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Resumo

A escala mundial, o cancro é a segunda maior causa de morte, possuindo uma média
anual de 7 milhGes de mortes. Até 2030, estima-se que o numero de mortes duplique, pelo que
hd a necessidade de inovar no desenvolvimento de estratégias quimiopreventivas e
quimioterapéuticas. Uma dessas estratégias pode passar pela adaptacéo dos habitos alimentares,
e consequentemente, escolha de inclusdo de determinados alimentos na dieta.

Esta cada vez mais claro que muitos agentes dietéticos, como o0s isotiocianatos, de
vegetais cruciferos, podem retardar ou prevenir o0 processo de carcinogénese. A erucina € um
isotiocianato dietético, que foi recentemente considerado um promissor fitoquimico
quimiopreventivo do cancro. Varios estudos realizados em contexto in vitro suportam a
capacidade de alguns compostos alimentares afetarem processos celulares envolvidos na
oncogénese, e na promogao e progressao tumoral.

O carcinoma renal representa mais de 80% dos casos de cancro renal, com
aproximadamente 30% dos pacientes a desenvolver metéstases apos cirurgia. Assim sendo,
devido a relevancia desta tematica, este estudo teve como principal objetivo avaliar o impacto
do isotiocianato erucina, no citoesqueleto, em particular nos microtdbulos e nos
microfilamentos de actina, de células de cancro renal, uma vez que esta estrutura celular esta
intimamente relacionada com o processo de invasao celular que é essencial para a formacédo de
metastases.

Foram utilizados dois tipos de células, as VERO-EG6 e as 786-0. As células VERO
pertencem a uma linhagem de células de rim de macaco verde e as células 786-O sdo células
de carcinoma renal humano. A analise de imagens de imunofluorescéncia células tratadas com
erucina e sujeitas a imunofluorescéncia, permitiu concluir que a esta é capaz de induzir uma
perda das estruturas de tubulina (microtubulos e centro organizador dos microtibulos) mas que
ndo afeta as estruturas compostas por actina. A realizagdo do ensaio in vitro de polimerizacéo
de tubulina permitiu observar que com o aumento da concentracdo de erucina existiu
diminuicdo da polimerizacdo de tubulina. Assim é possivel concluir que a erucina atua
diretamente para inibir a polimerizacao da actina. Por este motivo esta molécula apresenta um

potencial terapéutico que devera ser mais explorado.

Palavras-chaves: Erucina, Células renais, Cancro renal, Nefrotoxicidade
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Abstract

On a global scale, cancer is the second leading cause of death, with an average of 7
million deaths annually. By 2030, it is estimated that the number of deaths will double,
highlighting the need to innovate in the development of chemopreventive and chemotherapeutic
strategies. One of these strategies may involve adapting dietary habits, and consequently,
choosing to include certain foods in the diet.

It is increasingly clear that many dietary agents, such as isothiocyanates from
cruciferous vegetables, can slow down or prevent the process of carcinogenesis. Erucin is a
dietary isothiocyanate that has recently been considered a promising phytochemical for cancer
chemoprevention. Several studies conducted in vitro support the ability of certain dietary
compounds to affect cellular processes involved in oncogenesis, and in tumor promotion and
progression.

Renal carcinoma accounts for over 80% of kidney cancer cases, with approximately
30% of patients developing metastases after surgery. Therefore, due to the relevance of this
topic, the main objective of this study was to evaluate the impact of the isothiocyanate erucin
on the cytoskeleton, particularly on microtubules and actin microfilaments in renal cancer cells,
as this cellular structure is closely related to the cell invasion process that is essential for
metastasis formation.

Two types of cells were used, VERO-E6 and 786-0. VERO cells belong to a lineage
of green monkey kidney cells, and 786-O cells are human renal carcinoma cells.
Immunofluorescence image analysis of cells treated with erucin revealed that it can induce a
loss of tubulin structures (microtubules and microtubule organizing center) but does not affect
actin-based structures. The in vitro tubulin polymerization assay showed that with increasing
concentrations of erucin, there was a decrease in tubulin polymerization. Therefore, it can be
concluded that erucin directly acts to inhibit actin polymerization. For this reason, this molecule
presents a therapeutic potential that should be further explored.

Keywords: Erucin, Renas cells, Kidney cancer, Nephrotoxicity
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Abreviaturas

AlC Isotiocianato de atilo

BITC Isotiocianato de Benilo

CCR Carcinoma de células renais

COX-2 Cicloxigenase 2

DAPI 4’ ,6-diamidino-2-fenilindol

DMEM Dulbeccos Modified Eagles Medium
DMSO Dimetilsufoxido

DNA Acido Desoxirribonucleico

EMT Epithelial-to-mesenchymal transition
EUA Estados Unidos da América

FBS Soro Fetal Bovino

FDA Food and Drug Administration

FIJI Fiji is just image J

FL118 0,11-metilenodioxi-20(S)-camptotecina
FN1 Fibronectina 1

FN2 Fibronectina 2

GTB General tubulina buffer

GTP Trisfosfato de Guanosina

GLS Glucosinolatos

HTS High-throughput screening

IARC Agency for Research on Cancer

IC50 Concentracdo Inibitdria Semi-méaxima

IL-6 Interleucina-6



ITCs

13C
INOS
Kg
MM
MMP2
MMP9

MRNA
mTOR
MTOC
OMS
PAK1
PBS
PD-1
PD-L1
PD-L2
PEITC
RSV

SFN
TKI

TNBC
TNF-a

VC
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Isotiocianatos

Indol-3-carhinol
Enzima éxido nitrico sintase induzivel

Quilograma

Micromolar
Metaloproteinase da matriz 2
Metaloproteinase da matriz 9

Acido Ribonucleico mensageiro
Alvo da Rapamicina em Mamiferos
Centro organizador dos microtubulos
Organizacdo Mundial de Saude
Protein-activated kinase 1
Phosphate Buffer Saline
Programmed Cell Death Protein 1
Programmed death-ligand 1
Programmed death-ligand 1
Isotiocianato de feniletilo
Resveratrol

Sulforafano
Inibidores de tirosina quinase

Cancro de Mama Triplo Negativo
Interferdo alfa

Vegetais cruciferos



VEGF

VERO-EG6

786-O

°C

VANESSA ALEXANDRA PEREIRA MENDES
IMPACTO DA ERUCINA NO CITOESQUELETO DE CELULAS RENAIS

Fator de Crescimento Endotelial VVascular
Células derivadas de rim de macaco
Células derivadas de adenocarcinoma renal

Graus Celsius
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Capitulo I — Introducéo

O cancro é uma das principais causas de morte em todo o mundo, representando um
desafio significativo para a saude publica. Compreender os processos de mortalidade
associados ao cancro é fundamental para melhorar a prevencdo, o diagndstico e o tratamento
desta doenga (Hall, 2009).

