento, para mensurar a proliferacdo celular, 20
pL de CellTiter 96 Agueous One Solution (Promega) foram adicionados a cada poco,

seguido da incubacdo por 2 horas a 37°C. Finalmente, a absorbancia (490 nm) do controle
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e dos tratamentos foi mensurada em leitora de microplacas ELx800 (Bio-Tek
Instruments).

Através do ensaio de MTT constatou-se a elevada citotoxicidade da concentrago
de 100 puM, especialmente para a trans-Chalcona, o que poderia inviabilizar alguns
experimentos, assim, nos demais ensaios foram utilizadas as concentracfes de 0 até 50
HM.

4.5. Analise de apoptose por citometria de fluxo

A determinacdo de células apoptoéticas por citometria de fluxo foi feita com dupla
marcacdo (Anexina V/iodeto de propidio) utilizando o kit TACS® Annexin V-Biotin
(Trevigen). Basicamente, células U20S foram semeadas em placas de 12 pocos (2,5x10°
células/poco) e apds 18 horas foram tratadas com 0, 10 e 50 puM de trans-Chalcona e
merbarone em meio contendo 10% de SFB por 24 horas. As células aderidas e flutuantes
foram coletadas, centrifugadas a 300 x g por 5 minutos (4°C) e lavadas com 1 mL de PBS
1X (4°C). Em seguida, as células sedimentadas por centrifugacdo foram ressuspendidas
em 100 pL de tampéo de ligagcdo contendo anexina-biotina (0,01:0,025 molar) e 5 pg/mL
de iodeto de propidio (PI) e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente no escuro.
Apos serem centrifugadas e lavadas, as células foram ressuspendidas em 100 pL de
tampao de ligacdo contendo 10 pg/mL de estreptavidina e incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Por fim, foram adicionados 400 pL de tampao de ligacao
e realizada a analise em citdmetro de fluxo Attune® Acoustic Focusing (Applied

Biosystems). Os testes foram realizados em triplicata.

4.6. Andlise de apoptose por coloracdo com DAPI

Células apoptéticas também foram identificadas por meio de marcacdo com
DAPI. Células U20S foram semeadas em placas de 12 pocos (2,5x10° células/pogo) e
apos 18 horas foram tratadas com 0, 10 e 50 uM de trans-Chalcona. Ap6s 24 ou 48 horas
de tratamento, as células aderidas e ndo aderidas foram coletadas, centrifugadas a 300 x
g por 5 minutos e lavadas com 1 mL de solu¢do formaldeido-PBS (2% de formaldeido
em PBS). Em seguida, as células foram fixadas por 10 minutos no escuro com 1 mL de
formaldeido-PBS contendo 2 pg/mL de DAPI (Roche Diagnostics). Apds serem
sedimentadas e lavadas novamente, as células foram ressuspendidas em formaldeido-PBS

e uma aliquota (30-50 pL) foi aplicada sobre lamina de vidro contendo meio de montagem
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aquoso Supermount™ (BioGenex). A lamina foi coberta com uma laminula e as células

apoptdticas foram observadas em microscopio de fluorescéncia (350 nm).

4.7. Andlise da atividade das caspases 3/7

Para a trans-Chalcona, também se avaliou a capacidade de induzir a atividade das
caspases 3/7, para isso foi escolhida a concentracdo de 50 pM, pois esta induziu elevados
niveis de apoptose nos experimentos anteriores.

A atividade enzimatica das caspases 3/7 foi mensurada através do Apo-ONE
Homogenous Caspase-Glo 3/7 Assay (Promega). Basicamente, as células U20S foram
cultivadas até 80% de confluéncia em placas de 60 mm e, ap6s serem tratadas com 0 ou
50 pM de trans-Chalcona por 24 horas, elas foram coletadas em tampéo RIPA (50 mM
Tris-HCI, 150mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% de deoxicholato de sédio e 0,1% SDS)
contendo 1 % de Protease Inhibitor Cocktail (EMD Biosciences) e lisadas por sonicagéo.
Os lisados de células (50 pg de proteinas) foram distribuidos em placas de 96 pocos
“black-walled” e misturados com o mesmo volume de reagente caspase-Glo 3/7. As
placas foram incubadas por 1 hora em temperatura ambiente no escuro e a luminescéncia
foi detectada em uma leitora de microplaca FLx800 (Bio-Tek Instruments). Os

experimentos foram executados em triplicata.

4.8. Western Blot

Células foram crescidas até 80-90% de confluéncia em placas de 60 mm e entéo
tratadas com 0, 1, 10 e 50 uM de trans-Chalcona e merbarone em meio sem soro fetal
bovino (SFB), por diferentes periodos de tempos (0, 3, 6, 12 e 24 horas). As celulas foram
lavadas com PBS e coletadas em tampdo RIPA (4°C) contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo, 153 nM de aprotinina, 2,3 uM de leupeptina, 0,1 nM de ortovanadato
de sddio e 25 mM de fluoreto de sédio. As células foram submetidas a sonicacdo (3x5
segundos) e o lisado celular foi centrifugado a 14000 x g por 20 minutos (4°C). O
sobrenadante foi coletado e a concentracdo de proteinas totais determinada utilizando o
reagente Pierce®BCA Protein Assay (Thermo Scientific). 30 g de proteinas totais foram
misturadas com uma aliquota de tampdo SDS 4X (250 mM Tris-HCI, 8% SDS, 40%
glicerol, 8% bME e 0,02% de bromofenol) e aquecidas a 95°C por 5 minutos. Em seguida,
foram centrifugadas a 14000 x g por 5 minutos (4°C) e submetidas a eletroforese em gel

SDS-PAGE (12%) por 90 minutos (100 volts, 360 mAmp). Apds a eletroforese, as
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proteinas foram submetidas a transferéncia para membrana de nitrocelulose (PALL
Corporation, Pensacola, FL, USA) por 1 hora (100 volts, 360 mAmp) a 4°C. As
membranas foram bloqueadas com tamp&o TBST (25 mM Tris, 3 mM KCI, 0,14 M NaCl,
0,05 % Tween 20) contendo 5% de leite sem gordura, durante 30-60 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight (4°C)
com o0s anticorpos primarios Spl (MilliPore), Sp3, p53 ou p-actina (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) diluidos em tampao TBST-leite (1:1000). Apds
serem lavadas com TBST (3 x 10 minutos), as membranas foram incubadas por 1 hora
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase diluido em TBST-leite (1:5000) e
entdo lavadas com TBST (4 x 10 minutos). As proteinas foram visualizadas através da
deteccdo da quimiluminescéncia utilizando o reagente ECL™ Western Blotting Detection
(Amersham Biosciences) em um analisador de luminescéncia LAS4000 (FujiFilm
Medical Systems).

4.8.1. Western Blot: anélise da estabilidade das proteinas Spl e p53

Para a anélise do efeito da trans-Chalcona sobre a estabilidade de proteinas (Spl
e p53), duas estratégias foram utilizadas. Na primeira, as células U20S foram pré-tratadas
com 0 ou 50 uM de trans-Chalcona por 12 horas, em seguida, co-tratadas com trans-
Chalcona mais 35 UM do inibidor de sintese proteica cicloheximida (Sigma) durante
diversos periodos de tempo (1-24 horas). Na segunda estratégia, as células U20S foram
pré-tratadas por 1 hora com diferentes inibidores do proteossoma 20S, 10 uM de MG132,
1 uM de epoxomicina ou 5 UM de lactacistina (Sigma) e, posteriormente, co-tratadas com
mais 50 UM de trans-Chalcona por 24 horas. Ao final dos respectivos tratamentos as
células foram coletadas em tampéo RIPA e processadas de acordo com o protocolo

descrito anteriormente para a analise de Western Blot.

4.9. Ensaio do Proteossoma 20S

As células U20S foram tratadas com 10 e 50 uM de trans-Chalcona e merbarone
em meio sem soro durante 24 horas, em seguida, os lisados celulares foram obtidos
conforme o protocolo descrito para o Western Blot. A atividade do proteossoma 20S foi
avaliada com Proteasome-Glo Assay Systems Kit (Promega), que permite detectar
separadamente trés diferentes atividades proteoliticas do proteossoma: quimiotripsina,
tripsina e caspase. Para isso, 40 uL dos lisados de células (50 ug proteinas) foram
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distribuidos em triplicata em placas de 96 pogos “black-walled”. Em seguida, adicionou-
se 40 pL dos substratos (quimiotripsina, tripsina e caspase) por poco e as placas foram
incubadas por 1 hora em temperatura ambiente no escuro. A luminescéncia para as trés
atividades proteossomais foi detectada em uma leitora de microplaca FLx800 (Bio-Tek

Instruments).

