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ESTRUTURA DA TESE

O presente trabalho esta dividido na seguinte forma: Introducdo, Objetivos
(gerais e especificos), dois capitulos escritos na forma de artigos cientificos
contendo uma pagina de apresentacdo sobre o assunto, um terceiro capitulo
contendo resultados adicionais obtidos durante o desenvolvimento do projeto de
doutorado, Discussdo Geral, Conclusdes (gerais e especificas), Perspectivas,
Anexos e Referéncias.

A Introducéo contempla uma breve descricdo do microambiente de tumores
sélidos, bem como sua influéncia na resposta das células de céncer a
quimioterapia. Em seguida, a introdugdo aborda a importancia da autofagia como
mecanismo de sobrevivéncia ou de morte celular de células de cancer expostas
ao microambiente tumoral, além de seu papel durante o tratamento
quimioterapico. Dando sequéncia, a introducéo descreve os mecanismos de agéo
e de resisténcia do agente alquilante oxaliplatina, o qual € utilizado no tratamento
principalmente do cancer colorretal. Além disso, também é descrito a relacdo da
autofagia com o tratamento anti-cancer utilizando oxaliplatina e suas
consequéncias na quimioterapia.

O Capitulo | consiste de um artigo de revisdo na qual sdo descritos 0s
principais agentes alquilantes antitumorais utilizados na clinica oncologia e a sua
relacdo com a inducdo de autofagia em células de cancer. Neste Capitulo,
buscou-se discutir o papel da autofagia induzida em células de céancer em
resposta aos danos no DNA causados pelo tratamento com agentes alquilantes.
Estes resultados deram origem a um manuscrito que foi recentemente submetido
para publicacéo na revista Reviews in Mutation Research.

No Capitulo Il estdo apresentados os resultados obtidos com o estudo do
papel da autofagia induzida pelo tratamento com oxaliplatina na linhagem de
cancer colorretal HCT116 cultivada em baixa e alta disponibilidade de glicose.
Este Capitulo deu origem a um manuscrito, o qual serd submetido para

publicacéo.
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A Discussao Geral contempla os comentarios sobre os resultados
apresentados nos dois Capitulos e no Anexo | (resultados adicionais), bem como
ressalta a importancia cientifica deste estudo. Apos, estdo descritas as
Conclusbes e as Perspectivas geradas por este trabalho, as Referéncias

utilizadas na elaboracéo desta tese e os Anexos.
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RESUMO

As céluals tumorais estdo constantemente expostas a flutuacbes nas
concentragbes de nutrientes e oxigénio no microambiente tumoral. Através da
ativacdo de diferentes vias de sinalizacdo, as células tumorais sofrem uma
reprogramacdo metabdlica a fim de suportar as condi¢cdes hostis impostas pelo
microambiente tumoral. Uma das vias de sinalizagdo ativada nessas condicdes é
a autofagia, a qual tem sido considerada um dos principais mecanismos de
sobrevivéncia celular em condicbes de estresse. Além disso, muitos
medicamentos anti-cancer, como os agentes alquilantes, tem sido implicados na
inducdo de autofagia. Apesar da autofagia contribuir com a sobrevivéncia da
célula, uma superativagcdo da via autofagica por periodos prolongados pode
contribuir com a morte celular, o que faz com que o papel da autofagia no cancer
seja ainda bastante debatido. Neste trabalho, buscou-se avaliar o papel da
autofagia induzida em células de céancer colorretal da linhagem HCT116
continuamente cultivadas em baixa concentracdo de glicose e submetidas ao
tratamento com o agente alquilante oxaliplatina. Os resultados demonstraram que
a autofagia induzida em células HCT116 nessas condicbes exerce um papel
citoprotetor, contribuindo para a resisténcia ao tratamento com oxaliplatina. A
ativacdo da autofagia pelo tratamento com oxaliplatina em baixa concentracéo de
glicose foi capaz de manter os niveis intracelualres de ATP e de reduzir a morte
celular por apoptose. A utilizagdo de inibidores ou de um ativador farmacoldgico
da via autofagica, em combinacdo com a oxaliplatina, foi capaz de sensibilizar
células HCT116 tratadas em baixa concentracdo de glicose, aumentando a morte
celular por apoptose. Além disso, a inducdo de autofagia pela oxaliplatina foi
mediada pela ativacdo de AMPK e inibicdo de mTOR. Estes dados demonstram
qgue a ativacdo da autofagia em células de cancer colorretal HCT116 expostas a
baixa concentracdo de glicose contribui para resisténcia ao tratamento com
oxaliplatina. Estes dados também sugerem que a manipulacéo da via autofagica,
pela sua inibicdo ou superativagédo, pode fornecer um maneira eficiente de limitar
a progressao do tumor e aumentar a eficiéncia dos regimes quimioterapicos.
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ABSTRACT

Tumor cells are constantly exposed to nutrients and oxygen concentration
fluctuations at tumor microenvironment. Through activation of different signaling
pathways, tumor cells undergo metabolic reprogramming to tolerate hostile
conditions imposed by tumor microenvironment. One of the activated signaling
pathways in such conditions is autophagy, which has been considered one of the
central mechanisms of cell survival in stress conditions. Furthermore, many
anticancer drugs, like alkylanting agents, have been implicated in autophagy
induction. Despite autophagy contribution to cell survival, the autophagic pathway
activation for prolonged periods may contribute to cell death, which creates
extensively debates about the role of autophagy in cancer. In the present work we
intended to evaluate the role of autophagy induced in colorectal cancer cells
HCT116 grown continuously in low glucose concentration and treated with the
alkylating agent oxaliplatin. Our results showed that autophagy induced in HCT116
cells in these conditions plays a cytoprotective role, contributing to oxaliplatin
resistance. The activation of autophagy by oxaliplatin in low glucose concentration
was able to maintain the intracellular levels of ATP and to reduce apoptotic cell
death. The combined use of pharmacologic inhibitors or an activator of
autohophagy with oxaliplatin was capable to sensitize HCT116 cells treated in low
glucose concentration, increasing apoptotic cell death. Moreover, autophagy
induction by oxaliplatin was mediated by the activation of AMPK and inhibition of
MTOR. Our data demonstrate that autophagy activation in colorectal cancer cells
HCT116 exposed to low glucose concentration contributes to the tolerance of
oxaliplatin. These data also suggest that the manipulation of autophagic pathway,
through its inhibition or hyperstimulation, may provide an effective manner of
limiting tumor progression and increase chemotherapy effectiveness.



INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

1. 1. Microambiente de Tumores Sélidos

O desenvolvimento do cancer é um processo composto de varias etapas
na qual uma célula adquire sucessivas mutacdes em oncogenes e genes
supressores tumorais (WHO, 2013). O resultado € um tumor constituido de
células alteradas que proliferam descontroladamente e que possuem vantagens
de sobrevivéncia em relacdo a células ndo tumorais. Tumores sdo considerados
orgaos complexos, onde as células malignas estdo em constante contato com
células do estroma, como fibroblastos, células endoteliais e leucdcitos (Swartz et
al., 2012). Dessa forma, o produto da interacdo entre células malignas e do
estroma, as quais podem interagir entre si ou fisicamente, ou através da secrecao
de moléculas de sinalizac&o, caracterizam o microambiente tumoral (Mbeunkui &
Johann Jr, 2009; Swartz et al., 2012).

As células tumorais estdo em constante estado proliferativo e necessitam,
portanto, de suprimento adequado de nutrientes, oxigénio. No entanto, uma das
caracteristicas marcantes dos tumores solidos é a presenca de areas com difusédo
limitada de oxigénio e nutrientes (Vaupel, 2010). Essas condi¢cdes sdo resultantes
da formacdo insuficiente e irregular de novos vasos sanguineos e que, dessa
forma, ndo irrigam adequadamente o tumor (Kroemer & Pouyssegur, 2008;
Vaupel, 2010). Neste contexto, um mecanismo adaptativo direciona as células
tumorais a uma profunda reprogramacdo metabdlica a fim de superar as

restricbes proporcionadas pelo microambiente tumoral (Berardi & Fantin, 2011).

1.2. Alteracdes Metabdlicas em Células Tumorais

A primeira alteracdo metabdlica observada em células tumorais foi descrita
por Otto Warburg em 1920 (Warburg, 1956; Mathupala et al., 2010). Em células
normais na presenca de oxigénio, a via glicolitica implica na converséo de glicose

em piruvato, o qual é completamente oxidado na mitocondria pelo ciclo do acido
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citrico e da fosforilagdo oxidativa em CO, e H,O. Esse processo é altamente
eficiente na producédo de energia, gerando no total 38 moléculas de ATP por
molécula de glicose. Em condi¢cdes hipoxicas, as células normais convertem a
glicose em lactato pela via glicolitica e interrompem a producéo de energia pela
fosforilacdo oxidativa, gerando apenas duas moléculas de ATP. Células de cancer
comportam-se de maneira similar as células normais submetidas a hipoxia. No
entanto, em contraste com as células ndo cancerosas, células tumorais mantém
constantemente a preferéncia pela producédo de ATP pela via glicolitica mesmo
em condicbes de alta disponibilidade de oxigénio (Bartrons & Caro 2007; Dang

2012). Essa alteracdo metabolica € conhecida como Efeito Warburg.

Embora o Efeito Warburg ndo se aplique a todos os canceres, em certas
células este efeito esta ligado a ativacdo de oncogenes ou perda de supressores
tumorais (Vander Heiden et al. 2009; Levine & Puzio-Kuter, 2010; Koppenol et al.
2011). Devido ao fato de que a via glicolitica gera apenas duas moléculas de
ATP, o aumento do consumo de glicose pela célula tumoral € uma consequéncia
direta dessa alteragcdo metabdlica. Além disso, as células tumorais utilizam
elevadas quantidades de glicose como fonte de carbono para processos
anabdlicos, o que também explica um elevado consumo de glicose pelas células
de cancer (Berardi & Fantin, 2011).

A reprogramacado metabdlica em células tumorais é promovida por vias de
sinalizacdo que estimulam a proliferacdo celular e que estdo frequentemente
alteradas em tumores (Cairns et al. 2011). Portanto, as altera¢cdes metabdlicas na
célula tumorais estdo diretamente relacionadas com a transformacgéao oncogénica.
Alguns exemplos de vias de sinalizacdo alteradas que contribuem para a
readaptacdo metabolica sdo a superativacdo de Ras e da via fosfatidilinositol-3-
cinase classe | (PI3KI)/Akt (Cairns et al., 2011). Akt estimula a transcricdo ou a
atividade de enzimas glicoliticas como hexoquinase e fosfofrutoquinase, bem
como de transportadores de glicose da membrana plasmatica, enquanto que K-
Ras promove a transcricdo de diversas outras enzimas da via glicolitica (Elstrom
et al., 2004; Fan et al., 2010). Além disso, a glicose ndo € a unica molécula

requerida para o crescimento das células tumorais. A utilizacdo do aminoacido
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glutamina também é estimulada, o que permite que as células produzam nao

somente proteinas, mas também ATP e acidos nucleicos (El Mjiyad et al., 2011).

Existem diversas razdes que explicam porque as ateracdes no

metabolismo da glicose constitui uma vantagem para o crescimento do tumor:

1°) Em condi¢cbes de superativacdo da via glicolitica, as células podem
sobreviver durante flutuacdes na disponibilidade de oxigénio, o que poderia ser
letal se as células utilizassem a fosforilacdo oxidativa para a geracao de ATP

(Pouyssegur et al., 2006; Levine &Puzio-Kuter, 2010).

2°) Apesar de a elevada producdo de lactato proporcionar um ambiente
acido as células tumorais, o pH baixo inibe uma resposta imune contra o tumor,
favorecendo sua capacidade invasiva (Kroemer & Pouyssegur, 2008). Além disso,
o lactato produzido pelas células tumorais pode ser consumido pelas células do
estroma, as quais desempenham um papel de tampao nesse ambiente. A enzima
lactato desidrogenase tipo 1 (LDH1), a qual favorece preferencialmente a
oxidacdo de lactato a piruvato, apresenta alta expressdo na maioria das células
que fazem parte do estroma (Koukourakis et al., 2006; Berardi & Fantin, 2011).
Em contraste, a enzima lactato desidrogenase tipo 5 (LDH5), a qual possui uma
capacidade maior de transformar piruvato em lactato, é altamente expressa nas
células tumorais. Os transportadores monocarboxilato (MCT) também possuem
um importante papel no metabolismo de células tumorais, mediando a troca
bidirecional transmembrana de lactato e piruvato (Hirschhaeuser et al., 2011). A
direcdo do transporte depende do gradiente de pH entre o ambiente intra e
extracelular. A forte expressao de MCT4 nas membranas das células tumorais
sugere o efluxo do lactato proveniente da glicélise. Ja a expressdo da isoforma
MCT1 nas células do estroma associadas ao tumor, sugere um influxo do lactato
liberado pelas células tumorais. Uma vez no interior das células do estroma, o
lactato é oxidado a piruvato, o qual pode servir como combustivel para suas
préprias células ou entdo ser liberado no meio extracelular para o consumo das
células tumorais (Sonveaux et al., 2008). Este comportamento demonstra que

células do estroma associadas ao tumor contribuem para tamponar e reciclar os
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produtos do metabolismo proveniente das células tumorais, facilitando a
sobrevivéncia e proliferacdo do tumor (Zhang & Huang, 2011).

3°) O aumento do consumo de glicose assegura o funcionamento da via
das pentoses-fosfato, via que metaboliza a glicose para a geracdo de NADPH, o
qual é utilizado na producéo de acidos graxos. Esta via também é a Unica capaz
de prover quantidades suficientes de ribose para a duplicacdo do DNA (Gatenby
& Gillies, 2004; Vander Heiden et al., 2009).

4°) Uma das razdes mais importantes para o aumento no aporte de glicose
€ que células de cancer utilizam intermediarios da via glicolitica em reacdes
anabdlicas para sintese de aminoacidos e acidos graxos, por exemplo (Gatenby &
Gillies, 2004; Kroemer & Pouyssegur, 2008; Berardi & Fantin, 2011).

Alguns outros fatores importantes na readaptacdo metabodlica de células
tumorais estdo relacionados com o transporte de glicose para dentro da células.
Existem dois mecanismos de transporte de glicose através da membrana celular:
o transporte facilitado, mediado por transportadores de membrana especificos
(GLUT) e o co-transporte com o ion Sodio (SGLT). A expressao dos
transportadores GLUT ¢ tecido e célula especifica, sendo que cada um dos tipos
de GLUT identificados, apresenta um papel definido no metabolismo celular e na
homeostase glicémica (Szablewski, 2013). Tumores soélidos geralmente
apresentam maior expressao de GLUT1, um transportador ndo sensivel a insulina
e responsavel pela manutencdo dos niveis basais de glicose intracelular. GLUT1
€ expresso constitutivamente em todas as células, portanto o fluxo de glicose
depende dos niveis de expressao do transportador, o qual em geral € muito mais
alto em diversos tipos de cancer (Zhao & Keating, 2007; Herling et al., 2011).
Portanto, a expressédo de GLUT1, assim como de outros transportadores GLUT,
pode ser diretamente correlacionada com o grau de malignidade do tumor
(Szablewski, 2013).

Um dos principais efeitos gerados pela superativagdo da via glicolitica na
célula tumoral, € a ativagdo do fator indutor de hipoxia 1 (HIF1), um fator de
transcricdo que é ativado por estresse hipoxico, mas também por estresse

metabalico, oncogénico, inflamatorio e oxidativo (Denko, 2008, Semenza, 2009).
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O HIF1 estimula a conversao de glicose a piruvato e lactato pela superregulagcéo
de GLUT1, hexoquinase 1 e 2 (enzimas que catalisam a fosforilacdo de glicose a
glicose-6-fosfato), LDH1 e MCT4 (Marin-Hernandez et al., 2009; Semenza et al.,
2010).

A adaptacdo metabdlica das células tumorais também involve a
superexpressdao da enzima bifuncional 6-fosfofrutoquinase-2/frutose-2,6-
bifosfatase (PFKFB), a qual regula a velocidade da via glicolitica pela
inibicdo/ativacdo da fosfofrutoquinase 1 (PFK-1) (Yalcin et al., 2009). A perda da
funcdo de supressores tumorais, como a proteina p53, também esta implicada no
aumento da sintese de isoenzimas PFKFB, favorecendo o consumo de glicose e

o crescimento tumoral (Cheung & Vousden, 2010).

1.3. Microambiente Tumoral e Resisténcia a Quimioterapia

Diversos fatores no microambiente tumoral, entre eles o metabolismo
alterado, a hipoxia, a acidez e a deplecéo de nutrientes, tém sido apontados como
importantes causas de resisténcia no tratamento de tumores solidos (Onozuka et
al., 2011). Desta forma, a potencializacdo farmacoldgica dos agentes anti-cancer
comumente utilizados na clinica oncologica € de grande importancia para o
tratamento eficiente de tumores sdlidos (Vander Heiden, 2011). A combinacéo
com compostos que interfiram diretamente com o metabolismo do tumor, ou que
sejam ativados em condi¢cdes especificas do microambiente tumoral, ou ainda,
que possuam a capacidade de modificar caracteristicas especificas do
microambiente do tumor, tem sido intensamente investigadas a fim de superar a
resisténcia ao tratamento, bem como evitar a utilizacdo de altas doses e efeitos

colaterais indesejaveis da quimioterapia (Jones & Schulze, 2012).

Baseado no fato de que a progressdo do tumor e a resisténcia ao
tratamento correlacionam muitas vezes com o metabolismo alterado das células
tumorais, alguns inibidores farmacoldgicos que interferem no metabolismo tumoral
ttm sido desenvolvidos. A enzima hexoquinase tem sido inibida
experimentalmente com o uso de 2-deoxiglicose (2DG) e 3-bromopiruvato (3BP)
(Ganapathy-Kanniappan et al., 2013). 2DG é um analogo de glicose que entra
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facilmente na célula via trasportadores de glicose competindo com a glicose na
via glicolitica (Hamanaka & Chandel, 2012). Uma vez no ambiente intracelular, 2-
DG é fosforilada pela hexoquinase a 2DG-fosfato. No entanto, ao contrario da
glicose, 2DG-fosfato ndo é metabolizada e acumula-se dentro da célula. Este
acumulo inibe efetivamente a via glicolitica e depleta a produgdo de energia. A

subsequente queda no ATP intracelular leva a inibicdo da progressdo do ciclo

celular e eventual morte celular (Loar et al., 2010).

O agente alquilante 3BP é um analogo de lactato que entra na célula via
transportadores de lactato. 3BP também é um potente inibidor da hexoquinase
(Shoshan, 2012). No entanto, recentemente, tem sido demonstrado que o
principal mecanismo de acédo do 3-BP € a alquilacdo da enzima da via glicolitica
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e que a morte celular induzida por 3BP é
mediada pela geracdo de radicais livres (Ganapathy-Kanniappan et al., 2010;
Tennant et al., 2010). A deplecao de ATP nas células tumorais pelo uso de 3BP e
2DG quando combinados com agentes antitumorais, tem demonstrado eficiéncia
no tratamento de tumores resistentes, contribuindo para reducéo da sintese de

macromoléculas e reparacao de DNA (lhrlund et al., 2008; Loar et al., 2010).

A presenca de hipoxia em tumores € conhecida por levar a ativacdo de
genes que estdo associados com a angiogénese e sobrevivéncia celular, efeito
mediado pelo fator de transcricdo HIF1 (Adams et al., 2009). A expressado de
genes induzidos pelo HIF1 resulta na expansdo de populacdes de células com
vias bioquimicas alteradas e que apresentam um fendtipo resistente. Células de
cancer submetidas a hipoxia apresentam resisténcia por diversas razdes: 1),
células hipoxicas estédo distantes dos vasos sanguineos, e, portanto, ndo estéo
expostas igualmente ao agente anti-cancer em comparacdo com células que se
encontram préximas dos vasos que irrigam o tumor (Vaupel, 2004; Rohwer &
Cramer, 2011); 2), a velocidade da proliferacdo celular decresce com o aumento
da distancia dos vasos sanguineos, portanto agentes anti-cancer que agem
preferencialmente em células com alta taxa de proliferagdo, tornam-se menos
eficientes (Rohwer & Cramer, 2011); 3) a hipOxia seleciona células que perderam
a sensibilidade a apoptose mediada por p53 (Adams et al., 2009); 4) a eficiéncia

da radioterapia, ou de agentes que mimetizam o efeito das radiagdes (bleomicina,
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por exemplo) é progressivamente limitada quando a tensdo parcial de oxigénio
torna-se menor do que 25-30 mmHg (Vaupel et al., 2004; Pires et al., 2012); 5) a
hipdxia regula genes envolvidos na resisténcia a quimioterapicos, incluindo genes
que codificam a proteina MDR (resisténcia a multiplas drogas), também
conhecida como P-glicoproteina 1 (Milane et al., 2011). A fim de superar as
limitacdes impostas pelas condi¢cbes hipoxicas em tumores solidos, algumas
citotoxinas hipoxia-seletivas tem sido desenvolvidas. Citotoxinas inertes, como a
tirapazamina, que sao ativadas por enzimas redutoras no ambiente hipoxico,
geram metabdlitos toxicos que causam danos e morte celular por diversos

mecanismos (Lunt et al., 2010).