O carcinoma de células renais (CCR) é o tipo de cancro mais comum de cancro renal.
Sendo que o carcinoma de células claras representa mais de 80% dos casos de cancro renal,
com cerca de 30% dos pacientes desenvolvendo metéstase apos a cirurgia (Muglia & Prando,
2015). Embora a obesidade, a hipertensédo, o tabagismo, entre outros, sejam fatores de risco
para o CCR, a sua origem ainda nao € clara (Linehan et al., 2019).

Atualmente, a maioria dos CCRs é descoberta incidentalmente em exames de imagem
realizados por razfes urologicas ou ndo. Ha um nitido predominio do género masculino e
pacientes idosos, que representam cerca de dois tercos dos casos (Muglia & Prando, 2015).

Numa meta-analise, 13 estudos prospetivos descobriram que o consumo de vegetais e
frutas esta relacionado a um menor risco de CCR, e ainda que os carotenoides encontrados em
frutas e vegetais podem contribuir parcialmente para esse resultado (Soundararajan & Kim,
2018).

Séo classificados como vegetais cruciferos (VC) os vegetais com flores em forma de
cruz, como por exemplo o repolho, o brécolo, a couve-flor, entre outros. Os VC sdo ricos em
substancias contendo enxofre chamadas glucosinolatos (GLS), precursores de produtos, como
isotiocianatos (ITCs), e indol-3-carbinol (13C), que cientificamente mostraram que podem
ajudar a minimizar o risco de CCR (Azarenko et al., 2014a).

A erucina € um isotiocianato encontrado em VC, semelhante ao sulforafano, que é
mais conhecido. Esses produtos tém interesse devido aos seus potenciais beneficios a salde,
incluindo propriedades anticancerigenas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Azarenko et al.,
2014).

O citoesqueleto das células renais é uma rede complexa de filamentos proteicos que
existe dentro das células, que oferece suporte estrutural, auxilia na divisdo celular, no transporte
celular e no transporte intracelular. E composto principalmente por trés tipos de filamentos
proteicos, nomeadamente os microfilamentos (actina), os microtdbulos (tubulina) e os

filamentos intermediarios (Pollard & Goldman, 2018).
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O impacto da erucina no citoesqueleto das celulas renais pode fazer parte do seu
mecanismo de agdo antitumoral (Hall, 2009). Estudos sobre compostos semelhantes, como o
sulforafano, mostraram que estes podem afetar o citoesqueleto das células cancerigenas, o que
inclui a despolimerizacdo de microtubulos, o que pode levar a paragem do ciclo celular e a
apoptose (morte celular programada) Azarenko et al., 2014).

Portanto, dada a importancia desta tematica, é necessario compreender 0s mecanismos
pelos quais a dieta pode prevenir ou retardar o processo de carcinogénese. Assim sendo, este
estudo teve como principal objetivo avaliar o impacto do isotiocianato erucina no citoesqueleto
de células de cancro renal, em particular nos microtubulos e nos microfilamentos de actina.
Parte dos resultados apresentados nesta dissertacdo, incluindo as figuras, foram obtidos no

artigo da Guerreiro et al. (2023).

1. Cancro

O cancro, também conhecido como neoplasia, € uma doenca complexa e multifacetada
que afeta milhdes de pessoas em todo o mundo. Caracterizado pelo crescimento descontrolado
e anormal de células no organismo, pode desenvolver-se em praticamente qualquer parte do
corpo, podendo resultar em tumores malignos, que tém o potencial de se espalhar para tecidos
adjacentes ou para outras regides do organismo, formando metastases (Simdes, 2014).

Este fendmeno ocorre devido a alteracfes genéticas que levam as células a ignorar o0s
mecanismos de controlo normais do crescimento, divisdo e morte. Fatores como exposi¢do a
agentes carcinogénicos, predisposicdo genética, inflamacgdo crénica, estilo de vida e idade
avangada, podem aumentar o risco de desenvolver cancro (Simdes, 2014).

Os avancos na investigacdo em oncologia tém revolucionado a abordagem ao
tratamento do cancro, com diagnésticos e terapias cada vez mais personalizadas e direcionadas
para as caracteristicas genéticas e bioldgicas, especificas de cada tumor. Os tratamentos incluem
uma variedade de opg¢des como cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e terapia
dirigida, que visam eliminar as células tumorais e impedir a sua propagacao (Simdes, 2014).

As células desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e progressdo do
cancro, sendo de extrema importancia compreender o seu papel neste contexto. No cancro, as
células sofrem mutagBes genéticas que as tornam anormais e desreguladas, levando-as a

proliferar de forma descontrolada e a escapar dos mecanismos de controlo do organismo. Esta
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capacidade de crescimento ilimitado e invasdo de tecidos circundantes € uma caracteristica
distintiva das células tumorais (Ohshima & Morii, 2021).

As células cancerigenas precisam adquirir um estado metabolico diferente daquele das
células ndo tumorais para que possam invadir, proliferar e metastizar. Durante a progresséo do
cancro, 0s mesmos enfrentam diversos tipos de stress metabolico, nomeadamente, 0s
microambientes tumorais que normalmente sdo acidos e possuem baixa concentracdo de
oxigenio. Além de terem uma composicdo nutricional distinta comparando com os tecidos néo
tumorais, o que forca as celulas cancerigenas a se adaptarem para crescer e invadir esses
ambientes (Schild et al., 2018). Em segundo lugar, para entrar e sobreviver nos vasos, as células
cancerigenas devem reprogramar o seu estado metabolico, permitindo o crescimento
independente da ancoragem, que induz um extenso stress oxidativo nas células cancerigenas.
Por fim, uma vez que as células cancerigenas colonizam outros 6rgéos, elas devem adaptar-se
a ambientes metabdlicos bastante distintos daqueles presentes nos locais primarios (Schild et
al., 2018).

As células cancerigenas tém a capacidade de estimular a formagdo de novos vasos
sanguineos a partir dos existentes, num processo conhecido como angiogénese, onde se da o
desenvolvimento de novos vasos sanguineos, que fornecem aos tumores 0s nutrientes e
0Xigénio necessarios para 0 seu crescimento e metastizacdo, o que contribui para a progressao
da doenca (Carmeliet & Jain, 2000).

A progressao tumoral € um dos principais processos que contribui para a mortalidade
associada ao cancro. A medida que as células cancerigenas se multiplicam e se espalham no
organismo, podem invadir 6rgdos vitais, comprometendo as suas funcdes e levando a faléncia
de sistemas de o6rgdos (Ohshima & Morii, 2021). As metastases tém peso relevante na
mortalidade por cancro, visto que, quando as células cancerigenas se deslocam para outras
partes do corpo através do sistema linfatico e circulatorio, formam novos tumores que podem
comprometer a funcdo de 6rgdos distantes, tornando o tratamento mais desafiador e reduzindo
as chances de sobrevivéncia (Klein, 2020).