4.10. Reacgdo em cadeia da polimerase com transcricao reversa (RT-PCR)

As células U20S cultivadas em placas de 60 mm (80% de confluéncia) foram
tratadas com 10 e 50 uM de trans-Chalcona e merbarone em meio sem soro durante 24
horas. O RNA total foi isolado utilizando o GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific) e tratado com Optizyme Recombinant DNase | (Fisher Scientific). Um
micrograma do RNA tratado foi reversamente transcrito usando Verso cDNA synthesis
Kit (Thermo Scientific). A PCR foi realizada com GoTaqg Green Master Mix PCR Misture
(Promega). As reagdes foram submetidas as condi¢des de ciclagem mostradas a seguir:

94°C por 2 minutos

94°C por 30 segundos
60°C por 30 segundos 25 ciclos
72°C por 30 segundos
72°C por 10 minutos
4°C
Os primers utilizados nas reacdes de PCR sdo listados abaixo:
Spl_F 5’-TGCAGCAGAATTGAGTCACC-3’ 246 pb
Spl_R 5’-CACAACATACTGCCCACCAG-3’
Sp3_F 5’-TCCAGTCAGCAGATGGTCAG-3’ 227 pb
Sp3_R 5-TTGGGTTTGACCAGGAAAAG-3’
Sp4_F 5’-CCAGAATCTCCCTCCTCCTCCAC-3’ 253 pb
Sp4_R 5'-CAATTTGCACCTGCTGAAGA 3’
p53_F 5’-GCGCACAGAGGAAGAGAATC-3’ 331 pb
p53_R 5’-TGAGTCAGGCCCTTCTGTCT-3’
Top2A_F 5’-GTCCCTCCACGAGAAACAGA-3’ 217 pb
Top2A_R 5’-CAGCTTCAAGGTCTGACACG-3’
MMP-2_F 5'-TTCCCCTTCTTGTTCAATGG-3’ 376 pb
MMP-2_R 5-ATTTGTTGCCCAGGAAAGTG-3’
p21_F 5’-GCGACTGTGATGCGCTAAT-3’ 400 pb
p21_R 5'-TAGGGCTTCCTCTTGGAGAA-3’
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Gadd45a_F 5-GGAGGAAGTGCTCAGCAAAG-3’ 378 b
Gadd45a_R 5-TCCCGGCAAAAACAAATAAG-3’
GAPDH_F 5-GACCACAGTCCATGCCATCACT-3’ 453 b
GAPDH_R 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTAG-3’
CXCL14 F 5-GGACCCAAGATCCGCTACAG-3’
CXCL14 R 5-TCTCGTTCCAGGCGTTGTAC-3’ 187pb

IGFBP5_F 5-TCCCCACGTGTGTTCATCTG-3’

IGFBP5 R 5-*ACCATCTCCCTCTGCCATCT-3’ 268 pb

SOX6 _F 5-‘GCAGCAAGGTTCAACAGTGG-3'

SOX6 R 5-ATTCCCCTCCTTCTCCTCCC-3’ 2ropp
SLC14AL F 5-~ACAACCCCGTCAGTGGAATC-3’

SLC14AL R 5-CAGGGAGTAACAGCCACCAG-3’ 23t pb

ITGALL F 5-~AGCCTCCACTTTGAGCCATC-3’

ITGALL R 5-AGAAGGTCACTGGCTTCACG-3’ 31opp

MEISL F 5-ATATCATGAGGGCGTGGCTG-3’

MEISL R 5-CCACTCATAGGTCCTGGTGC-3’ 274 p

SMOCL F 5-ACTGGTCCCCTCCTCAGATC-3’

SMOC1 R 5-CTTTCTCCAGGACAGCAGGG-3’ 203 pb

DAPK1 F 5-CAGTGGACAGTTTGCGGTTG-3’

DAPK1 R 5-TGACATTGGGGTGCTGGATC-3’ 170 pb

BAG3 F 5-ACTTGGGTGGAGGCAAAACA-3’

BAG3 R 5-CCATCTACCCCTCCAGTCCA-3’ #18pb
RASGRP3 _F 5-CGACAAAACCACCCTAGTTCTC-3’ 200 b
RASGRP3_R 5-CGATGTTAGTGCCTAGTGGTGA-3’

PHLDAL F 5-CTCATGTCATTCCCTGAGAACA-3’ 202 5
PHLDAL R 5-ACATTAGAGAATCCCAGCTTGC-3’
Hsp40 (DNAJBL) F 5-TCACTTTGTGGGTCACACTCTT-3’ 200 5
Hsp40 (DNAJBL) R | 5-TCCACAGTGCTCCTGTAATCAG-3’

PAQR3 F 5-GTCTGTATGCTTTGCTCTGTGG-3" 200 b

PAQR3 R 5-AGGATCATAGCAAGCACTGTGA-3’

ATF3_F 5-GTTTGAGGATTTTGCTAACCTGAC-S | | "

ATF3 R 5-AGCTGCAATCTTATTTCTTTCTCGT -3’

DDIT3_F 5-CAGAACCAGCAGAGGTCACA-3’

DDIT3 R 5-CCAATTGTTCATGCTTGGTG-3’ 316 pb

Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose (1,5%) corado com

brometo de etideo (5 pg/mL) (Sigma). A intensidade das bandas foi analisada por

densitometria utilizando a banda de GAPDH (gene constitutivo) como referéncia.
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4.10.1. RT-PCR: Andlise da estabilidade do RNA mensageiro

Para avaliar o efeito da trans-Chalcona sobre a estabilidade do RNA mensageiro
foi utilizado o composto actinomicina D para bloquear a transcri¢do antes do tratamento
com trans-Chalcona.

Apo6s serem cultivadas em placas de 60 mm (80-90% de confluéncia) as células
U20S foram pré-tratadas por 1 hora com 1,5 uM de actinomicina D (Enzo Life Sciences)
e, posteriormente, co-tratadas com 0 ou 50 uM de trans-Chalcona por até 24 horas. O
RNA total foi isolado em diferentes tempos de tratamento (0, 1, 2, 4, 8 e 24 horas) e as
reacOes de RT-PCR para mensurar o efeito da trans-Chalcona sobre a estabilidade de

RNAs mensageiros foram realizadas conforme descrito anteriormente.

4.11. Analise da metilacdo em regido promotora do gene Spl

Para analisar o efeito da trans-Chalcona sobre a metilagdo do DNA no promotor
Sp1l, foi utilizado o método de sequenciamento de DNA convertido com bissulfito de
sodio. O tratamento do DNA com bissulfito de sddio converte todas as citosinas néo
metiladas em uracila, enquanto que as citosinas metiladas ndo sdo alteradas. Assim, uma
vez convertido, o perfil de metilacdo do DNA pode ser analisado através da amplificacdo
por PCR seguido do sequenciamento do DNA.

As celulas U20S foram tratadas em placas de 60 mm com 50 puM de trans-
Chalcona por 24 horas. Apoés o tratamento, 0 DNA das células foi extraido com GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific). Em seguida, 200 ng de DNA foram
convertidos com bissulfito de sodio utilizando o EZ DNA Mephylation-Direct™Kit
(Zymo Research). A reacdo de conversdo foi executada com as seguintes condicdes de
ciclagem: 98°C por 8 minutos e 64°C por 3,5 horas.

O DNA convertido foi utilizado nas reacdes de PCR realizadas com GoTaq Green
Master Mix PCR Misture (Promega). As reacbes foram submetidas as seguintes
condicdes de ciclagem:

94°C por 2 minutos
94°C por 30 segundos
58°C por 30 segundos 40 ciclos
72°C por 30 segundos
72°C por 10 minutos
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Os primers utilizados nas reacdes estdo listados abaixo e foram desenhados para
amplificar a regido promotora do gene Sp1.
Spl F1 mephy | 5-GGTTGTTTGTTTGATTTTTGATTGGTTT-3’
Spl R1 mephy | 5>-TCCAATAACAAAACTCACTTACTCTCCA-3’

346 pb

Apo6s a amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados com GeneJET PCR
Purification Kit (Thermo Scientific) e sequenciados, utilizando o Applied Biosystems
3730 capillary electrophoresis DNA analyzer (Applied Biosystems) no laboratério
MBRF (Molecular Biology Resource Facility) da Universidade do Tennessee. As
sequéncias de DNA obtidas das diferentes amostras (DMSO e trans-Chalcona) foram
alinhadas e analisadas com o programa Clustal Omega (The European Bioinformatics
Institute).

