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RESUMO

O cancer representa um grave problema de saude publica no mundo, visto que é
uma das principais causas de morte em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. Durante sua progressdo, diversas alteracdes genéticas e
moleculares afetam a funcionalidade de proteinas relacionadas a sinalizacéao,
incluindo aquelas que fazem parte do sistema insulina/fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF). Alterac6es metabdlicas que resultam em glicosilacdo
aberrante também sdo consideradas um dos pilares do cancer, pois evidéncias
robustas sustentam que modificagcbes que afetam os niveis dos glicanos podem
modular tanto migracdo, adeséo e sinalizacéo celular quanto o estabelecimento de
metéstases. Embora diversos estudos, de forma independente, tenham contribuido
para uma melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e patoldgicos
mediados pelo sistema insulina/IGF e por glicanos, abordagens integradas
relacionando este sistema a alteracdes na glicosilacdo de proteinas ndo tém sido
exploradas em céancer colorretal (CCR). O objetivo deste estudo € compreender
como os disturbios no sistema insulina/IGF em CCR afetam o fenétipo maligno e os
niveis de N-glicanos complexos, sobretudo aqueles com ramificagbes do tipo B1,6-
N-acetilglicosamina (B1,6-GIcNAc), que sdo produtos da enzima N-
acetilglicosamiltransferase V (MGAT5), conhecidos por estarem relacionados tanto
a desestabilizacdo de juncbes aderentes, quanto a manutencdo da estabilidade de
receptores na membrana. Assim sendo, foi utilizado o OSI-906 — um inibidor
potente e altamente seletivo de moléculas de tirosina quinase, que inibe a
autofosforilagdo de receptores de insulina (INSR) e IGF1l (IGF1R) — para o
tratamento das células HCT-116 e HT-29. Em ambas ocorreu uma diminuicdo
significativa da viabilidade apo6s o tratamento. Além disso, foi visto que a inibicao
da via de insulina/IGF afeta tanto os niveis quanto a localizacdo de proteinas de
juncédo (E-caderina e B-catenina). O tratamento com OSI-906 promoveu também
uma mudanca morfolégica em HCT-116, caracterizada por um maior nivel de
compactacao celular. Em relacdo a esta linhagem, dois esquemas de tratamento
foram mantidos, sendo um utilizando apenas OSI-906, e outro em que houve
estimulo com IGF previamente ao tratamento com o inibidor. Nas duas condicées,
ocorreu uma diminuicdo nos niveis de N-glicanos com ramificagdes do tipo 31,6-
GIcNAc, o que também foi observado em células HT-29 tratadas com OSI-906.
Conjuntamente, os resultados sugerem uma correlacdo entre sinalizacdo por
INSR/IGF1R e a regulacao dos niveis de N-glicanos com ramificagbes do tipo 31,6-
GIcNAc.

Palavras-chaves: sinalizacdo celular, INSR/IGF1R, glicanos, cancer colorretal



ABSTRACT

Cancer represents a serious public health problem in the world, as it is one of the
leading causes of mortality in developed and developing countries. During its
progression, several genetic and molecular changes affect the functionality of
signaling-related proteins, including those that are part of the insulin/insulin-like
growth factor (IGF) system. Metabolic changes that culminate in aberrant
glycosylation are also considered to be a hallmark of cancer, because evidence has
shown that glycans can modulate cell migration, cell-cell adhesion, cell signaling,
and metastasis. Although several studies have contributed to a better
understanding of the physiological and pathological molecular mechanisms
mediated by insulin/IGF system and glycans independently, an integrated approach
linking this system to glycosylation changes in colorectal cancer (CRC)
development remains lacking. The aim of this study is to understand how
disturbances in the insulin/IGF system in CCR affect both malignant phenotype and
N-glycan expression pattern, mainly concerning 1,6-GIcNAc branched N-glycans,
which are products of the N-acetylglucosaminyltransferase V (MGAT5), known to
be involved in destabilization of adherens junctions. For this purpose, OSI-906 - a
potent and highly selective inhibitor of tyrosine kinase molecules that inhibit insulin
receptor (INSR) and IGFl1 (IGF1R) autophosphorylation - was used for the
treatment of HCT-116 and HT-29 cells. In both, a significant decrease in viability
after treatment occurred. Moreover, inhibition of the insulin/IGF pathway has been
seen to affect both the levels and the localization of junction proteins (E-cadherin
and B-catenin). Treatment with OSI-906 also promoted a morphological change in
HCT-116, characterized by a higher level of cell compaction. In relation to this
lineage, two treatment strategies were maintained, one with OSI-906 alone, and
another with IGF stimulated prior to treatment with the inhibitor. Under both
conditions, there was a decrease in N-glycan levels with B1-6-GIcNAc branched N-
glycans (L-PHA positive), which was also observed in HT-29 cells treated only with
OSI-906. Together, these preliminary findings indicate a correlation between
INSR/IGF1R signaling and the regulation of levels of B1,6-GIcNAc branched N-
glycans.

Keywords: signaling, INSR/IGF1R, glycans, colorectal cancer
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer representa um grave problema de saude publica no Brasil e no
mundo, visto que € uma das principais causas de morte tanto em paises em
desenvolvimento quanto naqueles considerados desenvolvidos. Estima-se que em
2018 ocorrerdao 18,1 milhdes de novos casos de cancer (17 milhdes excetuando
cancer de pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de oObitos (BRAY et al., 2018). No
Brasil, as estimativas para o biénio 2018/2019 séo de 1,2 milhdo de novos casos
da doenga, sendo 582 mil (300 mil em homens e 282 mil em mulheres) apenas
para o ano 2018 (INCA, 2017). Além disso, as neoplasias malignas ja
correspondem a segunda causa de morte mais frequente em nosso pais, superada
apenas pelas doencas cardiovasculares (INCA, 2011).

A palavra cancer é utilizada para designar um conjunto de mais de 100
doencas que tém em comum o crescimento desordenado e a capacidade de se
disseminar por diferentes tecidos e 6rgdos. E de origem multifatorial, ou seja, s&o
diversos os fatores que concorrem, e até mesmo se sobrepfem, para o0 seu
surgimento e progressao.

Enquanto nos paises de baixo e médio desenvolvimento ainda é alta a
ocorréncia dos tipos de cancer associados a infec¢des (colo do atero, estbmago,
esbfago, figado), nos paises desenvolvidos predominam os tipos de cancer
associados ao estilo de vida (TORRE et al., 2015). No Brasil, observa-se que as
regibes Sul e Sudeste sdao mais semelhantes aos paises desenvolvidos no que
tange a incidéncia dos mais variados tipos de cancer, pois diversos fatores de risco
comuns em paises desenvolvidos sdo prevalentes na populagdo destas regides,
tais como: excesso de peso, sedentarismo, tabagismo, alto consumo de carnes
processadas e etilismo. Ademais, as regides Sul e Sudeste concentram cerca de
70% da ocorréncia de casos novos do pais, sendo a regido Sudeste responsavel
por quase a metade desta incidéncia (INCA, 2017), predominando nestas areas o

desenvolvimento de tumores de préstata, mama e colorretal (FERLAY et al., 2015)
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1.2 Céancer colorretal (CCR)
1.2.1 Incidéncia e fatores de risco

Entre os canceres que mais acometem a populacédo, o CCR é um dos que
causam maior impacto socioecondmico e de saude publica, uma vez que € a
terceira neoplasia maligna mais comumente diagnosticada e a segunda principal
causa de morte relacionada ao cancer em todo o mundo (BRAY et al., 2018). Nas
tltimas décadas, houve um aumento significativo na incidéncia de CCR, sobretudo
daqueles precocemente diagnosticados, o que levou o niumero de casos de 783 mil
em 1990 para 1,8 milhdo em 2018 (BRAY et al.,, 2018; FERLAY et al., 2015b;
RAFIEMANESH et al., 2016). No Brasil, conforme retratado na Figura 1, o CCR
representa o terceiro tipo de cancer mais frequente entre os homens e o segundo
em mulheres (INCA, 2017). Sabe-se também que aqueles pacientes que possuem
a doenca localizada apresentam uma sobrevida média global (taxa de
sobrevivéncia cinco anos apos a realizacdo do diagndstico) de até 90%. Sendo
assim, diagnosticar precocemente o CCR é de extrema importancia ja que quando
diagnosticados em estagios intermediarios, possuem uma sobrevida estimada de
70%, enquanto os que sdo diagnosticados em estadios avancados, a estimativa
decresce para apenas 12% (DESANTIS et al., 2014).
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Figura 1: DISTRIBUICAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS INCIDENTES NO BRASIL
SEGUNDO ESTIMATIVAS PARA 2018 POR SEXO, EXCETO PELE NAO MELANOMA®*, Retirado de Estimativas 2018:

Incidéncia de Céancer no Brasil. INCA-RJ

Prastata 68.220 7% Homens Mulheres Mama Feminina 50.700 20.5%
Tragueia, Brénguio & Pulmao 18.740 8,7% Célon e Reto 16.980 9.4%
Cdlon e Reto 17.380 81% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao 12530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 9,2% Glandula Tireoide 8.040 40%
Esdfago §.240 3.8% Estémago 7.790 3.8%
Bexiga 6.690 3% Corpo do Utero 6.600 3.3%
Laringe 6.390 3,0% Ovdrio 6.150 3.0%
Leucemias 5940 2.8% Sistema Nervoso Central 5510 2.7%
Sistema Nervoso Central 5810 27% Leucemias 4 860 2.4%

*Nimeros arredondados para miltiplos de 10.

O desenvolvimento do CCR estad intimamente relacionado a interacdo de
condicBes genéticas e ambientais, sendo assim, diversos fatores de risco sao
considerados relevantes, tais como: predisposicdo genética, idade avancada,
doencas inflamatérias que acometem o intestino (doenca de Crohn e retocolite
ulcerativa), dieta rica em embutidos e carne vermelha, além de etilismo e
tabagismo (DOMINGO; NADAL, 2017; KASTRINOS; STOFFEL, 2014).

Aproximadamente 80% dos pacientes que desenvolvem o CCR sdo de forma
esporadica, no entanto, ndo se deve menosprezar o papel da predisposicao
genética em sua etiologia. Desta forma, o CCR pode ser distinguido por sua origem
em: a) esporadico (sem qualquer relacao familiar, ndo apresentando mutacédo que
os tornariam suscetivel a doenca); b) familiar (possuem membros da familia de
consanguinidade primaria que sofreram de CCR esporadico, apresentando assim
um risco de duas a trés vezes maior em desenvolver a doenca do que a populagéao
normal); e c¢) hereditario (resultante de mutacBes na linhagem germinativa,
ocasionando uma predisposi¢cdo genética para o desenvolvimento da FAP (do
inglés Familial Adenomatous Polyposis) ou Sindrome de Lynch (LIN, 2012; SAIF;
CHU, 2010).