A medida que o cancro avanga, a capacidade dos 6rgaos afetados de desempenhar suas
funcbes de forma adequada pode ser comprometida, levando a faléncia dos mesmos. A faléncia
de 6rgdos é uma causa comum de morte em pacientes com cancro avangado. Ainda, 0S
tratamentos para 0 cancro, como quimioterapia, radioterapia e cirurgia, podem causar efeitos
colaterais graves que, em alguns casos, podem contribuir para a mortalidade do paciente.

Complicagdes como infecdes, toxicidade dos medicamentos e danos aos 6rgdos sdo exemplos
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de consequéncias adversas do tratamento (Ohshima & Morii, 2021). Além disso, o cancro pode
comprometer o sistema imunolédgico do paciente, tornando-o mais suscetivel a infecdes e
complicagBes graves. A imunossupressdo associada ao cancro pode agravar o prognéstico e
aumentar o risco de mortalidade. A perda de peso, fraqueza e atrofia muscular, que sdo comuns
em pacientes com cancro avangado, também estdo associados ao aumento da mortalidade
(Ohshima & Morii, 2021).

O tipo de cancro e seu estadio no momento do diagndstico desempenham um papel
fundamental na determinacgdo do prognostico do paciente. Além disso, a idade do paciente, a
presenca de comorbilidades e a resposta ao tratamento, tambeém afetam as taxas de
sobrevivéncia (Simdes, 2014).

A prevencéo e o diagnostico precoces sdo elementos-chave na redugdo da mortalidade
associada ao cancro. Programas de rastreio eficazes, educacdo da populagdo sobre fatores de
risco e adogdo de estilos de vida saudaveis, sdo essenciais para identificar a doenga numa fase
inicial, assim como as op¢des de tratamento mais eficazes (Simdes, 2014).

A medicina personalizada tem revolucionado o tratamento do cancro, permitindo a
adaptacdo das terapias com base nas caracteristicas genéticas e moleculares de cada paciente.
Esta abordagem individualizada tem o potencial de melhorar significativamente os resultados

clinicos e reduzir a mortalidade associada ao cancro (Kaur et al., 2023).

2. Cancro renal

Apesar de existirem varios tipos de cancro renal, o CCR é o mais comum, sendo
dividido em subtipos, como o carcinoma de células claras, carcinoma papilar ou cromdfilos e
carcinoma cromofobo. Cada subtipo apresenta caracteristicas especificas a nivel celular e pode
influenciar o prognostico e o tratamento do doente (Karumanchi et al., 2002). O carcinoma de
células renais (CCR) desenvolve-se nos rins, 6rgaos responsaveis pela filtracdo do sangue e
pela regulacao do equilibrio de fluidos no organismo (Karumanchi et al., 2002).

O CCR surge quando as células renais sofrem alteracfes genéticas, tornando-se
anormais e descontroladas, originam uma massa tumoral no rebordo do rim. Estas mutacoes
podem ocorrer devido a diversos fatores, como exposi¢do a substancias carcinogeénicas,
predisposicdo genética, tabagismo e obesidade (Corgna et al., 2007). A medida que o CCR
progride, as células tumorais podem invadir os tecidos circundantes, como a gordura perirrenal

e 0S vasos sanguineos. Este processo, conhecido como invasao local, facilita a propagacéo de
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células cancerigenas para outras partes do corpo, através do sistema linfatico ou sanguineo. A
formacdo de metastases em dérgdos distantes, como os pulmdes, 0ssos ou cérebro, representa
um estadio avancado da doenca o que dificulta o tratamento e progndéstico do doente (Capitanio
& Montorsi, 2016).

a) Epidemiologia

Na Europa, o CCR representa uma proporcdo significativa dos casos de cancro
comunicados anualmente, ocupando a Europa o segundo lugar a nivel mundial (Figura 1)
(IARC & OMS, 2024). Estudos epidemioldgicos demonstraram um aumento na incidéncia de
cancro renal ao longo das ultimas décadas, principalmente em paises industrializados, que se
pode dever também ao aumento no diagndstico de massas renais durante exames de imagem
abdominais (Siegel et al., 2019).

| Incidence

Continent Cases Percent

rsia® 151276 34.8%

Europe @ 145 721 33.5%

Northern America @ 79 769 18.3%

Latin America and the Caribbean 35927 8.3%
Africa @ 17 129 3.0%

Oceania @ 5018 1.2%

Incidence, both sexes

Figura 1: Incidéncia de cancro renal nos diferentes continentes, em ambos o0s sexos, em 2022
(Retirado de IARC & OMS, 2024)

O CCR é classificado como o 14° cancro mais frequente (Figura 2) e 0 16° com maior
taxa de mortalidade (Figura 3), no mundo. Ainda é possivel observar na Figura 4, que o CCR

é mais frequentemente diagnosticado em homens do que em mulheres (IARC & OMS, 2024).
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| Incidence
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Figura 2: Taxa padronizada por idade (mundo) por 100.000 habitantes, incidéncia de cancro renal,

ambos os sexos, em 2022 (Retirado de IARC & OMS, 2024)

| Mortality
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Figura 3: Taxa padronizada por idade (mundo) por 100.000 habitantes, taxa de mortalidade de cancro

renal, ambos os sexos, em 2022 (Retirado de IARC & OMS, 2024)
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Figura 4: Representacdo da incidéncia de cancro renal, em homens e mulheres, em 2022
(Retirado de IARC & OMS, 2024)

Na Figura 3 podemos observar que a taxa de mortalidade por CCR no mundo
corresponde a 1/3 da taxa de incidéncia da doenca (Figura 2), o que explica o facto de apesar
do CCR representar mais de 80% dos casos de cancro renal, apenas cerca de 30% dos pacientes
desenvolvem metastases apds cirurgia, resultando em complicacbes que podem levar a dbito
(Kanwal, 2023).

Vérios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do CCR, incluindo
tabagismo, obesidade, hipertensdo arterial, historia familiar da doenca e exposicao a produtos
quimicos toxicos. A compreensdo destes fatores de risco é fundamental para a implementacéo
de estratégias de prevencdo e detecdo precoce da doenca. No entanto, a etiologia do CCR é em
grande parte desconhecida (Capitanio et al., 2019).

O diagnostico precoce do CCR é essencial para melhorar as taxas de sobrevivéncia e
os resultados clinicos dos pacientes. Atualmente, o tratamento do CCR envolve uma abordagem
multidisciplinar que pode incluir cirurgia, terapias sistémicas, radioterapia e imunoterapia,
dependendo do estdgio da doenca e das caracteristicas individuais do paciente (Capitanio &
Montorsi, 2016).
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Em resumo, a epidemiologia do CCR desempenha um papel fundamental na
compreensdo da distribuicdo e dos determinantes da doenca, mundialmente. Através da
investigacdo continua, da vigilancia epidemioldgica e da implementacdo de politicas de saude
publica, é possivel melhorar a prevencdo, o diagndstico e o tratamento do cancro renal,

contribuindo para uma melhor gestdo da doenca (Capitanio et al., 2019).

b) Terapéutica

O tratamento do CCR é uma &rea crucial da oncologia que visa controlar a progressao
da doenca, promover a sobrevivéncia do paciente e melhorar a qualidade de vida. O CCR pode
exigir abordagens terapéuticas variadas, dependendo do estadio da doenca e das caracteristicas
individuais do paciente (Corgna et al., 2007).