4.12. Transfeccdo das Células

Células U20S cultivadas em placas de 60 mm (80% de confluéncia), foram
transfectadas utilizando o PolyJet Reagent (SignaGen) com 2,5 pg de plasmideo
expressando Spl ou LacZ. Apds 16-18 horas de transfeccdo, as células foram tratadas
com 50 pM de trans-Chalcona em meio sem soro durante 24 horas. Depois do
tratamento, as células foram coletadas, 0 RNA foi isolado e reacGes de RT-PCR foram
realizadas. Para o ensaio de atividade da luciferase, as células foram co-transfectadas com
uma mistura de 2,5 pg de plasmideo contendo construcdes repdrteres promotor-luciferase
e 0,25 pg de plasmideo pRL-null. Apds a transfeccéo e tratamento com 50 uM de trans-
Chalcona e merbarone por 24 horas, as células foram coletadas em tampéo de lise passiva
1X (Promega), sonicadas (3 x 10 segundos) e centrifugadas a 14000 rpm por 20 minutos
(4°C). O sobrenadante foi recolhido e a concentracdo de proteinas totais determinada
utilizando o reagente Pierce®BCA Protein Assay. A atividade dos repérteres-luciferase,
em 50 pg de proteinas, foi mensurada e normalizada pela atividade luciferase do pRL-
null utilizando o DualGlo Luciferase Assay Kit (Promega), de acordo com as instrucées
do fabricante. A deteccdo da luminescéncia foi executada em luminémetro TD-20/20

DLRready (Turner BioSystems, Sunnyvale).
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4.13. Sequenciamento de RNA (RNA-seq)
4.13.1. Preparacéo da biblioteca e sequenciamento de nova geragdo (NGS)

As células U20S foram crescidas em placas de 10 cm até 80% de confluéncia, em
seguida, foram tratadas com 50 pM de trans-Chalcona em meio sem soro durante 24
horas. O RNA foi isolado, utilizando o GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific), quantificado e a qualidade e integridade analisadas. O Illumina TruSeq RNA
Kit (Illumina) foi usado para preparagédo da biblioteca de mMRNA-Seq, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Basicamente, mRNAs (poliA+) foram purificados a partir de 1
Hg de RNA total utilizando “beads” magnéticas poli-T. Os RNAs mensageiros foram
fragmentados no tamanho desejado, por incubacéo a elevada temperatura (94°C), durante
8 minutos, na presenca de ions metalicos. RNAs mensageiros foram usados para sintese
da primeira e segunda fitas de cDNAs, que foram subsequentemente sujeitas a reparo das
extremidades, adicdo de cauda poli-A na extremidade 3°, ligacdo de adaptadores e
amplificagdo através de 15 ciclos de PCR. Durante a PCR, individuais barcodes foram
incorporados dentro das respectivas amostras, para permitir o “pooling” das amostras
durante o0 subsequente sequenciamento do DNA. Foram realizados 100 ciclos de
sequenciamento “paired-end” (2 x 100 ciclos) das bibliotecas de RNA-seq preparadas em
Illumina HiSeq 2500. O experimento de RNA-seq foi realizado no Centro para Recursos
Biotecnoldgicos do FDA (Food and Drug Administration, Maryland, USA)

4.13.2. Analise dos dados de NGS

As sequéncias obtidas foram processadas utilizando o Tuxedo suite (Baltimore,
MD, USA). Resumidamente, arquivos fastq foram alinhados ao genoma humano de
referéncia (hg19), usando o programa TopHat v.2.0.6. As sequéncias alinhadas foram
processadas no Cufflinks v.2.2.1, para produzir transcritos individuais, seguido da analise
pelo Cuffmerge, para integrar ao genoma humano de referéncia (anotacdes de transcricao
GTF da lllumina iGenomes). Com base na distribuicdo do valor FPKM (“Fragments Per
Kilobase Million”) dos transcritos, uma lista de genes expressos foi definida para incluir
apenas transcritos com FPKM> 1 em pelo menos um dos tratamentos (Yoon et al., 2007;
Akihisa et al., 2011; Na e Nam, 2011). Uma lista de genes diferencialmente expressos em
resposta ao tratamento com trans-Chalcona foi obtida depois que os arquivos de saida do

Cuffmerge foram passados para o programa Cuffdiff2. Genes com “fold change” > 2,0,

23



usando um valor p-limite de 0,001 foram considerados biologicamente relevantes e
selecionados para analises subsequentes.
4.13.3. Analise de enriquecimento funcional

Os genes diferencialmente expressos entre as células U20S tratadas e ndo tratadas
com trans-Chalcona foram categorizados de acordo com ontologia génica (OG) usando
a ferramenta EnrichR (http://amp.pharm.mssm.edu/Enrichr/). Anélise de enriquecimento

de vias dos genes modulados pela trans-Chalcona foi realizada utilizando as ferramentas
“Gene List Analysis” (http://pantherdb.org/tools/index.js) e KEGG Mapper-Search

Pathway” (http://www.genome.jp/kegg/tool). Um valor p <0,05 foi considerado para

indicar uma diferenca estatisticamente significativa e foi definido como o corte.

4.14. Imunoprecipitacado

Para a analise de imunoprecipitacdo, incubaram-se 300 pg de lisados de proteina
recolhidos em tampéo RIPA modificado (Tris-Cl a 25 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, NP-
40 a 1% e glicerol a 5%) com 2 ug de anticorpo primario durante 2 h a 4°C numa
plataforma rotativa, seguido pela adigdo de 20 uL de proteina A / G PLUS-agarose (Santa
Cruz Biotechnology) e incubacdo durante 18 h a 4°C. Os imunoprecipitados foram
recolhidos por centrifugacdo a 2000 x g durante 5 min a 4°C. Apos lavagem, 10 vezes
com PBS 1X gelado, os sedimentos foram ressuspensos com 40 puL de tampdo SDS-
PAGE 4X e aquecidos a 95°C durante 5 min. As amostras imunoprecipitadas foram entéo

analisadas por Western Blot.

4.15. Analise Estatistica

Anélises estatisticas foram realizadas com o teste t de Student ndo pareado. Os
dados sdo expressos como meédia + desvio padrdo de no minimo trés experimentos
independes. Os resultados foram considerados estaticamente significativos para * P
<0.05, ** P <0.01 e *** P <0.001 (0,01% DMSO vs tratamento).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Trans-Chalcona e merbarone inibem o crescimento e induzem apoptose na

linhagem de osteossarcoma U20S

Foram utilizados diferentes tempos e doses de tratamento para investigar 0s
efeitos da trans-Chalcona e merbarone (Fig. 4A), inibidores transcricional e catalitico da
topoisomerase 2A, respectivamente, sobre o crescimento das células U20S. Ambos 0s
compostos inibiram significativamente o crescimento celular de forma dose e tempo
dependente (Fig. 4B), com destaque para a trans-Chalcona, que se mostrou efetiva na
concentracdo de 10 uM, inibindo o crescimento celular ap6s 1, 2 e 4 dias de tratamento,
em aproximadamente 24%, 58% e 90%, respectivamente.
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Figura 4. Inibicdo do crescimento das células U20S tratadas com trans-Chalcona e merbarone. A.
Estrutura quimica dos compostos trans-Chalcona e merbarone. B. Células U20S foram tratadas com
DMSO (0,01%) ou 1, 10, e 100 uM de trans-Chalcona e merbarone por 0, 1, 2 e 4 dias, entdo, o crescimento
celular foi avaliado pelo ensaio de MTT. * p <0.05, ** p <0.01 e *** p< 0.001 (DMSO vs tratamento).

A fim de averiguar se a inibicdo do crescimento das células U20S estava
relacionada com inducdo de apoptose, a presenca de células apoptéticas foi avaliada por
3 métodos: deteccdo da externalizacdo de fosfatidilserina (fase inicial da apoptose) por

citometria de fluxo, visualizacdo da condensacao da cromatina (fase tardia da apoptose)
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com coloragdo com DAPI e avaliagdo da atividade enzimética das caspases 3/7 (apenas
para trans-Chalcona). Novamente, ambos 0s compostos demonstraram efeito dose-
dependente (Fig. 5A e 5B) e tempo dependente (Fig. 5B). Sendo que, a trans-Chalcona
apresentou maior efeito que o merbarone apo6s 24 horas de tratamento, aumentando o
nimero de células apoptdticas comparado ao controle em 1,9 e 3,6 vezes nas
concentracdes de 10 e 50 pM, respectivamente (Fig. 5A). Conforme exposto na figura
3C, também foi observado que a trans-Chalcona induziu a atividade das caspases efetoras
3/7.
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Figura 5. Inducéo de apoptose em células U20S tratadas com trans-Chalcona e merbarone. A. Células
foram tratadas com DMSO (0,01%) ou 10 e 50 pM de trans-Chalcona e merbarone por 24 horas, em
seguida, a apoptose foi avaliada com dupla marcacdo (Anexina/Pl) através de citometria de fluxo. B.
Condensacdo da cromatina foi visualizada por coloracdo com DAPI apds tratamento das células com
trans-Chalcona e merbarone por 24 e 48 horas. C. Células U20S foram tratadas com 50 uM de trans-
Chalcona por 24 horas, e a atividade das caspases3/7 no lisado celular (50 pg de proteinas) foi

mensurada através da deteccdo de luminescéncia. * p <0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001
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5.2. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre a expressdo de proteinas
relacionadas a oncogénese

A fim de elucidar os mecanismos moleculares pelos quais a trans-Chalcona e
merbarone induziram inibicdo do crescimento celular e reativacdo de apoptose na
linhagem de osteossarcoma U20S, foi investigado o efeito destes compostos na expresséo
das proteinas Spl, Sp3 e p53, que estdo envolvidas no controle da progressdo do ciclo
celular e apoptose, e na regulagdo transcricional da topoisomerase 2A.