A forma poliposa, denominada FAP, representa a segunda desordem
hereditaria mais comum em CCR, correspondendo a 1% dos casos da doenca (MA

et al., 2018). E caracterizada por ser autossémica dominante, causada por uma
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mutagado germinativa no gene supressor tumoral APC (do inglés, Adenomatous
Poliposis Coli), culminando assim no aparecimento de multiplos pélipos que, na
auséncia de cirurgia preventiva, podem tornar-se malignos, geralmente em torno
dos 40 anos de idade (DE CAMPOS et al., 2010). Ja o cancer colorretal hereditario
ndo-poliposo (também conhecido como sindrome de Lynch ou como HNPCC (do
inglés Hereditary nonpolyposis colorectal cancer), esta implicado em 2-4% dos
casos da doenca, sendo caracterizado pela alta capacidade em desenvolver
carcinomas extra intestinais. E causado pela muta¢ido germinativa em genes de
reparo de DNA responsaveis por corre¢cdes no pareamento incorreto (MA et al.,
2018).

Além dos estudos que investigam os fatores de riscos e 0s componentes
genéticos/hereditarios relacionados ao desenvolvimento do CCR, muitos outros
tém se dedicado a esclarecer os complexos mecanismos celulares e moleculares

envolvidos na aquisi¢ao do fenotipo maligno.

1.2.2 Bases celulares e moleculares do CCR: uma abordagem integrada

A progresséao tumoral em carcinomas se deve, em grande parte, a presenca
de instabilidades genética e epigenética, onde o acumulo de alteracfes tanto em
genes supressores tumorais quanto em proto-oncogenes representa um
mecanismo crucial para este processo (HANAHAN; WEINBERG, 2000;
TOMASETTI et al., 2015). Em 2012, a rede de pesquisa TCGA (do inglés, The
Cancer Genome Atlas) realizou uma abrangente caracterizacdo molecular em 224
amostras de pacientes com CCR, em que um subconjunto de 97 casos foi
sequenciado por todo seu genoma e, a partir disso, foram categorizados em dois
grupos: CCRs hipermutados (16% dos casos) e CCRs nao hipermutados (84%
restante). Destas amostras consideradas nao hipermutadas, foram observadas
mutacdes somaticas em APC (81%), TP53 (60%), KRAS (43%), PIK3CA (18%),
entre outras. Dois genes que foram frequentemente mutados em CCRs néo
hipermutados, foram menos observados em CCRs hipermutados: TP53 (60% vs.
20%) e APC (81% vs. 51%) (NETWORK et al., 2012). Trés caracteristicas

principais também foram observadas, possuindo estas uma intima relagdo com o
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desenvolvimento do CCR, séo elas: instabilidade cromossdémica (CIN, do inglés
Chromosomal Instability); instabilidade de microssatélite (MSI, do inglés
Microsatelite Instability); e fenétipo metilador de ilhas CPG (CIMP).

A CIN é a forma mais comum de instabilidade gen6mica, sendo encontrada
em aproximadamente 85% dos casos de CCRs (GRADY; CARETHERS, 2008). E
caracterizada pela presenca de multiplas alteracées cromossémicas, numérica ou
estruturais, resultando em uma variabilidade cariotipica das células (PINO;
CHUNG, 2014). Apesar de ocorrer frequentemente no CCR, 0s mecanismos que
dao origem a CIN, bem como o papel da aneuploidia na progressao tumoral,
permanecem ainda ndo totalmente elucidados, porém, tem sido sugerido que a CIN
seja uma consequéncia de anormalidades funcionais dos teldmeros, anomalias
ocorridas durante o checkpoint mitético, erro funcional ou numeral dos
centrossomas ou a perda de heterozigosidade (PINO; CHUNG, 2014). Entretanto,
ha evidéncias que a instabilidade cromossdGmica promova a progressao de
carcinomas ao acarretar o aumento da diversidade clonal (GRADY, 2004). Sob a
perspectiva clinica, através de meta-andlises, foi demonstrado que a CIN é um
marcador de mau progndstico em CCR, porém, aspectos técnicos dos ensaios que
podem determinar o estado da instabilidade cromossdmica, limitaram seu uso em
laboratorios clinicos (GRADY; PRITCHARD, 2014).

A MSI representa cerca de 15% de todos os CCRs e estd associada a um
defeito no mecanismo de reparo de falhas do DNA e, correlancionando-se
fortemente também a um genoma hipermutado (NETWORK et al., 2012;
WALTHER et al., 2009). E caracterizada pela insercdo ou delecdo de sequéncias
em tandem em regides de microssatélites, visto que tais regides estdo propensas a
uma alta taxa de erro durante a replicacdo do DNA. Estudos apontam que a MSI é
responsavel pela hipermetilagdo da regido promotora de MLH1, resultando na
inativacdo desse gene, promovendo a instabilidade genética (MOJARAD et al.,
2013). Esse tipo de instabilidade, normalmente, vem acompanhado por mutacdes
de gene como TGFBR2 e BRAF (GRADY; PRITCHARD, 2014; MOURADOQJV et al.,
2013). Os tumores que apresentam MSI estdo majoritariamente localizados no

célon ascendente/direito, sdo pouco diferenciados e apresentam um infiltrado
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tumoral de células T. Além disso, quando comparados com os de MSS (do inglés,
microsatellite stable), apresentam melhor prognostico no CCR (MOJARAD et al.,
2013).

A hipermetilagdo das ilhas CpG (regides gendmicas ricas em bases
nitrogenadas citosina e guanina, frequentemente regides promotoras, presentes
em 40%-50% dos genes humanos) € um fendmeno epigenético envolvido na
carcinogénese de diversos tumores, uma vez que promove a inativacao
transcricional de genes supressores tumorais (GALLOIS; LAURENT-PUIG; TAIEB,
2016), sendo no CCR a presenca de CIMP também fortemente correlacionada a
um genoma hipermutado (NETWORK et al., 2012).

No CCR, o acumulo de alteracBes clinicas e histopatolégicas ao longo do
tempo acompanham a transformacao das células epiteliais glandulares normais em
adenocarcinomas invasivos. Em 1990, em trabalho pioneiro, Fearon e Vogelstein
propuseram um modelo genético da carcinogénese colorretal, onde a partir de uma
sequéncia de eventos ocorreria 0 desenvolvimento da doenca. Em um primeiro
instante as mutacdes promoveriam uma hiperplasia do epitélio intestinal do célon
que posteriormente progrediria para uma displasia, resultando na formacao de um
adenoma e, mais tardiamente, no desenvolvimento de um carcinoma (Figura 2).
Embora ainda haja desdobramentos do modelo original, varios principios
fundamentais foram estabelecidos. Sabe-se que sdo necessarias sucessivas
etapas genéticas e que a aquisicdo temporal dessas mudancas genéticas €
importante na dindmica de progressao da doenca. Por exemplo, mutacdes em APC
servem para induzir o evento iniciador na formacdo de adenoma em modelos
humanos e de camundongos. Em contraste, a ativagdo mutacional de KRAS néo
pode iniciar o cancer in vivo, somente quando combinada com mutacdo em APC,

para s6 assim promoverem a progressao tumoral (HAIGIS et al., 2008).
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Figura 2: Desenvolvimento do cancer colorretal. Modelo da progressdo tumoral
contendo os diferentes estagios histopatoldgicos da doenc¢a. Adaptado de WALTHER et al.,
2009. APC, adenomatous polyposis coli; Wnt, Wingless-type MMTYV integration site family;
KRAS, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog; BRAF, v-raf murine sarcoma viral
oncogene homolog B; TP53, tumor protein p53; TGFBR2, transforming growth fator beta

receptor 2.

A partir de uma analise gendmica em tumores mamarios e colorretais, um
grupo de mutacgdes (<15) foi considerada como sendo “drivers” da tumorigénese
(LEARY et al., 2008), ou seja, mutacdes que, ocorrendo em determinados genes,
ocasionariam o desenvolvimento da doenca, uma vez que conferem vantagens
seletiva ao crescimento celular. No caso do CCR ocorre primeiramente uma
alteracdo na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, mais frequentemente por mutacéo
em CTNNB1 (gene que codifica a proteina B-catenina) ou inativacdo do gene
supressor APC, o qual impossibilita a formacdo do complexo protéico que
encaminha a B-catenina para degradacdo via proteassoma, permitindo o seu
acumulo no citoplasma e translocacéo para o nucleo, ativando genes relacionados
a proliferacdo celular, por se ligar ao fator de transcricdo TCF/LEF (VOGELSTEIN
et al., 2013). As mutagOes subsequentes podem variar entre oS tumores, nao
seguindo o mesmo padréo. A progressao é conduzida por estas mutagdes, sendo
as mais frequentes: de KRAS, PI3K, TP53 e genes da via de TGF-B (TGF-BR e
SMAD4). Curiosamente, dados robustos apontam que mutacdes que ocorrem em
BRAF e KRAS sao mutuamente exclusivas (GONSALVES et al., 2014). A figura 3
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retrata as principais alteracées que atuam no desenvolvimento do CCR e os

subsequentes processos celulares desencadeados.
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Figura 3: As principais alteragcdes genéticas e seus respectivos mecanismos

celulares desencadeados. A progressdo da doenca tem relacdo com mutacées em

diversos genes como os que codificam as proteinas APC, KRAS, SMAD4, TP53, as quais

desencadeiam varias alteracBes fenotipicas, que levam a: uma maior taxa proliferativa;

ativacdo de vias de sobrevivéncia; perda da diferenciacdo, e aquisicdo de resisténcia aos

sinais que ativam o programa de morte celular programada. Adaptado de (DE-FREITAS-

JUNIOR; MORGADO-DIAZ, 2015)

Durante anos, diversos estudos concentraram esforcos em categorizar o

CCR em subtipos com base no perfil de expressao génica, entretanto, devido a

limitacdes técnicas e ao alto grau de heterogeneidade tumoral, ndo havia consenso

sobre o assunto, retardando assim o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
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mais especificas. A primeira proposta, aqui ja citada, identificou duas assinaturas
moleculares do CCR (hipermutados e nado-hipermutados), sendo posteriormente
sucedida por diversas outras sem que houvesse consenso (BUDINSKA et al.,
2013; MARISA et al., 2013; SADANANDAM et al., 2013).Todavia, no ano de 2015,
a partir de uma abrangente analise viabilizada pela formagdo de um consorcio que
possibilitou a combinacdo de dados gendmicos de todos este estudos
supracitados, o CCR pode ser classificadoem quatro subtipos moleculares
consenso (CMS, do inglés consensus molecular subtype): CMS1 (MSI-imune),
CMS2 (canbnico), CMS3 (metabdlico) e CMS4 (mesenquimal) (GUINNEY et al.,
2016).