A cirurgia, é geralmente, o tratamento inicial para 0 CCR localizado. A nefrectomia
parcial ou radical pode ser realizada para remocao de tumor renal e parte do tecido circundante,
dependendo da extensdo da doenca. A cirurgia pode ser curativa em casos de CCR localizado,
possibilitando uma eventual cura para o paciente (Corgna et al., 2007).

A imunoterapia tem emergido como uma opc¢éo terapéutica promissora para o0 CCR
avancado. Os inibidores de checkpoint imunoldgicos, como os anticorpos anti-PD-1 e anti-
CTLA-4, demonstraram eficacia no tratamento de alguns subtipos de CCR metastético,
ativando o sistema imunitario para reconhecer e atacar as células cancerigenas (Capitanio &
Montorsi, 2016).

O objetivo da imunoterapia é aumentar a resposta imune do paciente. Uma vez
removido o tumor, acredita-se que a imunoterapia adjuvante pode tratar melhor a doenca
subclinica que pode levar ao aparecimento da doenca. Varias metodologias tém sido utilizadas,
incluindo administracdo de citocinas, vacinas, terapia com células dendriticas e transplante
alogénico de células-tronco hematopoéticas (Kenney & Wood, 2012).

As terapias dirigidas visam inibir especificamente vias de sinalizacdo que promovem
0 crescimento e a sobrevivéncia das células cancerigenas. Os inibidores de tirosina quinase
(TKI), como os que visam o recetor do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFR) e o
alvo mecanistico da rapamicina (mTOR), tém sido amplamente utilizados no tratamento do
CCR metastatico, demonstrando melhorias significativas na sobrevivéncia e na progressao da
doencga (Motzer et al., 2022).
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Diversos agentes direcionados foram aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA), autoridade reguladora do medicamento dos Estados Unidos, para o tratamento do CCR
avancado na primeira e/ou linhas subsequentes de terapia. Os inibidores de checkpoint
imunolégico revolucionaram as opcdes de tratamento, visto que, os anticorpos de checkpoint
alteram a interacdo entre as células do sistema imunologico e as células apresentadoras de
antigénios, incluindo as células tumorais. Esses agentes podem aumentar uma resposta imune
antitumoral e tém se mostrado promissores em diversas indicacdes tumorais (Motzer et al.,
2022).

O axitinibe € um TKI seletivo de 22 geracdo de VEGFR, enquanto o pembrolizumabe
é um anticorpo monoclonal que se liga de forma seletiva a PD-1 e bloqueia a interacdo entre
PD-1 e seus ligantes, PD-L1 e PD-L2, ambos expressos em células apresentadoras de antigénio.
Em abril de 2019, o FDA aprovou a combinagdo de axitinibe com pembrolizumabe para
tratamento de primeira linha de pacientes com CCR avancado, e em um estudo randomizado
de fase Il KEYNOTE-426, com pacientes de CCR de risco favoravel, intermédio ou baixo,
alguns pacientes receberam axitinibe/pembrolizumabe e outros sunitinibe (Porta et al., 2019).

Os resultados mostraram que aqueles que receberam a medicagdo combinada tiveram
uma maior taxa de resposta global e uma sobrevida livre de progressdoda doenga mais longa.
Portanto, com base nestes resultados, a terapia combinada foi considerada a opc¢ao preferida
para pacientes com CCR em todos os grupos de risco (Porta et al., 2019).

Ainda, existem opgdes de tratamento minimamente invasivas como a crioterapia e as
ablacdes por radiofrequéncia, que inicialmente eram recomendadas apenas para pacientes com
um rim ou para aqueles que nédo podiam ser submetidos a procedimentos mais comuns, como a
cirurgia. No entanto, as indicacdes clinicas para esses tratamentos foram aumentando, desde
que estudos clinicos mostraram controlo aceitavel da doenca. Portanto, estes tratamentos podem
ocorrer em tumores T1 (com menos de 7 cm) onde a cirurgia ndo pode ser realizada. Os
resultados de sobrevivéncia sdo praticamente semelhantes aos da cirurgia, mas a recorréncia
local é maior (Bahadoram et al., 2022).

A radioterapia pode ser utilizada no tratamento paliativo do CCR metastatico para
aliviar sintomas, como dor 0ssea ou adaptacao de 6rgaos adjacentes. A radioterapia pode ajudar
a controlar o crescimento tumoral e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com CCR
avancado (Capitanio & Montorsi, 2016).

Apesar dos avancos na terapéutica do CCR, ainda existem desafios a superar, como

resisténcia ao tratamento, toxicidade e recorréncia da doenca. A investigagdo continua em novas
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terapias, biomarcadores preditivos e estratégias de combinacgdo terapéutica é essencial para
melhorar os resultados dos pacientes com CCR (Capitanio & Montorsi, 2016).

A decisdo sobre a abordagem terapéutica mais adequada é tomada por equipas
multidisciplinares de oncologistas, cirurgides, radiologistas e enfermeiros especializados,
trabalhando em conjunto para fornecer o melhor cuidado possivel aos pacientes. A
implementacdo de diretrizes clinicas baseadas em evidéncias e a participacdo em ensaios
clinicos sdo fundamentais para garantir 0 acesso a tratamentos inovadores e melhorar 0s

resultados a longo prazo (Simdes, 2014).

3. Citoesqueleto

O citoesqueleto é uma estrutura presente no interior das celulas eucariotas. Esta
estrutura é composta por uma rede complexa de varias proteinas filamentosas que conferem
suporte, forma e organizacdo as células. O citoesqueleto desempenha varias funcGes essenciais
para o funcionamento celular, incluindo a divisdo celular, o transporte intracelular, a
manutencgéo da forma celular, a motilidade e a adeséo celular (Hall, 2009).

Existem trés principais componentes do citoesqueleto nas células eucarioticas: 0s
microtubulos, os filamentos de actina e os filamentos intermédios. Os microtibulos s&o
estruturas tubulares compostas por tubulina, que desempenham um papel fundamental na
organizacdo celular, divisdo celular, transporte intracelular e movimento de organelos. Os
filamentos de actina sdo filamentos finos compostos por monémeros de actina, que sdo
essenciais para a contracao celular, a formacéao de protrusdes celulares e a motilidade celular.
Estes podem organizar-se em grupos de filamentos, formando fibras de stress. Os filamentos
intermédios sdo filamentos mais espessos e resistentes, que conferem resisténcia mecanica e
estabilidade estrutural as células (Fife et al., 2014).