Verificou-se por meio do Western Blot que a trans-Chalcona reduziu
significativamente os niveis de proteinas de especificidade, especialmente Spl, numa
concentracdo de 50 UM ap6s 24 horas de tratamento nas células U20S (Fig. 6A e 6B). A
trans-Chalcona também reduziu os niveis da proteina Spl nas linhagens tumorais FaDu,
A549 e HCT-116 (Fig. 6C). O merbarone, por outro lado, ndo reduziu os niveis de
proteinas Sp na linhagem U20S (Fig. 6A e 6B).

As proteinas de especificidade (Spl, Sp3 e Sp4) sdo fatores transcricionais
superexpressos em diversos tipos de tumores. Estas proteinas, especialmente a Sp1, por
meio da regulacéo de diversos proto-oncogenes e supressores de tumor estéo relacionadas
com a capacidade de celulas tumorais escaparem da apoptose, induzirem angiogénese e
invadirem outros tecidos (Li e Davie, 2010). Tem sido demonstrado, in vitro e in vivo,
que a reducdo do fator de transcricdo Spl, tanto pela acdo de compostos naturais
(Mertens-Talcott et al., 2013) quanto pelo silenciamento via RNA de interferéncia (Zhao
et al., 2013), pode provocar a inibi¢ao da proliferacdo, inducao de apoptose e diminuicédo
da resisténcia (inibicdo de MDR1) em células e tecidos tumorais (Noratto et al., 2013).

Através de Western Blot, também se identificou que a trans-Chalcona aumentou
0s niveis da proteina supressora de tumor p53 na linhagem U20S (Fig. 6A e 6B). Na
concentracdo de 50 puM, a trans-Chalcona ja foi capaz de incrementar os niveis de p53
apos 3 horas de tratamento (Fig. 6B). A trans-Chalcona também induziu a p53 nas
linhagens FaDu, A549 e HCT-116 (Fig. 6C). O merbarone, assim como a trans-Chalcona,
também induziu a p53, demonstrando efeito até mesmo na concentracdo de 10 uM (Fig.
6A). Também foi comparado o efeito da trans-Chalcona sobre os niveis das proteinas Spl
e p53 com o da 4-hidroxichalcona. A 4-hidroxichalcona demonstrou suprimir Spl e
induzir a p53 nas células U20S, porém, a inducdo da p53 foi consideravelmente menor

do que a provocada pela trans-Chalcona (Fig. 6D).
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A p53 ¢é a mais importante proteina supressora de tumor e normalmente esta
inativada em células tumorais. A ativacdo da p53 envolve a estabilizacdo da proteina,
aumento da atividade transcricional e ligacdo ao DNA (Haupt et al., 2003). Uma vez
estabilizada, a p53 pode acumular-se no nucleo e desencadear a ativacdo de diversos
genes alvos como p21, 14-3-3, GADDA45, Bax, Bid, Puma, Noxa, FAS, PERP e APAF-
1, provocando interrupcdo do ciclo celular, senescéncia e/ou apoptose, processos
fundamentais para a inibicéo da proliferacéo de células com danos no DNA e de celulas
tumorais ou com potencial neoplasico (Zuckerman et al., 2009).

Portanto, assim como a supressdo da proteina oncogénica Sp1l, a ativacdo da p53
tem importante implicacdo no bloqueio da oncogénese. O que demonstra que os efeitos
aqui encontrados da trans-Chalcona (inibicdo do crescimento, inducdo de apoptose,
supressdo da Spl e inducédo da p53) em células U20S séo bastante promissores, visto que
ela atuou em dois importantes alvos para desenvolvimento de drogas para terapia

anticancer.
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Figura 6. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre os niveis de proteinas Spl e p53 em células tumorais
humanas. A e B. Anélises de Western Blot do efeito dose e tempo dependente da trans-Chalcona e
merbarone sobre a expressdo das proteinas Spl, Sp3 e p53 em células U20S. C. Os niveis de proteinas Spl
e p53 em diferentes células tumorais foram analisados ap6s o tratamento com 50 uM de trans-Chalcona
por 24 horas. D. As células U20S foram tratadas durante 24 horas com trans-Chalcona e 4-Hidroxichalcona

e, entdo, o efeito sobre a expressdo de Spl e p53 foi comparado.

5.3. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre atividade de promotores regulados
por Spl e p53

Diante dos resultados obtidos nas analises de Western Blot, ou seja, reducdo de

Spl e inducdo de p53, foi analisado através do ensaio de luciferase o efeito dos

tratamentos sobre a atividade de promotores ativados por Spl e p53. Para a analise de

Spl, células U20S foram transfectadas com vetor contendo promotor artificial

carregando 6 sitios para ligacdo de Sp1 (reporter Spl-Luciferase) ou com reporter Top2A-

luciferase contendo dois sitios para Sp1l. Em seguida, as células foram tratadas com trans-
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Chalcona por 24 horas e a atividade dos promotores foram analisadas através da deteccéo
de luminescéncia. Para a analise de p53, células U20S foram transfectadas com vetor
carregando o promotor natural MDM2 (reporter MDM2-Luciferase), que contém 2 sitios
para a ligacdo de p53 e, posteriormente, as células foram tratadas por 24 horas, tanto com
trans-Chalcona quanto com merbarone. Conforme o esperado, o tratamento com trans-
Chalcona ao reduzir os niveis da proteina Spl, provocou a inibi¢do da atividade dos
promotores regulados por Spl (Fig. 7A e 7B). Por sua vez, a inducdo de p53 causada pela
trans-Chalcona e pelo merbarone, provocou um aumento da atividade do promotor
MDMZ2 regulado por p53 (Fig. 7C). O merbarone apresentou maior efeito sobre a
atividade do promotor MDM2, em conformidade com os resultados de Western Blot, nos

quais ele apresentou maior indugdo de p53 em comparagdo com a trans-Chalcona.
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Figura 7. Trans-Chalcona e merbarone alteram a atividade de promotores regulados por Spl e p53. A. O
repdrter Spl-Luciferase foi transfectado nas células U20S apds o tratamento com 50 UM de trans-Chalcona
por 24 horas, a atividade da luciferase foi detectada em luminémetro. B. Células U20S foram transfectadas
com vetor contendo o promotor natural Top2A (reporter Top2A-Luciferase) e tratadas durante 24 horas com
50 uM de trans-Chalcona e, entdo, a atividade da luciferase foi analisada. C. Apoés transfec¢do com reporter
MDM2-Luciferase e tratamento durante 24 horas com 50 uM de trans-Chalcona e merbarone, a atividade
da luciferase foi avaliada. * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001. (DMSO vs tratamento).

5.4. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre a transcri¢do de Spl e p53 e seus
genes alvos
Anélises de RT-PCR foram conduzidas para mensurar 0s niveis de RNA
mensageiros (RNAm) apos as celulas U20S serem tratadas com 10 e 50 uM de trans-
Chalcona e merbarone durante 24 horas, com a finalidade de compreender melhor como

a trans-Chalcona induz e reprime a expressao das proteinas p53 e Spl, respectivamente.
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O merbarone néo influenciou significativamente na transcrigéo de Sp1l e p53 (Fig. 9), por
outro lado, a trans-Chalcona na concentracdo de 50 UM reduziu os niveis do RNAm Sp1,
assim como, de Sp3 e Sp4 (Fig. 8). Os efeitos da trans-Chalcona e merbarone sobre a
transcricdo de genes regulados por Spl e p53 também foram avaliados. Ambos os
compostos induziram a transcricdo de p21 e Gadd45a, dois genes que possuem nas suas
regides promotoras sitios de ligacdo para a proteina p53 e sdo normalmente ativados
transcricionalmente por ela (Riley et al., 2008). Assim, a indugdo de p21 e Gadd45a
observada, provavelmente & consequéncia do aumento dos niveis da proteina p53
causados tanto pela trans-Chalcona quanto pelo merbarone.