1.2.3 Subtipos moleculares do CCR

O CMS1, que corresponde a 14% dos casos de CCR, é caracterizado por
apresentar instabilidade de microssatélites e marcante infiltrado de células do
sistema imunoldgico, sendo também associado a presenca de CIMP e mutacdo em
BRAF. Este subtipo é mais comum na regido do collon ascendente/direito de
pacientes do sexo feminino com idade mais avancada. O CMS2, que corresponde
a 37% dos casos, representa 0 CCR que apresenta alteragdes moleculares
classicas, como os altos niveis de instabilidade cromossémica e ativacéo da via de
Wnt. A ocorréncia mais comum € no célon distal e reto, apresentando altas taxas
de sobrevivéncia mesmo apés a recaida. O CMS3, com 13% dos casos,
compreende os tumores com MSS, exibindo um fenétipo epitelial e marcantes
alteracdes metabdlicas, além da presenca de mutacdes em KRAS e APC. Ja o
CMS4, que abrange 23% dos casos, apresenta o pior progndstico, estando mais
relacionado a ativacdo de genes associados a transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT, do inglés epitelial-mesenchymal transition), ativacdo de vias alvo de TGF-B
(do inglés, transforming growth fator-f), infiltracdo estromal, remodelamento da
matriz extracelular e angiogénese (FESSLER; MEDEMA, 2016; INAMURA, 2018).
Os demais 13% foram classificados como indeterminados ou mixed, nao havendo
portanto caracteristicas em comum que permitissem agrupar estes casos para

gerar um quinto subtipo molecular (GUINNEY et al., 2016).
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Além das alteragcbes aqui apresentadas, a busca por parametros
progndsticos adicionais permeia as pesquisas relacionadas ao CCR. Desta forma,
inUmeros estudos apontam os buddings tumorais como um fator importante para
tal. Esta estrutura é definida pela presenca de células isoladas ou pequenos grupos
de até cinco células tumorais que possuem a capacidade de se destacar do epitélio
neoplasico e migrar para um estroma distante, conferindo agressividade ao tumor
(MITROVIC et al.,, 2012). Embora tais células sejam consideradas como uma
representacdo do processo de EMT, esta hipétese ndo havia sido validada, sendo
pouco compreendidos 0s mecanismos pelos quais as células em desenvolvimento
se destacam do tumor principal (ZLOBEC; LUGLI, 2010).

Dados recentes apontam que os perfis de expressao génica da regiao
destas células e das que constituem os tumorais principais sdo diferentes. Além
disso, foi visto que o perfil dos buddings assemelham-se aos de EMT, com
ativacao de vias de sinalizacdo TGFSB e Wnt em amostras de pacientes, além de ter
sido demonstrado que tal estrutura esta presente ndo apenas no CMS4, mas
também em buddings provenientes dos CMS2 e CMS3. Ademais, foi sugerido no
mesmo estudo que ha uma mudanca do subtipo molecular de CMS2 para CMS4
nestas massas, indicando que as caracteristicas moleculares ndo sao constantes
em todo o tumor, sendo a subtipagem molecular influenciada pela localizacdo da
area analisada (DE SMEDT et al., 2017).

Esse conjunto de dados revela a importancia de se investigar de forma
pormenorizada 0s mecanismos envolvidos na transicao epitélio-mesenquimal (ZHU
et al., 2013).

1.2.4 Processo de Transicdo Epitélio-Mesenquimal e seu envolvimento na
progresséo do CCR

As células epiteliais sdo caracterizadas por manterem grande interacao
umas com as outras através de juncbes intercelulares e comunicantes, que
juntamente com o sistema de adesédo célula-matriz mantém a cito-arquitetura e a

integridade epitelial. As juncdes aderentes (JA) e as jungdes tight (JT) formam o
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complexo juncional apical, que pode sofrer desorganizacdo durante a progressao
tumoral devido a ativacdo do programa de EMT (GLOUSHANKOVA, 2008).

A transicdo epitélio-mesenquimal é um processo Unico, inicialmente
observado no desenvolvimento embrionario e reparo tecidual, em que as células
perdem as propriedades epiteliais e adquirem caracteristicas mesenquimais
(KALLURI; NEILSON, 2003). Em carcinomas o programa de EMT pode ser
reativado, contribuindo assim para a progressao da doenca (NIETO et al., 2016). A

Figura 4 ilustra as diferentes etapas da EMT.
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Figura 4: Sumula das alteracdes celulares ao longo do processo de EMT. Esquema
representativo dos eventos mais relevantes: Desmontagem dos complexos protéicos de
adesao célula-célula e a perda da polaridade celular; repressao de genes relacionados ao
fenotipo epitelial e ativagcdo de genes associados & manutencao do fendtipo mesenquimal;
reorganizacdo do citoesqueleto de actina, aquisicido de motilidade e capacidade invasiva.
Adaptado de ANGADI; KALE, 2015.

Diversos relatos apontam uma desregulacdo das proteinas do complexo

juncional apical tanto em amostras de tumores humanos quanto em linhagens
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celulares, apresentando um aumento ou diminuicdo de seus niveis e/ou mudancas
de localizacdo subcelular (GEHREN et al., 2015).

Durante o processo da EMT, modificagcbes pOs traducionais regulam
mecanismos moleculares que contribuem para as alterac6es fenotipicas em células
tumorais. A glicosilagdo é uma das modificagbes mais frequentemente observadas,
regulando funcdes importantes relacionadas a interacdo célula-célula e célula-
matriz, com efeitos também na migracao, invasdo e demais eventos tumorais (DE-
FREITAS-JUNIOR; MORGADO-DIAZ, 2015; GU et al., 2012; PINHO; REIS, 2015).

1.3 Glicosilacao de proteinas
1.3.1 Introducéo

Os carboidratos sdo as moléculas organicas mais abundantes na natureza,
sendo sintetizados e metabolizados por quase todos os organismos. Os acglUcares
mais simples, denominados monossacarideos, possuem a formula empirica
(CH20)n, onde n pode variar de trés a sete, e formam oligo ou polissacarideos por
meio de ligacdes glicosidicas (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). Os
glicanos (carboidratos covalentemente ligados a proteinas ou lipideos) possuem
uma complexa heterogeneidade (Figura 5) que é resultado direto de varias de suas
caracteristicas, entre estas: isomeria dos monémeros (ex: formas ciclicas a e B);
ligacdo entre os mondmeros pode ser de diferentes tipos; auséncia ou presenca de
ramificacdes (ID; BUF; LIBRARY, 2002).
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Figura 5: Representacdo esquemaética dos glicoconjugados mais comuns nas células
de mamiferos. Glicoconjugados. Adaptado (PINHO; REIS, 2015). Gal, galactose; GalNAc,
N-acetilgalactosamina; Glc, glicose; GIcNAc, N-acetilglicosamina; Man, manose; GIcN,
glicosamina; Xylxilose; Fuc, fucose; IdoA, acido idurdnico; GIcA,acido glicurénico; Sialic

acid, acido sialico

As proteinas podem sofrer modificagcbes co- e poés-traducionais. Dentre estas
modificacdes, a glicosilacdo é uma das mais comuns, visto que aproximadamente
um quinto delas sao glicosiladas (KHOURY; BALIBAN; FLOUDAS, 2014). Ao
decorrer do reticulo endoplasmético (RE) e complexo de Golgi, as proteinas sao
modificadas de varias maneiras, inclusive pelo processo de glicosilacdo. Para que
este evento ocorra, € necessaria a acdo de enzimas que catalisem a adicdo e
remocao de monossacarideos (glicosiltransferases e glicosidades,
respectivamente) (NELSON; COX, 2013) .

No ambito da glicosilacdo de proteinas, predominam majoritariamente dois
tipos de glicanos: 1) os O-glicanos, onde sua por¢cdo carboidratica se liga a
hidroxila de residuos de serina ou treonina de proteinas; e 2) os N-glicanos, onde
ocorre a transferéncia en bloc de um oligossacarideo precursor para residuos de
asparagina em uma sequéncia especifica (Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser
qualquer aminoécido, exceto prolina). A figura 6 mostra ambos os glicoconjugados

enguanto a 7 ilustra o processo e maturacao dos N-glicanos.
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Figura 6: Representacdo esquematica dos dois principais tipos de glicanos que
modificam proteinas. Os O-glicanos encontram-se covalentemente ligados a residuos de
serina (Ser) ou treonina (Thr) de glicoproteinas, enquanto os N-glicanos encontram-se
covalentemente ligados a residuos de asparagina (Asn). Adaptado de (MUNKLEY; MILLS;
ELLIOTT, 2016).
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Figura 7: Principais etapas da N-glicosilagdo. 1. Sintese de um oligossacarideo precursor
mediante a adi¢do sequencial de monossacarideos a uma molécula de dolicol-fosfato ancorada
na membrana do RE, até completar um oligossacarideo de 14 unidades. 2. Transferéncia en
bloc deste oligossacarideo para residuos de asparagina em uma sequéncia especifica (Asn-X-
Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina), em uma reacao catalisada pela
enzima OST (oligossacariltransferase) (circulos em cinza representam os ribossomos). 3. No
Golgi, ocorre processo de clivagens, resultando em glicanos high-mannose. 4. Clivagem de
parte dos residuos de manose, seguido de ramificacdes e extensao de cadeia por diferentes
monossacarideos, resultando assim nos glicanos complexos. Adaptado de (OLIVEIRA-
FERRER; LEGLER; MILDE-LANGOSCH, 2017)

1.3.2 Papel bioldgico dos glicanos

Um ndmero crescente de estudos nas Ultimas décadas se concentrou na
investigacdo dos papéis funcionais dos carboidratos estruturais, abrindo um campo
na ciéncia denominado glicbmica funcional. Sendo assim, é atribuido a estes um
papel na manutencao/regulacdo de diversos mecanismos celulares, uma vez que
ao modificarem as proteinas, atuam consequentemente, nos eventos celulares dos
quais elas participam. Os glicanos desempenham funcbes no metabolismo,
sinalizacdo, adesdo célula-célula, reconhecimento celular e de patégenos pelo
sistema imune, endocitose, controle de qualidade na sintese de proteinas e
funcionalidade de receptores (OHTSUBO; MARTH, 2006). A figura 8 ilustra o papel

funcional dos glicanos.
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Figura 8: Mecanismos celulares mediados por glicanos. Os glicanos participam de
diversos processos celulares, tais como: adesdo célula-célula, endocitose, funcionalidade
de receptores e controle de qualidade na sintese de proteinas. Adaptado de (OHTSUBO;
MARTH, 2006).

1.3.3 Glicosilagdo aberrante durante a progresséao tumoral

A glicosilacéo aberrante é considerada um hallmark do cancer, uma vez que
desempenha um papel fundamental nas principais etapas do desenvolvimento e
progressdo do tumor (MUNKLEY; ELLIOTT, 2016; VAJARIA; PATEL, 2017). A
figura 9 ilustra a contribuicdo destes glicoconjugados em tais processos que

auxiliam na formacdo de metastases.
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Figura 9: Papel dos glicanos na progressao tumoral. Os glicoconjugados contribuem
em diversos processos durante a progressao do carcinoma e metastase. A glicosilacdo aberrante
em receptores tirosina quinases (RTKs) promove sua ativacdo, ocasionando um aumento da
migragdo, invasdo e proliferagdo celular. Interac@o célula-célula e célula matriz também podem
sofrer alteracdo, como, por exemplo, E-caderina e integrinas apresentando modificacdo por N-
glicanos ramificados, resultando em um fenétipo migratério. Proteinas que apresentam dominio de
ligacdo a carboidratos, como as galectinas, regulam a resposta imune, favorecendo o escape do
sistema imunolégico. Os glicanos Sialyl Lewis sdo ligantes para selectinas, contribuindo para
interacdo entre célula tumoral e o endotélio, facilitando o extravasamento e a formagdo de
metastases. Esses glicoconjugados podem ser detectados no soro dos pacientes e, assim, serem
utilizados como biomarcadores preditivos de diagnéstico. Adaptado de (RODRIGUES et al., 2018).