Células tumorais em proliferacdo produzem grandes quantidade de
metabdlitos acidos gerados pela via glicolitica (Mufioz-Pinedo et al., 2012) Uma
estratégia adotada por essas células € aumentar o efluxo de prétons, a fim de
evitar a acidose intracelular e prevenir a apoptose. Desta forma o pH extracelular
torna-se acido, enquanto que o pH intracelular se mantém de neutro a alcalino
(Webb et al.,, 2011). Normalmente, as moléculas de agentes anti-cancer se
difundem através da membrana plasmatica mais eficientemente na forma nao-
carregada. Desta forma, agentes basicos fracos que tem uma constante de
dissociacao &cida de 7,5 a 9,5, como doxorrubicina, mitoxantrona, vincristina e
vinblastina acabam sendo protonados no ambiente extracelular e demonstram
uma captacdo reduzida pela células de cancer (Gerweck et al., 2006; Tédran et
al.,, 2007). O uso de compostos que aumentam o pH extracelular, como
bicarbonato de sddio, inibidores de bombas de protons e de transportadores
monocarboxilato, tém mostrado eficiéncia em aumentar o0s efeitos
quimioterapéuticos de diversos agentes in vivo e in vitro (Izumi et al., 2003; De
Milito et al., 2005; Bellone et al., 2013).

Outras condicbes associadas ao microambiente tumoral, como a baixa
disponibilidade de nutrientes, afetam a sensibilidade do tumor a quimioterapia
(Akakura et al., 2001; Onozuka et al., 2011). Apesar de as células de cancer
apresentarem uma grande avidez por glicose e uma superativacdo da via
glicolitica, a limitacdo na concentracdo de glicose exige a modulacédo de outras

vias metabdlicas que permitam uma rapida adaptacédo celular a fim de manter a
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proliferagdo descontrolada e a protecdo contra o0os danos causados pela

quimioterapia.

Dentre estas vias, a limitacdo de glicose ativa a autofagia, uma fonte
alternativa de producdo de energia na célula e que também tem papel na
eliminacdo de macromoléculas e organelas danificadas (Lozy & Karantza, 2012).
A autofagia € um processo altamente conservado evolutivamente, sendo ativada
em resposta a diferentes estressores, como por exemplo, hipdxia, deplecdo de
nutrientes e fatores de crescimento, estresse oxidativo e danos no DNA (Jung et
al., 2010). A autofagia € também uma via utilizada na eliminacdo de patdégenos e
no engolfamento de células apoptéticas (Qu et al., 2007; Oh & Lee, 2012).
Embora muitas evidéncias apontem a autofagia como uma forma de sustentar a
viabilidade de células tumorais, paradoxalmente, a morte celular com aspectos
autofagicos resultante do progressivo consumo de componentes celulares tem
sido atribuida a autofagia desenfreada (Shen et al.,, 2012). Desta forma, a
consequéncia funcional da inducdo da autofagia no cancer ainda € amplamente
debatida. Portanto, um maior entendimento do papel da autofagia sob diferentes
situacOes de estresses celulares e a sua consequéncia na tumorigénese, podem

auxiliar no desenvolvimento de estratégias para o tratamento do cancer.

1.4. Autofagia

Autofagia € um processo catabdlico com fungdes criticas na manutencao
da homeostase celular e que possui como finalidade, preservar a viabilidade
celular em condicbes de estresse (Yang et al., 2010). Na autofagia, 0s
componenetes celulares a serem degradados, que podem ser macromoléculas ou
até mesmo organelas inteiras, sdo englobados por estruturas de membrana dupla

chamadas de autofagossomos (Figura 1).
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Figura 1. A via autofagica. A inducdo da autofagia ocorre em resposta a uma grande variedade
de estressores celulares. A autofagia envolve o sequestro de proteinas, organelas citosolicas e
patbgenos em estruturas chamadas de autofagossomos. A fusdo do autofagossomo com o
lisossomo da origem ao autolisossomo, onde os componentes citosélicos sdo degradados pelas
hidrolases lisossomais. O processo de degradacdo libera aminoacidos e macromoléculas, como

acidos graxos, os quais sdo reutilizados pela célula. Adaptado de Rodriguez-Rocha et al., 2011.

A origem da membrana do autofagossomo ainda é amplamente debatida.
Tem sido hipotetizado que os autofagossomos podem ser gerados de novo a
partir de moléculas precursoras pré-existentes, ou entdo serem formados a partir
do isolamento de outras membranas intracelulares como a do reticulo

endoplasmatico (Tooze & Yoshimori, 2010).

Os autofagossomos, por sua vez, se fundem com lisossomos formando os
autolisossomos, onde entdo o material celular € degradado através da acdo das
hidrolases lisossomais. O processo de degradacdo resulta na liberacdo de
aminoacidos livres e macromoléculas, os quais sdo transportados de volta ao

citosol para serem reutilizados (Kung et al., 2011).
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Proteinas de vida curta sdo degradadas preferencialmente pelo sistema
ubiquitina-proteassoma, enquanto que a autofagia degrada grandes agregados de
proteinas e organelas citoplasmaticas inteiras (He & Klionsky, 2009, Kung et al.,
2011). Inicialmente a autofagia foi considerada um processo predominantemente
inespecifico e aleatério. No entanto, recentemente, tem sido observado que a
autofagia também degrada seletivamente alguns constituintes celulares como a
mitocondria (mitofagia), o nucleo (nucleofagia) e o reticulo endoplasmético

(reticulofagia) em condicBes especificas de estresse (Hughson et al., 2012).

A autofagia foi primeiramente identificada em organismos eucarioticos
unicelulares que sobrevivem em constantes flutuagdes no suprimento de
nutrientes. No entanto, embora a maquinaria molecular autofagica seja
notavelmente conservada, ela tem sido modificada de diversas formas de modo a
favorecer a complexidade e diversidade celular de organismos eucarioticos

superiores (Alers et al., 2012).

1.4.1. Maquinaria Molecular da Autofagia

A maquinaria molecular basica autofagica envolve a atividade de proteinas
relacionadas a autofagia (Atg), as quais sao codificadas pelos genes ATG (Yang
& Klionsky, 2010). Os genes ATG foram inicialmente identificados em leveduras e
sdo considerados marcadores especificos da via autofagia. A identificacdo dessas
proteinas permitiu a compreensdo da formacdo dos autofagossomos em nivel

molecular.

O processo de formacao dos autofagossomos (Figura 2) pode ser dividido
em etapas de iniciagdo, onde ocorre o inicio da formacdo da membrana,

alongamento da membrana e maturacdo do autofagossomo.

A fase inicial da geracdo do autofagossomos em mamiferos é dependente
de um complexo estavel de proteinas quinase contendo a proteina Ulk1l (Atg 1 em
leveduras) e diversas outras proteinas identificadas recentemente, como Atgl3 e
FIP200. Atgl3 liga-se a Ulkl, ou ao seu homadlogo Ulk2, e media sua interacao
com FIP200. Em condi¢des limitadas de nutrientes, por exemplo, Atgl3 e Ulk1/2
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séo desfosforiladas, o que ativa Ulk1/2 e induz a fosforilagdo de FIP200 dando
inicio a formacdo do autofagossomo (Ravikumar et al., 2010). Esse complexo
transloca-se até a membrana isolada que dara origem ao autofagossomo, a qual

€ conhecida como fagofaro.
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Figura 2. Maquinaria molecular basica envolvida no processo de formagdo dos
autofagossomos. A autofagia € iniciada pelo complexo Ulk1/Atgl13/FIP200. Nos passos iniciais
da formacd@o do autofagossomo ocorre a ativagdo de PI3KIIl, a qual gera PIP3. Esta ativacéo
depende da formacdo de um complexo multiprétéico que inclui a proteina Beclina-1. Beclina-1
interage constitutivamente com Bcl-2 e seu homdélogo Bcl-xL, as quais agem como inibidoras da
atividade de Beclina-1. A inducdo de autofagia requer, portanto, a dissociacdo de Beclina-1 dos
seus inibidores. Para que ocorra o alongamento da membrana, dois sistemas de conjugagédo séo
necessarios: o primeiro é formado pelas proteinas Atg5-Atgl2-Atgl6L, o qual se dissocia
completamente da membrana quando o autofagosso esta maduro. O segundo complexo envolve a
conjugacéo de fosfatidiletanolamina (PE) com LC3l pela acdo sequencial de Atg4, Atg7 e Atg3.
Essa conjugacédo de LC3l com PE leva a converséo da proteina a sua forma lipidizada (LC3Il), a
gual associa-se a membrana do autofagossomo permanecendo até que a estrutura seja finalizada.

Adaptado de: http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html (acesso em 17/02/13).
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A proteina quinase fosfatidilinositol-3-quinase classe Il (PI3KIII), a qual se
encontra complexada com a proteina Beclina-1 (ortlogo em mamiferos de Atg6
de leveduras) produz fosfatidilinositol-3-fosfato (PIP3), uma molécula lipidica
sinalizadora que € crucial nas etapas iniciais da nucleacdo do autofagossomo
(Ravikumar et al., 2010; Alers et al., 2012). Beclina-1 é essencial para a atividade
de PI3KIIl e para o inicio do processo autofagico, e é negativamente regulada
pela interacdo com as proteinas antiapoptéticas Bcl,/Bcl-,. (Decuypere et al.,
2012).

O alongamento da membrana do autofagossomo requer duas reacdes
ubiquitina-like. Na primeira reacdo, Atg5 conjuga-se com Atgl2, as quais entao se
ligam com Atgl6L, formando um grande complexo multi-proteico que é recrutado
até o fagdfaro (Li et al., 2012). A segunda reacdo ubiquitina-like envolve a
proteina MAP1-LC3 (protein microtubule-associated protein 1 light chain 3),
também conhecida como LC3 e que é o ortdlogo em mamiferos de Atg8 de
leveduras (Mizushima, 2007). LC3 existe em duas isoformas na célula e é
sintetizada como uma forma precursora, a qual sofre clivagem na sua
extremidade carboxi-terminal pela protease Atg4B (Hemelaar et al., 2003)
resultando na isoforma citosélica LC3-l. LC3-l é entdo conjugada a
fosfatidiletanolamida em uma reag&o envolvendo Atg7 e Atg3 para formar LC3II
(Kabeya et al., 2000). LC3Il se une a membrana do fago6faro, sendo fundamental
para a expansao da membrana do autofagossomo. Diferente do complexo Atgl2-
Atg5.Atgl6L, LC3Il permanece ligada as membranas interna e externa do
autofagossomo até sua completa formacao. Durante a fusdo com o lisossomo, a
proteina LC3Il presente na membrane externa do autofagossomo € entdo
delipidada por Atg4 e reciclada. A porcao de LC3Il presente na membrana interna
do autofagossomo € degradada no autolisossomo. A associacdo especifica de
LC3Il com a membrana do autofagossomo torna essa proteina um excelente

marcador de inducdo de autofagia (Mizushima et al., 2011).

Fatores adicionais regulam o trafego do autofagossomo, como as proteinas
motoras dineina, para que ocorra a fusdo com os autolisossomos (Kimura et al.,

2008). Além disso, a adequada fungdo lisossomal é também essencial para o
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processo de fusdo entre autofagossomos e lisossomos. A inibicdo de H*-ATPase
por agentes quimicos como a Bafilomicina-1, por exemplo, inibe esse processo
(Ravikumar et al., 2010).

1.4.2. Regulagéo da Autofagia

Um esquema resumido dos principais controladores da via autofagica &
demonstrado na Figura 3. Entre os numerosos reguladores da autofagia, a
proteina-quinase mTOR (proteina alvo da rapamicina em mamiferos) é o principal
controlador da ativacéo/repressao da autofagia em resposta a condi¢oes celulares
fisiologicas e de estresse (Jung et al., 2010). Além da autofagia, mTOR € o
componente chave que coordena diversas funcdes celulares, como a transcricao
e 0 inicio da traducdo, crescimento celular e proliferagcdo, biogénese de
ribossomos e reorganizacao do citoesqueleto. mTOR pode formar dois complexos
distintos, o complexo 1 da mTOR (MTORC1) e o complexo 2 da mTOR
(mMTORC2), sendo que mTORC1 tem como principal funcdo a regulacdo da

autofagia (Figura 3).
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Figura 3. Principais vias de regulacéo da autofagia. PI3K1 é ativada pela ligag&o de insulina ou
fatores de crescimento nos receptores de insulina (IGFR), a qual ativa Akt/PKB. Akt fosforila e
inibe TSC2, a qual esta complexada com TSC1l e consequentemente inibe Rheb, ativando
mTORCL1. A ativacdo de mTORCL1 inibe a autofagia. mTORC1 € inibida em resposta a ativacéo de
p53, AMPK e pela presenca de Rapamicina, resultando na ativagdo da autofagia. Vetores
representados em preto indicam a sinalizacdo de repressdo da autofagia, enquanto que vetores
em vermelho demonstram as vias responsaveis pela ativacdo da autofagia. Adaptado de:

http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html (acesso em 17/02/13).

O complexo 1 da mTOR consiste da subunidade catalitica da mTOR,
Raptor, GBL (também conhecida como mLST8) e PRAS40. (Hara et al., 2002;
Vander Haar et al., 2007; Jung et al., 2010). A deplecdo de nutrientes ou a
disponibilidade reduzida de fatores de crescimento inibem a atividade de
MTORC1, o que tem sido considerado um passo crucial para a inducdo de
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autofagia em células eucaridticas que necessitam de ajuste metabdlico para
sobreviver. A atividade de mTORC1 também pode ser inibida pela rapamicina, um
antibiético macrolideo lipofilico isolado de Streptomyces hygroscopicus
(Ravikumar et al., 2010). Em células de mamiferos, a rapamicina estabiliza a
associacao entre mTOR e Raptor, inibindo a atividade quinase de mTOR e agindo
como um potente indutor da autofagia (Oshiro et al., 2004).

MTORC1 € ativado pela via PI3KI, a qual regula o crescimento celular ao
sentir a disponibilidade de nutrientes através de fatores de crescimento e insulina.
A ativacao de PI3KI converte o lipidio de membrana fosfatidilinositol-4,5-bifosfato
(PIP2) a fosfatidilinositol-3,4,5-bifosfato (PIP3), o qual recruta proteinas com
dominio de homologia a pleckstrin, como as serinas-treoninas quinases PDK1 e

Akt/PKB a membrana plasmética (Yang & Klionsky, 2010).

A ativacdo de PI3KI/Akt inibe o heterodimero formado por TSC1/TSC2
(complexo da esclerose tuberosa 1 e 2), através da fosforilagdo de TSC2 por Akt,
ativando mTORC1. TSC2 atua como uma GAP (proteina ativadora de GTPase)
para a pequena GTPase homoéloga de Ras enriquecida no cérebro (Rheb) (Huang
& Manning, 2009). Rheb liga-se a mTOR de uma maneira dependente de GTP o
que induz uma mudanca conformacional em mTORC1 e ativacao e fosforilacdo
dos alvos a jusante de mTORC1. Em auséncia da ativacdo da via PI3KI/Akt,
TSC1/TSC2 inibe mTORCL1 e ativa a autofagia (Alers et al., 2012).

A proteina-quinase AMPK (proteina cinase ativada por AMP) é outra
importante reguladora da via autofagica (Kim et al., 2011). AMPK é sensivel ao
estado de energia na célula, sendo ativada pelo aumento da razdo AMP/ATP
através da quinase LKB1. AMPK ativada leva a fosforilacdo e ativacdo de
TSC1/TSC2, o que, por sua vez, inibbe mTORCL1 e induz autofagia. Portanto, a
fosforilacdo de TSC1/TSC2 por AMPK e pela via PI3KI/Akt tem efeitos opostos
sobre mTORC1.

Outro importante modulador da autofagia € a proteina supressora tumoral
p53 (Maiuri et al., 2010). p53 regula a autofagia positivamente ou negativamente,

dependendo da sua sublocalizag&o celular. Em resposta ao estresse genotoxico,
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ativacdo oncogénica, ou estresse por baixa disponibilidade de nutrientes, p53 é
fosforilado e translocado até o nucleo onde age como fator de transcricdo de
genes envolvidos na autofagia. p53 pode induzir autofagia também pela inibic&o
direta de mTORC1. Além disso, p53 pode fosforilar diretamente AMPK ou pode
ativa-la pela inducdo da transcricdo de genes especificos. Por sua vez, AMPK
também fosforila e ativa p53, o que sugere um efeito de feedback positivo entre
p53 e AMPK (Moruno et al., 2012). Outro mecanismo de inducéo de autofagia por
p53 ocorre pela ativacdo transcricional de DRAM (gene modulador de autofagia
induzido por dano), uma proteina lisossomal implicada na inducdo de autofagia.
Contrastando com o fato de que p53 nuclear funciona como um fator de
transcricdo de genes pro-autofagicos, observacdes recentes e ainda pouco
esclarecidas, demonstram que o pool citoplasmatico de p53 suprime a autofagia,
como evidenciado pela reducéo da fosforilacdo de AMPK e TSC2, bem como um
aumento da atividade de mTOR (Tasdemir et al., 2008).

Proteinas antiapoptéticas, como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w e Mcl-1, podem inibir a
autofagia (Erlich et al., 2007). A ligacédo de Bcl-2, ou de seu homoélogo Bcl-xL com
Beclina-1 evita a associacao de Beclina-1 com PI3KIIl, o que inibe a formacao de
autofagossomos. No entanto, outras proteinas com dominios BH3, como as
proteinas pré-apoptéticas com dominios BH3-only (BNIP3, Bad, Bik, Noxa, Puma
e BImEL) podem competitivamente interromper a interacdo entre Beclina-1 e Bcl-
2/Bcl-xL e induzir autofagia (Levine et al., 2008). Portanto, proteinas
antiapoptoticas membros da familia Bcl-2 e proteinas pré-apoptoticas BH3-only,

participam da inibicdo e induc&o de autofagia, respectivamente.

1.4.3. Papel da Autofagia no Céncer

1.4.3.1. Autofagia como supressor tumoral
Um numero crescente de estudos tem revelado a associacdo da autofagia
com o surgimento de diversos tipos de tumores. Defeitos na via autofagica estao
relacionados ao acumulo de macromoléculas e organelas danificadas, o que

contribui para o estresse oxidativo, danos no DNA e, portanto, instabilidade
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gendmica (Chen and Karantza, 2011). Desta forma, defeitos na autofagia tém sido
associados ao acumulo de mutagbes oncogénicas, 0 que aumenta
consideravelmente a suscetibilidade ao cancer (Karanta-Wadsworth et al., 2007;
Mathew et al., 2007). Além do cancer, o desenvolvimento de outras doencas,
incluindo neurodegeneragdo, envelhecimento, infeccbes e miopatias, também
estéa relacionado com defeitos na via autofagica (Levine and Kroemer, 2008). Uma
das mais importantes evidéncias que suporta o papel da autofagia como
supressora tumoral vem de estudos que demonstram que cerca de 75% dos
canceres de ovério, 50% dos canceres de mama e 40% dos canceres de préstata
apresentam uma delecdo monoalélica de Beclina-1 (Li et al., 2012). Além disso,
camundongos com genes Beclina-1 interrompidos mostram alta incidéncia de
linfoma, cancer de pulméo e de figado (Qu et al., 2003; Yue et al., 2003). Ainda
neste contexto, uma grande variedade de proteinas supressoras tumorais
possuem capacidade de induzir autofagia, como as proteinas com dominio BH3-
only (Maiuri et al., 2007), DAPK, uma serina/treonina cinase regulada por
Ca*?/calmodulina (Bialik and Kimchi, 2010), LKB1 (Liang et al., 2007), UVRAG
(gene associado a resisténcia a radiacdo ultravioleta) (Liang et al., 2006), PTEN
(proteina homdéloga a fosfatase e tensina) (Arico et al., 2001), TSC1/TSC2 (Zhou
et al., 2009), p53 nuclear (Maiuri et al., 2010) e AMPK (Luo et al.,, 2010).
Coletivamente, estes fatos sustentam a ideia de que a autofagia desenvolve um
papel de supressor tumoral, além de sugerir que a diminuicdo da atividade
autofagica pode constituir uma caracteristica marcante no desenvolvimento do

cancer.

1.4.3.2. Autofagia como um mecanismo de sobrevivéncia e resisténcia a
guimioterapia

Em células tumorais, o0 estresse metabdlico resultante do suprimento
insuficiente de oxigénio e nutrientes e da alta demanda metabolica, a autofagia é
induzida como uma forma alternativa de obtencdo de energia. Dessa forma,
células tumorais acabam se tornando mais dependentes da autofagia para a
sobrevivéncia em comparagdo as células ndo cancerosas (Lozy et al., 2012).

Além disso, a autofagia tem um papel proeminente em sustentar a viabilidade



34

celular em células tumorais com defeitos na apoptose. Nesse contexto, as células
tumorais com apoptose defeituosa possuem marcantemente a capacidade de
tolerar longos periodos de estresse metabdlico ou por hipoxia ou por baixa

concentracéo de glicose (Mathew et al., 2007; Eisenberg-Lerner et al., 2009).