A trans-Chalcona também reprimiu a transcricdo da topoisomerase 2 alfa (Top2A)
(Fig. 8). Em estudo anterior, identificou-se que a trans-Chalcona reduziu os niveis do
RNAmM Top2A em celulas tumorais caninas (Silva et al., 2013). O gene Top2A possui
“CG boxes” no seu promotor, a Spl pode ligar-se a estes dominios e ativar a sua
transcricdo (Zhou et al., 2009). Diante disto, € provavel que a trans-Chalcona tenha
inibido a expresséo da Top2A ao reduzir os niveis da proteina Spl. Um dos outros efeitos
atribuidos a inibicdo da Spl é a diminuicdo da capacidade invasiva de células tumorais.
Isso parece estar relacionado com a reducdo na expressao de metaloproteinases, como a
MMP-2 (“matrix metalloproteinase-2”) (Guan et al., 2012). Aqui também se observou
que o MMP-2 foi outro gene transcricionalmente inibido pela trans-Chalcona nas células

U20S (Fig. 8), possivelmente como mais uma consequéncia da supressao da Spl.
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Figura 8. Efeito da trans-Chalcona e merbarone sobre os niveis de RNAm Spl e p53 e de genes regulados
por Spl/p53. Células U20S foram tratadas com DMSO ou trans-Chalcona nas concentracdes indicadas por
24 horas, depois 0 RT-PCR foi realizado usando primers para Spl, p53 e seus genes alvos, e para o gene
constitutivo GADPH. Foto representativa de um gel (& esquerda) e andlise de densitometria de pelos menos

3 experimentos (& direita). * p<0.05 e ** p<0.01. (DMSO vs tratamento).
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5.5. Efeito da trans-Chalcona sobre a regulacéo transcricional de Spl

Com o intuito de compreender como a trans-Chalcona reduzia os niveis do RNAm
de Spl, foram avaliados o0s seguintes parametros: a estabilidade do RNA mensageiro,
metilacdo da regido promotora e atividade do promotor Spl.

Primeiramente, foi analisado se a trans-Chalcona reduzia os niveis de Spl
mediante degradacdo do RNAm. Para isso, 0 processo de transcri¢do nas células U20S
foi bloqueado através do tratamento com actinomicina D e a estabilidade do RNAm
mensurada por RT-PCR. Como demonstrado na figura 10A, a trans-Chalcona ndo
reduziu a estabilidade do RNAm Sp1, pelo contrério, ela provocou estabilizacdo a partir
de 4 horas de co-tratamento com actinomicina D. A trans-Chalcona demonstrou
pronunciado efeito apds 24 horas de tratamento, pois inibiu a total degradacdo do RNAm
de Spl promovida pelo tratamento com actinomicina D. A trans-Chalcona também
induziu a estabilizacdo dos RNAs mensageiros p53 e Sp3 (Fig. 9A).

O promotor de Spl contém algumas regides com dinucleotideos CpG. DNA
metiltransferases podem adicionar grupos metil (CHz) nas citosinas destes dinucleotideos,
inibindo a transcricdo ao dificultar a ligacdo de fatores de transcricdo ao promotor
(Blattler e Farnham, 2013). Uma vez que a inibicdo de Spl provocada pela trans-
Chalcona ndo se mostrou relacionada com a degradacdo do RNA mensageiro, foi
investigado se estava envolvida com a metilacdo do DNA na regido promotora do gene
Sp1, utilizando o método de sequenciamento do DNA convertido com bissulfito de sodio.

As sequéncias de DNA obtidas a partir das células tratadas e ndo tratadas com
trans-Chalcona foram alinhadas com o programa Clustal Omega e comparadas com a
sequéncia referéncia do promotor Spl, obtida no EPD (The Eukaryotic Promoter
Database), onde todas as citosinas foram trocadas por timinas. Como observado na figura
9B, ndo ocorreu diferencas significativas nas regides passiveis de serem metiladas. Todas
as citosinas destas posi¢oes foram convertidas, indicando que elas ndo estavam metiladas,
ou seja, a trans-Chalcona ndo induziu metilacdo nesta regido do promotor Sp1.

Posteriormente, foi avaliado o efeito da trans-Chalcona sobre a atividade do
promoter Sp1 através do ensaio de luciferase. As células U20S foram transfectadas com
vetores contendo 3 diferentes promotores Spl-luciferase, tratadas com 50 puM de trans-
Chalcona, em seguida, a atividade da luciferase foi mensurada através da deteccdo da
luminescéncia. Como demonstrado na figura 10C, a trans-Chalcona inibiu a atividade

dos promotores Spl. O promotor Spl contem sitios de ligacdo para a prépria proteina
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Sp1l. Ja foi demonstrado que o gene Sp1l é positivamente autorregulado, ou seja, proteinas
Spl podem ligar-se ao promotor e ativar a sua transcri¢do (Nicolas et al., 2001; Nicolas
et al., 2003), por isso, a inibicdo dos promotores Spl, provocada pela trans-Chalcona,
deve ser resultado da diminuicdo nos niveis da proteina Spl. Foi possivel observar que a
trans-Chalcona provocou maior inibicdo do promotor que contém 8 sitios para Spl, em
relagdo aos promotores que possuem 2 ou nenhum sitio para a ligacéo da Sp1 (Fig. 9C).
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Figura 9. Efeito da trans-Chalcona sobre a regulacdo transcricional de Spl. A. Células U20S foram pré-
tratadas com actinomicina D, depois co-tratadas com trans-Chalcona. O RNA foi isolado em diferentes
tempos e RT-PCR foi realizado para mensurar o efeito sobre a estabilidade do RNAm. B. O DNA extraido
de células tratadas com 50 uM de trans-Chalcona por 24 horas foi convertido com bissulfito, amplificado
com primers especificos para o promotor Spl e, por fim, sequenciado. C. Células U20S foram transfectadas
com promotores Spl-Luciferase e tratadas durante 24 horas com 50 uM de trans-Chalcona e, entéo, a
atividade da luciferase foi analisada. *p<0.05 e p<0.001. (DMSO vs tratamento)
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5.6. Efeito pos-traducional da trans-Chalcona sobre as proteinas Spl e p53

Também se verificou o efeito poés-traducional da trans-Chalcona sobre a
expressao de Spl e p53. Para isso, as células U20S foram pré-tratadas por 12 horas com
trans-Chalcona e, em seguida, a sintese de proteinas foi bloqueada pelo tratamento com
cicloheximida por diferentes periodos de tempo. Conforme mostrado na figura 11A, a
proteina Spl foi estavel ao tratamento apenas com cicloheximida, mas na presenca de
trans-Chalcona mais cicloheximida ela foi rapidamente degradada, demonstrando que a
trans-Chalcona diminui a estabilidade da proteina Spl. A proteina p53, por outro lado,
foi extremamente instavel ao tratamento apenas com cicloheximida, sendo degradada
com apenas 1-3 horas de tratamento. Entretanto, na presenca de trans-Chalcona, a p53
ndo foi degradada nem mesmo apds 24 horas de exposi¢do a cicloheximida, indicando
que a trans-Chalcona provocou uma forte estabilizacao da proteina p53 (Fig. 10A). Esses
resultados sugerem que a trans-Chalcona pode regular a Spl e p53 a nivel pods-
traducional.

A degradacdo de proteinas € predominantemente mediada pelo proteossoma 26S.
Por isso, foi analisado o efeito da trans-Chalcona sobre a Spl e p53, apos as células U20S
serem pré-tratadas com trés diferentes inibidores do proteossoma: MG132, epoxomicina
e lactacistina. A reducdo de Spl causada pela trans-Chalcona ndo foi inibida por nenhum
dos inibidores testados (Fig. 10B), o que indica que a degradagédo de Spl induzida pela
trans-Chalcona € independente do proteossoma. Contrariamente, o efeito da trans-
Chalcona sobre a p53 foi influenciado pelo tratamento com os inibidores do proteossoma
(Fig. 10B), sugerindo que este efeito é mediado pela acdo sobre o proteossoma.