Apesar de existir uma enorme diversidade estrutural de glicanos, somente
um grupo relativamente pequeno de arranjos tem sido relacionado ao fenétipo
maligno (OLIVEIRA-FERRER; LEGLER; MILDE-LANGOSCH, 2017). Neste
sentido, estudos tém demonstrado que diversos carcinomas apresentam expressao
aumentada de N-glicanos tri- ou tetra-antenados, com ramificacdes formadas a
partir da adicdo de B1,6-N-acetilglicosamina ($1,6-GIcNAc) pela enzima N-
acetilglicosamiltransferase V (MGAT5). Por outro lado, também pode ser

observada a presenca de estrututas bissectadas, catalizadas pela enzima N-
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acetilglicosamiltransferase Ill (MGAT3), que compete, juntamente com o MGATS,
pelo mesmo substrato. A presenca de arranjos bissectados impede a posterior
modificacdo pela MGAT5, bloqueando portanto a formacdo de N-glicanos
ramificados (KIZUKA; TANIGUCHI, 2016).

Sabe-se que em condigcbes normais, o epitélio do cllon apresenta altos
niveis de expressdo de MGAT3, conferindo uma maior expressdo de N-glicanos
bissectados, favorecendo inclusive a formacdo de juncdes aderentes. A E-
caderina humana possui quatro potenciais sitios de N-glicosilagdo e diferentes
perfis de N-glicanos ligados a esta proteina estéo relacionados com a estabilidade
das JAs (PINHO et al., 2013). Entretanto, durante a progressao tumoral, estas
estruturas dao lugar as estruturas ramificadas, devido ao aumento dos niveis de
expressdo de MGATS. Acredita-se que estruturas tri- ou tetra antenadas,
sintetizadas por MGATS5, funcionam como um obsticulo estereoquimico,
comprometendo assim a estabilidade dos complexos de adesdo célula-célula e
célula-matriz (LANGER et al., 2012). Estudos em células WiDr de carcinoma de
colon humano revelaram também que a glicosilacdo aberrante de TIMP-1 (inibidor
de MMP-1), através da superexpressdo de MGATS5, exacerba o comportamento
maligno e a taxa de crescimento de tumor além de promover a superexpressao de
MT1-MMP ( MMP-14), ocasionando um aumento do potencial invasivo (BOON et
al., 2016; KIM et al., 2012). Além disso, foi observado que a superexpressao de
MGATS5 promove um aumento significativo na populacdo de células troncos
tumorais (GUO; NAGY; PIERCE, 2014). Portanto, de uma maneira geral, a
presenca de estruturas bissectadas estaria relacionada a um carater de supressao
tumoral, enquanto que a presenca de estruturas ramificadas, ao processo de
invasdo e metastase (KIZUKA; TANIGUCHI, 2016). A figura 10 ilustra
resumidamente a competicdo de MGAT3 e MGATS5 pelo mesmo substrato e o

papel pro-tumoral de MGATS .
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Figura 10: MGAT3 e MGAT5 modulam o comportamento celular nos estagios iniciais
e tardios do CCR. a) A formacéo de juncdes aderentes é favorecida pela expresséo dos
produtos de MGATS3, estabelecendo um mecanismo reciproco via regulacdo positiva da
expressdo de MGAT3. Por sua vez, MGAT5 catalisa a transferéncia de B-1,6GIcNAc,
gerando N-glicanos ramificados que tém sido associados com: 1) instabilidade das jun¢des
aderentes; Il) inibicdo de MGAT3 induzida por B-catenina; e 1ll) aumento da expresséo de
genes relacionados com a manutencdo do stemness. b) MGATS5 potencializa também o
comportamento maligno tanto através da perda de capacidade inibitéria de MMPs pela
TIMP-1 quanto pelo aumento dos niveis de expressdo de MT1-MMP. Adaptado (DE-
FREITAS-JUNIOR; MORGADO-DIAZ, 2015)

Outros estudos tém buscado elucidar tanto os mecanismos pelos quais 0s
N-glicanos sdo modulados quanto as alteragcdes metabdlicas que resultam em
glicosilagdo aberrante. No metabolismo celular tumoral, uma alteragdo bastante
prevalente € a captacdo aumentada de glicose pelas células malignas que,
majoritariamente, fermentam glicose a lactato mesmo na presenca de oxigénio.
Este processo é denominado Efeito de Warburg (ou “glicélise aerdbica”), o qual
possibilita uma vantagem para o crescimento, sendo considerado um hallmark
metabdlico do cancer. Estas vantagens incluem: 1) protecdo contra espécies
reativas de oxigénio, através da geracdo de NADPH a partir da via das pentoses;
2) resisténcia as variacfes da tensao de oxigénio; 3) producdo de acido latico que
favorece a invasao celular e 4) utilizacao de intermediarios da via glicolitica para
alimentar reacfes anabdlicas, tais como as vias de sintese de hexosaminas,
glicogénio, ribose 5-fosfato, triacilglicerideo, fosfolipideos, alanina e malato. Desta
forma, as células tumorais desenvolvem um programa adaptativo, onde ha um
aumento do fator 1a induzido por hipéxia (HIF1A), possibiltando uma maior
expressao de enzimas glicoliticas chaves, como a hexoquinase (HK) e a lactato
desidrogenase (LDH) e de transportadores de glicose (por exemplo, GLUT1). A
ativacdo da via de PI3K/AKT1/mTORC1, em condi¢des aerbbicas favorece também
o0 aumento dos niveis de HIF1A, contribuindo assim para essa reprogramacao
metabdlica (KROEMER; POUYSSEGUR, 2008).
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Ainda neste contexto, um estudo recente apontou que a alta concentragéo
de glicose exacerba a malignidade do cancer, evidenciado tanto pela presenca de
niveis aumentados de O-GIcNAc (modificacdo pos traducional caracterizada pela
adicdo de N-acetilglicosamina O-ligada a proteinas citosolicas, ver figura 5) quanto
por uma tendéncia em amplificar os niveis de glicanos L-PHA positivos (lectina
especifica para N-glicanos complexos tri ou tetra-antenados, com ramificacdes
formadas a partir da adicdo de B1,6-N-acetilglicosamina). Este processo estaria
relacionado portanto a um pior prognéstico devido a exacerbacdo da via de
biossintese de hexosaminas (HBP) (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2017).

Tal via produz o nucleotideo doador de acucar UDP-GICNAC, que é de vital
importancia para a formacdo de diversos glicoconjugados. Sendo assim, sua
desregulacdo pode acarretar glicosilacdo aberrante, tal como ocorre em células
malignas (VERY; LEFEBVRE; YAZIDI-BELKOURA, 2018), conforme ilustrado na
Figura 11.
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Figura 11: Alteracdes especificas de glicosilacdo no CCR a partir da exacerbacéo da via de
HBP. A glicosilacdo anormal das células cancerosas esta representada, através da abundancia e
disponibilidade de nucleotideos doares de aclcar e co-fatores. As glicosilagbes aberrantes mais
frequentemente observadas no CCR s&o os N-glicanos ramificados, sialilados, O-glicanos do tipo
mucina, fucosilagéo e sialilagdo de antigenos Lewis e O-GlcNac glicosilagdo. As setas verdes e
vermelhas indicam,respectivamente, aumento e diminuicdo da disponibilidade de nutrientes e
acucares nucleotideos, expressdo ou atividade de glicosiltransferases no cancer colorretal.
Adaptado de (VERY; LEFEBVRE; YAZIDI-BELKOURA, 2018).

Relacionada também com o metabolismo celular, a desregulacéo do sistema
insulina/fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) esta presente em
diversas doencgas, inclusive diabetes e cancer. Recentemente, estudos revelaram
que tal sinalizacdo esta envolvida na regulacdo de mecanismos celulares
relacionados ao fendtipo maligno, tais como: transicdo epitélio-mesenquimal;
proliferacdo; invasao; migracao; apoptose; e resisténcia a drogas terapéuticas
(AFRATIS et al., 2017; BAILEY et al., 2017; LI et al., 2017; VIGNERI et al., 2015).
Corroborando estes dados, foi visto que altos niveis de glicose induzem EMT em
células de carcinoma de pulmao, além de que em células de cancer colorretal,
condigbes hiperglicémicas também ocasionam um aumento da taxa de
proliferacéo, efeito amplificado com niveis elevados de insulina ou IGF1 (ALISSON-
SILVA et al., 2013; MASUR et al., 2011).

Tendo em vista que o0s receptores destas vias também podem ser
modulados através de modificacbes co e poés-traducionais, tais como N- e O-
glicosilagdo (ELLEMAN et al., 2000; SPARROW et al., 2008), e que h4d uma
possivel correlacdo entre o sistema insulina/IlGF e os niveis de glicanos no
contexto de CCR (DE-FREITAS-JUNIOR et al., 2013), é de vital importancia mais
estudos que tenham como objetivo elucidar como estes mecanismos se

relacionam com a progressao tumoral.
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1.4 Sistema insulina/fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)

1.4.1 Sistema Insulina/IGF: ligantes, proteinas de ligacao e receptores

O sistema insulina/IGF compreende diversos componentes, incluindo
ligantes, proteinas de ligacdo, receptores e proteinas downstream. A insulina, um
horménio produzido pelas células B do pancreas, controla a glicemia e absorgéo de
glicose em diversos tecidos, além de atuar na sintese lipidica no figado
(KLEMENT; FINK, 2016). O eixo de sinalizacdo IGF é fundamental para o
crescimento, desenvolvimento e manutengdo de muitos tecidos no corpo humano
(CARLYLE et al., 2015). Os peptideos similares estruturalmente a insulina, IGF1 e
IGF2 ( do inglés, insulin-like growth factor), sdo produzidos no figado e em outros
tecidos, atuando em vias autécrina e paracrina. Eles sdo importantes tanto para a
diferenciacéo e crescimento celular quanto para o controle metabdlico. Além destes
que sao responsaveis por desencadearem as cascatas de sinalizacdo do sistema,
uma familia constituida por seis proteinas que se ligam ao IGF com alta afinidade
(IGFBP, do inglés insulin-like growth factor-binding protein) exercem um papel
regulatério fundamental, através da modulacédo da interacdo destes ligantes aos
seus respectivos receptores. Em fluidos biol6gicos, os IGFs séo frequentemente
associados aos IGFBPs, sendo raramente encontrados em sua forma livre
(POLLAK, 2012). Este processo ocorre de tal forma que as IGFBPs afetam a
disponibilidade de IGFs, através do bloqueio da interacdo destes ligantes com
seus respectivos receptores, regulando a meia vida daqueles e facilitando a
ativacdo de sinalizacbes devido a liberacdo controlada dos ligantes (HU et al.,
2017). As IGFBPs sao encontradas em ambas formas, precursoras e maduras, e
sua estrutura molecular consiste em trés dominios (amino, central e carboxilico
terminal). O dominio central, também conhecido o dominio de ligacdo, geralmente
sofre  modificagdes pds traducionais, tais como glicosilacdo ou fosforilacdo
(FORBES; MCCARTHY; NORTON, 2012).