O citoesqueleto é uma estrutura dindmica e altamente regulada, que é capaz de se
reorganizar rapidamente em resposta a estimulos intracelulares e extracelulares. Esta
capacidade de reorganizacdo permite que as células respondam a mudangas no ambiente e
realizem func¢bes complexas, como a divisdo celular, a migragéo celular e a formacao de tecidos
(Fife etal., 2014).

11
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a) Importancia das alteracdes que ocorrem no citoesqueleto na progressao cancro

O citoesqueleto desempenha um papel crucial no desenvolvimento e progressdo do
cancro, uma vez que esté envolvido em varios processos celulares que sdo essenciais para a
formagéo e disseminacdo de tumores malignos. As alteracdes no citoesqueleto podem afetar a
capacidade das células cancerigenas de se dividirem, migrarem ou invadirem tecidos
circundantes, contribuindo assim para a progressao da doenca (Hall, 2009).

As mutagBes somaticas e alteracGes de expressdo de genes do citoesqueleto e de
proteinas associadas ou reguladoras, sdo bastante comuns em muitos tipos de cancro. Este facto
apoia 0 ponto de vista de que a sinalizacdo mediada por forca mecanica (também conhecida
como mecanotransducdo), governada pela rede do citoesqueleto, deve ser considerada um dos
elementos-chave na homeostase dos tecidos, através da regulacdo das propriedades mecanicas
e fisicas das células (Wang et al., 2022).

Durante o desenvolvimento do cancro, as células dos tecidos sdo expostas a um alto
grau de heterogeneidade com diferentes propriedades mecéanicas. Para se adaptarem e
sobreviverem no microambiente tecidual, as células cancerigenas respondem ativamente as
perturbacdes mecéanicas das matrizes extracelulares, vasos sanguineos, células do estroma e
outras células infiltrantes do tumor (Wang et al., 2022).

Abaixo estdo listados processos essenciais para a iniciacdo e progressdo do cancro nos
quais o citoesqueleto desempenha um papel importante:

1. Migracéo e Invasdo: O citoesqueleto desempenha um papel fundamental na migracao
e invasdo das células cancerigenas através dos tecidos circundantes. Alteracdes no citoesqueleto
podem promover ou inibir a formacao de lamelopddia e filopddia, que facilitam o movimento
das células cancerigenas. A actina é uma proteina do citoesqueleto altamente envolvida na
formacéo de filopodios e lamelipddios, e desempenha um papel crucial na contracdo celular
durante a migracdo. Esta capacidade de migracéo e invasao é essencial para a disseminagdo das
células tumorais através do corpo, levando a formacdo de metéstases em Orgdos distantes
(Rodat-Despoix et al., 2021). As células tumorais que adquirem a capacidade de migrar, invadir
tecidos distantes e proliferar ttm maior probabilidade de formar metastases. Sendo esta uma
das principais causas de mortalidade associadas ao cancro. O papel do citoesqueleto na
migracdo e invasdo celular €, portanto, crucial para a formacdo de metéstases e para a
progressdo da doenca (Wang et al., 2022).
2. Diviséo Celular: O citoesqueleto desempenha um papel critico na divisao celular,

garantindo a correta segregacdo dos cromossomas e a distribuicdo equitativa do material
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genético para as celulas filhas. A tubulina € uma proteina estrutural do citoesqueleto envolvida
na formacdo dos microtibulos, que desempenha um papel fundamental na divisdo celular.
Alteracdes no citoesqueleto podem resultar em erros na divisdo celular, levando a instabilidade
genética e a formacdo de células cancerigenas com caracteristicas andmalas (Rodat-Despoix et
al., 2021);

3. Adesdo Celular: O citoesqueleto também esta envolvido na regulacdo da adeséo
celular, que € crucial para manter a integridade dos tecidos e a comunicagdo entre as células.
As integrinas sdo proteinas transmembranas que atuam como recetores de adesdo celular,
ligando a matriz extracelular ao citoesqueleto de actina dentro da célula. AlteracGes no
citoesqueleto podem afetar a capacidade das células cancerigenas de aderirem umas as outras e
ao substrato extracelular, favorecendo a separacéo das células do tumor primario e a invaséo de
tecidos circundantes (Wang et al., 2022).

O citoesqueleto também desempenha um papel fundamental na regulacdo da forma
celular e na interacio com o microambiente tumoral. Alteracbes na organizacdo do
citoesqueleto podem afetar a forma das células cancerigenas, influenciando a sua capacidade
de se adaptar ao ambiente tumoral e interagir com outras células e componentes do
microambiente (Wang et al., 2022).

Em suma, o citoesqueleto desempenha um papel essencial no desenvolvimento e
progressao do cancro, influenciando processos-chave como a migracéo, invasao, divisao celular
e adesdo. A compreensdo dos mecanismos pelos quais o citoesqueleto contribui para a
progressao do cancro renal é essencial para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
direcionadas a esta doenca devastadora. A investigacdo continua neste campo é necessaria para
melhorar o diagnostico, tratamento e prognostico dos pacientes com cancro renal (Rodat-
Despoix et al., 2021; Wang et al., 2022).

4. Papel de bioativos alimentares na progressdo do cancro

A ideia de que a alimentacdo e o estado nutricional podem influenciar a carcinogénese,
ou seja, o desenvolvimento das células cancerigenas ou de neoplasias, ndo é algo novo
(Srivastava et al., 2007). Os bioativos alimentares desempenham um papel fundamental na
promoc¢do da salde e na prevencdo de doencas, incluindo o cancro. No contexto do cancro,
varios compostos bioativos presentes em alimentos de origem vegetal tém sido objetos de

estudo devido as suas potenciais propriedades anticancerigenas. Estes compostos atuam de
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diversas formas no organismo, contribuindo para a inibi¢cdo do crescimento tumoral, inducao
da morte celular programada e reducéo do risco de desenvolvimento de certos tipos de cancro
(Azarenko et al., 2014).

a) Tipos de bioativos no cancro

Existem diversos tipos de bioativos alimentares que tém demonstrado atividades
anticancerigenas e que poderdo desempenhar um papel importante no combate ao cancro. Os
mecanismos de ag¢éo dos bioativos alimentares no combate ao cancro séo variados e complexos.
Um dos principais modos de acdo é a capacidade de atuarem como antioxidantes. Estas
substancias, como por exemplo os flavonoides, sdo capazes de neutralizar os radicais livres,
que sdo moléculas instaveis, que podem danificar as células saudaveis, e desencadear processos
cancerigenos. Ao neutralizar os radicais livres, muitos bioativos alimentares ajudam a proteger
as células do organismo e a prevenir a formacdo de tumores (Esmeeta et al., 2022).