Por outro lado, a autofagia também é induzida como uma resposta celular
adaptativa a diversas terapias anti-cancer, levando a quimioresisténcia e a
sobrevivéncia das células de céancer (Chen and Karantza-Wadsworth, 2011).
Diversas terapias antineoplésicas, incluindo radio e quimioterapia (doxorrubicina,
temozolomida e cisplatina, por exemplo), inibidores de histona deacetilase,
tribxido de arsénio, terapia hormonal e de inibicdo de receptores tirosina-quinase,
induzem autofagia como uma forma citoprotetora em células de cancer (Notte et
al., 2011; Yang et al.,, 2011). Dessa forma, um grande numero de estudos
utilizando modelos de tumores in vitro e in vivo tem avaliado os efeitos da inibicao
da autofagia empregando inibidores famacolégicos, como 3-metiladenina (3-MA,
um inibidor de PI3KIIl), bafilomicina 1 (um inibidor especifico de H*-ATPase
vacuolar), cloroquina (CQ) ou hidrocloroquina (HCQ) (agentes lisossomotrépicos
que impedem a fusdo entre autofagossomos e lisossomos), ou pelo knockdown
de genes como ATG5, ATG6 e ATG7 (Chen et al., 2010). Notavelmente esses
inibidores sensibilizam as células tumorais a uma grande variedade de
modalidades terapéuticas. Neste aspecto, a inibicdo da autofagia combinada com
agentes anti-cancer comumente utilizados na clinica oncolégica, parece

representar um importante recurso na sensibilizacdo de células tumorais.

1.4.3.3. Autofagia e morte celular

A definicdo do papel da autofagia no cancer ainda é bastante discutida e
permanece controversa. Enquanto a inducéo de autofagia parece ter um papel
supressor tumoral em células saudaveis, a ativacdo da autofagia na célula
tumoral parece contribuir com a sobrevivéncia celular durante a progressédo do
cancer (Rouschop and Wouters, 2009). Além disso, em paradoxo com seu papel
citoprotetor, tem sido proposto que a ativacdo da autofagia por periodos

BN

prolongados pode levar a morte celular, provavelmente devido a excessiva



35

degradacgao dos constituintes celulares. Inicialmente a morte celular induzida por
autofagia foi reconhecida como uma forma de morte celular ndo programada tipo
II, em contraste com a apoptose, conhecida como morte celular programada tipo |
(Choi et al., 2012). No entanto, a presenca de autofagossomos em células que
estdo morrendo nado indica necessariamente um aumento do fluxo autofagico.
Este acumulo pode resultar, por exemplo, do uso de inibidores da fusdo de
autofagossomos com lisossomos, 0 que neste caso, contribui com a morte celular,
mas nao por autofagia, pois interrompe o fluxo autofagico. Através de inimeras
pesquisas, atualmente tem se tornado claro que a autofagia constitui uma
tentativa futil de células que estdo morrendo, a se adaptarem ao estresse letal, e
ndo um mecanismo de morte celular programada (Shen et al., 2012). Dessa
forma, o uso de indutores autofagia em combinacdo com outros agentes
antineoplasicos, também proporciona uma interessante alternativa terapéutica

para sensibilizar células de cancer ao tratamento (Yang et al., 2011).

1.5. Oxaliplatina

O agente alquilante oxaliplatina ((trans-R,R)1,2-diaminociclohexano oxalato
platina (II)) € um derivado de terceira geracdo da platina e que apresenta uma
ampla atividade antiproliferativa em linhagens tumorais humanas e de
camundongos (Alcindor & Beauger, 2011). A citotoxicidade da oxaliplatina tem
sido demonstrada em modelos tumorais in vitro como leucemia, neuroblastoma,
melanoma, cancer de plumao, colorretal, mama, gastrico e de bexiga. De maneira
interessante, os efeitos citotéxicos da oxaliplatina ndo sédo afetados em linhagens
celulares resistentes a cisplatina ou carboplatina. Isso sugere um mecanismo de
acado e de resisténcia diferenciado de outros compostos platinados, tornando-a
potencialmente efetiva no tratamento de tumores com resisténcia intrinseca ou

adquirida a cisplatina/carboplatina (Trigg & Flanigan-Minnick, 2011).

Embora a oxaliplatina seja estruturalmente diferente a cisplatina (Figura 4),
ambos compostos tem a capacidade de formar os mesmo tipos de lesdes nos

mesmos locais do DNA.
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No lugar dos grupos amino presentes na molécula de cisplatina, a
oxaliplatina apresenta um ligante diaminociclohexano (DACH). Cisplatina e
oxaliplatina formam predominantemente lesdes do tipo pontes intracadeia, sendo
aproximadamente 60 — 65% entre bases GG, 20 — 30% entre bases AG, 5 — 10%
entre bases GNG, e somente de 1 — 3 % de pontes intercadeia entre bases GG
(Todd & Lippard, 2009). No entanto, estudos sugerem que a oxaliplatina induz um
namero menor de lesdes no DNA em comparacdo com quantidades equimolares
de cisplatina (Woynarowski et al., 1998; Woynarowski et al., 2000; Solier et al.,
2012). Estes dados sugerem que aos danos induzidos no DNA pela oxaliplatina
apresentam consequéncias biologicas distintas daquelas induzidas por cisplatina.
Embora ambas as drogas sejam capazes de formar os mesmos tipos de lesdes
no DNA, os adutos no DNA formados pela oxaliplatina tornam-se mais volumosos
e hidrofébicos do que os adutos formados pela cisplatina devido a presenca do
anel DACH na sua estrutura. Como resultado, os adutos da oxaliplatina tornam-se
mais eficientes em inibir a sintese de DNA, sendo geralmente mais citotoxicos
(Woynarowski et al., 2000; Todd & Lippard, 2009).

@)
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Figura 4. Estruturas moleculares dos agentes alquilantes platinados Cisplatina e Oxaliplatina.

Outra importante diferenca entre 0s mecanismos de acgao entre cisplatina e
oxaliplatina ocorre no reconhecimento e processamento das lesdes causadas por
esses agentes. Por exemplo, proteinas da maquinaria do sistema Mismatch
Repair (MMR) e algumas proteinas de reconhecimento de danos, ligam-se a
adutos de cisplatina-GG com maior afinidade do que aos adutos oxaliplatina-GG,
0 que contribui para as diferencas observadas na citotoxicidade dos dois

compostos (Faivre et al., 2003; Zaanan et al., 2013).
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Combinacdes pré-clinicas de estudos in vitro e in vivo mostram interacoes
aditivas ou sinergisticas de oxaliplatina com 5-fluorouracil (5FU), gemcitabina,
irinotecano, placlitaxel, cisplatina ou ciclofosfamida (Misset et al., 2000; Lucas et
al.,, 2011). Notavelmente, o sinergismo entre 5FU €& também mantido em
linhagens resistentes a 5FU e cisplatina, sugerindo um papel terapéutico em
regimes de tratamento de primeira e segunda linha. Atulamente, a oxaliplatina faz
parte dos protocolos de tratamento contra o cancer colorretal, de estbmago e de
figado (Kelland, 2007; Cunningham et al., 2010; Ding et al., 2011).

1.5.1. Atividade antitumoral da oxaliplatina contra o cancer colorretal

O cancer colorretal representa de 10 a 15 % de todos os canceres
diagnosticados, sendo considerada a segunda causa de morte por cancer nos
paises ocidentais (de Gramont et al., 2000; Haggar et al., 2009). O progndstico
para estes pacientes é pobre, embora a quimioterapia paliativa tenha se mostrado
capaz de melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevivéncia. Além disso,
aproximadamente metade dos pacientes desenvolve metastase. Até o0 momento,
nenhum outro agente Unico tem se mostrado mais eficaz no tratamento do cancer
colorretal que o antimetabodlito 5FU. Na tentativa de aprimorar o tratamento,
estudos combinando leucovorin, um derivado do &cido folico, com 5FU,
mostraram uma moderada resposta, mas sem impactos na sobrevida dos

pacientes (Rodel et al., 2012).

Dados experimentais mostraram uma forte atividade sinergistica de
oxaliplatina com 5FU em linhagens de céncer colorretal. Além de apresentar um
espectro de atividade antitumoral diferente da cisplatina e carboplatina, a
oxaliplatina ndo apresenta toxicidade renal (um dos principais fatores limitantes no
tratamento com cisplatina e carboplatina) e a hematotoxicidade induzida € minima
(Alcindor & Beauger, 2011). Outro aspecto importante é que a toxicidade da
oxaliplatina é considerada aguda e reversivel, sendo caracterizada por disestesia
relacionada ao frio e uma neuropatia sensorial periférica dose-limitante que
geralmente regride rapidamente com a interrupcdo do tratamento (Alcindor &
Beauger, 2011).
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O uso da oxaliplatina como agente Unico demonstrou uma modesta
atividade em pacientes com céancer colorretal metastatico, produzindo uma taxa
de resposta de 10 a 24 %. No entanto, devida a atividade sinergistica da
oxaliplatina com 5FU, a combinacdo dos dois agentes mostrou uma taxa de
resposta que variou de 20 a mais de 50 % (Comella et al., 2009). Por esse motivo
a oxaliplatina foi introduzida em todas as fases de tratamento do cancer colorretal
desde 2003.

Assim como qualquer regime quimioterapico, a resisténcia adquirida
durante o tratamente torna-se um sério problema na clinica oncolégica. A
resisténcia pode ser devida ao decréscimo no acumulo do medicamento ou ao
aumento do efluxo deste, ambos dos quais levam a um decréscimo nas
concentragdes intracelulares do farmaco (Liu, 2009). A inativagdo da oxaliplatina
por moléculas citoplasmaticas ou nucleares contendo grupos sulfidrila também
contribui para a resisténcia ao tratamento, levando a uma diminuicdo da
disponibilidade da droga e diminuindo a capacidade de formar lesbes no DNA
(Mishima et al., 2002; Liu, 2009). Células resistentes ainda podem demonstrar o
aumento da capacidade de reparar os danos induzidos pela oxaliplatina no DNA.
Neste caso, a via de reparacdo de DNA por excisdo de nucleotideos (NER)
desempenha um papel importante. O sistema NER é composto de um complexo
multienzimatico que age no reconhecimento, incisdo, excisdo, sintese de reparo e
ligacdo das fitas de DNA. A enzima ERCC1 (excision repair cross complementing
group 1), juntamente com XPF (Xeroderma Pigmentoso grupo F), forma um
heterodimero ativo na via NER, clivando a fita de DNA na porgéao 5 no local do
dano. Tem sido demonstrado que altos niveis de expressdo da enzima ERCC1
correlacionam inversamente com a sensibilidade a oxaliplatina em pacientes com
cancer colorretal avancado, fazendo com que elevados niveis desta proteina
estejam relacionados a diminuicdo da sobrevivéncia desses pacientes (Yin et al.,
2011).

Recentemente, a inducdo de autofagia também tem sido considerada uma
forma de resisténcia ao tratamento por agentes anti-cancer. Estudos relatando o

papel da autofagia na terapia anti-cancer conduzida com oxaliplatina ainda sao
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escassos, especialmente em cancer colorretal. Em céncer gastrico, a oxaliplatina
induz autofagia pela inibicdo da via PI3K/Akt/mTOR retardando a morte celular
por apoptose (Xu et al., 2011). Além disso, dois recentes trabalhos demonstram
que a inducdo de autofagia por oxaliplatina também contribui para a resisténcia
em hepatocarcinoma (Ding et al., 2012; Du et al., 2012). Por outro lado, Altmeyer
et al. (2010) demonstrou que células de hepatocarcinoma tratadas com radiacéo e
oxaliplatina simultaneamente, apresentaram morte celular com aspectos
autofagicos, o que sugere que a autofagia também desempenha uma funcédo na

morte celular induzida por oxaliplatina.

Em vista do papel ambiguo exercido pela autofagia, e do fato que o cancer
colorretal € um dos tipos de cancer mais agressivos e com grande incidéncia na
populacao, a determinacao do papel da autofagia no tratamento com oxaliplatina
pode contribuir com o desenvolvimento de ferramentas terapéuticas no combate a
este tipo de cancer. Além disso, o cancer colorretal € um modelo de tumor soélido,
onde as células de céancer estdo expostas as condi¢cdes rigorosas do
microambiente tumoral. Portanto, a resposta das células tumorais a quimioterapia
nessas condicbes também pode fornecer informacbes valiosas para o

melhoramento da terapia antineoplasica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a contribuicdo da autofagia
induzida pela oxalipaltina na sobrevivéncia ou morte celular de células de cancer
colorretal da linhagem HCT116 expostas a baixa concentracdo de glicose, uma

tipica condi¢do de estresse encontrada no microambiente de tumores solidos.

2.2. Objetivos Especificos

e Discutir, através da elaboracdo de um artigo de revisdo, o papel exercido
pela autofagia na quimioterapia de diferentes tipos de canceres tratados
com agentes alquilantes.

e Avaliar a capacidade de formacdo de colonias de células de céancer
colorretal HCT116 cultivadas continuamente em baixa concentracdo de
glicose em comparagdo com células cultivadas com alta disponibilidade de
glicose.

e Avaliar a citotoxicidade da oxaliplatina em células de cancer colorretal
HCT116 expostas continuamente a baixa e alta concentragéo de glicose.

e Avaliar a inducdo de autofagia em células de céancer colorretal HCT116
tratadas com oxaliplatina em baixa concentracdo de glicose e condi¢oes
com alta disponibilidade de glicose.

e Determinar a contribuicdo da autofagia para a sobrevivéncia ou morte
celular utilizando inibidores e ativadores farmacol6gicos da via autofagica
em células de cancer colorretal HCT116 tratadas com oxaliplatina em baixa
e alta disponibilidade de glicose.

e Avaliar a inducdo de morte celular por apoptose em células de cancer
colorretal HCT116 com a via autofagica ativada ou inibida quando tratadas
com oxaliplatina em baixa e alta disponibilidade de glicose.

e Verificar se a inducdo de autofagia por oxaliplatina em baixa concentracao
de glicose ocorre via inibicdo da atividade de mTOR e pela ativagdo da

proteina-quinase sensora de energia AMPK.
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APRESENTACAO

Neste Capitulo serd apresentado o artigo de revisdo elaborado sobre os
principais agentes alquilantes utilizados na clinica oncologica, bem como seus
mecanismos de danos no DNA, e a sua relagdo com a indugao de autofagia em
células de cancer. O artigo apresentado a seguir esta submetido para publicacdo
na revista Reviews in Mutation Research.

O artigo detalha os tipos de lesdes induzidas no DNA e a aplicagdo na
clinica oncoldgica dos agentes alquilantes classicos, 0os quais compreendem as
mostardas nitrogendas, alquilsulfonados, nitrosoureas e aziridinas, os agentes
alquilantes néo-classicos, dos quais fazem parte as triazinas, os agentes
alquilantes platinados, também conhecidos como agentes alquilantes-like, e por
altimo, uma breve descricdo dos principais agentes alquilantes derivados de
compostos naturais.

Em seguida, o artigo descreve o0s mecanismos de reparo de DNA
acionados em resposta a cada tipo de lesdo gerada pelos agentes alquilantes,
além dos de mecanismos de morte e sobrevivéncia adotados pela célula
(apoptose, necrose, autofagia, catastrofe mitética e senescéncia) em resposta ao
tratamento com os agentes alquilantes.

Por fim, o artigo apresenta uma discussao do papel exercido pela autofagia

em diferentes tipos de tumores tratados com agentes alquilantes in vitro e in vivo.
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Abstract

Alkylating agents are chemotherapeutic drugs with a long history of clinical
application. Since alkylating agents inflict a wide range of DNA damage, cellular
response becomes complex. After DNA damage, cells trigger a series of
responses that include DNA damage checkpoints and blockade of cell cycle which
enables time for DNA repair to occur. More recently, induction of autophagy has
been observed in cancer cells after treatment with a number of chemotherapeutic
drugs that target the DNA molecule, including alkylating agents. Several studies
have demonstrated that induction of autophagy after DNA damage delays
apoptotic cell death and therefore leads to chemoresistance, which becomes a
limiting factor for the success of chemotherapy. On the other hand, depending on
the extent of damage and the cellular context, the induction of autophagy may
contribute to the cell death. Given these conflicting results, numerous studies have
been conducted to establish the role of autophagy in cancer cells in response to
chemotherapy. In this review, we describe the main alkylating agents used in
clinical oncology and discuss the role of autophagy induced in response to DNA

alkylation damage in cancer cells.
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Introduction

Alkylating agents were first used in cancer chemotherapy in the 1940’s
when nitrogen mustard was used to treat Hodgkin's lymphoma (Hurley, 2002).
Since then, alkylating agents have been included in practically all drug regimens
used for cancer treatment. From a chemical point of view, alkylating agents act by
transferring an alkyl group to a wide variety of biological molecules. They
preferentially react with the N’- position of guanine in DNA and can directly react
with DNA or undergo chemical activation (Hartley et al., 1992). During the last
decade, the expression “alkylating agent” has increasingly been used to denote
any compound able to bind covalently to DNA, which is particularly prominent in
the medical literature. The modified DNA interferes with essential processes in
cancer cells such as DNA replication and protein synthesis. Because these agents
are also toxic to non-cancer cells, especially highly proliferative cells present in the
bone marrow, the digestive system, ovaries and testicles, the design of novel
alkylating agents that can more specifically target cancer cells is needed to
improve the outcome of cancer patients. Alternatively, it might be possible to
obtain more efficient treatment by identification of patients most likely to benefit

from the treatment.

The regulation of cell death mechanisms plays an important role in both the
pathogenesis of cancer and the response to therapy. In chemotherapy, the
destruction of neoplastic cells is achieved not only by apoptosis, but also by
necrosis, mitotic catastrophe and autophagy. Autophagy seems to play a dual role
in the cellular response to antineoplastic drugs. In some cases, activation of
autophagy serves as a pro-death mechanism blocking tumor progression.
Alternatively, autophagy may also contribute to tumor growth and survival. In this
review, we briefly review the major classes of alkylating agents in clinical use. We
then describe the cellular response to this group of agents with emphasis on
autophagy.

1. Alkylating Agents
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Alkylating agents covalently modify DNA and are often mutagenic and
cytotoxic. These agents act by transferring an alkyl, chloroethyl or, in the case of
platinum compounds, a platinum group, to DNA in chemical reactions called
nucleophilic substitutions. Nitrogen, oxygen and phosphates are common targets
for alkylation, although the specificity of the reaction may vary widely for different
alkylating agents. The N’- atom of guanine is particularly susceptible to alkylation.
In addition, , other atoms in the purine and pyrimidine bases of DNA, such as the
N%- or N°- atoms of adenine, the N3 of cytosine, and the O°- of guanine, may be
modified. RNA adducts and DNA-protein cross-links can also be formed and
contribute to the cytotoxicity of alkylating agents (Michaelson-Richie et al., 2011).

Alkylating drugs used in chemotherapy include agents that alkylate through
both Sy1 and Sn2 mechanisms. The Syl reaction, a first order nucleophilic
substitution, is dependent on the concentration of the alkylating agent while the
Sn2 alkylation is a second order reaction where the rate is dependent on both the
alkylating agent and the nucleophilic target. The Sy1-type nucleophilic substitution
results in alkylation at both nitrogen and oxygen atoms whereas Sy2-reaction

mainly alkylates nitrogen atoms (Fu et al., 2012).

Alkylating agents are further classified as monofunctional or bifunctional.
Monofunctional alkylating agents transfer a single alkyl group to DNA and the
major adducts formed are N’-alkylguanine (N’-alkylG) and O°-alkylguanine (O°-
alkylG). Bifunctional alkylators, on the other hand, can react at two different sites
in the DNA resulting in the generation of a cross-link. If the resulting cross-link is
between two complementary strands of DNA it is called a interstrand DNA
crosslink (ICL) and if it is within the same strand of DNA it is known as a
intrastrand DNA crosslink. In addition to the monofunctional and bifunctional
classification, alkylating agents can be divided into three categories: classical,
nonclassical and platinum compounds (Fig. 1). In addition, some natural
compounds are able to form bulky covalent adducts with anticancer activity. A
more detailed description of each category is provided in the following.

1.1. Classical Alkylating Agents
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Classical alkylating agents include nitrogen mustards, alkyl sulfonates,
nitrosureas and aziridines. These bifunctional alkylating agents have two
electrophilic sites and can form intrastrand or interstrand cross-links in DNA (Fig.
2). The formation of ICLs strongly correlates with the cytotoxicity of nitrogen
mustards (Osawa et al., 2011). Nitrogen mustards are mainly used for the
treatment of lymphoid malignancies. In addition, they are, or have been, part of the
drug regimens used in the treatment of breast, lung and some types of brain
cancer. Mechlorethamine, a bifunctional nitrogen mustard, was the first antitumor
drug introduced into clinical practice over 50 years ago. Since the discovery of its
therapeutic potential, several derivatives have been used and developed to fight

cancer.
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Fig. 1. Chemical structures of the main alkylating agents used in cancer therapy.