Os trés receptores que compdem o sistema insulina/IGF sdo os receptores
de IGFl e IGF2 (IGF1R e IGF2R) e o receptor de insulina (INSR), sendo que

variagdes de splicing resultam em duas isoformas: INSR-A (isoforma curta) e
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INSR-B (isoforma longa) (SIDDLE, 2011). Além disso, a interacdo destas isoformas
com IGF1R também pode gerar receptores hibridos A (HR-A) e B (HR-B).
Excetuando o IGFR2, que possui uma estrutura monomeérica, os demais receptores
formam uma estrutura heterotetramica, constituindo-se em duas subunidades alfa e
duas beta. A primeira, extracelular, é responsavel pela ligacédo do ligante, enquanto
a beta possui uma porcdo intramembranar, localizando-se o dominio tirosina
quinase. Além da regulacdo da atividade dos receptores por fosforilacdo, estes
receptores também sdo modulados por modificacbes em suas subunidades, por
exemplo, a alfa pode ser N-glicosilada enquanto a beta é N- e O- glicosilada, sendo
esta exclusiva no INSR. O dominio extracelular de INSR é altamente glicosilado,
contendo em cada mondémero um total de 19 sitios potenciais de N-glicosilacédo
(SPARROW et al., 2008). Além disso, a N-glicosilagdo do INSR em Asnass 0U ASNais
foi descrita como vital para sua biossintese e processamento normal (BASTIAN et
al., 1993). Em relagéo aos IGFRs, a subunidade o de IGF1R contém 11 potenciais
sitios de N-glicosilacdo enquanto o dominio extracelular de IGF2R exibem 19 locais
(KIESS et al., 1991; ULLRICH et al., 1986). Estas modificacbes de glicosilacdo
afetam o dobramento, atividade e funcédo do receptor, podendo variar de acordo

com as condicdes fisiopatologicas (ROBAJAC et al., 2016).

1.4.2 Proteinas downstream

A ativacdo dos receptores de insulina/IGF desencadeia uma sinalizacéo
intracelular através de proteinas IRS (substrato do receptor de insulina), uma
familia de moléculas adaptadoras que consistem em quatro membros bastante
relacionados (IRS1-IRS4) e outros dois mais distantes (IRS5/DOK 4 e IRS6/DOK5),
que articulam a ativacdo dos receptores as cascatas downstream, tais como as
vias PIBK/AKT1 e RAS/MEK/ERK (IKINK et al., 2016). Em humanos duas formas
sao expressas, IRS1 e IRS2, sendo ambas altamente reguladas por fosforilagcado
(Tyr, Ser e Thr) e por ubiquitinacdo (RUI et al., 2001). As vias PI3K/AKT1 e
RAS/MEK/ERK, apesar de normalmente estarem associadas a sobrevivéncia e
proliferacdo respectivamente, estdo também intimamente interligadas modulando

diversos mecanismos celulares, inclusive durante o desenvolvimento de tumores
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malignos (YE et al., 2014). Os receptores e suas respectivas vias downstream
estéo representados na Figura 12.

Diversos mecanismos podem ocasionar um desequilibrio na rede de
sinalizacdo do sistema insulina/IGF em cancer, incluindo: aumento da
disponibilidade dos ligantes; desregulagdo de proteinas de sinalizagdo; e
superexpressdo dos receptores. Recentemente, um numero crescente de estudos
revelaram que a sinalizacao insulina/IGF esta envolvida na aquisicdo do fendtipo
maligno tais como a transicdo epitélio mesenquimal, proliferacdo, invasao,
migracéo e apoptose (DE-FREITAS-JUNIOR et al., 2017).
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Figura 12: O sistema insulina/fator de crescimento semelhante a insulina(IGF). Os ligantes
(insulina,IGF1 e IGF2) se ligam aos seus respectivos receptores, desencadeando vias downstream
(RAS/MEK/ERK e PI3K/AKT1/mTORC1) através das proteinas IRS, com excecdo de IGFR2 que

ndo desencadeia sinalizacdo. As IGFBPs modulam negativamente tanto IGF1 quanto IGF2. A
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ativagdo da via RAS/MEK/ERK ja foi demonstrada que esta envolvida na upregulagdo do gene
MGAT5, aumentando inclusive os niveis de expressdao de N-glicanos B 1,6 ramificados. Pelo
contrario, a ativacao da cascata de sinalizacdo de PI3K/AKT/mTOR foi associado a diminuicdo da
expressdo de N-glicanos bissectados mediado por MGAT3. Estas sinalizacdes possuem um
impacto no crescimento celular, sobrevivéncia e invasao, favorecendo portanto o desnvolvimento e
progressédo tumoral. Adaptado de (DE-FREITAS-JUNIOR et al., 2017).

1.4.3 Impacto do Sistema Insulina/IGF no desenvolvimento e progresséao do
cancer

Alteracfes no sistema insulina/IGF podem estar relacionadas a aquisi¢cao de
um fendtipo mais agressivo em diversos tipos de tumores epiteliais. Em carcinoma
hepatocelular, a diminuicdo na expressdo de IGFBP1 esta correlacionada com a
invasdo microvascular e metastase (DAl et al.,, 2014). Além disso, 0 sistema
insulina/IGF também pode contribuir na aquisicdo de resisténcia a quimio- e
radioterapia. Um estudo utilizando células de cancer colorretal quimioresistente,
selecionadas a partir do tratamento com 5-fluorouracil ou oxaliplatina, mostrou que
estas células apresentam uma alta expressdo de marcadores de CSC ( do inglés,
cancer steam cells) concomitante com o aumento da expressdo e ativacdo de
IGF1R (DALLAS et al., 2009). Em um modelo de quimioresisténcia de cancer de
ovario, em que as células foram categorizadas em estagios de resisténcia inicial (
as primeiras células resistentes, com viabilidade de 60 — 65%) e resisténcia tardia (
viabilidade de 95%, referentes a ICso de cada droga), a superexpressédo de IGF1R
foi associada com a aquisicao inicial da resisténcia ao tratamento de cisplatina-
paclitaxel (sozinho ou em combinacdo). Nestas mesmas células, o tratamento com
inibidores de IGF1R (em combinacdo com cisplatina, paclitaxel ou ambos) foi
capaz de reverter a resisténcia nestes estagios iniciais (SINGH et al., 2014).
Ademais, tal inibicdo de IGF1IR e também de AKT1 naqueles estagios mais
avancados permitiram que o fendtipo das CSCs fosse anulado, demonstrando
assim que a via IGF1R/AKT1 impacta significamente na aquisicdo da
quimioresisténcia em células tumorais.

Em células de cancer de préstata que apresentam um fendétipo epitelial, o

estimulo com IGF1 leva a uma superexpressdo de ZEB1 tanto em niveis protéicos
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guanto de mRNA, ocasionando uma repressao de E-caderina e superexpressao de
N-caderina e Fibronectina. Além disso, foi demonstrado um aumento nos niveis de
Snail, outro fator de transcricdo que inibe a expressdo de E-caderina, quando
induzido por IGF1 em células de céancer de pulmédo, promovendo portanto a
transicdo epitélio-mesenquimal (CRAENE; BERX, 2013; GRAHAM et al., 2008;
ZHOU et al., 2015). Também foi observado que a inibicdo da sinalizacéo
PISK/AKT1/mTORC1 ou knockdown de IGF1R foram capazes de suprimir o
programa de EMT em células de cancer de mama, além de reduzir os nichos de
CSC (CHANG et al., 2013).

Em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa, foi demonstrado também
um mecanismo integrado através do qual a interacdo entre a E-caderina e a
sinalizacdo de INSR/IGF1R é capaz de modular a expressdo de N-glicanos
bissectados. Neste modelo, foi observado que a expressao exdgena de E-caderina
em células MDA-MB-435 (que nao expressam E-caderina enddgena) inibe a
fosforilacdo de INSR e IGF1R, enquanto que a estimulacdo das células MDA-MB-
435+E-caderina com insulina e IGF1 promove diminuicdo tanto da expressao
global de N-glicanos bissectados quanto dos especificamente ligados a E-caderina,
além de induzir uma regulacdo positiva da expressdo de marcadores
mesenquimais e aumentar inclusive o potencial invasivo das células (DE-FREITAS-
JUNIOR et al., 2013).

Considerando estes dados existentes na literatura, foi levantada a hipétese
da existéncia de um mecanismo integrado através do qual alteracdes no sistema
de insulina/IGF e modificacbes metabdlicas que culminam na glicosilacdo
aberrante poderiam regular o fenétipo maligno durante a progressao do cancer
colorretal. A inter-relacdo em células de CCR ocorreriam uma vez que o alto grau
de ramificacbes de N-glicanos tanto desestabilizariam a adeséo célula-célula
mediada por E-caderina quanto favoreceria a estabilizacdo de IGF1 devido a sua
interacdo com galectinas, potencializando o eixo AKT1/mTORC1/HIF1A/HK. Como
consequéncia da regulacéo positiva de HK, o fluxo da via das hexosaminas (HBP)
se tornaria maior, aumentando a biossintese de GIcNAc. Concomitantemente a

repressao do IGFBP1, a translocagao da B-catenina citoplasmatica para o nucleo
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promoveria a inibigdo da expressdao de MGATS3, estabelecendo assim um
mecanismo de feedback positivo sobre a atividade de IGFRL1. A figura 13 resume o

modelo proposto.
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Figura 13: Modelo proposto: Glicanos e o sistema insulina/IGF no cancer, um mecanismo
integrado. Em um contexto normal, altos niveis de N-glicanos bissectados catalizados por MGAT3
favorecem o estabelecimento de um fendtipo estével, através da ades@o célula-célula mediada por
E-caderina, que por sua vez promove a expressdo de MGAT3, estabelecendo assim um feeedback
funcional. Tanto as junc¢des aderentes estaveis quanto a expressdo de IGFBP1 levariam a inibicdo
da atividade de IGFR1, associado portanto a um decréscimo do eixo AKT1/mTORC1/HIF1A/HK. No
contexto do céncer, os altos niveis de N-glicanos 1,6 ramificados, catalizados pela MGATS5 ,
desestabiliza a adeséo célula célula mediada por E-caderina e favorece a ativagao da via de IGF1R,
portanto aumentando o eixo AKT1/mTORC1/HIF1A/HK. Além disso, como consequéncia da alta
atividade de HK, o fluxo da via de biossintese das hexosaminas (HBP) se intensifica, promovendo a
biossintese de GIcNAc e N-glicanos ramificados. A translocagao da B-catenina do citoplasma para o
ndcleo promove a inibicdo de MGAT3, que concomintantemente com a repressdao de IGFBP1,
resulta em um mecanismo de feedback positivo para a atividade de IGFR1. Adaptado de (DE-
FREITAS-JUNIOR et al., 2017).
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2 OBJETIVO
2.1 GERAL

Compreender como os disturbios na sinalizagdo por INSR/IGF1R em células
de cancer colorretal afetam o fendtipo maligno e os niveis de N-glicanos

complexos, sobretudo os que apresentam ramificacdes formadas por 1,6-GICNAc.