Além disso, alguns bioativos alimentares, como por exemplo curcumina (Chen et al.,
2013), tém a capacidade de inibir a proliferacdo celular descontrolada, que € uma caracteristica
fundamental do cancro. Estas substancias podem interferir em vias de sinalizag&o celular
especificas, incluindo miricetina (lyer et al., 2015), impedindo o crescimento e a divisdo
descontrolada das células cancerigenas (Ganesan et al., 2022).

Outro mecanismo de acdo importante é a capacidade de induzir a apoptose, ou morte
celular programada, nas células cancerigenas. Ao desencadear este processo, 0s bioativos
alimentares, como por exemplo luteolina, ajudam a eliminar as células andmalas do organismo,
impedindo a sua propagacdo e crescimento. Ainda, podem ter propriedades anti-inflamatérias,
ajudando a reduzir a inflamacgéo cronica, que pode promover o desenvolvimento do cancro
(Ganesan et al., 2022).

Os Fitonutrientes, como os carotenoides, flavonoides e compostos fendlicos
encontrados em frutas, legumes, vegetais e chas, sdo conhecidos pelas suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Estes compostos auxiliam na protecdo celular contra danos
oxidativos e inflamacdo, ajudando a prevenir o desenvolvimento de cancros (Esmeeta et al.,
2022).

Encontrada em alimentos como pimentas, salsa € aipo, a luteolina é um flavonoide que
tem demonstrado atividade anticancerigena, inibindo a proliferacdo celular e induzindo a morte

celular em celulas cancerigenas (Esmeeta et al., 2022). Ainda, a apigenina que é uma flavona
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vegetal bastante encontrada em frutas, vegetais, salsa, entre outros, também é considerada um
potente agente anticancerigeno. Diversos estudos demonstraram que a apigenina previne a
expressdo de metaloproteinase da matriz 9 (MMP-9), ciclina D1, enzima déxido nitrico sintase
induzivel (iNOS) e cicli-oxigenase-2 (COX-2). A apigenina previne o cancro, induzindo a
apoptose em varias células cancerigenas, incluindo mama, hepatoma, pele, tireoide, prostata e
leucemia, inibindo a replicacdo do DNA e da proteina quinase, ativacdo de caspases e dano
mitocondrial (Nasir et al., 2020).

A miricetina também € um bioflavonoide encontrado em abundancia em vegetais,
chas, frutos vermelhos, vinho tinto, entre outros, que foi estudada pelos seus potenciais efeitos
terapéuticos em doencas cardiovasculares, cancro (Lu et al.,, 2006) e diabetes mellitus
(Subramaniam et al., 2019). Um estudo recente mostrou que a formulacdo de microemulséo
pode melhorar a solubilidade da miricetina e também aumentar a sua atividade antiproliferativa
contra células do cancro de figado humano (HepG2) (Guo et al., 2016). A miricetina € um
promissor agente anticancerigeno e quimiopreventivo com potencial terapéutico relatado em
cancro de ovario, colon, pele, figado e mama. Estudos baseados em células mostraram que a
miricetina inibiu a proliferacdo de células T24 de cancro de bexiga, induzindo a paragem do
ciclo celular na fase G2/M, regulando negativamente a ciclina B1 e a quinase dependente de
ciclina cdc2 (Sun et al., 2012).

Além disso, num modelo in vivo, a progressao tumoral foi significativamente inibida
quando os animais receberam uma dieta contendo 100 mg/kg de miricetina, efeito atribuido a
inibicdo da quinase-1 ativada por p21 (PAK1) (lyer et al., 2015). Um estudo mais recente
demonstrou que a miricetina pode exercer potenciais efeitos anti-metastizacdo por meio de
regulacdo negativa da expressao das metaloproteinases de matriz MMP2 e/ou MMP9 em
celulas de cancro de mama (Ci et al., 2018).

Os vegetais cruciferos, como o brocolos, a couve-flor e a rdcula, sdo ricos em
glucosinolatos, que podem ser convertidos em isotiocianatos, como a erucina. Estes compostos
tém demonstrado atividades anticancerigenas significativas, inibindo o crescimento de células
cancerigenas, induzindo apoptose e reduzindo a angiogénese, 0 que contribui para a inibigédo
do desenvolvimento tumoral (Azarenko et al., 2014; Barba et al., 2016).

Os acidos gordos 6mega-3, presentes em peixes gordos, sementes de linhaca e nozes,
sdo conhecidos pelos seus efeitos anti-inflamatorios e pela capacidade de inibir o crescimento
de células cancerigenas. Estes acidos gordos sdo especialmente relevantes na prevencéo de

cancros como o colorretal e o de mama (Azarenko et al., 2014).
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A curcumina, encontrada na curcuma, € um potente antioxidante e anti-inflamatorio
varios tipos de cancro (Esmeeta et al., 2022). Os investigadores usaram varias abordagens para
aumentar a biodisponibilidade da curcumina, incluindo nanoparticulas, piperina, complexos de
fosfolipidios e lipossomas (Subramaniam et al., 2019). Foi demonstrado que analogos sintéticos
da curcumina e analogos polifendlicos da curcumina tém efeitos inibitorios contra a tirosinase
do cogumelo. Entre os 61 compostos de curcumina relatados, quatro compostos (E10, F10, FN1
e FN2) foram relatados como inibindo células do cancro de prostata, pancreas e célon, com
ICso inferior a 1 pM (Wei et al., 2012). A curcumina demonstrou potentes propriedades
anticancerigenas em cancros humanos, incluindo cancro de pulmdo, pancreas, melanoma,
prostata, cabeca e pescoco, mama, colorretal e ovério. A curcumina exerce efeitos
anticancerigenos através de varios mecanismos, que afetam a regulacéo do crescimento celular
e a apoptose. Por exemplo, a curcumina pode inibir a angiogénese, bem como inibir sua
proliferacdo e metastizacdo, diminuir a inflamacdo crénica e combater células cancerigenas
mutantes (Subramaniam et al., 2019).

Num modelo de xenoenxerto de murganho, foi demonstrado que uma dose baixa de
curcumina (20 pg/kg) reduziu a progressao do cancro de mama (Choi & Park, 2015). Em outro
estudo, a suplementacdo de curcumina (1 g/kg) inibiu significativamente o crescimento e a
metastase de células cancerigenas colorretais no figado (Chen et al., 2013).