A p53 pode sofrer diversas modificagdes pds-traducionais, como a fosforilagéo,
que alteram sua estabilidade (Gu e Zhu, 2012). Assim, o efeito da trans-Chalcona sobre
a fosforilacdo da p53 foi avaliado por Western Blot, utilizando anticorpos fosfo-p53. Foi
possivel detectar fosforilacdo da serina 392 na p53 apos o tratamento com trans-Chalcona
(Fig. 10C). A fosforilacdo nesse residuo é controversa, ha relatos que ela é a primeira
etapa para estabilizacdo da p53, entretanto, alguns trabalhos sugerem que a fosforilacao
na serina 392 é apenas uma consequéncia da estabilizacdo da p53, podendo ser causada
por qualquer estimulo que provoque a inducdo da proteina p53 (Cox e Meek, 2010). Por
fim, foi analisado se a estabilizacdo da p53 induzida pela trans-Chalcona estava

relacionada com a inibicdo da atividade do proteossoma e constatou-se que, 0 tratamento
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com trans-Chalcona, reduziu as atividades proteoliticas quimiotripsina, tripsina e caspase
do proteossoma (Fig. 10D).
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Figura 10. Efeito da trans-Chalcona sobre a regulacdo pds-traducional de Spl e p53. A. Células U20S
foram pré-tratadas com trans-Chalcona (50 pM) por 12 horas, seguido do co-tratamento com
cicloheximida. Os lisados de células foram obtidos em diferentes tempos e WB foi realizado para mensurai
a degradacéo de Spl e p53. B. Células U20S foram pré-tratadas com inibidores do proteossoma: MG132
(10 uM), epoxomicina (1 uM) e lactacistina (5 uM) por 1 hora e entdo co-tratadas com trans-Chalcona por
24 horas. C. Os lisados de células U20S tratadas com trans-Chalcona e merbarone foram submetidos a
WB com anticorpos fosfo-p53. D. 50 pg do lisado de células tiveram as 3 atividades do proteossoma 20S

mensuradas por detec¢do de luminescéncia. * p<0.05, ** p<0.01 e *** p<0.001. (DMSO vs tratamento).
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5.7. Efeito da superexpressdo da Spl e silenciamento da p53 na agdo da trans-
Chalcona

Com o proposito de confirmar se os efeitos moleculares da trans-Chalcona
estavam realmente associados com a inibicdo de Spl e indugdo da p53, realizou-se a
superexpressdo e silenciamento da Spl e p53, respectivamente. As células U20S foram
transfectadas para superexpressar a proteina Spl e tratadas com trans-Chalcona. Em
seguida, analises de RT-PCR foram realizadas para avaliar a expressdo de genes
regulados pela Spl (Top2A e Sp3). Como demonstrado na figura 11A, a superexpressao
da Spl restaurou parcialmente a expressdo de Top2A e Sp3 na presenca da trans-
Chalcona, indicando que a Spl pode ter um papel na inibi¢do da transcricdo de Top2A e
Sp3 causada pela trans-Chalcona. Também transfectou-se as células U20S com vetor
expressando ShRNA para p53, com intuito de silenciar a expressdo da p53. O
silenciamento da p53 reduziu a inducdo do promotor MDM2-luciferase provada pela
trans-Chalcona (Fig. 11B), demonstrando que o efeito da trans-Chalcona sobre o
promotor MDM2 é mediado pela p53.

Tanto o silenciamento da p53 quanto a superexpressao da Spl reduziram o efeito
da trans-Chalcona sobre o promotor Top2A (Fig. 11C), indicando que a inibicdo da
transcricdo da Top2A induzida pela trans-Chalcona é dependente da acao sobre p53/Spl.
Também foi avaliado o efeito da superexpressdo da Spl e silenciamento da p53 na
citotoxicidade induzida pela trans-Chalcona. Apds a transfeccdo, as células foram
tratadas com trans-Chalcona por 48 horas e entdo a viabilidade celular mensurada por
MTT. Como mostrado na figura 11D, a superexpressao da Spl suprimiu parcialmente a
citotoxicidade da trans-Chalcona, por outro lado, a inibicdo da p53 ndo afetou o efeito da
trans-Chalcona. Isto indica que a citotoxicidade da trans-Chalcona sobre as células U20S

pode ser pelo menos em parte dependente da Sp1.
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Figura 11. Superexpressdo da Spl e silenciamento da p53 afetam a acdo da trans-Chalcona. A. Células
U20S foram transfectadas com vetores expressando Spl ou LacZ, seguido do tratamento com 50 uM de
trans-Chalcona por 24 horas. Em seguida, o0 RNA foi isolado e anélises de RT-PCR realizadas. B. Vetores
expressando shRNA controle ou shRNA p53, foram co-transfectados com o vetor expressando MDM2-
luciferase nas células U20S e a atividade da luciferase foi mensurada apds o tratamento com trans-Chalcona
(50 uM) por 24 horas. C. Vetores expressando Spl ou shRNA p53, foram co-transfectados com o vetor
expressando promotor Top2A-luciferase nas células U20S e a atividade da luciferase foi mensurada ap6s o
tratamento com trans-Chalcona (50 uM) por 24 horas. D. Ap0s a superexpressao da Spl e silenciamento
da p53, as células U20S foram tratadas com 10 uM de trans-Chalcona por 24 horas e, entéo, a viabilidade

celular foi avaliada pelo ensaio de MTT. * p<0.05 e *** p<0.001.

5.8. RNA-seq: efeito da trans-Chalcona sobre o transcriptoma da linhagem U20S
A analise do transcriptoma foi realizada por sequenciamento de RNA (RNA-seq).
As células U20S foram tratadas com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 horas. Apos
o tratamento, 0 RNA foi isolado e submetido ao sequenciamento de nova geracao.
Um total de 17322 genes tiveram a expressao detectada e foram analisados quanto
a expressdo diferencial. Tomando como base uma diferenca de expressao de pelo menos

100% (“fold change” > 2), 3233 genes foram modulados significativamente, sendo que
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1521 foram induzidos e 1712 genes foram reprimidos pelo tratamento com trans-
Chalcona.

Andlises de RT-PCR foram realizadas para validar a modulagdo promovida pela
trans-Chalcona de 14 genes detectados no experimento de RNA-seq. Conforme
demonstrado na figura 12, os resultados de RT-PCR demostraram grande concordancia
com aqueles obtidos através do RNA-seq.

trans-Chalcona 50 pM
- +
RNA-s

GENE FOLD
SOXe6 -12.5
IGFBPS -24,7
MEIS1 -6,12

SLC14A1
PHDLA1 - PHLDA1 -9.4
DDIT3 = DDIT3 13,7
DAPK1 100,8
MMP-2 -5,6
ITGA11 -35.1

Figura 12. Validacdo por RT-PCR de genes modulados pela trans-Chalcona, identificados no
experimento de RNA-Seq. Células U20S foram tratadas com 0,01 % de DMSO ou 50 pM de trans-
Chalcona por 24 horas, depois 0 RT-PCR foi realizado usando primers para cada gene e para o gene
constitutivo GADPH.
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5.9. RNA-seq: Anélise funcional e de enriquecimento de vias

Os 3233 genes modulados pela trans-Chalcona foram categorizados de acordo
com ontologia génica (OG) usando a ferramenta “EnrichR” para processo biolégico (PB),
componente celular (CC) e funcdo molecular (FM).

Para os genes induzidos por trans-Chalcona, as cinco principais categorias de cada
termo de OG sdo apresentadas na tabela 1. Quanto ao processo bioldgico, a maioria das
categorias sdo relacionadas ao controle do ciclo celular e transcrigdo do DNA. Em termos
de funcdo bioldgica, as categorias estdo relacionadas principalmente aos processos de
ligacdo a proteinas, ao ATP e ao DNA/RNA. Em relacdo aos componentes celulares, 0s
genes modulados positivamente foram agrupados predominantemente em categorias
ligadas ao nucleo celular.

Anélise de enriquecimento de vias dos genes induzidos por trans-Chalcona
utilizando as ferramentas “Gene List Analysis” ¢ KEGG Mapper-Search Pathway”,
indicou o enriquecimento de vias relacionadas ao ciclo celular, apoptose e p53 (tabela 2).
Estas Ultimas, destacam-se, uma vez que a inducdo de apoptose em células U20S
provocada pela trans-Chalcona é parcialmente dependente da estabilizacdo da p53.
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Tabela 1. Os cinco principais termos da analise de OG para os genes induzidos pela trans-Chalcona em

linhagem U20S. (PB — processo biolégico, FM — fungdo molecular e CC — componente celular).

Nome Gglr:es Exemplos de genes Vel

mitotic cell cycle 82 CDKN1A, CDC6,CDC45  3.4e®

mitotic cell cycle phase transition 61 CDKNI1A, CDC6, CDC45  2.3¢™

PB cell cycle phase transition 61 CDKNI1A, CDC6, CDC45 3.4
DNA-templated transcription, termination 30 ZNF473, SLBP, CSTF3 5.3¢10

cell cycle G1/S phase transition 40 CDKN1A, CDC6, CDC45  9.1e%0

unfolded protein binding 27 TOMQANZIXJE?PDL 2.0e”

ATP binding 166 EIF4AA2, DGKE, EIF4A3 9.5¢7

FM DNA-dependent ATPase activity 20 POLQ, RFC3, MCM7 1.8e°
I Ry 55 ATFLCSRWPLBTG2 450
mRNA biding 23 PIWIL2, SLBP, RBM25 6.3e

Nucleoplasm 182 ATF1, CCNT2, CCNT1 2.0e-%

Nucleolus 231  ATFL, EIF4A3, PNN, MYC  9.0e-Y

CcC Cytosol 278 EIF4A2, EIF4A3, DIXDC1  7.4e-°
Spliceosomal complex 29 ZCCHCS8, RBM25, EIFAA3  4.4e-

Microtubule organizing center 56 MLF1IP, TNFAIPS, 3.7e-

BRCA2

Tabela 2. As cinco principais vias obtidas pela analise de enriquecimento para os genes induzidos pela

trans-Chalcona em linhagem U20S.