2.2 ESPECIFICOS

e Analisar a viabilidade das linhagens celulares de CCR ( HCT-116 e HT-29)
frente ao tratamento bem como o nivel de fosforilacdo dos receptores de
insulina (INSR) e IGF1 (IGF1R)

e Analisar os niveis dos N-glicanos frente a inibicdo da sinalizagdo mediada
por INSR/IGFR por OSI-906

e Verificar os niveis de proteinas de adeséo e sua localizacdo subcelular apés
o tratamento das células de CCR com OSI-906
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTURA DE CELULAS E TRATAMENTO COM OSI-906 e IGF1

Duas linhagens celulares derivadas de céancer colorretal humano foram
utilizadas neste estudo: HCT-116 (catalogo ATCC CCL-247), indiferenciada,
invasiva e mutacdo em RAS; HT-29 (catalogo HTB-38), pouco diferenciada, muito
invasiva e mutagbes em P53 e RAS. Foram cultivadas, de acordo com o
experimento, em frascos de cultura ou placas, a 37° C em atmosfera de 5% de
CO2 em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM -GIBCO), suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100mg/L) e streptomicina
(60mg/L) (Invitrogen,CA,USA.). ApOs as células aderirem, o tratamento foi
realizado com OSI-906 (Linsitinib, um duplo inibidor de moléculas de tirosina
quinase de INSR e IGF1R) nas concentragdes de 1 e 2 uM (BioVision, CA, USA).
Ja o tratamento com IGF1 (agonista de IGF1R) (Cell Signaling Technology, MA,
USA) foi realizado na concentracdo de 50 ng/mL. As células-controle permaneciam
com o meio ja citado. Os periodos de incubacao foram 24, 48 e 72h, dependendo

do experimento realizado.

3.2 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

As células HCT-116 e HT-29 foram cultivadas em placas de 96 pocos e
tratadas por O, 24, 48 e 72h. Posteriormente, incubadas com 10uL de brometo
tiazolil azul de tetrazélio (MTT) (Sigma-Aldrich Co) por 2h a 37°C, no escuro. Em
seguida, centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min. Apés o descarte do
sobrenadante, os cristais de formazan foram diluidos em 100uL de dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich Co.), homogeneizando por 3 min. No escuro, foram
incubadas por 10 min a 37°C. A absorbéancia de 538nm foi entdo medida pelo
espectrofotdbmetro modelo Spectra Max 190 spectrophotometer (Molecular Devices,
LLC, CA, EUA).
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3.3 LECTINAS

A fim de monitorar os niveis de glicanos, foram utilizadas duas lectinas
especificas: L-PHA (Phaseolus Vulgaris leucoagglutinin) (Vector laboratories, CA,
EUA) a qual reconhece N-glicanos complexos tri ou tetra-antenados, com
ramificagcbes formadas a partir da adicdo de 31,6 N-acetilglicosamina e E- PHA
(Phaseolus Vulgaris E) (United States Biological, MA, USA) especificas para N-
glicanos bissectados com ramificacoées 1,4GIcNAc.

3.4 CITOMETRIA DE FLUXO

Transcorridas 48h do tratamento com o inibidor OSI-906, nas concentracdes
de 1 e 2 uyM, mantidas em placas de 6 pocos, as células foram 2x lavadas com
PBS, tripsinalizadas (Invitrogen Co.) e centrifugadas a 1500 rpm durante 2 min.
Em seguida ao descarte do sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 1 mL de
PBS e o processo de centrifugacdo se repetiu. Posteriormente, 600uL de
paraformaldeido 4% (diluido em PBS a partir de paraformaldeido 16%) (Electron
Microscopy Sciences, PA, USA) foram utilizados para a fixagdo, em cada condigéo,
durante 8 min. Apds uma sequéncia de centrifugacdes e lavagens com PBS, as
lectinas E-PHA e L-PHA, a uma concentracdo de 5ug/mL, foram adicionadas e
incubadas por 30 min em agitacéo leve. Células ndo marcadas foram utilizadas a
fim de obter controles negativos das lectinas, adicionando ao invés destas, BSA
4% (Sigma-Aldrich Co). Logo depois da lavagem do precipitado formado apés a
nova centrifugacao, ressuspendeu-se em 400 yuL de PBS as células, analisando
por citometria de fluxo (Acure). A partir dos dados obtidos, geraram-se graficos em
histograma e dotspot, com valores das médias e medianas, através do software

FlowJo.

3.5 WESTERN BLOTTING

Apos o tratamento, as células foram lavadas 2x com PBS e extraidas com
um tampéo de lise, composto por NP-40 1% (CalbioChem) Tris-HCI 20mM ph8.0
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(Sigma-Aldrich Co.), NaCl 137 mM (Sigma-Aldrich Co.), glicerol 9% (MERK,
HE,GER), EDTA 2mM (Sigma-Aldrich Co.), coquetel de inibidores de proteases
(1:100) e ortovanadato de sodio (1:100) (Sigma-Aldrich Co). O produto proveniente
da extracao foi homogeneizado ao longo de 30 min, a intervalos de 5 min no vortex
e centrifugado a 1000 g a 4°C durante 10 min. O sobrenadante teve seus niveis
protéicos estabelecidos a partir do ensaio BCA (BioAgency, SP, BR), utilizando a
proteina albumina sérica bovina (BSA) como padrdo. O conteudo protéico de cada
amostra, contendo 45ug, foi separado eletroforeticamente por SDS-PAGE em géis
de poliacrilamida na concentracdo de 10%. Em seguida, estas proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando uma cuba de
transferéncia semi-umida (Bio-Rad Labotories Inc.) a 10V por 1h.

O bloqueio seguiu-se a partir de uma solucao de leite desnatado 5% em
TBS-T 0,1% durante 1h e assim, foram incubadas com anticorpos primarios
overnight a 4°C. Ap6s uma série de lavagens com TBS-T 0,1%, as membranas
foram incubadas com o anticorpo secundario diluido em solucdo de bloqueio,
durante 1h e em seguida, reveladas com o Kit ECL (Bio-Rad Laboratories Inc., CA,
USA).

Os anticorpos primérios utilizados foram: p-INSRIGF1R (1:1000 e 1:250) ;
IGF1R (1:000) ; INSR (1:1000); B-catenina (1:1000) (Cell Signaling, rabbit) ; E-
caderina( 1:2500) (Zymed, mouse). Todos foram diluidos em TBS-1 0,1%. Para o
anticorpo secundario, foi utilizado na concentracdo de 1:40000 na solucdo de
bloqueio (leite a 5% em TBS-T 0,1%).

3.6 IMUNOFLUORESCENCIA

Decorridas 48 h do tratamento com o inibidor, nas concentragbes 1 e 2 uM,
as células mantidas em placas de 12 pocos sobre laminulas de vidro, foram
lavadas com PBS e fixadas por 10 min em paraformaldeido 4%. ApoOs lavagem
com PBS/CM (PBS contendo CaCl2 e MgCI2 a 100mM), as mesmas
permaneceram 10 min em NH4Cl e em seguida, foram reidratadas com PBS/CM e
permeabilizadas por 5 min com 0,5% Triton X-100. Posteriormente, seguiu-se 0
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blogueio por 1 h em BSA 0,2% e incubacao overnight com os anticorpos primarios
anti- E-caderina e B-catenina (ambos mouse, diluicdo 1:300) (BD, NH, USA e
Zymed Laboratories, Inc. respectivamente) em atmosfera imida. Sucessivamente
as lavagens com PBS, as laminulas foram incubadas com anticorpo secundario
conjugado a AlexaFluor 488 por 1h (diluicdo 1:200) (ThermoFisher Scientific, MA,
USA). A fim de visualizar a organizacao dos filamentos de actina, as células foram
incubadas com faloidina conjugada a TRIT-C (concentracdo 500ng/mL) durante 30
min e novamente lavadas com PBS. Seus nucleos foram marcados com DAPI
(Dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole) (Vector Laboratories., EUA) durante
1 min e em seguida, as laminulas foram montadas em laminas utilizando Prolong
Gold Antifade Reagent (Invitrogen,CA,USA ). As imagens foram obtidas através do

microscépio de fluorescéncia Apotome Axiovert 200M (Carl Zeiss Inc.).

3.7 DENSITOMETRIA E ANALISE ESTATISTICA

A densitometria dos filmes fotogréficos foi realizada segundo o software
Labworks 4.6 (UVP Inc., Upland, EUA). A analise estatistica foi realizada com
auxilio do software GraphPadPrism 4.02 (GraphPad Software Inc., EUA). Foram
consideradas estatisticamente significativas quando P<0.05 pelo One-way ANOVA,
apos a analise de trés experimentos independentes.

4 RESULTADOS

4.1 As linhagens celulares de CCR (HCT-116 e HT-29) tratadas com o inibidor
0SI-906 sofrem diminuicdo em sua viabilidade

A fim de analisar o efeito do OSI-906 sobre a viabilidade celular em células
de CCR, as linhagens celulares HCT-116 e HT-29 foram tratadas com o referido
inibidor nas concentracdes de 1 e 2 uM por 24, 48 e 72h, e, em seguida, foi
realizado o ensaio de MTT. Foi vista uma diminuicdo da viabilidade celular em
ambas as linhagens, sendo mais proeminente na HT-29, entretanto, tanto nesta
guanto na HCT-116, houve uma resposta dose-dependente, ou seja, ha

concentracdo mais alta do tratamento, as células estavam menos viaveis (Figura
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14). Além disso, na linhagem HCT-116, a concentracdo de 1uM apresentou uma
similaridade com o controle apds 72h de tratamento, desta forma, para as analises
subsequentes, foi escolhido o tempo de 48 h, uma vez que no tempo de 24 h, a

guantidade de células poderia impossibilitar futuros experimentos.
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Figura 14: Efeitos do tratamento com OSI-906 sobre a viabilidade de células de CCR. O
monitoramento da viabilidade celular foi realizado através do ensaio MTT, nas células HCT-116 e

HT-29, frente o tratamento com o inibidor (1 e 2 uM), nos tempos de 24,48 e 72h.