Presente em uvas, vinho tinto e algumas frutas, o resveratrol é um polifenol com
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias que podem ajudar na prevencdo de cancros
como o de mama e do colon (Amiri et al., 2013). Num estudo com o objetivo de investigar se
o resveratrol (RSV) poderia sensibilizar células humanas de cancro de mama triplo negativo
(TNBC) a morte celular induzida por FL118, transicéo epitelial para mesenquimal (EMT),
invasdo e migracao, os efeitos da administracdo sequencial de RSV e FL118 em células MDA-
MB-436 e MDA-MB-468 foram avaliados em termos de viabilidade celular, citotoxicidade,
apoptose, distribui¢do do ciclo celular, niveis de caspase-3/7 ativa, migracao e invasdo. Além
disso, também foram avaliados os niveis de mMRNA e proteinas de genes e proteinas associados
a EMT. A administragdo sequencial de RSV e FL118 inibiu a viabilidade celular em ambas as
linhas celulares TNBC. Enquanto isso, a administracdo sequencial de RSV e FL118 também
reduziu drasticamente as capacidades migratorias e invasivas, e também reverteu o processo
EMT em ambas as celulas TNBC. Ainda, a administracdo sequencial de RSV e FL118 levou a

um aumento significativo de células apoptoticas, bem como aos niveis ativos de Caspase-3/7,
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acumulacdo de células TNBC na fase G1 e suprimiu acentuadamente os niveis de mRNA e
proteinas de N-caderina, y-catenina, Vimentina, Caracol e Slug, e também reduziu
significativamente os niveis de mRNA de Fibronectina, Twistl, Genes Twist2, Zebl e Zeb2,
enquanto aumentaram os niveis de mRNA e proteina dos genes da E-caderina. O RSV
sensibilizou células TNBC para FL118 facilitando a apoptose, migracao e invasao, melhorando
o0 aprisionamento intracelular de FL118. Assim, os resultados sugerem que, uma vez que 0 RSV
aumentou a atividade anticancerigena in vitro do FL118 no cancro de mama, este pode ser um

potencial agente terapéutico no estadio avancado da doenca (Saglam et al., 2021).

b) Isotiociananto erucina e sua atividade na terapéutica do cancro

A erucina, como j& mencionado, € uma substancia bioativa encontrada em VVC, como
a racula, brocolos, couve-flor, entre outros. Estudos epidemioldgicos tém mostrado que o
consumo de VC crus reduz significativamente a incidéncia de cancro de bexiga. Foi
demonstrado que a erucina inibe a proliferacdo do cancro de bexiga, e induz a apoptose através
da paragem da fase G2/M In vivo, e inibi¢do de histonas desacetilase pré-crescimento In vitro
(Chestnut et al., 2020). Os efeitos do erucina na inibicdo do crescimento de células
cancerigenas, regulacdo do ciclo celular e inducdo de apoptose nos cancros de prostata, bexiga,
colos e pulméo, também foram relatados (Melchini & Traka, 2010). Ainda, foram demonstradas
em células de leucemia humana e multirresistentes, a capacidade da erucina de provocar a
paragem do ciclo celular, apoptose e despolarizacdo do potencial mitocondrial (Melchini &
Traka, 2010).

Um estudo realizado por Kaur et al., (2022) que teve como objetivo investigar o efeito
do paclitaxel em combinagdo com a erucina, usaram como base o 6leo de olibano, que tem um
grande potencial terapéutico contra o cancro de mama, para formular uma nanoemulséo contra
o0 cancro de mama. A nanoemulsdo combinada de paclitaxel e erucina, demonstrou ter
toxicidade aumentada para as células epiteliais do cancro de mama humano (T-47D) e
proporcionou uma libertacéo sustentada do farmaco, em comparacéo as mesmas substancias de
forma individual (Kaur et al., 2022). Além disso, a nanoemulsdo diminuiu significativamente
0s niveis de parametros hepaticos e renais, juntamente com o stresse oxidativo em murganhos
com cancro de mama. Ainda, apresentou niveis diminuidos das citocinas inflamatorias TNF-o
e IL-6, e os exames histopatoldgicos revelaram a restauracdo da mama tumoral aos tecidos

normais em murganhos com cancro de mama, tratados com a nanoemulsédo combinada de
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paclitaxel e ER. Portanto, a nanoemulsdo combinada pode atuar como uma potencial alternativa
viavel e terapéutica para o cancro de mama resistente aos medicamentos (Kaur et al., 2022).

Num outro estudo, Bello et al. (2023) exploraram o0s potenciais efeitos
anticancerigenos da erucina, isotiocianato mais abundante presente na rucula (Eruca sativa),
libertador de sulfeto de hidrogénio (H.S), em células MDA-MB-231, que é um modelo in vitro
validado de cancro de mama triplo negativo. Os resultados mostraram que dependendo da
concentracdo, a erucina inibiu significativamente a proliferacdo de células MDA-MB-231,
induzindo apoptose e autofagia. Além disso, a erucina preveniu a geracdo intracelular espécies
reativas de oxigénio, promovendo a expressdo de genes antioxidantes importantes e
interrompeu a migracao, invasdo e formacdo de colonias de células MDA-MB-231. Em
conclusdo, mostraram que o consumo de erucina pode representar uma estratégia nova e
promissora para intervencao contra o cancro de mama triplo negativo (Bello et al., 2023).

Mais recentemente, os efeitos quimiopreventivos da erucina foram associados a sua
propriedade de ser um doador de H2S no adenocarcinoma pancreatico humano. Assim sendo,
foi realizado um estudo com o objetivo de determinar os efeitos da erucina na modulacdo da
proliferacdo e na inducdo da morte de células, de melanoma humano, usando multiplas
abordagens in vitro. Os resultados mostraram que a erucina reduziu significativamente a
proliferacdo de diferentes linhas celulares de melanoma humano, assim como, uma analise de
citometria de fluxo com anexina V/PI, demonstrou que a erucina foi capaz de induzir apoptose
e paragem do ciclo celular em células de melanoma A375, impedindo a migracgdo, a invasdo e
a capacidade de clonagem das mesmas (Maresca et al., 2022). Portanto, demonstraram que a
erucina desempenha um papel importante na inibicdo da progressdo do melanoma e poderia
representar uma nova terapia complementar para o tratamento do melanoma humano (Maresca
et al., 2022). Ainda, estudos demonstram que a erucina possui propriedades anticancerigenas e
pode desempenhar um papel importante na terapéutica do CCR (Azarenko et al., 2014).

Além disso, estudos pré-clinicos em modelos animais tém demonstrado resultados
encorajadores, com a erucina mostrando eficicia na reducdo do tamanho do tumor renal, na
diminuicdo da vasculariza¢do do tumor e na inibicdo da metastase, o que abre caminho para
potenciais aplicacOes clinicas futuras (Melchini & Traka, 2010).

Em suma, a erucina emerge como uma promissora opcao terapéutica no cenario do
cancro renal, oferecendo uma abordagem inovadora e multifacetada no combate desta doenca
complexa. O seu potencial para inibir o crescimento tumoral, induzir a morte celular

programada e modular vias de sinalizacdo celular torna-a um alvo de grande interesse na
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pesquisa oncoldgica, com perspetivas de impacto positivo na pratica clinica e no progndstico

dos pacientes afetados por esta condigcdo (Azarenko et al., 2014).