Alkyl sulfonates can alkylate the N’- atom of guanine and induce various
types of DNA damage, including ICLs (Fig. 2). The most representative alkyl
sulfonates are busulfan and treosulfan. The chemotherapeutic agents of this class
are noted for their immunosuppressive effect on the bone marrow in addition to

present their clinical activity for the treatment of solid tumors, such as renal cell
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carcinoma (Rigos et al., 1999), malignant melanoma (Atzpodien et al., 2011) and
malignant glioma (Wick et al., 2002).
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Fig. 2. Major lesions caused in DNA by different classes of alkylating agents. ? intrastrand

cross-links; ® interstrand cross-links.

Nitrosoureas are choroethyl alkylating agents derived from
methylnitrosoguanidine (MNNG) and N-nitroso-N-methylurea (NMU) compounds
that, in general, present good blood-brain barrier permeability and show clinical
activity against brain tumors (Carrillo and Munoz, 2012). The nitrosoureas that are
used in cancer therapy include nimustine, carmustine, lomustine, semustine and
fotemustine. Nitrosoureas inflict a wide variety of DNA lesions (Fig. 2). The
predominant alkylation site is the N’- atom of guanine, which is followed by the N3-
atom of adenine, the O° atom of guanine and also, as a minor adduct, the O*
atom of thymine (Sedgwick, 2004). The formation and persistence of
O®alkylG/O®CI-EthylG adducts are believed to be the principal cause of the
cytotoxic effects of this class of agents. Interestingly, even nitrosoureas with only
one alkylating group have the ability to form ICLs. Initially, there is a
chloroethylation of a guanine on one strand of DNA. This reaction is followed by a
slow reaction with the opposite DNA strand to form G-C and G-G cross-links
(Bacolod et al., 2004).

Aziridines, also known as ethylenimines, are molecules based on an
iminium ring of nitrogen mustards which has a number of alkylating groups
projected. Aziridines, such as thiotepa and mitomycin C, are less reactive than

nitrogen mustards because the iminium ring is uncharged. The major damages
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induced in DNA by aziridines are shown in Fig. 2. The reactivity of aziridines is
increased by protonation and occurs at low pH, a condition commonly found in

tumors.

1.2. Nonclassical Alkylating Agents

Nonclassical alkylating agents used in chemotherapy are represented by
triazines, which are monofunctional alkylating agents able to methylate DNA, with
0°®-MeG being the major lesion induced. The best-studied drugs of this family of
clinically relevant alkylating agents are dacarbazine, temozolomide and
procarbazine. These compounds are pro-drugs that need to be activated
enzymatically, or by spontaneous decomposition, to produce alkylating molecules
(Marchesi et al., 2007). Temozolomide and procarbazine can cross the blood-brain
barrier and have therefore gained importance in the treatment of brain tumors,
whereas dacarbazine is used in chemotherapy regimens to treat advanced
melanoma (Algazi et al., 2012; Hersh et al., 2011) and Hodgkin’s lymphoma
(Meyer et al., 2012; Straus, 2011).

1.3. Platinum Compounds

Platinum compounds have become one of the most commonly prescribed
chemotherapeutic drugs for treatment of human malignancies. Unlike bifunctional
alkylating agents, which have the central carbon as pivot DNA binding atom,
platinum compounds have a platinum core, which is responsible for DNA-Pt
adduct formation. Therefore, platinum compounds are considered as alkylating-
like drugs even if they do not have a true alkyl group. Three platinum drugs are
currently used in clinical practice: cisplatin, carboplatin and oxaliplatin (Burger et
al., 2011). The three molecules share many physiochemical and pharmacological
properties, in particular the ability to form DNA adducts. The three molecules
share physiochemical and pharmacological properties and react mainly with the
N’- atom of purine bases to form intrastrand cross-links, between GG bases, AG

bases or GNG (Fig. 2). ICLs and monofunctional binding can also be formed
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(Blommaert et al., 1995; Chaney et al., 2005; Crul et al., 2002; Jamieson and
Lippard, 1999).

1.4. Alkylating Agents Derived from Natural Sources
Alkylating agents derived from natural sources represent an attractive
alternative for the treatment of tumors resistant to conventional alkylating drugs.

Although there are several compounds in clinical trials, some of them deserve

special mention (Fig. 3).
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Fig. 3. Chemical structures of alkylating agents derived from natural sources. (A) The
ecteinascedin trabectedin and its synthetic derivative lurbinectedin (PM01183). (B)
Jorumicyn, a natural alkylating agent and its derivative compound Zalypsis®. (C) The

novel alkylating agent S23906 is derived from the alkaloid acronycine.
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Trabectedin, (ET-743, Yondelis®), an alkaloid isolated from the marine
tunicate Ecteinascidia turbinate, forms nonfunctional adducts with the exocyclic
N%- atom of guanine in the minor groove of DNA which bends toward the major
groove. Trabectedin adducts strongly stabilize the DNA double helix which
explains why these monofunctional adducts show certain functional similarities to
classical cross-linking agents (Pommier et al., 1996). Since 2007, trabectedin has
been approved by the European Commission for treatment of advanced tissue
sarcoma and, more recently, to treat patients with relapsed platinum-sensitive
ovarian cancer. Structurally similar compounds include lurbinectedin (PM01183)
and Zalypsis® (PM00104), a jorumucyn derivative. Both compounds are able to
form monoadducts with the guanines in the minor groove of DNA, thereby leading
to the induction of DNA double-strand breaks (DSBs), attenuation of DNA repair
and consequently, apoptosis (D'Incalci et al., 2003; Guirouilh-Barbat et al., 2009;
Ocio et al., 2009; Soares et al., 2007; Soares et al., 2011b; Vidal et al., 2012)

S23906 is an anticancer agent derived from acronycine that has shown
strong activity against solid tumors. Although the chemical structure of S23906 is
quite different from the ecteinascidins, S23906 is also able to bind covalently to
the same N2-atom of guanine in the minor groove of DNA and to induce DSBs
(Leonce et al., 2006). However, in the case of S23906, the initial adduct formation
is associated with opening of the DNA helix, rather than in its stabilization (David-
Cordonnier et al., 2002; David-Cordonnier et al., 2005).

Undoubtedly, a better mechanistic understanding of these unusual natural
compounds presents interesting opportunities to enhance cancer treatment and

overcome tumor resistance to conventional chemotherapy.

2. Cellular Responses to Alkylating Agents

In agreement with the diversity of DNA damage caused by alkylating
agents, the response to these drugs is quite complex. After DNA damage, cells
orchestrate a series of responses that include the triggering of DNA damage

checkpoints and cell cycle blockade. This cell cycle arrest enables additional time
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for DNA repair. If the DNA repair is not successful or if the DNA damage is too
abundant, signaling cascades that lead to cell death will be activated.

2.1. DNArepair

Alkylating agents induce different types of DNA damage. The primary
products of monofunctional methylating agents can be efficiently removed by
direct base repair (hAlkB, MGMT/AGT), mismatch repair (MMR), base excision
repair (BER) and to some extent, nucleotide excision repair (NER) (Drablos et al.,
2004). The mutagenic O°-alkylG lesion is repaired by the protein O°-methylG DNA
methyltransferase or MGMT. MGMT repairs this lesion by transferring the alkyl
group from the lesion to a cysteine in its active site in a stoichiometric and suicidal
reaction (Nakada et al., 2012). However, O%alkylG can pair with T (thymine)
during DNA replication. The resulting mismatch is recognized by the MutSa
complex (hMSH2 and hMSH6) making MMR important for the repair of such

lesions.

MMR recognizes bases that have been paired incorrectly following DNA
replication or recombination and replaces the newly-synthesized nucleotide to
correct the mispairing. In the absence of O°-alkylG repair, O°-alkylG:T mispairing
cause persistent DNA single- and double-strand breaks as a result of repeated
attempts to repair the mismatch (Kondo et al., 2010). MGMT repairs the lesion
prior to the formation of the mismatch, and is therefore considered a key
mechanism of resistance against methylating agents (Naumann et al., 2009). One
MGMT molecule is able to repair only one methylation injury. Thus, the efficiency
of repair of O®-alkylG from DNA depends on the amount of MGMT present in the
cells. Furthermore, MGMT removes O°-MeG more efficiently than other alkyl
products (Kaina et al., 2007). This means that tumors treated with drugs that
induce O°-MeG as the major lesion are more likely to suffer chemoresistance.
MGMT expression has been shown to be important in the resistance of brain
tumors to nitrosoureas (Hegi et al., 2005). Although NER is principally involved in

the repair of bulky lesions that perturb the DNA double helix, NER is also capable
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of removing 0O%®-MeG and O*MeT lesions as a backup role for the other repair

mechanisms (Sancar, 1996).

Besides reversal of base damage by the MGMT protein, alkylation DNA
damage can be reversed by the action of the human AIkB homologues 2 and 3
(hABH2 and hABH3). Conserved from bacteria to eukaryotic cells, AlkB proteins
are members of the non-heme Fell/a-ketoglutarate-dependent superfamily, with
eight homologues identified in humans. Despite their differences in specificity,
hABH2 and hABH3, both catalyze the direct repair of the cytotoxic lesions N*MeA,
N3-MeC, N*MeT and N*-MeG in DNA by oxidative demethylation (Kaina et al.,
2007; Sedgwick, 2004). ABH3 has been shown to be overexpressed in some
cancers including prostate and non-small cell lung carcinoma, contributing to

alkylation damage resistance (Tasaki et al., 2011).

Finally, a third repair mechanism dealing with alkylation DNA damage is
base excision repair or BER. BER is responsible for the repair of bases damaged
by oxidation, depurination and alkylation. In terms of alkylated DNA bases, BER
removes N’-MeG, N3-MeA, and N3-MeG (Kaina et al., 2007). Initially, lesion-
specific DNA glycosylases remove the lesion creating an abasic site. The abasic
site is then processed by an AP endonuclease that cleaves 5’ to the abasic site
generating a 5’dRP moiety and a 3'OH. DNA polymerase B removes the toxic
5'dRP moiety and fills the gap with the correct base. The process is completed
when the new DNA strand is sealed by DNA ligase. Imbalance in levels of BER
enzymes has detrimental consequences and can alter the cellular responses to
alkylating agents (Hofseth et al., 2003; Meira et al., 2009).

The most widely used bifunctional alkylating agents produce intrastrand and
interstrand DNA cross-links. Intrastrand cross-links, such as those caused by
platinum compounds, are primarily repaired by NER. A covalent cross-link in the
same DNA strand can be bypassed by specific post-replication/translesion DNA
polymerases, making these injuries less toxic during S-phase (Ho and Scharer,
2010). The role of NER is however not limited to repair of lesions induced by
bifunctional alkylating agents. Indeed, NER also plays a pivotal role in bulky

adducts recognition induced by monofunctional alkylating agents derived from
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natural sources (Escargueil et al., 2008a; Koeppel et al., 2004; Rocca et al., 2010;
Soares et al., 2011b; Soares et al., 2005).

The NER pathway can be divided in three essential steps: damage
recognition, dual incision, and gap-filling DNA synthesis, restoring an intact
undamaged strand. Damage recognition can be coupled to transcription (TC-NER)
or happen independently of transcription (global genomic or GG-NER). TC-NER
and GG-NER differ only in the initial DNA damage recognition step. The protein
complex XPC-hHR23B is responsible for the recruitment of NER components to
sites of DNA damage in GG-NER. A stalled RNA polymerase Il and the Cockayne
syndrome proteins, CSA and CSB, are responsible for performing this function in
TC-NER. After the recognition step, the incision at the lesion site is executed by
ERCC1-XPF (which requires a physical interaction with XPA) and XPG,
respectively, to release a 24-32 nucleotide segment (Tsodikov et al., 2007). The
TFIIH complex is then recruited by ERCC1-XPF whereas the XPA-RPA complex
recruits other NER components to the repair site. The final steps are DNA
resynthesis by polymerases & or € and ligation of the new strand by DNA ligase |I.

The formation of ICLs is the critical step in the cytotoxicity of bifunctional
alkylating agents, such as chloroethylnitrosoureas, alkyl sulfonates, nitrogen
mustards and platinum compounds. The cytotoxicity of ICLs is pronounced in cells
with a high rate of cell division because the cross-link prevents the opening of the
DNA strands during replication. A single ICL leads to a stalled replication fork in S-
phase. ICLs require complex repair mechanisms and a number of multi-step DNA
repair pathways including NER, homologous recombination (HR), Fanconi anemia

(FA) proteins and post-replication/translesion polymerases.

In order to repair ICLs or DSBs, HR proteins search for homology in an
intact DNA strand to be used as a repair template in order to maintain fidelity.
BRCA1 and BRCAZ2 are two proteins known to be involved in HR and interact with
FA proteins. ICL repair can initiate in early or late S-phase and repair failure
contributes to sustained G,-phase arrest and apoptosis induction (Osawa et al.,

2011). Besides occurring during the S-phase, ICL repair can also occur in the G1-
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phase involving NER and translesion synthesis polymerases (Deans and West,
2011).

The repair of an ICL in replicating cells involves the formation of DSBs, the
most deleterious lesions in DNA (Deans and West, 2011). Detection of DSBs
triggers the DNA damage response through the activation of phosphatidylinositol
3-kinase-like family members, ATM (ataxia telangiectasia mutated) and ATR (ATM
and Rad3 related), which in turn activate downstream checkpoint kinases (Chk 1
and Chk 2). Chkl and Chk2 phosphorylate and stabilize p53, a transcription factor
that then translocates to the nucleus and induces the transcription of genes
involved in cell cycle arrest, DNA repair and cell death. ATM is activated during all
phases of the cell cycle and initiates the repair in response to DSBs, whereas ATR
functions at several points of the cell cycle acting preferentially in response to
agents blocking DNA replication (Soares et al., 2011a). Nevertheless, ATR also
plays a key role in the cellular response to DSBs (Hurley and Bunz, 2007). So,
after activation of the DNA damage response machinery, DSBs are repaired via an
error-prone nonhomologous end joining (NHEJ) or relatively error-free HR
pathways. Finally, in addition to the presence of repair proteins, efficient DNA
repair also relies on the local chromatin structure changes associated with histone

modifications as recently reviewed (Escargueil et al., 2008b).

Effective DNA repair mechanisms can lead to tumor resistance to genotoxic
chemotherapeutic agents. Thus, the ability to modulate DNA repair in cancer cells
treated with alkylating agents, as well as other genotoxic drugs, may be an

attractive target for successful chemotherapy.

2.2. Cell death

Excessive DNA damage often results in the elimination of the damaged cell
by a variety of cell death pathways. Here, we focus on the main mechanisms

affecting cell death or survival that can be induced by alkylating agents.

Apoptosis is a well-characterized form of programmed cell death which is
under strict genetic control. An apoptotic cell displays specific morphological
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characteristics such as chromatin condensation, DNA fragmentation, shrunken
cytoplasm and cell membrane blebbing. DNA damage can trigger the intrinsic
pathway of apoptosis, known as the mitochondria-mediated pathway. In this
pathway, a balance between anti- and proapoptotic Bcl-2 family members plays a
key role in regulating mitochondrial function and cell death. Antiapoptotic members
of this family of proteins include Bcl-2, Bcl-xL, while examples of proapoptotic
family members are the proteins Bax and Bak. Bax and Bak exert their pro-
apoptotic activity by facilitating pore opening in the outer membrane of the
mitochondria, leading to the release of cytochrome c and caspase activation,
which are the proteases that ultimately are responsible for the execution of the

cellular elimination process.

In addition to apoptosis, autophagy can also direct cells to death in
response to various stress stimuli. There is currently no consensus on whether
autophagic death should be considered as a form of programmed cell death or if it
only represents dying cells with autophagic features (Shen et al., 2012). Although
cell death with autophagic features can occur at the same time as other cell death
mechanisms, especially in cases where a massive amount of cells are going to be
eliminated, autophagy is particularly associated with defective apoptosis (Buytaert
et al., 2006; Dalby et al., 2010). Current data suggest that autophagy can be both
cytoprotective and cytotoxic mechanism dependent on the tumor type, the type of

chemotherapeutic drug used and the extent of DNA damage.

Necrosis, also called immunogenic cell death, is a type of cell death which
is less well defined. During necrotic death, damaged cells swell, lose membrane
integrity and spill their cytoplasmic content leading to inflammatory responses.
Although necrotic death is most pronounced in cells with defective apoptosis,
induction of necrosis may also occur when the apoptotic pathway is activated
(Guerriero et al., 2008).

Other mechanisms for the loss of cellular viability play a role in cancer cell
death following genotoxic chemotherapy. Mitotic catastrophe is one such
mechanism and is a result of aberrant mitosis with the hallmark of improper sister

chromatid separation, leading to morphological alterations such as larger cell size,
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multinucleation and micronucleation. Extensive DNA damage, abrogation of G2-M
checkpoint control and inefficient DNA repair can all result in activation of mitotic

catastrophe (Leoni, 2011).

Senescence is a form of irreversible loss of proliferative potential making
the cells large, flat and positive for the senescence-associated (-galactosidase
marker. Senescence was first attributed to telomere shortening after many
replication cycles but it can also be triggered by different types of stress, including
DNA damage. Indeed, some studies on the cellular responses to DNA damaging
agents, such as temozolomide, BCNU and cyclophosphamide, report a role for
senescence in halting the proliferation of tumor cells after chemotherapy (Papait et
al., 2009; Schmitt et al., 2002). However, the real relevance of senescence in
cancer treatment is still unclear. Although there is no consensus on whether
mitotic catastrophe or senescence are independent forms of cell death or simply a
stage preceding another death pathway, it is clear that both can modulate cell

death and prevent tumor growth.

3. Alkylating Agents and Autophagy

Although three types of autophagic processes are known, namely
microautophagy, chaperone-mediated autophagy and macroautophagy, only the
latter type will be discussed here and will be referred to as autophagy. However, it
is worth noting that the common feature among the three types of autophagy is the

delivery of cellular constituents to lysosomes for degradation.

Autophagy is a highly conserved evolutionary process that destroys cellular
components in response to stress. Autophagy can be induced in normal and
cancer cells as a survival mechanism or can contribute to the induction of cell
death. Stimuli such as hypoxia, infections caused by viruses and bacteria,
oxidative stress, starvation and DNA damage are responsible for triggering
autophagy. Both autophagy and the proteasome system are able to degrade
proteins, but only autophagy is capable of degrading entire organelles. For this
reason, when compared to the proteasome system, autophagy is normally
considered a less selective process of degrading both biomolecules and more
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complex cellular components. However, some organelles such as mitochondria,
endoplasmic reticulum (ER) and peroxisome can be selectively degraded in
processes called mitophagy, reticulophagy and peroxyphagy, respectively (Alers
et al., 2012a).

The molecular machinery involved in the control of autophagy is modulated
by different signaling pathways. The major regulator of autophagy is the
mammalian target of rapamycin complex | (mMTORCL1), which is regulated by the
class | phosphoinositide 3-kinase/Akt (PI3K/Akt) pathway. PI3K/Akt responds to
nutrient availability in the environment through growth factors activating mTORC1
thereby controlling cell growth and autophagy. AMPK, another protein kinase
involved in the regulation of autophagy, acts by sensing the decrease in the ratio

of intracellular ATP/AMP and is a positive regulator of autophagy (Li et al., 2012).

In response to genotoxic stress, autophagy can be induced through the
signaling pathways summarized in Figure 4. These pathways link the DNA
damage response involving ATM, Chk1/2 and p53 to the autophagy-regulating
machinery, mainly AMPK and mTORC1. p53 can either activate AMPK, which
inhibits mMTORC1 thereby inducing autophagy, or induce the expression of the
damage-regulated autophagy modulator (DRAM), a lysosomal protein facilitating
the autophagic process. Interestingly, p53, one of the most important tumor
suppressor genes, has been described as both a positive and a negative regulator
of autophagy depending on its subcellular localization. In contrast to nuclear p53,
cytoplasmic p53 prevents autophagy in a poorly characterized manner (Maiuri et
al., 2010).

Autophagy starts with the nucleation of membranes that are expanded in an
elongation step to form double-membrane vesicles called autophagosomes, a
morphological hallmark of autophagy. These structures envelop the cellular
material to be degraded and fuse it with lysosomes forming the autolysosomes.
Once in contact with lysosomal hydrolases, proteins and organelles contained in
autolysosomes are degraded and free amino acids are released. The formation
and expansion of the autophagosomes are mediated by autophagy-specific genes
(Atg), and their products have been described as markers for autophagy. Beclin-1
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and LC3 (the mammalian orthologs of the yeast genes Atg 6 and Atg 8,
respectively) are the most widely autophagic proteins studied. Beclin 1 is one of
the first proteins to be recruited to the formation of autophagosomes whereas LC3

is integrated in the membrane of autophagosomes during the elongation step.
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Fig. 4. DNA alkylating damage and autophagy induction. Different DNA damage caused
by alkylating agents (here represented by cisplatin adducts) induce double-strand breaks
(DSBs) in DNA. In response to DSB, ATM and ATR kinases are phosphorylated. Rapidly,
H2AX is phosphorylated by PI3K-like kinases, including ATM and ATR, to form yH2AX.
The activated ATM and ATR downstream targets include the checkpoint kinases Chkl
and Chk2 which in turn phosphorylate and stabilize p53. ATM, in addition to its central role
in the nucleus, is able to activate AMPK and repress PI3K/Akt and mTOR to stimulate

autophagy in cytoplasm. p53 can also activate/repress key regulatory components of the
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autophagic pathway by inducing the expression of DRAM thereby activating AMPK and/or
inhibiting mTOR.