4.2 O tratamento de células de CCR (HCT-116 e HT-29) com OSI-906 inibe a
fosforilacdo dos receptores de insulina (INSR) e IGF1 (IGF1R)

A fim de verificar a capacidade inibitéria de OSI-906 em células de CCR,
foram analisados os efeitos deste inibidor sobre os niveis de fosforilagdo de INSR e
IGF1R. Na linhagem HCT-116, os niveis basais de fosforilagdo dos receptores ndo
foram detectaveis com o anticorpo utilizado , o que foi contornado mediante
estimulo com IGF1 (Figura 15, letras a e b). Entretanto, um forte indicio da
eficiéncia de OSI-906 em tais células foi visto quando analisados os niveis de

fosforilacdo em tirosinas (anticorpo Pan-p-Tyr) na faixa de peso molecular dos
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receptores de insulina e IGF1, indicando uma diminuicdo dose-dependente em
seus niveis e um aumento na condicdo de estimulo com IGF1. A respeito dos
niveis totais dos receptores, foi observado um aumento quando as células foram
tratadas com OSI-906 e diminuicdo sob estimulo com IGF1 (Figura 15, letra a). Na
linhagem HT-29, observou-se a completa inibicdo da fosforilacdo dos receptores
em ambas as concentracdes do inibidor, e um aumento dos niveis das formas
fosforiladas quando estimulada por IGF1, sendo o periodo de tratamento de 48h
(Figura 15, letra ¢). Em relagcdo aos niveis totais dos receptores, houve um
aumento em ambas condicbes de tratamento, e uma diminuicdo quando

estimulada por IGF1.
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Figura 15: Avaliacdo da eficiéncia do tratamento com OSI-906 em células de CCR. Apés o
periodo de 48h de tratamento, foi realizado Western Blotting a fim de analisar o nivel de fosforilacdo
das proteinas INSR e IGF1R, nas células HCT-116 e HT-29. Médias e desvio padréo

representados, em comparagdo com o controle *P<0,05 ** P<0,01 n=3

4.3 Repressao da sinalizacao por INSR/IGF1R afeta os niveis de diferentes N-

glicanos nas células HCT-116 e HT-29

A fim de investigar se a via de insulina/IGF seria capaz de afetar os niveis
totais de N-glicanos ramificados e bissectados, utilizou-se OSI-906 para reprimir a
mesma, e em seguida, foi realizado um ensaio de citometria de fluxo em que as
células foram marcadas com as lectinas especificas L-PHA e E-PHA conjugadas a
isotiocianato de fluoresceina (FIT-C) (especificidade de cada conforme Figura 16,
letra a). Em relagdo a HCT-116, o tratamento promoveu uma tendéncia em diminuir
tanto os niveis dos ramificados (Figura 16, letra b, painel esquerdo), como

esperado, porém, também aqueles bissectados (Figura 16, letra b, painel
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direito).Na condicdo experimental em que h& tratamento prévio com IGFl e
posterior inibicdo com OSI-906, os resultados foram similares, sendo observadas
uma tendéncia em diminuir tanto os niveis de N-glicanos ramificados (L-PHA
positivos) (Figura 16, letra c, painel esquerdo) quanto dos bissectados (E-PHA
positivos) (Figura 16, letra c, painel direito), em ambas as concentra¢des. Ja nos
resultados referentes a linhagem HT-29, houve uma tendéncia na reducdo dos
niveis de N-glicanos ramificados (Figura 16, letra d, painel esquerdo), enquanto
observou-se um indicio em aumento nos niveis dos glicanos positivos para a
marcagao com E-PHA, em ambas as concentragbes do inibidor, sendo este
possivel aumento mais acentuado mediante tratamento com 2 uM de OSI-906

(Figura 16, letra d, painel direito).
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Figura 16: Efeitos da repressao da sinalizagdo mediada por INSR/IGF1R sobre os niveis de N-
glicanos nas células HCT-116 e HT-29. Apos 48h de tratamento, as células foram tripsinilizadas e,
para a quantificacdo da intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo, foram utilizadas as
seguintes lectinas especificas: L-PHA, a qual reconhece N-glicanos complexos tri ou tetra-
antenados, com ramificagbes formadas a partir da adigdo de B1,6 N-acetilglicosamina; E- PHA

especificas para N- glicanos bissectados com ramificagdes 1,4GIcNAc. n=3

4.4 A Inibicdo da via de insulina/IGF1 afeta os niveis de proteinas que
compdem as juncdes aderentes

Visto que tanto a sinalizacdo por receptores tirosina-quinase quanto
modificacdes pés-traducionais podem alterar os niveis de proteinas do complexo
juncional apical, foi analisado se a repressdao da via de insulina/IGF1 também
exercia efeito sobre proteinas constituintes das juncdes aderentes. Para tal, foi
realizado um western blotting, para as proteinas E-caderina e [-catenina.
Referente ao tratamento das células HCT-116 somente com OSI-906,

aparentemente, ndo ocorreram modificagdes nos niveis da E-caderina, entretanto,
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guando observada a B-catenina, a inibicdo da via de insulina/IGF levou a aumento
de seus niveis, sendo mais acentuado na maior concentracao utilizada (2 uM), por
outro lado, mediante estimulacdo com IGF1, observou-se uma redugéo dos niveis
desta proteina (Figura 17, letra a). Na condigcdo em que as células HCT-116 foram
previamente estimuladas com IGF1, verificou-se que o tratamento com OSI-906
promoveu aumento dos niveis de E-caderina (Figura 17, letra b). Em relacédo a -
catenina, foi visto que em ambos tratamentos, houve uma ténue diminuicdo de
seus niveis (Figura 17, letra b). Nas células HT-29, os niveis de B-catenina, frente
ao tratamento com o inibidor, assemelharam-se ao controle, no entanto, houve
diminuicdo mediante estimulo com IGF (Figura 17, letra c). JA em relacdo aos
niveis de E-caderina, um discreto aumento foi observado apo6s o tratamento com
ambas as concentracfes de OSI-906, entretanto, naquelas estimuladas apenas

com IGF1, ocorreu uma diminuicdo dos niveis desta. (Figura 17, letra c).
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Figura 17: Efeitos do tratamento com OSI-906 sobre os niveis de proteinas das constituintes
das juncdes aderentes em células de CCR. Para tal, foi realizado um western blotting, para as

proteinas E-caderina e B-catenina *P<0,05

4.5 Inibicdo da via de insulina/IGF promove mudanga na conformacao nas
células HCT-116

Uma vez analisada a expressado, era importante investigar se ocorria uma
mudanca também na localizacdo das proteinas de juncbes avaliadas, além de
observar o citoesqueleto, através da organizacdo dos filamentos de actina. Para
tal, apds 48 h de tratamento, foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia nas
células HCT-116. Nao foram observadas mudancas expressivas na localizacéo
subcelular de B-catenina e na organizacdo basica do citoesqueleto de actina.Foi
observado que em ambas as concentracdes de OSI-906 ocorreu uma mudanga na
conformacéao nas células HCT-116, que adquiriram um maior nivel de compactacao
celular, sugerindo que possam ter sofrido diminuicdo de tamanho/volume (Figura
18).



56

Contraste de fase B -catenina Actina DAPI

CT
osl
1uM
osl
2 uM

Figura 18: Efeitos do tratamento com OSI-906 sobre o citoesqueleto de actina e proteina
constituinte das juncdes aderentes em células de CCR. As células foram mantidas em placas de
12 pocos sobre laminulas de vidro, e apds 48 h do tratamento com o inibidor, nas concentra¢des 1 e

2 UM, foi realizado um ensaio de imunofluorescéncia.

5. DISCUSSAO

A (glicosilacdo aberrante tem sido considerada um evento crucial na
progressdo de tumores epiteliais (MUNKLEY; MILLS; ELLIOTT, 2016; PINHO;
REIS, 2015) , entretanto, os mecanismos celulares e moleculares envolvidos com
alteracdes nos niveis de N-glicanos durante a progressdo do CCR necessitam de
maiores estudos a fim de serem completamente esclarecidos. Assim, conforme
abordado ao longo do trabalho, ha indicios da existéncia de um mecanismo através

do qual alteracdes no sistema insulina/IGF, e modificacbes metabodlicas que
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culminem na glicosilacdo aberrante, poderiam regular o fenétipo maligno durante a
progressdo do CCR. Uma vez que tanto a glicosilacdo de proteinas quanto a
sinalizacao insulina/IGF tém sido consideradas alvos terapéuticos em potencial, no
presente estudo foi utilizado o composto OSI-906, a fim de observar se a inibicao
desta via teria algum impacto sobre a glicosilacdo em células de CCR. Sabe-se
que ha uma reducao significativa do crescimento de tumores humanos, em
modelos xenograficos, induzida por tratamento com anticorpos que inibem a via em
questao (FENG et al., 2012; LEIPHRAKPAM et al., 2014). Apesar do uso clinico do
OSI-906 ser controvérso quanto a sua eficacia terapéutica (QU et al., 2017), pois a
reatividade cruzada com o INSR-B pode modular o metabolismo da glicose in vivo
levando a resisténcia a insulina e hiperglicemia (ATZORI et al., 2011; SIMPSON et
al., 2017), seu uso com a finalidade de elucidar mecanismos celulares revela-se
valido.

Sendo assim, foi observada que a inibicdo da via de insulina/IGF com o uso
de tal inibidor promoveu uma diminuicdo na viabilidade de ambas as células de
CCR utilizadas, sendo em HT-29 a reducdo mais proeliminente. PITTS et al., 2010
observaram que dentre diversas linhagens celulares de CCR, a HT-29 foi
categorizada como sensivel a OSI-906 (IC s0 <1.5 pmol/L) enquanto HCT-116,
como resistente (IC so >5 pmol/L). Aqui, 0 mecanismo responsavel por tal
diminuicdo na viabilidade celular n&o foi averiguado, entretanto, sabe-se que OSI-
906 inibe a proliferacdo mediada por IGF1/IGF2 além de induzir apoptose, sendo
gue a sensibilidade pela droga varia a partir da linhagem celular, sendo aquelas
com fendtipo epitelial mais sensiveis quando comparadas com aquelas submetidas
a transicao epitelio-mesenquimal (MULVIHILL et al., 2009). Vale ressaltar que ja foi
visto o efeito pro-apoptético de OSI-906 através da via IRS1/IRS2/PI3K/AKT,
através de uma regulacdo negativa de IRS-1/2 e p-AKT (S473) e um aumento
significativo da morte celular apés o tratamento com tal inibidor, isolado ou em
conjunto com MK-0646/Dalotuzumab (anticorpo monoclonal anti-IGF). Foi
constatado também que XIAP (do inglés, X-linked inhibitor of apoptosis protein), um
substrato fisiologico de AKT critico para a sobrevivéncia celular que neutraliza a

ativacdo de caspases, € regulada negativamente com tratamentos MK-0646 e OSI-
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906, demonstrando que o esta proteina é um alvo downstream de IGF1R
(LEIPHRAKPAM et al., 2014).