NO

Via Nome Genes Exemplo de genes p-value
Spliceosome 28 BUD31, DHX15, PRPF3, HSPA1L 5.4e
CDC14A, MDM2, GADDA45a, 5
Cell cycle 26 GADD45b, 9.5¢
KtEhGG TNF signaling pathway 24 FOS, FAS, JUN, CREB5 1.0e*
pathway
p53 signaling pathway 18 BBC3, GADD452, GADD45b, 1.1e*
CDKN1A '
Epstein-Barr virus infection 33 CD44, MDM2, JUN, XPO1 7.2¢*
CDKN1A, GADD45B, 4
Panther P53 pathway 19 GADD45A, TP73 1.5¢
pathway L . 4
Apoptosis signaling pathway 22 JUN, HSPALL, FOS, BAG3 6.4e
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Os genes regulados negativamente pela trans-Chalcona, em termos de processo
biol6gico, foram categorizados em grupos relacionados principalmente com adesdo
celular e matriz extracelular (tabela 3). Exemplo de genes desta categoria sdo o LLICAM
e GAS6, que estdo relacionados com a quimiorresisténcia, migracdo, proliferacdo e
evasdo de apoptose de células tumorais, e encontram-se Superexpressos em
osteossarcoma (Han et al., 2013; Chong et al., 2014). Em termos de componentes
celulares, os genes foram agrupados predominantemente em categorias referentes a
matriz extracelular. Dentre eles, pode-se citar o gene LAMA4, cuja a alta expressao esta
relacionada com o potencial invasivo e metastatico de tumores (Huang et al., 2008). Outro
gene interessante dentro dessa categoria € 0 SERPINE2, que apresenta elevada expressao
em tecidos de osteossarcoma e esta ligado a proliferacdo celular e resisténcia as drogas
(Mao e Wang, 2016). Como demonstrado na tabela 3, as cinco categorias principais de
funcdo molecular estéo relacionadas com a atividade de ligacdo e atividade quinase. Pode-
se destacar os genes PDFGB, WNT5A, ITGAV e FZD1, cuja superexpressao em
osteossarcoma esta relacionada com a proliferacdo, migracdo celular, angiogénese e
sobrevivéncia (Kubo et al., 2008; Liu et al., 2014; Zhang et al., 2014; Luo et al., 2016).

Como apresentado na tabela 4, a analise de enriquecimento de vias dos genes
reprimidos pela trans-Chalcona, revelou a associacao destes genes com vias importantes
nos processos de migracgdo, invasdo e metastase, tais como, as vias de sinalizacdo da
catenina e WNT, que sdo consideradas potenciais alvos para terapia anticancer
(Mohammed et al., 2016; Yang et al., 2016). A desregulacdo da via WNT/catenina
desempenha um papel relevante no desenvolvimento de canceres 0sseos (Cai et al., 2014;
Lin et al., 2014) e tem sido demonstrado que, a inibicdo dessa via, pode reduzir o
potencial proliferativo e invasivo de osteossarcoma, assim como, aumentar a

sensibilidade aos tratamentos quimioterapicos (Ma et al., 2013; Liu et al., 2015).
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Tabela 3. Os cinco principais termos da analise de OG para os genes reprimidos pela trans-Chalcona em

linhagem U20S. (PB — processo biolégico, FM — fungdo molecular e CC — componente celular).

No p-
Nome Genes Exemplos de genes value
homophilic cell adhesion via plasma 70 PCDHGBY7, CLSTNZ, 3.4e13
membrane adhesion molecules CLSTN3
cell-cell adhesion via plasma-membrane 73 PCDHGBY, CLSTNZ, 2.3e1
. CLSTN3
PB adhesion molecules
. PCDHGBY7, CLSTNZ, 1
cell-cell adhesion 73 CLSTN3 3.4e
extracellular matrix organization 73 PTPRS, ITGB3, TNC 5.3e10
-10
extracellular structure organization 3 PTPRS, ITGB3, ELN 9.1
L . CLSTN2, CLSTN3, 2
Calcium ion binding 125 CELSR? 2.0e
Growth factor binding 32 NRP1, PDGFB, LTBP2 9.5¢7
EM Transmembrane receptor protein kinase 23 EPHAS5, PDGFRB, 1,865
activity PDGFRA '
Whnt-protein binding 12 FZD1, FZD3, WNT5A 4.5e°
Transforming growth factor beta binding 9 TGFB3, ITGAV, LTBP3 6.3e
Extracellular matrix 72 LGALS3BP, SERPINEZ, 2.0e-%
TNC
Golgi membrane 58 ARF3, NUMA1, SPPL2B  9.0e-¥
ccC Extracellular matrix part 30 COL11A1, LAMA4,ELN  7.4e®
Proteinaceous extracellular matrix 45 LGALS3BP, TNC, LTBP2,  4.4e-°
Cell surface 64 NRP1, CD40, ITGB3 3.7e-4

Tabela 4. As cinco principais vias obtidas pela anélise de enriquecimento para 0s genes reprimidos pela

trans-Chalcona em linhagem U20S.

_ NO Exemplo
Via Nome p-value
Genes
de genes
Axon guidance 31 EPHA4, EPHAS, LICAM, PAK3 4.3e-7
Pathways in cancer 58 CEBPA, SOS2, WNT5A, MMP2 2.6e-5
Glycosaminoglycan
KEGG biosynthesis 10 CHPF, CHPF2, CHST12, UST 3.7e-5
pathway )
Focal adhesion 35 BCAR1, SOS2, ITGA1lL, SRC 6.2e-5
Basal cell carcinoma 16 FzZD1, WNTB5, WNT5A, WNT6 4.8e-5
ECM-receptor interaction 18 ITGAV, ITGA4, FN1, ITGA11 3.6e-4
Panther  Cadherin signaling pathway 64 FAT1, FAT3, CDH11, GSK3B 5.6e-16
pathway Wnt signaling pathway 79 ARID1A, WNT6, BCL9, EDN1 1.19e-11
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5.10. RNA-seq: genes controlados por p53/Spl modulados pela trans-Chalcona

Inicialmente, foi avaliada por RT-PCR, a expressao de genes alvos da p53 e Spl
e observou-se que p21 e Gadd45a foram induzidos, enquanto Top2A e MMP-2 foram
reprimidos pela trans-Chalcona (Fig. 8), em concordancia com a indugdo de p53 e
repressdo de Spl causadas pela trans-Chalcona (Fig. 6). Na analise de RNA-seq, foram
encontrados 0os mesmos resultados, ou seja, indugdo de p21 e Gadd45a e repressao de
Top2A e MMP-2. Os niveis de modulacao (fold) destes e de outros genes regulados por
p53 e Spl e que possuem relagdo com o processo de carcinogénese sdo apresentadas na
tabela 5.

Tabela 5. Nivel de modulacgéo (fold) induzido pela trans-Chalcona de genes regulados por p53/Spl que

possuem envolvimento no surgimento, sobrevivéncia e proliferagdo de células tumorais.

Gene ID Nome Fold
Hsp40 (DNAJBL1) DnaJ heat shock protein family (Hsp40) member B1 58.63
ATF3 activating transcription factor 3 25.9
PUMA BCL2 binding component 3 (BBC3) 2.73
p21 cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A) 9.93
NOXA phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMAIP1) 2.12
GADD45A growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 31.64
FAS Fas cell surface death receptor 6.07
TP63 tumor protein p63 2.22
TP73 tumor protein p73 2.32
DR5 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b 2.32
p19 cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (CDKN2D) 3.28
PIDD p53-induced death domain protein 1 2.59
MMP2 matrix metallopeptidase 2 -5.6
MMP14 matrix metallopeptidase 14 -2.4
FGF1 fibroblast growth factor 1 (acidic) -4
PDGFC platelet derived growth factor C -2.85
PDGFRA platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide -25.1
PDGFRB platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide -5.06
PDGFB platelet-derived growth factor beta polypeptide -4.1
ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 -2.95
TGFA transforming growth factor, alpha -2.5
RRM2B ribonucleotide reductase M2 B (TP53 inducible) 2.76
JUND jun D proto-oncogene -2.4
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog 16.55
IGF2 insulin-like growth factor 2 -2.2
e-cadherin cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) (CDH1) 11.7
ITGAV integrin, alpha V -2.28
TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 -2
PIK3CA phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, subunit alpha -2.1
MAP2K6 mitogen-activated protein kinase kinase 6 -16.6
MAPK14 mitogen-activated protein kinase 14 -2

43



A andlise de RNA-seq revelou que os genes Hsp40 e ATF3 foram altamente
induzidos pela trans-Chalcona. Estes resultados foram confirmados por RT-PCR e por
Western Blot (Fig. 13).