Chemotherapeutic drugs that target the DNA molecule frequently initiate
autophagy in cancer cells. Although autophagy has a beneficial effect as a tumor
suppressor in healthy cells, induction of autophagy may promote survival of tumor
cells leading to resistance to cell death. On the other hand, depending on the
extent of damage and the cellular context, autophagy may also be the mediator of
a non-apoptotic form of cell death called autophagic cell death. Several studies
attempting to elucidate the role of autophagy in cancer cells treated with DNA
damaging agents are shown in Table 1. Most of the results obtained with alkylating
agents in different cancer cell lines indicate that autophagy plays a cytoprotective

role by delaying and/or reducing cell death.

Table 1. Alkylating agents and autophagy in different in vivo and in vitro models.

Class of
Alkylating Mechanism of Tumor Autophagy Role of
Alkylating Reference
agent DNA damage type/Cell line inhibitor autophagy
agent
Nitrogen mouse Myc-
mustard interstrand induced (Amaravadi et
Cyclophosphamide cQ? cytoprotective
crosslink xenograft model al., 2007)
of lymphoma
3MA’/HCQ
interstrand multiple °/SiRNA (Pan et al.,
Melphalan cytoprotective
crosslink myeloma cells Atg5/siRNA 2011)
Beclin-1
interstrand hepatocellular . (Chen et al.,
N-mustard BO-1051 E64d/pepstatin cytoprotective
crosslink carcinoma cells A/BafAl YShRNA 2011a)



N-mustard BO-1051

Nitrosourea

MNNG

Platinum

compound Cisplatin

interstrand

crosslink

monoadducts
and interstrand

crosslink

intrastrand and
interstrand

crosslink

malignat glioma

cells

mouse Myc-
induced model
of lymphoma

cells

hepatocellular

carcinoma cells

hepatocellular
carcinoma cells
cervical cancer

cells

colorectal
cancer, breast
adenocarcinoma
and cervical

carcinoma cells

esophageal

cancer cells

skin carcinoma

Beclin-1/siRNA

p62/SQSTM1

3MA/BafAl/shRN

A Beclin 1

cQ

3MA/SiRNA Atg5

3MA/CQ/SiRNA

Beclin-1

3MA/CQ

CQ/andrographoli

de

3MA

3MA/siRNA Atg5

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

64

(Chuetal.,

2012)

(Amaravadi et

al., 2007)

(Chen et al.,

2011b)

(Guo et al.,

2012)

(Xu et al., 2012)

(Zhou et al.,

2012)

(Liu et al., 2011)

(Claerhout et al.,



Platinum
compound E-platinum
Platinum
compound Oxaliplatin
Triazine

Temozolomide

intrastrand and

interstrand

crosslink

intrastrand and

interstrand

crosslink

monoadducts

cells

lung
adenocarcinoma

cells

malignant

glioma cells

gastric

carcinoma cells

hepatocellular

carcinoma cells

hepatocellular

carcinoma cells

gastric cancer

cells

malignant
glioma cells and

xenograft model

apoptosis-
resistant

malignant

3MA

BafA1/CQ/wortma

nnin

3MA/CQ

CQ/siRNA Atg7

CQ/siRNA Atg5

cQ

3MA/BafA1l/CQlre

sveratrol

siRNA Beclin-

1/siRNA Atg5

cytoprotective

cytoprotective

cytotoxic

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytoprotective

cytotoxic

65

2010)

(Renetal.,

2010)

(Harhaji-
Trajkovic et al.,

2009)

(Hu et al., 2012)

(Du et al., 2012)

(Ding et al.,

2011)

(Xu et al., 2011)

(Lin et al., 2012)

(Voss et al.,

2010)
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(Katayama et

al., 2007)

(Kanzawa et al.,

2004)

(Kanzawa et al.,

2003)

glioma cells
malignant 3MA/siRNA
cytoprotective

glioma cells Beclin-1
malignant

Baf A1/3MA cytoprotective
glioma cells
resistant
malignant 3MA cytotoxic
glioma cells

2 Chloroquine (CQ); ° 3-Methyladenine (3MA); © Hidrochloroquine (HCQ); ®
Bafilomycin Al (BafAl).

To determine the physiological relevance of autophagy, a variety of
autophagy inhibitors have been employed in combination with alkylating
treatments, since inhibition of autophagy at different steps of the pathway may
produce different cellular responses (Kanzawa et al., 2004). Besides the
knockdown/knockout of autophagic genes (Atg 5, Atg 7 and Beclin 1, for example),
several pharmacological inhibitors have been employed to investigate autophagy.
The most commonly used are 3-methyladenine (3MA), wortmannin and LY294002
which block autophagy at an early stage by inhibiting the class | PI3SK and
interfering with the formation of autophagosomes. Chloriqguine (CQ), an
antimalarial drug, is capable of inhibiting the lysosomal function resulting in
accumulation of autophagosomes. Similar to CQ, pepstatin A and E64d are also
inhibitors of lysosomal proteases whereas Bafilomycin Al (BafAl) is a specific
inhibitor of vacuolar-type H+-ATPase. It should be emphasized that blockage of
autophagy at the lysosomal stage leads to accumulation of autophagosomes,

whereas blockage at the early steps reduces autophagosomes in the cell.



67

To address the role of autophagy in a Myc-induced model of lymphoma, the
nitrosourea MNNG was combined with CQ. The co-treatment significantly
enhanced cell death, when compared with MNNG treatment alone, showing that
autophagy served as a survival mechanism in response to DNA damage
(Amaravadi et al., 2007). Results for multiple myeloma treated with low doses of
melphalan and hepatocarcinoma treated with BO-1051, a newly synthesized
nitrogen mustard with high DNA affinity, also indicated that autophagy inhibition
potentiates the effects of DNA alkylating therapy by increasing the fraction of
apoptotic cells (Chen et al., 2011a; Pan et al., 2011).

Chen et al. (Chen et al., 2011a) demonstrated that autophagy induced by
BO-1051 is a downstream target of the ATM signaling pathway. Alkylating agents,
such as nitrogen mustards, generate DSBs during DNA repair recruiting DNA
damage activated kinases. Faced with these lesions, ATM, together with ATR and
their signal-transducer molecules Chk1/2 are engaged to arrest the cell cycle.
Moreover, a cytoplasmic role of ATM has been described, showing that ATM
activation suppresses mTORC1 via LKB1/AMPK metabolic pathway, which in turn
induces autophagy (Alexander et al., 2010). This cytoplasmic pathway linking DNA
damage response and autophagy, and more precisely ATM and autophagy, may
have important therapeutic implications in cancer. However, the connection seems
to be much more complex considering the variety of proteins and steps involved in
each signaling pathway. In this case, the kinase ATM, as well as the transducers
in the DNA damage signaling, Chkl and Chk2, may be involved in autophagy

induction in cancer cells treated with chemotherapeutic agents.

Platinum derived compounds primarily induce the formation of DNA
intrastrand crosslinks, but can also induce the formation of ICLs. As listed in Table
1, cells treated by platinum compounds can induce autophagy as a way to prevent
cell death. Due to their clinical importance, many studies using different cell types
have been carried out to elucidate the role of autophagy in response to platinum
agents. As an example, autophagy has been shown to play a role in the resistance
of cancer cells to cisplatin, the first platinum drug ever used in cancer treatment.
Different studies have shown increased expression of LC3Il and Beclin 1 and an

increase in the number of autophagosomes after cisplatin exposure (Liu et al.,
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2011). Cisplatin triggers autophagy by activation of AMPK and downregulation of
MTOR, thereby protecting glioma cells from oxidative stress, caspase activation
and DNA fragmentation (Harhaji-Trajkovic et al., 2009). In HCT116 colon cancer
cells, cisplatin combined with CQ inhibits the prosurvival function of autophagy by
increasing PARP and caspase 3 cleavage (Zhou et al., 2012). Furthermore, it has
been shown that cisplatin can induce the accumulation of misfolded proteins
leading to ER stress that can cause cell death mainly by apoptosis. However, Xu
et al. (Xu et al., 2012) demonstrated that while treatment with cisplatin induces ER
stress, cisplatin also activates autophagy, which is implicated in reducing the
ubiquitinated proteins thereby preventing apoptosis induced by ER stress in HeLa

cells.

Oxaliplatin is reported to induce autophagy in certain tumor cell lines.
Hepatocellular carcinoma and gastric cancer cells treated with oxaliplatin show
conversion of the LC3 cytoplasmatic form (LC3I) to the autophagosome-integrated
form (LC3II) indicating the induction of autophagy (Du et al., 2012) (Ding et al.,
2011). As well as cisplatin, oxaliplatin seems to induce autophagy as a protective
mechanism. Although less is known about the role of autophagy in the cytotoxicity
exerted by oxaliplatin, the mechanism of autophagy induction seems to be very
similar to the one induced by cisplatin. Oxaliplatin prevents phosphorylation of Akt
and mTOR and may induce autophagy by inhibiting PISK/Akt/mTOR pathway (Xu
et al., 2011). Autophagy inhibition induced by oxaliplatin with CQ or 3MA
enhances the production of reactive oxygen species (ROS), which contributes to
death of hepatocarcinoma cells (Ding et al., 2011).

In clinical treatment protocols, different regimens are usually combined in
order to prevent drug resistance and to achieve better survival outcomes.
Combining high-LET radiation with oxaliplatin to treat glioma cells, Benzina et al.
(Benzina et al.,, 2008) found an increase in the number of DSBs in DNA (if
compared to each single treatment), as detected by increased phosphorylation of
the H2AX histone (yH2AX), a marker of DSB formation. The increase in DNA
damage correlated with the induction of autophagy, and only very low levels of
apoptosis were observed. More recently, Altemeyer et al. (Altmeyer et al., 2010)

used hepatocellular carcinoma cells treated with oxaliplatin and high-LET
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radiation. The authors and showed a positive correlation between DSB formation
and autophagy activation when DNA repair was blocked by concomitant
administration of an inhibitor for PARP, a protein essential for efficient single-
strand break repair. Combining oxaliplatin with high-LET radiation markedly

increased autophagy and reduced cell growth.

A study with E-platinum, a newly synthesized platinum drug with a structure
similar to oxaliplatin, showed that autophagy induction in gastric cancer in vitro
and in vivo plays an important role in the inhibition of cell growth (Hu et al., 2012).
The mechanism that leads to induction of autophagy by E-platinum is not well
understood, but inhibition of MTOR seems to be the key event to trigger the
autophagic pathway. In addition, E-platinum suppressed the phosphorylation of
Akt, ERK1/2 and p38MAPK in a time-dependent manner.

More recently, the alkylating agent temozolomide was shown to induce
autophagy in malignant glioma cells (Aoki et al., 2008; Kanzawa et al., 2004).
Different studies have demonstrated a protective role of autophagy in cells treated
with temozolomide (Katayama et al., 2007). The autophagy induced in response to
treatment with temozolomide degrades cellular biomolecules and provides
metabolic substrates to the mitochondria. This result in increasing of intracellular
ATP levels, which protects cells from death characterized by multimicronucleation
(Katayama et al., 2007). Temozolomide mediated-autophagy seems to happen
through an increase of ROS levels and ERK activation. Inhibiting ROS production
with resveratrol is synergistic with temozolomide most likely by reducing the
autophagic flux and increasing apoptotic cell death (Lin et al., 2012).

Exceptions for this pattern of cytoprotection have been seen in treatments
where autophagy served as a mechanism of cell death as represented in the
Figure 5. Apoptosis-resistant glioma cells treated with temozolomide and (-)-
gossypol, a pan-Bcl2 inhibitor, showed a significant increase in cell death
compared to cells that received only temozolomide. Cell death was characterized
as caspase-independent and showing increased autophagosome formation which
led the authors to conclude that the cells underwent autophagic cell death (Voss et
al., 2010). In order to control autophagy, the anti-apoptotic Bcl-2 and Bcl-x.
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proteins sequester Beclin 1 preventing the assembly of proteins involved in vesicle
nucleation that initiate the autophagosome formation (Maiuri et al., 2007).
Therefore, using a pan-Bcl2 inhibitor, Beclin 1 is released and can initiate the
autophagosome formation which can explain the high number of autophagosomes

and consequently cell death.

MGMT is the enzyme responsible to repair monoadducts induced by
temozolomide in DNA, which is the major cause of resistance in the treatments of
gliomas. The autophagic cell death was potentiated when MGMT negative cells
received temozolomide and (-)-gossypol, indicating that DNA repair inhibition can
be an important aspect that contributes to autophagic cell death (Voss et al.,
2010). Inhibiting DNA repair with O°-Benzylguanine, a MGMT inhibitor, Kanzawa
et al. (Kanzawa et al., 2003) demonstrated that resistant glioma cells treated with
temozolomide underwent autophagic cell death. Although the studies with
temozolomide seem conflicting, it is worthwhile to emphasize that autophagy
seems to serve as a cell death mechanism only in cases where DNA repair and

apoptosis are inhibited or defective.

RDNA_ ——> Survival
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Intrastrand ~ Np¢” |
cross-ink " 3I'/«l / Cell Death
i HJ: y d insufficient/
crass-ink s inhibited
HyN DNA
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Dead cells with
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Dead cells with
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Fig. 5. DNA alkylating damage (here represented by cisplatin adducts) leads to cell death
with autophagic features in cases of insufficient/inhibited DNA repair and

defective/inhibited apoptosis.
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4. Concluding Remarks

Alkylating agents is a major class of cancer chemotherapeutic drugs. Since
their initial use in clinical oncology, many new compounds with higher specificity
and lower toxicity have been discovered and are currently used to treat a wide
variety of tumors. Due to their crucial importance in cancer chemotherapy, there is
great interest in investigating the mechanisms of cellular response to alkylation

employed by cancer cells.

Alkylating agents react with DNA and other macromolecules, producing a
broad range of cellular damage. The cellular responses to alkylation are, therefore,
complex and can result in the activation of cell cycle arrest, survival signaling and
DNA repair, or of cell death pathways, depending on the context and amount of
cellular damage. Recently, autophagy has been described as an important factor
in the response to DNA damage. Whether this response contributes or not to the

survival of cancer cells is still a matter of debate.

Induction of autophagy in cancer cells during chemotherapy has been
reported to prolong survival by delaying apoptosis and leading to
chemoresistance. Treatment with alkylating agents seems, in general, to induce
autophagy to support cell survival during genotoxic stress by maintaining
sufficiently high intracellular ATP levels to allow DNA repair, by reducing
ubiquitinated proteins and subsequent ER stress, and by clearing damaged
organelles. Selective autophagy of damaged organelles, like mitochondria, may
prevent the production of ROS and the release of cytochrome c, a potent apoptotic
trigger. However, in association with DNA repair inhibition and defective apoptosis,
autophagy is associated with cell death. In these cases, the use of autophagy
inducers combined with DNA repair inhibitors and chemotherapeutic agents might
provide a new and attractive approach in cancer treatment. Some studies suggest
a link between the DNA damage response DDR and autophagy, demonstrating
that DNA lesions, such as intrastrand and interstrand DNA cross-links, induce
autophagy. Although this connection is not fully elucidated, the investigation of
new chemotherapeutic regimens that can simultaneously modulate DNA damage
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signaling and recruitment of repair machinery, as well as the induction of
autophagy, provides a new and exciting avenue for cancer research and

treatment.
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CONTRIBUTES TO THE TOLERANCE OF OXALIPLATIN
UNDER LOW GLUCOSE CONDITION

Artigo a ser submetido para publicagéo



82

APRESENTACAO

Neste Capitulo sera ilustrado um manuscrito o qual apresenta dados
relacionados a citotoxicidade induzida pela oxaliplatina em células de cancer
colorretal HCT116 cultivadas em baixa e alta disponibilidade de glicose. O
manuscrito também relata que a oxaliplatina ativa significativamente a via
autofagica em células tratadas em baixa concentracdo de glicose. Através do uso
de inibidores ou de um ativador da autofagia combinados com a oxaliplatina, foi
possivel concluir que a ativacdo da autofagia nessas condi¢des contribuiu para a
sobrevivéncia de células de cancer colorretal em resposta aos danos induzidos
pela oxaliplatina.

Por fim, 0 manuscrito apresenta dados que demonstram que a ativacao da
autofagia em células de céncer colorretal tratadas com a oxaliplatina em baixa
concentracdo de glicose ocorre via inibicdo da atividade de mTOR e ativacdo da

proteina quinase AMPK.
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Abstract

The low availability of glucose is one of the hallmarks of the microenvironment of
solid tumors. In response to this condition, the autophagic pathway is activated,
which contributes to metabolic adaptation and prolonged survival of tumor cells. In
addition to glucose depletion, various anti-cancer agents can also activate
autophagy, which may serve as a defense to damage caused by chemotherapy, or
contribute to cell death, depending on the extent of damage and cellular context.
Given the dual role played by autophagy in cancer treatment, we grew colorectal
cancer HCT116 cells in low and high glucose concentration continuously, and then
evaluated the cellular response to treatment with oxaliplatin, an alkylating agent
used to treat all stages of this type of tumor. The results showed that cells grown
at low glucose concentration were more resistant to treatment with oxaliplatin. To
assess whether induction of autophagy could be involved in resistance of cells
cultured in low glucose, HCT116 cells were treated with oxaliplatin in the presence
of the pharmacological inhibitors of autophagic pathway 3-methyladenine or
chloroquine. Both inhibitors were able to sensitize cells treated in low
concentrations of glucose. Combined treatment with oxaliplatin and 3-
methyladenine increased induction of apoptosis and cause decreased levels of
intracellular ATP. Although the cytoprotective effect played by autophagy in
response to treatment with oxaliplatin, over-stimulation of autophagy, through the
use of rapamycin, sensitized cells treated with oxaliplatin in low glucose
concentration. Furthermore, activation of autophagy by oxaliplatin in low glucose
concentration was mediated by activation of AMPK and by reducing the activity of
MTOR. Together, these data demonstrate that activation of autophagy during
treatment with oxaliplatin in an environment with low availability of glucose exerted
a cytoprotective role and contributed to resistance to treatment. Furthermore,
modulation of autophagy through the use of inhibitors or stimulators of this
pathway can provide an effective strategy in combination with chemotherapy.
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1. Introduction

The microenvironment of solid tumors represents a hostile condition to cancer
cells. Rapid cell proliferation and poor vascularization result in low availability of
oxygen and nutrients to cancer cells (Dang et al., 2012). In a manner not fully
elucidated, these cells are able to survive and maintain the metastatic spread
leading to resistance to the treatment with anti-cancer agents, which becomes a
limiting factor for the success of chemotherapy (Denko, 2008; Semenza, 2012).

Cells exposed to this combination of stress factors in the tumor
microenvironment often activate autophagy as a strategy to survive (Mazure et al.,
2010; Lozy and Karantza, 2012). Autophagy is a highly conserved process with an
important role in cellular homeostasis. In response to various types of stress,
autophagy acts removing and recycling damaged/superfluous organelles and
biomolecules in the cell (Mizushima and Levine, 2010). Furthermore, this pathway
is also considered an alternative energy source for cells in periods of starvation,
which is an essential process to prolong cell survival (Rosenfeldt and Ryan). Then,
the high energy demands of cancer cells combined with low nutrient supply
features a state of metabolic stress that can be alleviated by autophagy.

Autophagy starts with the formation of autophagosome, a double membrane
structure that engulfs cytoplasmic cellular materials to be degraded. The next step
is the fusion of autophagosome with lysosomes, giving rise to autolysosomes. The
hydrolases present in lysosomes digest the autophagosome contents releasing
free amino acids which return to the cytosol and are reused. The regulation of
autophagy is complicated and involves different signaling pathways. The
mammalian target of rapamycin complex | (MTORC1) is the central control of
autophagy, which is a downstream effector of PI3K/Akt pathway (Li et al., 2012).
Activated mTORCL1 inhibits autophagy through direct phosphorylation of the
complex initiator of autophagy Ulk1/2-Atgl3-FIP200 (Alers et al., 2012). The
MTORCL1/PI3K/Akt pathway acts integrated with AMPK, an energy sensor kinase
responsible for activating autophagy (Yang et al., 2011). AMPK is activated by
upstream kinases, such as LKB1, and inhibits mTORC1 mainly by phosphorylation
of TSC2 (Alexander and Walker, 2011). Autophagy is also controled by p53, which
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can inhibit mMTORC1 and/or activate AMPK (Maiuri et al., 2010). p53 also activates
the autophagic pathway through DRAM (damage regulated autophagy modulator),
a p53 target gene encoding a lysosomal protein that plays a role in lysosomal

fusion and autophagosomes (Sui et al., 2011).