Alteracbes moleculares que afetam fatores de crescimento e seus
respectivos receptores desempenham papel importante na progressdo tumoral,
sendo a via de sinalizacdo de insulina/IGF superexpressa em muitos tipos de
cancer, incluindo CCR. Cerca de 30 - 40% dos tumores colorretais, sao
dependentes de IGF1R (LEIPHRAKPAM et al., 2014). Sendo assim, foi
investigado como estava o0 estado de ativacdo desta via de sinalizacdo nas
linhagens celulares utilizadas no presente estudo. Em HCT-116, ndo foram
detectaveis niveis basais de ativacdo dos receptores , sendo compativel com o que
ja foi visto por BARICEVIC et al., 2015. Em relacédo as células HT-29, o resultado
agui encontrado corrobora com outros dados da literatura, em que foi observado
que esta linhagem apresenta niveis basais de fosforilacdo nos receptores de INSR
e IGF1R (BARICEVIC et al., 2015), sendo que a partir do estimulo por IGF1, a
fosforilacdo ocorre de maneira dose dependente. Na linhagem HCT-116, porém, 0s
niveis de fosforilacdo do receptor s6 foram detectaveis por western blotting, quando
ocorre estimulacdo por andlogos de insulina ou tratamento com ligantes
(BARICEVIC et al., 2015; SETI; LEIKIN-FRENKEL; WERNER, 2009). Desta forma,
no decorrer do presente trabalho, optou-se por acrescentar uma nova condi¢ao
experimental caracterizada pelo tratamento prévio das células HCT-116 com IGF1,
condicao controle, mesmo havendo indicios de que a via estava de alguma forma
sendo afetada pelo OSI-906, conforme observado na analise dos niveis de
fosforilacdo em tirosinas (anticorpo Pan-p-Tyr) na faixa de peso molecular dos
receptores de insulina e IGF1, além do fato do tratamento ter promovido diminui¢do
em sua viabilidade celular.

Apbs confirmacgéo da eficacia do inibidor, foi analisado o impacto da inibicao
da via de insulina/IGF1 sobre o perfil de glicosilagdo das células. Sabe-se que a
sinalizacdo mediada por INSR/IGF1IR esta relacionada ao eixo
AKT/mTORC/HIF1A, que no contexto do cancer (VERNIERI et al., 2016) pode
promover uma alta atividade da enzima hexoquinase (HK) (DE-FREITAS-JUNIOR

et al., 2017); como consequéncia, pode haver intensificacdo da via das
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hexosaminas, afetando assim o0s niveis intracelulares de UDP-GIcNAc
(VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2017). Este nucleotideo doador de acucar
€ de vital importancia para a formacdo de diversos glicoconjugados e sua
desregulacdo pode acarretar a glicosilagdo aberrante, tal como ocorre em células
malignas. Uma das alteracbes mais frequentemente do glicoma, observadas no
CCR, é o aumento dos niveis de N-glicanos ramificados (VERY; LEFEBVRE;
YAZIDI-BELKOURA, 2018). Em funcéo disso, realizou-se um ensaio de citometria
de fluxo a fim de investigar os niveis tanto de N-glicanos ramificados quanto dos
bissectados, uma vez que as enzimas responsaveis por ambas estruturas (MGAT5
e MGAT3) competem pelo mesmo substrato, exercendo de uma maneira geral
papéis contrarios no contexto da progressdo tumoral de carcinomas (KIZUKA;
TANIGUCHI, 2016).

Nas duas condi¢cbes de tratamento das células HCT-116 com OSI-906 que
foram testadas (estimuladas previamente ou ndo com IGF1) ocorreu uma
tendéncia na diminuicao dos niveis de N-glicanos com ramificagdes do tipo 31-6 (L-
PHA positivos), o que também foi observado em células HT-29 tratadas com
mesmo inibidor. Tal resultado corrobora com uma hip6tese apresentada em estudo
prévio, a qual ja apontarava possivel correlacdo entre os niveis de N-glicanos com
ramificacbes do tipo p-1,6 e ativacdo da via de IGF1R (DE-FREITAS-JUNIOR et
al., 2017).

Entretanto, uma série de outras analises devem ser realizadas a fim de
elucidar completamente os detalhes moleculares envolvidos neste rede regulatoria.
Em relacéo aos niveis de N-glicanos bissectados (E-PHA positivos), em HCT-116 e
HT-29, foi vista uma diminuicdo quando ocorria tratamento com OSI-906, o que foi
considerado um resultado surpreendente, entretanto, estas mudangas no glicoma
se mostraram sutis no referido estudo e, mesmo que nao tenham sido
estatisticamente significativas, ndo se pode afirmar ainda que n&do haja uma
importancia biologica associada. Em trabalho realizado por nosso grupo utilizando
a linhagem MDA-MB-435 (células de melanoma previamente descrita como
derivadas de carcinoma ductal de mama) foi relatado um mecanismo integrado

através do qual os niveis de N-glicanos bissectados sédo regulados por crosstalk
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entre a E-caderina e a sinalizacdo de INSR/IGF1R, no entanto, neste caso a
inativacdo da via correlacionou-se com aumento dos niveis de glicanos bissectados
(DE-FREITAS-JUNIOR et al., 2013). E importante ressaltar que os resultados
baseados em citomentria de fluxo aqui apresentados, por carecerem de mais
réplicas biolégicas, devem ser considerados ainda como dados preliminares.

Conjuntamente, embora o0s resultados sejam mais consistentes no que
tange a diminuicdo dos N-glicanos com ramificacfes do tipo p-1,6 nas células de
CCR tratadas com OSI-906, também sdo necessarias mais andlises para
compreender de forma pormenorizada como se da a relacdo entre a via de
insulina/IGF e a regulacdo dos niveis deste tipo de N-glicano. Um possivel
desdobramento desse projeto que podera auxiliar a esmiucar esta relacdo, sera
através da utilizacdo de células de CCR knockout (CRISPR/Cas9) para MGAT5
(modelo recentemente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa), pois, no
sentido contrario, veriamos se a inibicdo nos niveis destes glicanos implicaria em
alguma mudanca substancial no sistema de insulina/IGF1R. H& indicios que N-
glicanos ramificados tem estreita relacdo com tais vias metabdlicas, pois foi visto
gue camundongos Mgat 5 /- apresentaram hipoglicemia, uma melhor tolerancia a
glicose e menor sensibilidade a glucagon, além de uma diminuicdo de metabdlitos
glicoliticos e de HBP, um desequilibrio regulatério similar aos relatados naqueles
camundongos knockout para Gcgr (do inglés, glucagon receptor precursor).
Portanto, o remodelando dos niveis de N-glicanos, no receptor de glucagon, resulta
em mudancas nos nutrientes da via de biossintese de hexosamina, retratanto
assim a importancia biolégica em estudar o impacto dos glicanos em questédo sob
vias metabdlicas. (JOHSWICH et al., 2014).

Visto que ocorreu uma alteracdo nos niveis de N-glicanos e que tanto
modificacdes pos-traducionais quanto vias desencadeadas por receptores tirosina-
guinase podem alterar os niveis de proteinas do complexo juncional (HALL et al.,
2014; LU et al., 2003; PINHO et al., 2013), foram analisados também os niveis de
duas proteinas constituintes das juncdes aderentes (E-caderina e p-catenina).
Sabe-se que ambas exercem papel fundamental na adesdo célula-célula,

auxiliando na manutencdo da morfologia da célula epitelial. Os resultados
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mostraram que o inibidor da via de insulina/IGF1 promoveu aumento nos niveis de
E-caderina nas células HT-29, e, nas células HCT-116, este aumento foi observado
de forma ténue e na condicdo em que a inibicdo com OSI-906 foi precedida por
estimulo com IGF1, de forma mais acentuada. Tal resultado pode apontar para um
fenotipo mais epitelial, uma vez que no presente trabalho foi vista uma diminuigédo
dos niveis de N-glicanos ramificados, o que pode ter facilitado a estabilidade dos
complexos de adesdo célula-célula, uma vez que estas estruturas ramificadas
atuam como obsticulo estereoquimico que dificulta interacdo molecular entre
moléculas de E-caderina de células vizinhas. Além disso, estudos descrevem que
niveis diminuidos, ou quando ocorre a perda de funcdo ou expressdo de E-
caderina, levam a mudancas morfologicas e aquisicdo de um fendtipo mais movel e
invasivo (CHENG; CHANG; LEUNG, 2012). Em relacéo a p-catenina, o tratamento
com OSI-906 levou a uma ténue diminuicdo em seus niveis, tanto em HT-29 (ndo
significativo) quanto nas células HCT-116 estimuladas previamente com IGF. Tal
resultado necessita de maiores investigagdes, com a finalidade de verificar uma
possivel correlacdo entre a via de insulina/IGF1 e a sinalizagdo da via de Wnt/f3-
catenina. Estudos retratam que a sinalizacdo mediada por IGFR pode tanto inibir a
atividade de GSK3-f (glicogénio sintase quinase 3 beta) em carcinoma
hepatocelular, ativando Ras e estimulando a via Wnt/ g-catenina (HSIEH et al,,
2013) quanto inibir a mesma via, porém, em um contexto fisiolégico, no caso do
desenvolvimento da cabeca em um género de ra (RICHARD-PARPAILLON et al.,
2002). Em células de CCR, foi demonstrado que o estimulo com IGF1 pode
aumentar os niveis de fosforilacdo da B-catenina em seus residuos de tirosina,
ocasionando sua dissociacdo da E-caderina e posterior acimulo no citoplasma
(PLAYFORD et al., 2000).

Uma vez que foram avaliados os niveis de constituintes das juncdes
aderentes, considera-se importante também investigar possiveis mudangas na
localizac&o destas proteinas apos o tratamento com OSI-906, além de observar o
citoesqueleto, avaliando o padréo de organizacédo dos filamentos de actina. Em
HCT-116 foi observada uma mudanca na morfologia das células, adquirindo estas

em cultura um maior nivel de compactagdo celular, sugerindo que possam ter
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sofrido diminuigéo de tamanho/volume. Sumarizando, este trabalho teve como
finalidade investigar como a sinalizacdo de insulina/IGF1 poderia implicar nas
modificacdes dos niveis de N-glicanos no contexto do CCR. Embora ndo tenham
sido investigados todos os pontos desejados, 0 presente estudo apresentou um
conjunto de resultados preliminares que corroboram a hipotese de que a
sinalizacdo por INSR/IGF1R é capaz de regular os niveis de N-glicanos com
ramificacbes do tipo B1-6, sendo ainda necessarios maiores estudos a fim de

elucidar de forma pormenorizada os mecanismos que explicam essa relagao.

6. CONCLUSOES

e O tratamento das linhagens HCT-116 e HT-29 com OSI-906 promove uma
diminuicdo da viabilidade e inibicdo da fosforilacdo dos receptores de

insulina e IGF.

e A inibicdo por OSI-906 possivelmente afeta niveis de diferentes N-glicanos
complexos, evidenciando o papel da via de INSR/IGF1R sobre o glicoma em
células de CCR.

¢ Inibicdo da via de insulina/IGF1 afeta os niveis de proteinas que compdem

as juncdes aderentes, promovendo também alteracbes morfoldgicas.
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