A trans-Chalcona (50 pM) B U208
DMSO trans-Chalcona (24 h)
0.1% 1 10 50 (uM)
HSP40
ATE3 ATF3 — — —

GAPDH B-actin P——

C

HCT-116 FaDu 5J5A1

trans-Chalcona (50 puM)

HSP40

N
———
—
ATF3 | »
P

B-actin ~—

Figura 13. Efeito da trans-Chalcona sobre a expressao de Hsp40 e ATF3 em células tumorais humanas. A.
Células U20S foram tratadas com trans-Chalcona na concentracdo indicada por 24 horas, depois 0 RT-PCR
foi realizado usando primers para Hsp40, ATF3 e para o gene constitutivo GADPH. B. Células U20S foram
tratadas com trans-Chalcona por 24 horas e entdo a expressao das proteinas Hsp40 e ATF3 foi avaliada por
Western Blot. C. Os niveis de proteinas Hsp40 e ATF3 em diferentes células tumorais foram analisados
apos o tratamento com 50 UM de trans-Chalcona por 24 horas

A regulacdo de p53 ocorre principalmente a nivel de estabilidade da proteina
dentro de uma rede de regulacdo, em que a p53 sofre poliubiquitinacdo mediada pelo seu
principal inibidor, a proteina MDM2 e, subsequentemente, degradacdo pelo proteossoma
(Shadfan et al., 2012). Outros estudos tém mostrado que a estabilidade e a ativacdo de
p53 pode ser reforgada por bloqueio da sua ubiquitinacdo, mediada por MDM2, através
da interacdo de MDM2 com proteinas, tais como DNAJB1, um membro da familia
Hsp40; ou a ligacdo direta de p53 com o fator de ativacdo de transcricdo 3 (ATF3); um
fator de transcricdo da familia ATF/CREB (Yan et al., 2005; Qi et al., 2014). Ao formar

complexos com a p53, a ATF3 também pode atuar como um cofator de transcricdo na

44



ativacdo de genes alvos da p53, como no caso do gene DR5 (Death receptor 5) (Taketani
et al., 2012). Além disso, a ATF3 é capaz de ligar-se a formas mutantes da p53 (R175H
e R273H) e suprimir as fungfes oncogénicas e, assim, reduzir a migracdo e invasédo
celular de células carregando essas versdes mutantes da p53 (Wei et al., 2014). A Hsp40,
por sua vez, também tem demonstrado capacidade de se ligar a formas mutantes da p53,
especialmente naquelas carregando a mutagdo R175H, e provocar o restabelecimento da
conformacéo selvagem da p53 (Hiraki et al., 2015).

Uma vez que a proteina Hsp40 possui a capacidade de auxiliar na manutencdo da
conformacédo nativa da p53 e foi induzida pela trans-Chalcona em todas as linhagens
testadas (Fig. 13B e 13C), foi avaliado se a inducdo de Hsp40 tinha influéncia na
estabilizacdo da p53 promovida pela trans-Chalcona. Primeiramente, verificou-se que a
p53 e Hsp40 foram concomitantemente induzidas pela trans-Chalcona (Fig. 14A).
Posteriormente, experimentos de imunoprecipitacdo, demonstraram que o tratamento
com trans-Chalcona aumentou significativamente a ligagdo de Hsp40 e p53 (Fig. 14B),
indicando a possivel participacdo da Hsp40 na estabilizacdo da p53. Para confirmar esta
possibilidade foi realizado o silenciamento da Hsp40 utilizando siRNA.

As células U20S foram transfectadas com 30 nM de siRNA Hsp40 ou de siRNA
controle negativo por 24 horas e, posteriormente, tratadas com trans-Chalcona e
submetidas a analises de RT-PCR e Western Blot. Como demonstrado na figura 15C, a
inducdo de p53 causada pela trans-Chalcona resultou no aumento da expressao das
formas clivadas da caspase-3 e da PARP, indicando assim a inducdo de apoptose pela
trans-Chalcona. Entretanto, o silenciamento da Hsp40 bloqueou parcialmente a indugéo
de p53 promovida pela trans-Chalcona, demonstrando o envolvimento da Hsp40 na
estabilizacdo da p53 mediada pela trans-Chalcona (Fig. 14C).

O silenciamento da Hsp40 também resultou no bloqueio parcial da clivagem de PARP
e caspase-3 induzida pela trans-Chalcona, indicando a participacdo da Hsp40 na inducéo
de apoptose pela trans-Chalcona (Fig. 14C). Também se observou que a Hsp40
influenciava a atividade transcricional da p53. O promotor MDM2-luciferase contendo
sitios de ligacdo de p53, foi co-transfectado com siRNA controle ou siRNA Hsp40 em
células U20S. Conforme ilustrado na Fig. 14D, a inducdo da atividade do promotor
MDMZ2 causada pela trans-Chalcona foi significativamente reduzida pelo silenciamento
de Hsp40. Este resultado foi confirmado por RT-PCR, para avaliar a expressdo de genes

alvo de p53. Conforme indicado na figura 14E, o silenciamento de HSP40 bloqueou o
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aumento da expressao de p21 e Gadd45a promovido pela trans-Chalcona, sugerindo que
a indugéo de HSP40 pela trans-Chalcona contribui para a atividade transcricional da p53,

provavelmente mediante o aumento da estabilidade de p53.
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Figura 14. A inducdo de Hsp40 pela trans-Chalcona contribui para a estabilizacdo e atividade da p53. A.
A expressdo de p53 e Hsp40 foi detectada por Western Blot. B. As células U20S foram tratadas com 50
uM de trans-Chalcona durante 24 horas e os lisados celulares foram isolados com tampdo RIPA
modificado. Os lisados celulares foram imunoprecipitados com 2 ug de anticorpo para p53 ou IgG usando
AJG PLUS-agarose e depois submetidos a Western Blot utilizando o anticorpo Hsp40. C. As células U20S
foram transfectadas com 30 nM de siHsp40 ou siRNA controle por 24 horas, seguido pelo tratamento com
50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. Em seguida, os lisados das células foram sujeitos a andlise de
Western Blot. D. O vector contendo o promotor MDM2-Luc foi co-transfectado com siHsp40 ou siRNA
controle em células U20S, e as células foram tratadas com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. A
atividade da luciferase foi medida. E. As células U20S foram transfectadas com siHsp40 ou siRNA
controle, seguido por tratamento com 50 uM de trans-Chalcona durante 24 h. O RNA foi isolado e

submetido a analise de RT-PCR.
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6. CONCLUSAO

A trans-Chalcona suprime o crescimento e induz apoptose mediante a ativagéo
das caspases 3/7 em linhagem de osteossarcoma humano U20S. Em nivel molecular, a
trans-Chalcona reprime Spl e induz a p53, duas proteinas que desempenham um
importante papel na tumorigénese. Consequentemente, estas mudancgas tambem afetam a
expressdo de genes alvos de Spl/p53, tais como p21, Gadd45a, PUMA, NOXA, FAS,
Top2A, MMP-2, MMP-9, PDGFC, PDGFRB. A repressdo transcricional da
topoisomerase I1A promovida pela trans-Chalcona é dependente tanto da indugédo da p53
quanto da supressdo da Spl. A trans-chalcona estabiliza e aumenta a atividade
transcricional da p53 via inducdo da proteina Hsp40, e a regulacdo desse eixo p53/Hsp40
parece afetar a inducdo de apoptose provocada pela trans-Chalcona (Figura 15). O fato
da trans-Chalcona afetar multiplas vias moleculares desreguladas no cancer, tais como:
via de apoptose, ciclo celular, via de sinalizacdo da p53 e WNT/catenina, faz com que ela

e seus derivados sejam candidatos para o desenvolvimento de drogas antitumorais.

trans-Chalcona

/ \ Proteassoma 265

Inibicdo transcricional Ativagdo franscricional |/'_> _ﬁ

l, Proteina T Proteina ’ Estabilizagdo
. HSP40 Inibi¢do da degradagdo
f

¢ . ’ I S‘ = l o l T Proteina p53
l T Gadd45a
Inibi¢do da interagdo
¢ Top2A com MDM2 S ‘ T

|

Inibicdo de proliferagdo e migracdo celular, indugdo de apoptose, etc

Figura 15. Uma proposta de modelo para a agéo do trans-Chalcona em osteossarcoma.
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