Even though the tumor microenvironment may be a factor that leads to the
induction of autophagy, and therefore resistance to chemotherapy, DNA damage
induced by anti-cancer drugs are also responsible for activating the autophagic
pathway (Rodriguez-Rocha et al., 2011). Genotoxic stress frequently initiates
autophagy integrating the signaling of DNA damage response and the p53
regulatory machinery of autophagy. Little is known about the relationship between
DNA damage response and autophagy, but it has been shown that the major
mediator of this connection involves the ATM kinase (Alexander et al., 2011).

Studies with several chemotherapeutic agents with different molecular targets
in cancer cells show activation of autophagy after treatment in in vivo and in vitro
models (Hippert et al., 2006; Pan et al., 2011; Rodriguez-Rocha et al., 2011).
Considering drugs that target the DNA molecule, controversial results have been
found. In the first instance, autophagy activation has been considered as a
mechanism of cell survival (Yang et al., 2011). However, autophagy activation in
cells subjected to a severe and prolonged stress can be directed to cell death
(Shen et al., 2012). The functional role of autophagy in the induction of cell death
is still debated. Autophagy may precede another form of cell death, or may result
from exhaustive attempt of the cell to survive stress, characterizing cell death with
autophagic aspects. Due to the fact that autophagy can act as a cytoprotective
mechanism or cause cell death, it becomes complicated to define its role in anti-
cancer therapy. A greater understanding of how the tumor microenvironment
influences the response of cancer cells to chemotherapy, and the role of
autophagy in this context, can provide valuable information for the development of

treatment strategies against solid tumors.

Therefore, in an attempt to explore the role of autophagy induced by
chemotherapy in low glucose concentration, a common situation observed in the

tumor microenvironment, HCT116 colorectal cancer cells were continuously grown
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in low glucose condition and were treated with oxaliplatin (Ox). Ox is a third
generation alkylating agent derived from platinum and has been effective in
treating tumors unresponsive to cisplatin, especially colorectal cancer (Alcindor
and Beauger, 2011). In order to compare the cellular response of oxaliplatin in low
glucose concentration, HCT116 cells were also cultured and treated in high
glucose concentration. The results showed that Ox induced autophagy in cells
treated with low concentration of glucose via inhibition of mMTOR and activation of
AMPK, and served as a cytoprotective mechanism. Inhibiting autophagy with 3MA
or CQ, cells were sensitive to treatment with Ox, increasing the number of
apoptotic cells and decreasing intracellular levels of ATP. Additionally, rapamycin,
an inhibitor of mTORC1, showed increase induction of autophagy which

contributed to the tolerance of HCT116 cells to treatment with Ox.

2. Materials and methods

2.1. Reagents

Oxaliplatin (Eloxatin) was obtained from Sanofi-Aventis. Chloroquine (CQ), 3-
methyladenine (3MA), Rapamycin (Rap), MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) and acridine orange (AO) were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

2.2. Cell Culture

HCT116 cells were grown in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium;
Invitrogen, Carlsbad, CA) containing high glucose (25 mM), a standard culture
medium, and low glucose (2.5 mM), a glucose concentration 10 fold lower than
that used for standard cell culture. To obtain low glucose concentration, DMEM
containing high-glucose was diluted with DMEM without glucose (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Both medium were supplemented with 10% heat-inactivated FBS,
100 units/mL penicillin, and 100 mg/mL streptomycin. Cells were maintained at

37°C in a humidified incubator with an atmosphere of 5% CO..
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2.3. Clonogenic assay

We assessed the ability of cells cultivated in low and high glucose
concentration to form colonies on a monolayer surface into a well of a six-well
plate. Cells were plated at a density of 200 cells/well and allowed to adhere. The
next day, the culture medium was changed and cells were grown for 10 to 12
days. To visualize colonies, media was removed, cells were fixed in 96% ethanol
for 10 min and stained with a mixture of 0.5% crystal violet/20% methanol solution.
Colonies were counted and are presented as the mean of colonies = SD from

three independent experiments.
2.4. MTT viability assay

Cells were seeded at 7 x 10 cells into a well of 24 well-plate and treated
continuously with Ox for 120 hours in low and high glucose concentration.
Following treatment, cells were incubated with 0,4 mg/ml MTT salt for 4 h.
Absorbance was measured at a wavelength of 540 nm.

2.5.  Flow cytometric quantification of acidic vesicular organelles (AVOS)

HCT116 cells were treated during 24h and 48h with Ox in low and high glucose
concentration. Cells were harvested by trypsinization, washed in PBS, and then
stained with 1 pg/ml acridine orange for 15 min and immediately AO fluorescence

was measured by flow cytometry.
2.6. GFP-LC3 overexpression and autophagosome detection

Autophagosome formation was evaluated transfecting HCT116 cells with
pPpEGFP-LC3 plasmid DNA, kindly provided by Dr. Tamotsu Yoshimori, using
Lipofectamine™ LTX according the manufacturer’s instructions (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Transfected cells were treated with Ox at indicated time, fixed with
4% paraformaldehyde and then analyzed by fluorescence microscopy. The
percentage of cells with at least 5 clear green dots in the cytosol was quantified by

counting 100 green cells.

2.7. Apoptosis analysis
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Apoptosis was detected using Annexin V-FITC (1 pg/ml; Invitrogen, Carlsbad,
CA) and propidium iodide (P1 1 pg/ml) staining. Cells were treated with Ox alone or
in combination with 3MA or Rap at indicated doses for the indicated time. After
exposure to the different experimental conditions, cells were trypsinized and
incubated with Pl and Annexin V-FITC for 15 min at 37°C. The samples were then

analyzed by flow cytometry.
2.8. Western blot analysis

Cells were washed with PBS and collected from plates with lysis buffer
containing 10% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM Tris-HCI pH 8.0 and 1:10 wv
cocktail protease inhibitor (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). Proteins were
quantified using the BCA assay (Pierce, Rockford, IL). The same amount (30 ug)
of proteins was resolved in a SDS—-PAGE gel and transferred to a nitrocellulose
membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ). After transfer,
membranes were blocked in 5% skimmed milk powder with 0.1% Tween 20. The
blots were then probed at 4°C overnight with the primary antibody for: LC3 (1:500);
MmTOR (1:1000); phospho-mTOR (Ser2448) (1:500); AMPK (1:500); phospho-
AMPK (Thr172) (1:500). Secondary antibodies were goat anti-rabbit IgG-HRP or
goat anti-mouse IgG-HRP (1:5000, Santa Cruz, CA). Signal was detected using
ECL western blotting substrate system or Supersignal chemiluminescence (Pierce,
Rockford, IL).

2.9. Intracellular ATP levels

ATP levels were measured by the luciferin-luciferase method using an ATP
Determination Kit (Molecular Probes, Eugene, OR). A standard curve was
generated from known concentrations of ATP for each experiment to reassure the

reproducibility.
2.10. Statistical analysis

Each experiment was carried out at least in triplicate. Statistical analysis was

conducted by ANOVA followed by Tukey post-hoc test to multiple comparisons. ‘p’
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value under 0.05 was considered significant. The GraphPad Prism 5.0 software
(GraphPad Software Inc., Philadelphia, U.S.A.) was employed.

3. Results

3.1. Cells exposed to low glucose concentration are resistant to Ox

In order to determine whether HCT116 cells cultured continuously in low
glucose concentration are able to form colonies with the same efficiency than cells
grown in high glucose, clonogenic assay was performed (Fig. 1A, 1B). Colorectal
cancer cells were allowed to grow for 10 to 12 days in low and high concentrations
of glucose and at the end of this period there were no differences in the number of
colonies formed between the two concentrations of glucose. However, a difference
was found in cell viability when the cells were treated with Ox in low and high
glucose concentration (Fig. 1C). The cell viability performed by MTT showed that
cells treated with low glucose concentration were more resistant to Ox (ICsp 2.9
pMM) compared to cells that received treatment in high glucose concentration (ICsg
0.8 uMm).
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Figure 1. Cell viability of HCT116 cells cultured in high (25 mM) and low (2.5
mM) glucose concentrations. (A) Clonogenic assay in HCT116 colorectal cells
cultured continuously at 25 mM and 2.5 mM of glucose. (B) Quantification of the
data presented in (A). (C) Cell viability was determined by MTT method in HCT116
cells treated with Ox for 120h at 25 mM and 2.5 mM glucose.
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3.2. Ox induces autophagy in HCT116 treated in low and high glucose

concentration

Since cells treated with Ox in low glucose concentration were more resistant to
Ox, we decided to evaluate whether the increased survival observed could be
related to the induction of autophagy in these conditions. Autophagy is
characterized by the formation of acidic vesicular organelles (AVOs) (Chen et al.,
2010). Acridine orange stains the cytoplasm and the nucleus of green and dim red
fluorescence, respectively, whereas acidic organelles are stained of bright red.

Cells cultured in low and high glucose were treated with different doses of Ox
corresponding to the values of ICyg, IC2s and ICsp, obtained from MTT assay, for
each glucose concentration at indicated time. AVOs were detected in cells treated
with Ox only after 48h of treatment as measured by AO staining in flow cytometry.
A rise in AVOs formation in cells treated with high glucose concentration was
detected only with the highest dose tested (Fig. 2A, 2C), whereas Ox significantly
enhanced the development of AVOs in a dose dependent manner in cells exposed

to low glucose concentration (Fig. 2B, 2D).
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Figure 2. Ox induces autophagy in HCT116 colorectal cancer cells after 48h
of treatment. (A) and (B) Representative flow cytometry dot plots of acridine
orange staining in cells treated with different concentrations of Ox during 24h and

48h. Quantification of AVOs in high (C) and low glucose (D) concentration.

It is worth to note that the number of cells showing AVOs was
approximately two times higher in cells treated in low glucose than high glucose.
Autophagy was also evaluated by the formation of autophagosomes after
treatment with Ox. LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3), a
mammalian ortholog of yeast Atg8, is processed post-translationally into LC3-I, a
cytoplasmic form of the protein. In presence of pre-autophagic signal, LC3-I is
converted to LC3-II form, which associates with the autophagosome membranes
(Mizushima et al., 2011). The conversion of LC3-1 to LC3-1l is considered a reliable
marker of autophagy (Mizushima, 2007). Transfecting cells with the plasmid GFP-
LC3, make it possible to visualize, by fluorescence microscopy, the punctuate
aggregation and accumulation of GFP-LC3-Il which indicates the formation of
autophagosomes. After 48h of treatment, Ox was able to increase the percentage
of cells showing punctuate aggregation of GFP-LC3 in low glucose concentration,
but not in high-glucose (Fig. 3A-D).

To confirm these results we measured the expression of LC3 by western blot.
The western blot analysis of cells cultured in high glucose concentration shows a
slight increase in LC3-II levels after 24h of exposure to Ox, whereas the increase
was more pronounced at 48 h of treatment (Fig. 3E). For cells cultured with low
glucose concentration, the western blot shows an increase in a time-dependent
manner in the LC3-1l levels in untreated and treated cells (Fig. 3F). However, in
the presence of Ox, LC3-1l levels increased compared to untreated cells, which
was more evident after 48h of treatment. Cells grown in low glucose condition
induced autophagy even in absence of Ox indicating that reduced availability of
this nutrient in the medium may be inducing autophagy as a way to sustain cell

survival.
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Figure 3. Fluorescence microscopy of GFP-LC3-transfected HCT116 cells.
(A) and (B) Representative images of GFP-LC3-transfected HCT116 cells treated
during 24h and 48h with Ox (ICsp) or CQ in high and low-glucose conditions,
respectively. Quantification of cells treated with Ox or CQ which presented more
than five defined cytosolic green dots in high (C) and low-glucose (D)
concentration. Western blot analysis of LC3 expression in high (E) and low

glucose (F) concentration.

3.3. Autophagy inhibition sensitize HCT116 cells treated with Ox in low

glucose concentration

To determine whether autophagy is the mechanism used by HCT116 cells

cultured in low glucose concentration to survive DNA damage caused by Ox, we
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used the pharmacological inhibitors of autophagy 3MA and CQ in combination with
Ox. 3MA blocks the early stages of autophagy by inhibiting class Il PI3K
preventing the production of phosphatidylinositol 3-phosphate, which is essential
to form the autophagosome membrane (Wu et al., 2010). CQ, however, prevents
the fusion of lysosomes with autophagosomes, which causes an accumulation of
autophagosome in the cell and avoids therefore the degradation of its contents
(Tasdemir et al., 2008).

HCT116 cells cultured in low glucose concentration were treated with Ox for
23h and then exposed for 1h to 3 MA (2 mM). After this period, the culture medium
containing Ox was replaced, and cells were cultured for additional 24h, completing
48h of treatment. To test the effect of CQ, the cells were treated during 24h with
Ox and then CQ (10 uM) was added to the medium and left in co-treatment with
Ox until complete 48h. The results of cell viability containing autophagy inhibitors,
determined by MTT assay, were compared with a curve in which cells were
treated only with Ox for 48h (Fig. 4A). Both autophagy inhibitors were able to
sensitize cells grown in low glucose to the treatment with Ox (ICsq Ox=3,2 uM; ICsg
Ox + 3MA=0,6 pM; ICso Ox + CQ=1,3 uM), but blocking autophagy in the early
steps, seems to be more efficient to sensitize cells to Ox. The same experimental
procedure performed to treat cells at low glucose concentrations with 3MA was
applied in cells grown in high glucose concentration. However, there was no
difference in cell viability in presence of 3MA (Fig. 4B). The western blot analysis
of cells treated with Ox and exposed for 1h to 3MA shows a reduction in levels of
LC3-1l in low glucose condition, confirming the inhibition of autophagy (Fig. 4C).
These results demonstrate that activation of autophagy is an important mechanism
of tolerance for colorectal cancer cells under low glucose conditions, but not in

high glucose.

One of the contributions of autophagy is the proper supply of ATP to allow
cell survival under energetic stress. Autophagy degrades cellular components and
provides substrates which are directed to the mitochondria to produce ATP
through oxidative phosphorylation (Lozy and Karantza, 2012). Then, inhibition of

autophagy could deplete the intracellular ATP levels and contribute to cell death.
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For this, we evaluated ATP levels in cells cultured in low glucose concentration
and treated with Ox and/or 3MA. As shown in Fig. 4D, after 48h of treatment with
Ox, in which autophagy is activated, there was no detectable decrease in ATP
levels. However, in conditions of autophagy inhibition, ATP levels decreased

significantly compared to controls and cells treated with Ox.

Next, we evaluated the effect of autophagy inhibition on apoptosis induction in
cells treated with Ox in low glucose concentration. Our results show that the
number of Annexin-V positive cells was significantly increased in Ox + 3MA-
treated cells after 48h when compared with Ox treatment (Fig. 4E, F). The
presence of 3MA alone was not sufficient to increase the number of apoptotic
cells. These findings indicate a protective effect of autophagy against damage

caused by Ox in low glucose concentration.
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Figure 4. 3MA sensitize HCT116 cells treated with Ox in low glucose

condition. (A) Viability of cells cultured in low glucose and treated during 48h with
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Ox in presence of 3MA (2 mM) or CQ (10 uM). (B) Viability of cells cultured in high
glucose and treated during 48h with Ox in presence or absence of 3MA (2 mM).
(C) Western blot analysis of LC3 expression. (D) Intracellular levels of ATP in cells
treated in low glucose concentration in presence or absence of 3MA (2 mM), *
p<0.05. (E) Flow cytometric analysis of apoptotic cells after treatment with Ox in
presence or absence of 3MA (2 mM). Cisplatin was used as a positive control to
induce apoptosis. (F) Quantification of the data presented in (E), ® significantly

different from control (p<0.01), °

significantly different from 3MA treatment (p
<0.001), ** p<0.01, ***, significantly different from all treatments and controls

(p<0.001).

3.4. Over-stimulation of autophagy induces cell death in cells treated with Ox in

low glucose concentration

Modulation of autophagy has become a strategy of great interest in the cancer
treatment in order to enhance the effects of chemotherapy (Yang et al., 2011).
Thus, in addition to inhibiting autophagy, we examined the effect of over-
stimulation of autophagy in cells cultured in low-glucose concentration, through the
combined use of Rap with Ox. Rap is a conventional inducer of autophagy which
activates the autophagic pathway by inhibiting the activity of mTORC1 (Heitman et
al., 1991; Jung et al., 2010). Inactivated mTORCL1 prevents the phosphorylation of
downstream molecules such as p70S6 kinase (p70S6K) and eukaryotic initiation
factor 4E-binding protein 1 (4EBP1) (Fleming et al., 2011).

We evaluated the effect of autophagy stimulation in combination with Ox on
cell viability, apoptosis and LC3-1I levels. HCT116 cells were treated during 24h
with Ox and then Rap (1 pM) was added to the medium and left in co-treatment
with Ox until complete 48h. It is expected that autophagy promotes survival and
resistance against chemotherapy. Considering the cell viability assay, a slightly
enhance in cell survival was observed when the higher doses of Ox were
combined with Rap (Fig. 5A). According to the western blot analysis, LC3-1I levels
markedly increased in the presence of Rap (Fig. 5B). However, the number of
Annexin-V positive cells increased when cells grown in low concentration of

glucose were treated with the combination Ox + Rap (Fig. 5C,D).
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3.5. Ox inhibits mTOR phosphorylation and leads to AMPK activation in low

glucose concentration

HCT116 continuously cultured in low glucose concentration were treated with
Ox during 24h and 48h and both basal and phosphorylated mTOR and AMPK
levels were assessed by western blot (Fig. 6). Compared to the control, there was
a notable decrease in mTOR phosphorylation at 24h and 48h. Western blot
analysis of AMPK phosphorylation level revealed a striking increase after 48h in
relation to the control and 24h of treatment. These data indicate that Ox induces

autophagy in low glucose-treated cells via mTOR inhibition and AMPK activation.
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Figure 5. Rapamycin combined with Ox induces apoptosis in HCT116 cells
cultured in low glucose concentration. HCT116 cells were treated during 24h
with Ox and then Rap (1 uM) was added to the medium and left in co-treatment
with Ox until complete 48h (A) Cell viability was determined by MTT method in
HCT116 cells treated for 48h. (B) Western blot analysis of LC3 showing increased
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expression of LC3II in cells treated with Ox and Rap. (C) Flow cytometric analysis

of apoptotic cells after treatment with Ox and Rap. (D) Quantification of the data

a b

presented in (C), © significantly different from control (p<0.01), " significantly

different from Rap treatment (p<0.01), * p<0.05.
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Figure 6. Ox inhibits phosphorylation of mTOR and activates AMPK in

colorectal cancer cells cultured in low glucose concentration. HCT116
cultured in low glucose concentration were exposed to Ox for 24h and 48h.
Downregulation of p-mTOR and upregulation of p-AMPK proteins were detected

by western blot.

4. Discussion

Altered metabolism is a common feature observed in solid tumors (Kroemer
and Pouyssegur, 2008). Changes in cellular metabolism are extremely important
for survival and continuous proliferation of malignant cancer cells. Due to intense
proliferation rate, neovascularization is insufficient resulting in tumor regions with
different levels of glucose and oxygen (Berardi and Fantin, 2011). However,
glucose depletion and hypoxia can influence tumor cell sensitivity to chemotherapy
making cells more resistant (Tredan et al., 2007, Huber et al., 2011; Semenza et

al.,, 2012). Thus, increased knowledge of how cancer cells exposed to tumor
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microenvironment respond to chemotherapy is of great value to obtain better

results in cancer treatment.

Based on this, we cultivated colorectal cancer HCT116 cells in standard cell
culture conditions, and also continuously at low glucose concentration. The
concentration of glucose present in commercially available culture media is 25 mM
glucose, a hyperglycemic condition in comparison with normal concentrations of
glucose (5 mM) found at the arterial end of a tumor microvessel (Vaupel, 2004).
We considered the value of 2.5 mM as low glucose concentration as it is ten times
lesser than the concentration of glucose found in standard culture medium and
half the glucose concentration considered normal. Cells grown in high and low
glucose concentrations showed the same clonogenic capacity, but differed in
response to Ox. Ox was more effective against cells grown in high glucose
concentration, whereas cells exposed to low glucose conditions were more

resistant.

One of the mechanisms adopted by tumor cells which acts as an adaptive
response to stress in the microenvironment is the activation of autophagy
(Amaravadi et al., 2011). Moreover, anti-cancer agents have also been implicated
in the induction of autophagy in tumor cells (Chen and Karantza-Wadsworth,
2009). In general, autophagy has been associated with resistance to
chemotherapy, but divergent results are found depending on the cell type, drug
used and extent of cellular damage. Then, we evaluated whether the induction of
autophagy was involved in tolerance of cell cultured in low glucose concentration
to Ox. Autophagy induction was assessed by three different methods: by the
AVOs formation, a condensation product between Iysosomes and
autophagosomes; by punctuate aggregation of GFP-LC3 and measurement of
LC3-II levels by western blot. Although the activation of autophagy was detected in
cells grown in high and low glucose concentration, autophagy was remarkably
higher in cells treated with low concentrations of glucose. In an attempt to show
that autophagy is an essential process for cells grown in our experimental
conditions, we tried to cultivate U251 malignant glioma cells infected with lentivirus

producing a shRNA specific for Beclin-1 in low glucose concentration. Beclin 1, an
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orthologue of yeast Atg6, is part of a complex with class Il PI3K which is essential
for autophagosome formation (Kang et al., 2011). Therefore, confirming the fact
that cells exposed continuously to low concentrations of glucose require intact
autophagic pathway for survival, U251 cells functionally deficient in Beclin-1 were

not successfully grown under these conditions (data not shown).

Some studies have shown that alkylating agents, such as cisplatin,
temozolomide and melphalan, induce autophagy in different tumor cell lines (Pan
et al., 2011; Guo et al., 2012; Lin et al., 2012). The exact mechanisms by which
DNA damage triggers autophagy are unclear, but in general, autophagy induced in
response to DNA damage seems to have a cytoprotective role (Rodriguez-Rocha
et al., 2011). However, some exceptions to this pattern are observed specially in
cases where there is inhibition of DNA repair and/or defective apoptosis (Kanzawa
et al., 2003; Voss et al., 2010).

Ox is a relatively new alkylating agent and was introduced into clinical oncology
against colorectal cancer. Currently, Ox is also used in the treatment of gastric
cancer and metastatic liver cancer (Jeong et al., 2011; Williet et al., 2011). Ox has
been implicated in the induction of autophagy via generation of reactive oxygen
species in hepatocellular carcinoma (Ding et al., 2011). Furthermore, autophagy
activation acts preventing apoptosis in gastric cancer and hepatocellular
carcinoma and may function importantly in resistance to Ox (Ding et al., 2011; Xu
et al., 2012). In order to confirm the role of Ox induced-autophagy in colorectal
cancer, we used the autophagy inhibitors 3MA and CQ. Remarkably, both 3MA
and CQ treatment potentiated Ox-induced cell death in cells treated in low glucose
condition, but not in high glucose. These findings indicate that cells exposed
constantly to low glucose concentrations are dependent on the activation of

autophagy to maintain viability under genotoxic stress.

Nutrient deprived cells use autophagy for maintenance of intracellular ATP
levels. In addition, autophagy induction after DNA damage therapy may be
associated with maintenance of the ATP levels which allow DNA repair, and
therefore cell survival in the face of extensive DNA damage (Katayama et al.,
2007). Interestingly, administration of 3MA alone in cells cultivated with low
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glucose did not significantly decrease ATP levels. However, autophagy inhibition
with 3MA during Ox treatment showed a notable reduction in ATP levels. Our data
suggest that the increase in autophagy induction after treatment with Ox
contributes to the maintenance of ATP levels, which is important for protection of
DNA alkylating damage caused by Ox in cells cultured in low glucose

concentration.

Autophagy inhibition during chemotherapy has been shown to be effective in
increasing the sensitivity of different tumor models in vivo and in vitro (Choi et al.,
2012). However, under conditions of prolonged stress, overstimulation of
autophagy can also lead to cell death (Coates et al., 2010). It has been shown that
Rap, a well-known autophagy activator, has the potential to augment the efficacy
of selected anticancer therapies (Takeuchi et al.,, 2005; Coates et al., 2010).
Although the mechanism of action of Rap is inhibiting mTOR, and thus stimulating
autophagy, the combination of rapamycin with chemotherapeutic agents can lead
tumor cells to undergo programmed cell death by apoptosis (Shi et al., 1995; Bae-
Jump et al., 2009; Shafer et al., 2010). Because dysregulation of mTOR signaling
occurs in a variety of cancers, mTOR is considered a promising target for cancer
therapy. In order to evaluate whether an overstimulation of autophagy may
contribute to the death of colorectal cancer cells, we used Rap in combination with
Ox to treat cells grown in low glucose concentration. The combined use of Rap
and Ox markedly enhanced LC3-ll levels, and at the same time significantly

increased cell death by apoptosis compared to treatment with Ox alone.

Finally, we found that autophagy induction by Ox treatment in cells grown in
low glucose concentration decreases the phosphorylation of mMTOR and activates
AMPK. mTOR serves as the major negative regulator of autophagy and its
inhibition is sufficient to induce autophagy. Such inhibition may occur, for example,
by genotoxic stress, even when the quantity of nutrients is adequate (Budanov et
al., 2008; Maiuri et al., 2010). The genotoxic stress activates p53 which in turn
inhibits MTOR activity and regulates its downstream targets, including autophagy
(Alers et al., 2012). When the ratio AMP / ATP increases, AMPK is activated and

induces autophagy. AMPK blocks anabolic processes and stimulates catabolism
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to maintain the energy levels in the cell (Hardie et al., 2012). Besides the
activation of AMPK by low energy levels, probably via LKB1 and high AMP
concentrations, it has been suggested that a variety of other stimuli unrelated to
low nutrient availability can activate AMPK, such as a rise in intracellular Ca®*
concentration (Hgyer-Hansen & Jaattela 2007, Alers et al., 2012). Furthermore,
the mechanism whereby p53 regulates mTOR involves activation of AMPK,
showing that AMPK is centrally involved in pathways that regulate DNA damage

and cell proliferation (Sanli et al., 2010).

Thus, this data set shows that colorectal cancer cells exposed continuously
to low concentrations of glucose activate autophagy to allow cell survival and
combat the DNA damage caused by chemotherapy. This study also shows that
modulation of autophagy, not only by inhibiting specific steps, but also by
overstimulation of autophagic pathway can provide a very useful way of limiting
tumor progression and increase the efficacy of cancer cells exposed to hostile

conditions in the tumor microenvironment.
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DISCUSSAO GERAL

O microambiente de tumores solidos € um meio complexo para o
crescimento e sobrevivéncia das células tumorais. Este ambiente inclui
caracteristicas como pH acido, baixos niveis de nutrientes e fatores de
crescimento, além de flutuacbes nos niveis de oxigénio, 0 que gera estresse
hipoxico. Todas essas caracteristicas estdo relacionadas com a vascularizagédo
insuficiente e irregular do tumor (Lunt et al., 2009). Nessa situacdo, ocorre a
ativacdo de uma série de funcbBes celulares as quais permitem que as células
tumorais ndo somente sobrevivam, mas continuem a proliferacdo metastatica.
Entre os muitos genes ativados estdo 0s responsaveis pelo transporte e
metabolismo da glicose (Berardi & Fantin, 2011). O produto destes genes permite
que as células se adaptem aos ciclos de estresse proporcionados pelo
microambiente tumoral, mantendo niveis suficientes de ATP intracelulares e
permitindo que macromoléculas indispensaveis para o crescimento celular sejam

sintetizadas.

Tumores que apresentam as caracteristicas mencionadas acima, como o
colorretal, tendem a apresentar resisténcia ao tratamento quimioterapico. O
cancer colorretal é a segunda causa de mortes no mundo ocidental relacionada
ao cancer. No Brasil, o cancer colorretal é o quinto tipo de cancer mais comum e
segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), a estimativa para novos casos de
cancer colorretal para o ano de 2012 foi de 14.180 para homens e 15.960 para

mulheres (Consulte a publicacdo Estimativa 2012 Incidéncia de Cancer no Brasil).

Uma vez diagnosticado o cancer colorretal, a cirurgia € o seu tratamento primario,
na qual retira-se a parte do intestino afetada e os linfonodos préximos a esta
regido. Apdés o tratamento cirdrgico, a radioterapia associada ou ndao a
quimioterapia é utilizada para diminuir a possibilidade de reincidéncia do tumor
(Rodel et al., 2012).

Na quimioterapia, 0s agentes anti-cancer podem ser utlizados em
combinacdo ou como agentes Unicos. Utilizados preferencialmente em

combinacdo, os agentes anti-cancer sdo combinados com a finalidade de atingir
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diferentes alvos na célula tornando a quimioterapia mais eficiente. Os agentes
antineoplasicos incluem diferentes classes de medicamentos: os agentes
alquilantes, os antimetabdlitos, os inibidores mitéticos, os antibidticos, os
inibidores de topoisomerase, os horménios e antagonistas hormonais e 0s

terapéuticos molecular-alvo.

Entre os agentes genotoxicos, ou seja, aqueles que possuem como alvo a
molécula de DNA, os agentes alquilantes descam-se por seu amplo espectro de
acdo na clinica oncoldgica (para revisdo ver Capitulo 1). No entanto, a resisténcia
adquirida ou intrinseca a esta classe de drogas é uma das principais causas da
falha no tratamento do cancer (Liu, 2009). A resisténcia celular a estes agentes é
multifatorial, havendo mecanismos que limitam a formac&o de adutos no DNA e
mecanismos que permitem as reparacdo ou a tolerancia dos danos formados.
Mais especificamente, a resisténcia pode se desenvolver 1) como resultado da
reducdo do acumulo intracelular da droga, através da diminuicdo do influxo ou
pelo aumento do efluxo desta, 2) pela ativacdo de mecanismos de detoxificacado
da droga, como a conjugacdo da droga com glutationa ou metalotioneinas, por
exemplo, 3) pelo aumento da atividade de vias de reparacao de lesées no DNA ou
pela tolerancia desses danos através da acdo do sistema de reparo pos-

replicativo (Baguley, 2009).

Em vista da variedade de danos causados pelo agentes alquilantes, séo
ativadas uma série de respostas que podem direcionar as células a sobrevivéncia
ou morte celular. As bases moleculares considerando esta decisdao € uma questao
de intensa investigacdo (Bitomsky & Hofmann, 2009). A resposta inicial da célula
€ tentar sobreviver reparando os danos, o que ativa automaticamente a resposta
de danos no DNA e, consequentemente, as vias de reparacdo de DNA
adequadas a cada tipo de lesdo. Dependendo do tipo de lesdo formada, estas
podem ser eficientemente removidas pelo reparo direto de bases danificadas,
pela via de excisdo de nucleotideos (NER), pela via de excisao de bases (BER),
pelo sistema de reparo por erros de emparelhamento (MMR), por recombinacéo
homologa (HR) ou pela recombinacdo ndo homologa (NHEJ) (para revisao ver

Capitulo I).
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Na presenca de excesso de danos ou no caso de falha de reparacao dos
danos, vias de morte celular sdo ativadas. A principal forma de morte celular
induzida pelos agentes alquilantes é a apoptose (Roos & Kaina, 2012). A morte
celular apoptética é altamente dependente de ATP e resulta em uma organizada
degradacdo proteolitica do conteddo intracelular, sem inducdo de resposta
inflamatéria (Wyllie, 2010). No entanto, agentes alquilantes também podem ativar
a morte celular por necrose, uma forma passiva de morte celular na qual a célula
morre como resultado de catastrofe bioenergética imposta por condicdes externas
(Portugal et al., 2009). Esta forma de morte celular ndo requer os mediadores
centrais da via apoptética, como p53, Bax, Bak e caspases, e induz ativamente

uma resposta inflamatoria (Ouyang et al., 2012).

Outros mecanismos de perda de viabilidade celular e perda da capacidade
proliferativa sdo a catastrofe mitética e a senescéncia (Al-Ejeh et al., 2010;
Gordon & Nelson, 2012). No entanto, ainda nao foi demonstrada a real
contribuicdo da catastrofe mitética e da senescéncia no tratamento anti-cancer,
uma vez que ainda ndo se sabe se estas sdo formas independentes de morte

celular ou se simplesmente precedem outros tipos de morte celular.

Embora a apoptose seja considerada a principal via de morte celular
ativada em resposta aos danos no DNA, tem sido demonstrado que a autofagia
desempenha um importante papel na determinagcdo do destino celular. Ao
contrario da apoptose e da necrose, a autofagia ndo é sindbnimo de morte celular.
A autofagia € um processo adaptativo que responde a diferentes condicbes de
estresse e que resulta na degradacao de organelas e proteinas intracelulares. A
ativacdo da via autofagica pode promover a adaptacdo e sobrevivéncia das
células durante estresse energético e genotoxico, por exemplo (Chen et al.,
2010). No entanto, a autofagia tem sido considerada “uma faca de dois gumes”,
pois em certos contextos celulares a ativacdo da via autofagica prolongada ou
excessiva resulta em morte celular, particularmente em células com apoptose
defeituosa ou inibida (Maiuri et al., 2007, Shen et al., 2012). Alternativamente, a
ativacdo da autofagia, em resposta a ativacdo de p53, também pode acelerar o

processo de morte celular quando a reparacdo do DNA é inibida ou insuficiente
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(Kanzawa et al., 2003; Crighton et al., 2006; Rodriguez-Rocha et al., 2011). Dessa
forma, a compreensdo do papel da autofagia no tratamento do cancer é critica,
pois muitas terapias anti-cancer tem demonstrado ativar a autofagia, embora as

consequéncias dessa ativacdo nao estejam suficientemente claras.

No trabalho apresentado no Capitulo Il, células de céancer colorretal da
linhagem HCT116 foram cultivadas continuamente em meio de cultura contendo
baixa concentracdo de glicose, uma tentativa de simular uma condicdo comum
presente no microambiente tumoral. O objetivo do trabalho apresentado no
referido capitulo, foi investigar o papel da inducdo da autofagia em resposta ao
tratamento com o agente alquilante oxaliplatina durante a exposicéo continua das

células a baixa concentracédo de glicose.

A oxaliplatina € um agente alquilante pertencente a familia das platinas. A
introducé@o da oxaliplatina no regime terapéutico do cancer colorretal possibilitou
grandes avancos no tratamento deste tipo de céancer, prolongando
significativamente a sobrevivéncia dos pacientes (Alcindor & Beauger, 2011). No
entanto, a resisténcia a quimioterapia continua sendo o principal obstaculo que
limita o sucesso do tratamento, independente do tipo de tumor. Portanto, a
identificacdo e validacdo de novas estratégias terapéuticas representa um

significante desafio na pesquisa do cancer.

Os resultados obtidos no Capitulo Il demonstraram que células cultivadas
continuamente em baixa concentracdo de glicose foram mais resistentes ao
tratamento com oxaliplatina do que células expostas a alta concentracdo de
glicose (Figura 1). A baixa disponibilidade de nutrientes é um dos principais
ativadores da autofagia (Mathew & White, 2011). Portanto, a fim de avaliar se a
resisténcia observada a oxaliplatina em células tratadas em baixa concentracao
de glicose poderia ativar a autofagia como um mecanismo citoprotetor, diferentes
meétodos de avaliacdo da ativacdo da autofagia foram utilizados. Apdos o
tratamento com oxaliplatina, foi observada inducdo de autofagia tanto em células
tratadas com baixa como em alta concentracao de glicose (Figuras 2 e 3, Capitulo
II). No entanto, a indugcédo de autofagia foi significativamente maior em células

expostas continuamente a baixa concentragdo de glicose.
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Na limitagdo da disponibilidade de nutrientes, a atividade de mTORC1 é
inibida, o que consequentemente ativa a autofagia (Jung et al., 2010). Embora a
autofagia induzida por deplecéo de nutrientes seja principalmente regulada pela
sinalizacdo de mTOR, outros mecanismos independentes da atividade de mTOR
também podem estar envolvidos (Mathew & White, 2011). Além disso, diversos
estudos, muitos deles realizados com agentes alquilantes como temozolomida,
cisplatina e mostarda nitrogenada, demonstram que a autofagia exerce um efeito
citoprotetor em células de céancer. Este efeito retarda a morte celular por
apoptose, o que resulta em resisténcia ao tratamento e dorméncia do tumor, com
eventual recrescimento e progressao tumoral (Mathew et al., 2007; Lu et al., 2008;
Cheong et al., 2012). Estes estudos foram baseados em resultados obtidos in
vitro utilizando diferentes linhagens celulares e diferentes modelos de tumores in

Vivo.

A capacidade da inibicdo da autofagia aumentar a quimiosensibilidade e a
regressdo de tumores tém sido confirmadas em diferentes modelos de céncer
(Amaravadi et al., 2011; Bristol et al., 2013). Os inibidores farmacolégicos da
autofagia podem ser classificados como inibidores de estagio inicial ou final da via
autofagica. Os inibidores de estagio inicial incluem a 3-metiladenina, wortmanina
e LY294002, os quais agem na enzima PI3KIII e interferem no seu recrutamento
as membranas de isolamento que iniciam a formacdo do autofagossomo. Os
inibidores de fase final incluem os agentes antimaldria cloroquina e
hidrocloroquina, bafilomicina 1 e monensina. Bafilomicina 1 é um inibidor
especifico de ATPase vacuolar, enquanto que a cloroquina, hidrocloroquina e
monensina sao agentes lisomotropicos que previnem a acidificacdo dos
lisossomos, 0s quais dependem de um pH baixo para a acdo das hidrolases
digestivas. De todos os inibidores de autofagia conhecidos, somente a cloroquina
e a hidrocloroquina foram avaliados em humanos, pois elas sdo comumente
utilizadas como agentes antimalaria e em doencas autoimunes. Outra grande
vantagem desses agentes é que eles atravessam a barreira hemato-encefalica,
podendo ser utilizados em tumores cerebrais. No entanto, a utilizacdo da
hidrocloroquina tem sido preferida pelo fato de ter demonstrado um perfil

favoravel em relacdo aos efeitos colaterais. Em adi¢do, diversos estudos tém
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demonstrado que o knockdown genético de genes relacionados a autofagia
(ATGs) ou a inibicdo farmacoldgica da autofagia pode efetivamente aumentar a
morte celular induzida por agentes alquilantes em modelos pré-clinicos
(Amaravadi et al., 2007; White et al., 2009). Além disso, 0 uso de inibidores
combinados com agentes quimioterapicos tem mostrado supressao do
crescimento de tumores e melhores resultados em comparagdo com o uso de

agentes quimioterapicos sozinhos in vitro e in vivo (Yang et al., 2011).

Os resultados apresentados no Capitulo Il demonstraram que a inibicdo da
autofagia, através da combinacdo da oxalipaltihna com o0s inibidores
farmacoldgicos da via autofagica 3-metiladenina ou cloroquina, foi capaz de
sensibilizar células HCT116 tratadas em baixa concentracdo de glicose, mas nao
em alta (Figura 4A e 4B). Como consequéncia, um aumento na morte celular por
apoptose em baixa concentracdo de glicose foi observado (Figura 4E). Este
resultado confirma que a autofagia induzida pela oxaliplatina exerceu um efeito
citoprotetor em células HCT116 como resposta ao estresse genotoxico em baixa
concentracdo de glicose. Além disso, os dados deste trabalho também
demonstraram que a combinacdo da oxaliplatina com 3-metiladenina diminuiu
significativamente os niveis de ATP intracelulares (Figura 4D, Capitulo 1),
sugerindo que a ativacdo da autofagia nessas condi¢bes contribuiu para a

manuntenc¢ao dos niveis energéticos na célula tumoral.

Dadas as func¢bes criticas da autofagia na progressdo tumoral, diversos
estudos clinicos e pré-clinicos tem sido realizados a fim de desenvolver agentes
terapéuticos destinados a interferir na via autofagica (Cheong et al.,, 2012).
Embora o estimulo da via autofagica esteja relacionado, na maioria dos casos, a
resisténcia das células tumorais, uma excessiva ativacao desta via pode resultar
em morte celular. Por esse motivo, a superestimulagédo da via autofagica também

tem sido investigada em combinhag¢do com agentes anti-cancer.

No trabalho desenvolvido do Capitulo Il, células cultivadas com baixa
concentracdo de glicose foram tratadas com a combinagdo de oxaliplatina e
rapamicina, um conhecido indutor de autofagia que age inativando a atividade

quinase da mTOR. Foi observado um aumento significante na inducdo de
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autofagia na presenca de rapamicina através do aumento da expressdo da
proteina LC3Il por western blot (Figura 5B). Além disso, foi constatado um
aumento na morte celular por apoptose nos tratamentos conduzidos com
oxaliplatina e rapamicina em relacdo a oxaliplatina sozinha (Figura 5C). Este
resultado demonstra que a superestimulagdo da autofagia foi capaz de
sensibilizar células de cancer colorretal expostas a baixa concentracao de glicose.

Por fim, este trabalho investigou as vias de sinalizagdo envolvidas na
inducdo de autofagia pela oxaliplatina em células de céncer colorretal HCT116
expostas continuamente a baixa concentracdo de glicose. O tratamento com
oxaliplatina induziu uma diminuicdo na atividade da cinase mTOR e um aumento

na atividade da cinase AMPK (Figura 6, Capitulo II).

A ativacdo de AMPK na célula funciona como um checkpoint de baixos
niveis energéticos, um processo que pode ser comparado ao checkpoint de danos
no DNA (Kim et al.,, 2011). Quando ativada, AMPK ativa e fosforila diversos
substratos a jusante, incluindo o supressor tumoral TSC2, o qual forma um
heterodimero com TSC1. Quando mutados, TSC1/TSC2 causam a sindrome da
esclerose tuberose, caracterizada por lesdes neoplasticas que afetam
principalmente o cérebro, rins, pele, coracdo e pulmao (Crino et al., 2006). TSC2
exerce um papel critico como regulador negativo da quinase mTOR, a qual inibe a

sintese de proteinas e o crescimento celular quando inativada por TSC1/TSC2.

Além do estresse energético, o estresse genotdoxico também controla a
atividade de mTOR. Um dos mecanismos envolvidos na inibicdo de mTOR por
estresse genotoxico inclui a ativacao de genes alvos da proteina p53, Sestrina 1 e
Sestrina 2 (Budanov & Karin, 2008). Sestrina 1 e Sestrina 2 ativam AMPK, a qual
desencadeia a inativagdo de mTOR (Alexander et al., 2011). Estudos recentes
sugerem gue a cascata de sinalizacdo de danos no DNA é importante na inducéo
da autofagia. Agentes alquilantes frequentemente formam quebras duplas na
molécula de DNA. Em resposta a essas lesfes, a via de sinalizacdo de danos no
DNA mediada por ATM é ativada (Smith et al., 2010). Essa sinalizacdo inclui uma
acao citoplasmatica da quinase ATM, a qual € responsavel pela inativacdo de
MTOR via ativacdo de AMPK (Ditch & Paull, 2012; Figura 4, Capitulo 1). Apesar
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do pouco conhecimento sobre a integracdo das vias de sinalizacdo de danos no
DNA com a indugcdo de autofagia, de modo geral, a inativacdo de mTOR
intermediada por ATM parece ser o evento chave na inducdo de autofagia por
agentes alquilantes. O resultado da ativacdo da autofagia na célula de cancer
resulta na reducdo de proteinas ubiquitinadas e estresse do reticulo
endoplasmatico, na remocéo de organelas danificadas, como a mitocéndria e na
manutencdo de altos niveis de ATP, os quais permitem a reparacdo do DNA
(Rodriguez-Rocha et al., 2011; Valentin-Vega & Kastan, 2012). Em especial, a
remoc¢ao de mitocdndrias danificadas confere uma grande vatagem para a célula,
uma vez que previne a producdo de espécies reativas de oxigénio e a liberacédo

do citocromo c, o qual desencadeia a apoptose (Valentin-Vega & Kastan, 2012).

Em contraste com células expostas continuamente a baixa concentracdo
de glicose (Capitulo II), células que sofreram uma drastica reducdo na
disponibilidade de glicose para 0,5 mM foram mais sensiveis ao tratamento com
oxaliplatina (Figura 2, Anexo I) Um grande numero de estudos sugere que a
interferéncia no metabolismo da glicose, seja pelo uso de inibidores da via
glicolitica ou pela privacdo da glicose, € capaz de induzir morte celular,
fornecendo uma excelente estratégia contra o cancer (revisado por Mjiyad et al.,
2011). No entanto, a falta de glicose no meio faz com que as células tumorais
ativem vias alternativas de energia, como a autofagica. Embora tenha sido
detectado aumento nos niveis de autofagia, através do aumento da expressao da
proteina LC3Il (Figura 4, Anexo 1), a real contribuicdo da ativacdo da autofagia
nesse contexto ndo foi avaliada. Tem sido sugerido que o aumento da autofagia
durante o tratamento do cancer poderia ser uma tentativa de sobrevivéncia das
células que estdo morrendo e ndo uma causa de morte celular (Shen et al., 2012).
No entanto, uma investigacdo mais detalhada deve ser feita para avaliar se a
autofagia foi um dos mecanismos que contribui com a morte celular. Além disso, o
tratamento com oxaliplatina nessas condi¢cdes induziu prontamente uma parada
no ciclo celular na fase G1 (Figura 3, Anexo |). Danos no DNA resultante de
exposicao a agentes platinados induzem parada do ciclo celular, o qual ocorre
principalmene na transicdo das fases G1-S ou G2-M, dependendo da dose
utilizada e do contexto celular (Voland et al., 2006). Células expostas a privacao
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de glicose sédo induzidas a parar na fase G1 do ciclo celular, a qual € dependente
da sinalizacado de AMPK (Jones et al., 2005).

Em conjunto, os dados obtidos neste trabalho demonstram que a ativacéo
da autofagia € um mecanismo essencial para que células de cancer colorretal que
dispéem de baixa concentracdo de glicose sobrevivam e combatam os danos
causados pelo agente alquilante oxaliplatina. Além disso, estes resultados
sugerem que tanto a inibicdo, quanto a superestimulagcdo da autofagia em
combinacdo com o regime quimioterapico pode ser uma maneira eficiente de
sensibilizar as células de cancer em condi¢cdes que favorecem a resisténcia ao
tratamento. Por fim, este trabalho ressalta a importancia da disponibilidade glicose
para as células de cancer na resposta celular ao tratamento com agentes anti-

cancer.
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6. CONCLUSOES

4.1.

CONCLUSAO GERAL

Neste trabalho, foi possivel concluir que células de cancer colorretal da

linhagem HCT116 expostas continuamente a baixas concentracdes de glicose

sdo mais resistentes ao tratamento com oxaliplatina. Um dos mecanismos

adotados por essas células é a inducado de autofagia, o que demonstra que a

7

ativacdo desta via de sobrevivéncia celular nessas condicdes € um grande

obstaculo para um resultado eficiente da quimioterapia. Além disso, foi possivel

demonstrar que a inibicdo ou a superestimulacdo da via autofagica em

combinacdo com a oxaliplatina foi capaz de sensibilizar as células de cancer

colorretal HCT116 ao tratamento.

4.2.

CONCLUSOES ESPECIFICAS

Células de cancer colorretal HCT116 expostas a baixa disponibilidade de
glicose sdo mais resistentes ao tratamento com oxalipaltina do que células
gue dispbem de alta concentracéo de glicose.

A oxaliplatina é capaz de induzir autofagia em células HCT116 expostas a
baixa ou alta concentracdo de glicose, no entanto, em baixa concentracéo
de glicose, a autofagia mostrou exercer um papel citoprotetor.

A inibicdo da autofagia com inibidores farmacologicos em combinag¢do com
a oxalipaltina sensibiliza células de cancer colorretal HCT116 tratadas em
baixa concentracdo de glicose, aumentando a morte celular por apoptose.
A inducdo de autofagia pela oxaliplatina em células de céncer colorretal

HCT116 contribui para a manutencdo dos niveis intracelulares de ATP.
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e A superestimulacéo da autofagia através do uso da rapamicina combinada
com o tratamento da oxaliplatina sensibiliza as células de cancer colorretal
HCT116 aumentando a morte celular por apoptose.

e A inibicdo ou superestimulacdo da autofagia combinada com a oxaliplatina
€ mais eficiente no tratamento de células de cancer colorretal HCT116 em
baixa concentracdo de glicose em comparagcéo com a oxaliplatina sozinha.

e A oxaliplatina induz autofagia em células de céancer colorretal HCT116
expostas a baixa concentracdo de glicose via inibicdo de mTOR e ativacao
de AMPK.
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7. PERSPECTIVAS

Este trabalho gerou resultados que demonstram que a autofagia € um
processo importante na resisténcia de células de céancer colorretal HCT116
expostas a baixa concentracdo de glicose. No entanto, 0 exato mecanismo pelo
qual os danos no DNA disparam a autofagia ainda necessita ser elucidado.
Alnguns estudos recentes sugerem que cascatas de sinalizacdo de danos no
DNA como p53 e ATM sédo importantes indutores da autofagia. No entanto, a
conexdo entre as vias autofagica e de resposta aos danos no DNA parece ser
muito mais complexa, considerando-se a diversidade de proteinas e etapas
envolvidas em cada via de sinalizacdo. Neste caso, além de p53 e ATM, a
proteina cinase ATR, bem como os efetores na sinalizacdo de danos Chkl e
Chk2, podem estar envolvidos na inducdo de autofagia em células de cancer
tratadas com agentes quimioterdpicos. Dessa forma, algumas questdes
importantes surgiram durante o desenvolvimento desta tese. Portanto, na
tentativa de elucidar a conexdo das vias de resposta aos danos no DNA com a

inducao de autofagia pela oxaliplatina, pretendende-se:

¢ Silenciar os genes especificos para Beclina-1 e Atgs em células de cancer
colorretal HCT116.

e Avaliar os niveis de fosforilacdo das proteinas quinases ATM, ATR, Chkl e
Chk2 frente ao tratamento com oxaliplatina em células silenciadas e néo
silenciadas para Beclina-1 e Atg5.

e Investigar os efeitos da inibicdo farmacolégica das proteinas Chkl e Chk2
na ativagdo de autofagia induzida por oxaliplatina em células de cancer
colorretal HCT116;

e Investigar os efeitos da fosforilagdo das quinases Chkl e Chk2 em

resposta a da inibicdo farmacologica da via autofagica
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e Avaliar a viabilidade celular e induc&o de apoptose em células tratadas com
oxaliplatina utilizando inibidores farmacolégicos de Chkl e Chk2 em células

silenciadas e néo silenciadas para Beclina-1 e Atg5.
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RESULTADOS ADICIONAIS

Além dos artigos de revisdo e do artigo de dados experimentais
apresentados nos Capitulo | e II, respectivamente, alguns experimentos adicionais
foram conduzidos paralelamente. Neste Capitulo, serdo apresentatos resultados
adicionais referentes a experimentos realizados com as linhagens de cancer
colorretal HCT116 e HCT116 p53-/-, as quais foram tratatadas com os agentes
platinados oxaliplatina e cisplatina em diferentes concentracdes de glicose. As
células foram cultivadas em meio de cultura DMEM contendo alta concentracao
de glicose (25 mM) e em concentracéo de glicose considerada normal (5 mM), os
quais condizem com os valores encontrados no sangue periférico humano. Para
0s experimentos realizados em baixa concentracdo de glicose, células cultivadas
com 5 mM de glicose foram expostas a 0,5 mM de glicose 24 h antes de receber
0 tratamento com os agentes platinados.

Inicialmente foi avaliado o tempo de duplicacdo da populacdo de células

expostas as diferentes concentracdes de glicose (Figura 1).
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Figura 1. Tempo de duplicacédo da populacdo de células HCT116 e HCT116 p53-/-.
As células foram plagqueadas numa densidade de 5 X 10* células por poco em placas de
seis pocos nas diferentes concentragdes de glicose. Apos 96h de cultivo foi realizada a

contagem do numero de células presente em cada po¢o e calculado o tempo de
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duplicagéo da populagédo em horas. ** Significativamente diferente de 5 mM e 25 mM da

respectiva linhagem, p < 0,01.

Como ilustrado na Figura 1, células HCT116 levaram aproximadamente o
dobro de tempo para duplicar a populacdo em relacéo as células cultivadas com
as maiores concentracdes de glicose (0,5 mM =50 £ 12 h; 5 mM = 27+ 1 h; 25
mM = 28 + 3 h). Um maior tempo para que a populacdo de células fosse
duplicada também foi observado para a linhagem HCT116 p53 -/- quando
expostas a baixa concentracéo de glicose (0,5 mM=34+1h;5mM=254%3h;
25 mM =27 £ 3 h).

Ao contrario das células que foram cultivadas continuamente em baixa
concentracdo de glicose, como apresentado no Capitulo II, células HCT116 que
receberam o tratamento dos antineoplasicos ao mesmo tempo em que a glicose
foi drasticamente reduzida no meio, foram mais sensiveis aos danos gerados pela
cisplatina e oxaliplatina, como demonstrado pelo ensaio MTT (Figura 2A e 2B).
No entanto, células HCT116 p53-/- ndo apresentaram maior sensibilidade ao
tratamento com oxaliplatina e cisplatina quando tratadas em baixa concentracéo
de glicose em comparacao com células expostas a concentracdo normal e alta de

glicose (Figura 2C e 2D).
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Figura 2. Viabilidade celular avaliada pelo método MTT em células de cancer
colorretal tratadas com oxaliplatina ou cisplatina. (A) e (B) Células HCT116 tratadas
com oxaliplatina e cisplatina, respectivamente. (C) e (D) Células HCT116 p53-/-
oxaliplatina e cisplatina, respectivamente. As células fora tratadas durante 120h em baixa

(0,5 mM), normal (5 mM) ou alta (25 mM) concentragéo de glicose.

Em seguida, o ciclo celular de células HCT116 e HCT116 p53-/- tratadas com
oxaliplatina e cisplatina em diferentes concentracdes de glicose foi avaliado por
citometria de fluxo através da incorporacdo de iodeto de propidio. O ciclo celular
foi avaliado em dois momentos: 1) apds 24 h de tratamento com 0s agentes
platinados e 2) apds 24 h de tratamento + 24h em meio livre de droga. Para a
linhagem HCT116, os resultados mostraram que células expostas a baixa
concentracdo de glicose apresentam uma populacdo maior de células na fase
sub-G1 em relacdo as maiores concentracdes de glicose apds 24h de tratamento
(Figura 3A), o que sugere morte celular. No segundo periodo de avaliacdo do
ciclo celular, um aumento da populacdo de células em fase sub-G1 também foi

observado para células tratadas nas maiores concentracdes de glicose (Figura
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3B). Além disso, células tratadas em baixa concentracdo de glicose mostraram
um parada do ciclo celular na fase G1 apos 24h de tratamento (Figura 3A). Apds
o periodo livre de droga, as células tratadas em baixa concentracdo de glicose
progrediram o ciclo celular e observou-se que o tratamento com cisplatina
aumentou marcantemente a populagédo de células na fase G2/M em comparacao

com o grupo controle e com células tratadas com oxaliplatina (Figura 3B).
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Figura 3. Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo através da coloragdo com
iodeto de propidio em células HCT116 e HCT116 p53-/- tratadas com oxaliplatina ou
cisplatina em diferentes concentracdoes de glicose. As células foram tratadas com os
agentes platinados (com os respectivos valores de ICsq para cada concentracdo de
glicose) durante 24h em concentracdo baixa (0,5 mM), normal (5 mM) e alta (25 mM) de
glicose. A analise do ciclo celular foi avaliada imediamente apds o tratamento em células
HCT116 (A) e HCT116 p53-/- (C). ApoOs 24h de tratamento, o meio de cultura contendo
oxaliplatina ou cisplatina foi removido e as células HCT116 (B) e HCT116 p53-/- (D)

foram incubadas por 24h adicionais em meio livre de droga.

Assim como a linhagem HCT116, também observou-se uma maior
concentracéo de células da linhagem p53-/- na fase G1 ap0s 24 h de tratamento
em condicbes com baixa disponibilidade de glicose (Figura 3C). No segundo
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periodo de avaliacdo do ciclo celular das células HCT116 p53-/-, observou-se um
aumento na morte celular, como constatado pelo aumento do nimero de células
em fase sub-G1 para todas as concentracdes de glicose (Figura 3D). No entanto,
nesta fase de avaliacdo do ciclo celular, células tratadas com baixa concentracao
de glicose mostraram uma distribuicdo do ciclo celular similar as maiores
concentragdes de glicose.

A fim de avaliar a inducdo de autofagia pela oxaliplatina, a expressdo da
proteina LC3, nas suas duas isoformas LC3I e LC3II, foi avaliada por western blot
em células de céncer colorretal HCT116 (Figura 4). As células foram tratadas
com oxaliplatina em meio de cultura contendo baixa, normal ou alta concentracao
de glicose durante 0, 6, 24, 48 e 72 h. Como controle, as células ndo receberam
tratamento e foram expostas as mesmas concentracdes de glicose pelos mesmos
periodos de tempo. Em células ndo tratadas expostas a 0,5 mM de glicose,
constatou-se um leve aumento na expressao relativa entre LC3II/LC3I em 48 h de
exposicao, o que indica inducao de autofagia. Em 72h de exposicdo, embora ndo
tenha sido observado um aumento na relacdo entre LC3II/LC3l quando
comparado aos demais periodos de exposicdo, constatou-se uma superregulacéo
da isoforma LC3I, o que indica que a baixa concentracdo de glicose no meio
induziu o aumento da expressdo de LC3l. Em células tratadas com oxaliplatina
em baixa concentracdo de glicose, observou-se inducdo de autofagia tempo-
dependente através do aumento da relacdo entre LC3II/LC3I. No entanto, néo foi
observada inducdo de autofagia em células do grupo controle e tratadas com
oxaliplatina em concentracdo normal e alta de glicose.
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Figura 4. Anélise da expressdo da proteina LC3 por western blot em células
HCT116 ndo tratadas (NT) e tratadas com oxaliplatina. As células foram expostas a
baixa (0,5 mM), normal (5 mM) e alta (25 mM) concentragédo de glicose durante 0, 6, 24,
48 e 72h em auséncia ou presencga dos respectivos valores de ICs, de oxaliplatina para

cada concentracao de glicose.

Os resultados apresentados neste capitulo premitem concluir que células
de cancer colorretal HCT116 expostas a uma concentracdo dez vezes menor do
que aquela considerada normal tornam-se mais sensiveis ao receberem
tratamento com o agente alquilante oxaliplatina. Além disso, estes resultados
sugerem que a auséncia da proteina p53 em céancer colorretal pode contribuir
com a resisténcia ao tratamento com oxaliplatina nessas condi¢des. Estes dados
também demonstram que células expostas a baixas concentracfes de glicose e
que receberam tratamento com oxaliplatina ativam a via autofagica. Experimentos
adicionais sdo necessarios para definir se a ativagdo da autofagia nesse contexto
estaria levando a morte celular e portanto, contribuindo com a sensibilizacdo das
células ao tratamento com oxaliplatina.
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4.3. MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Reagentes e Células

Oxaliplatina (Eloxatin®) foi obtida da empresa Sanofi-Aventis. Cisplatina
(Fauldcispla®) foi obtida da empresa Mayne Pharma. O anticorpo primario LC3B
foi adquirido da Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). O anticorpo
secundério correspondente foi adquirido da Santa Cruz Biotechnology (Santa
Cruz, CA, USA). As células de cancer colorretal HCT116 e HCT116 p53-/- foram
gentilmente cedidas pela Profa. Annette K. Larsen do Institut National de la Santé
et de la Recherche Médicale (INSERM) — Paris, Frangca. Ambas as linhagens
foram cultivadas em meio de cultura DMEM contendo 5 mM ou 25 mM de glicose
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Os meios de cultura foram suplementados com 10%
de soro fetal bovino e antibidticos e as células foram mantidas em atmosfera
umidificada a 37°C e 5% de CO,. O meio de cultura contendo 0,5 mM de glicose
foi preparado a partir da diluicdo do meio de cultura contendo 5 mM de glicose em
meio de cultura DMEM sem glicose (Invitrogen, Carlsbad, CA).

4.3.2. Ensaio de Tempo da Duplicacdo da Populacao

As células foram plaqueadas numa densidade de 5 x 10 células por poco
em placas de 6 pocos em meio de cultura contendo 0,5, 5 e 25 mM de glicose. No
dia seguinte, o meio de cultura foi trocado e as células permanecem em estufa a
37°C e 5% de CO, por 96h. Ao final deste periodo, as células foram recontadas e
o calculo para determinar o tempo de duplicacdo da populacdo em horas foi feito
utilizando a seguinte formula: Ni=Ng x e onde No representa o namero inicial de
células em proliferacdo exponencial com uma constante k. O tempo de duplicacao
(T) foi calculado como T=In 2/k.

4.3.3. Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade das linhagens celulares expostas a oxaliplatina e cisplatina foi
avaliada pelo Ensaio de Redugcdo de MTT (Poindessous et al., 2003). Para o
ensaio, 7 x 10 células foram semeadas em cada poco, em uma placa de 24

pocos e incubadas a 37 % e 5 % de CO,. Apds 24h, as células foram expostas
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aos agentes durante 120 horas. No final deste periodo, foi adicionado uma
solucdo do corante MTT e as células permanceram a 37 % e 5 % de CO, por
adicionais 4h para permitir a entrada do corante nas células e reducdo do MTT a
formazan pela mitocondria das células viaveis. Apds, o meio de cultura foi
aspirado e o formazan resultante foi dissolvido em DMSO e analisado em um
espectrofotometro de microplacas a 540 nm. O controle negativo foi considerado
como 100 % de viabilidade e as concentracfes de cada agente foi comparado
com o este. Os resultados apresentados na Figura 2 correspondem a média de

trés experimentos independentes feitos em duplicata.

4.3.4. Ciclo Celular

Apbés os tratamento com oxaliplatina e cisplatina em diferentes
concentracbes de glicose, as células foram lavadas com PBS e coletadas com
tripsina. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS, fixadas com
etanol 70% e mantidas a -80°C até a realizacdo das analises. As células fixadas
foram centrifugadas, lavas e marcadas uma solu¢cdo contendo Triton X-100,
RNAse e iodeto de propidio (6 pM). O conteaddo de DNA foi analisado em

citbmetro de fluxo.

4.3.5. Western Blot

Apos os tratamentos, as células foram lavadas com PBS e lisadas em tampéo
de lise contendo 10% SDS, 100 mM EDTA, 500 mM Tris-HCI pH 8.0 e coquetel
inibidor de proteases (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN). As proteinas totais
foram quantificadas pelo método BCA (Pierce, Rockford, IL). As proteinas (30 ug)
foram separadas em gel SDS-PAGE e em seguida tranferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ).
Apoés a transferéncia, as membranea foram bloqueadas em 5% de leite em pé
desnatado e 0,1% de Tween 20. Apdés o blogueio, as membranas foram
incubadas overnight a 4°C com o anticorpo primario LC3B (1:1000). Em seguida,
as membranas foram incubadas durante 1h com o anticorpo secundario goat anti-
rabbit IgG-HRP. O sinal foi detectado por quimioluminescéncia utilizando-se o kit

Supersignal Chemiluminescence (Pierce, Rockford, IL) e revelado em filme de
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raio-X Amersham Hyperfiim ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ).
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