5. Objetivos

Este estudo teve como objetivo avaliar o impacto do isotiocianato erucina no
citoesqueleto de células de cancro renal, em particular nos microtabulos e nos microfilamentos
de actina. Adicionalmente, pretende-se estudar o mecanismo associado a indugéo das alteracbes

observadas.
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Capitulo Il — Materiais e Métodos

a) Cultura de células VERO e 786-O

Foram utilizados dois tipos de culturas de células, células VERO-E6 e células 786-0O.
As células VERO pertencem a uma linhagem de células de rim de macaco verde muito utilizada
em culturas de células. As células 786-0 séo células de carcinoma renal humano. As duas linhas
celulares foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) com 10% soro
fetal bovino (FBS) suplementado com penicilina e estreptomicina. As células foram cultivadas
em frascos T25 ou T75 até atingirem 70-80% de confluéncia. Nessa altura a células foram
subcultivadas, sendo destacadas com recurso a uma solugdo de Tripsina. As células foram

mantidas a 37° C numa atmosfera com 5% COz2 e humidificada.

b) Imunofluorescéncia

As células foram semeadas em lamelas circulares de vidro em placas de 12 pocos de
forma a estarem a cerca de 30-40% de confluéncia no dia seguinte e de seguida tratadas com
diferentes concentragdes de erucina durante 24 h. As concentragdes de erucina usadas foram 0
UM, 10 uM, 50 uM e 80 uM (em dissolvida em PBS com 2% etanol). Apds o tratamento com
erucina as células foram fixadas com paraformaldeido a 4% em PBS durante 10 min, e marcadas
com CytoPainter Phalloidin-iFluor 594 (abcam, 1:750) e com anticorpo anti-tubulina
(Molecular probes; 1:200) e com um anticorpo secundario conjugado para Alexa Fluor 488
(Molecular probes, 1:300) em PBS com 10% FBS como agente bloqueante. As lamelas com as
células foram montadas em Mowiol 4-88 contendo DAPI para visualizacdo do nucleo. A
aquisicdo de imagens foi efetuada através de um microscépio de fluorescéncia de Zeiss
Axiobserver com uma objetiva x40 e software ZEN blue (Zeiss).

c) Anédlise de imagens de imunofluorescéncia

Para a analise de imagens obtidas, foi utilizado o programa FI1JI (FI1JI Is Just Image J).
Foi feita a classificacdo das celulas relativamente aos parametros de anélise definidos.
Os microtubulos foram classificados como: i) normais, quando organizados com o

MTOC e apresentando tamanho (espessura) e formato caracteristicos da rede de microtubulos;
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ii) aberrante, quando o tamanho e a forma dos microtubulos estavam alterados, tipicamente com
espessura aumentada e formato mais tortuoso; iii) duvidoso, quando apenas a forma ou o
tamanho estavam alterado e/ou a alteragcdo observada era menos evidente; e iv) ausente quando
0s microtubulos ndo eram visiveis.

O MTOC foi considerado: i) presente quando era visivel uma aglomeracdo de
microtUbulos a partir dos quais a rede de microtabulos se ramificava; ii) ausente, quando esta
estrutura ndo era detetavel; iii) e duvidoso quando esta estrutura estava presente, mas nao
claramente definido ou era consideravelmente menor e/ou desorganizado.

O citoesqueleto de activa foi classificado como presente, ausente e dubio, sendo
divididos nos seguintes grupos: As fibras i) presente, quando a sua presenca € evidente e
normal, ii) ausente, quando ndo h& presenca de fibras de stress de actina e iii) dibio quando a
presenca de fibras de stress de actina ndo é evidente. As células em apoptose ou em divisdo ndo
foram consideradas na analise uma vez que o seu citoesqueleto sofre modificagGes profundas

durante estes dois processos.

d) Polimerizacgao in vitro de tubulina

Para avaliar o impacto direto da erucina no processo de polimerizacdo de tubulina
utilizou-se o “HTS tubulin polymerization assay biochem kit”. O protocolo foi executado de
acordo com as indicacOes do fabricante. O ensaio de polimerizagdo de tubulina é controlado
por temperatura: a temperatura de 37°C a tubulina polimeriza, formando microtubulos, por
oposicdo, a uma temperatura de 4°C a tubulina mantém-se despolimerizada. A medicdo da
absorvancia foi realizado com recurso a um leitor de microplacas multimodo Synergy HTX
(BioTek Instruments, VT, EUA) e serve como forma de avaliacdo do grau de polimerizacao da
tubulina, dado que a absorvancia da solucdo aumenta quando se forma estruturas poliméricas.
O comprimento de onda utilizado durante as leituras foi de 340 nm, sendo que a leitura se
realizou durante 90 minutos a cada 1 minuto.

Os reagentes utilizados foram: erucina (em PBS com 2% etanol) a concentracdes de 0
mM, 10 mM, 50 mM e 80 mM; GTB (general tubulin buffer com concentracdo final de 80
mM); GTP stock com concentragéo final de 100 mM; tubulina com concentracdo final de 8 mM
e paclitaxel a concentragéo final de 2 mM reconstituido em DMSO. O paclitaxel foi utilizado

como estabilizador dos microtabulos, permitindo validar o ensaio por funcionar como um
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controlo. Para a preparacao das misturas de reagéo, utilizou-se uma placa de 96 pocos, que deve

foi previamente aquecida.
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Capitulo 111 — Resultados e Discussao

a) A Erucina altera a morfologia e organizacdo dos microtubulos em

células renais

As imagens apresentadas (Figura 5) foram obtidas através de imunofluorescéncia. As
células utilizadas foram células VERO e 786-0, que foram expostas a concentracfes de erucina
de O uM, 10, uM, 50 uM e 80 uM. Foram selecionadas imagens aos tempos 4 h, 8 h e 24 h. As
imagens correspondentes as imagens controlo referem-se a células expostas a 0 UM de erucina.
Estédo evidenciadas as estruturas: microtdbulos e MTOC marcados a cor verde, microfilamentos
de actina a cor vermelha e o ndcleo das células a cor azul.

Para a realizacdo da analise das imagens obtidas por imunofluorescéncia, foram
consideradas classificacfes de presente, ausente ou dubio para a estrutura MTOC, para 0s
microtUbulos a classificacdo adotada foi normal, anormal, ausente dibio e para as fibras de
stress de actina presente, ausente ou dubio (Figura 5 e 6). Para a estrutura MTOC, tem
tendéncia estar ausente com o aumento da concentragdo em erucina e com o0 aumento de tempo
de exposicdo. As células VERO apresentam maior evidencia deste aumento da auséncia de
MTOC, relativamente as células 786-0 (Figura 5 e 6). Os microtubulos perdem a sua estrutura,
original tornando-se maioritariamente anormais com o aumento das concentracfes em erucina
e com o passar do tempo. As fibras de stress de actina, permitem visualizar o perimetro da
célula (Figura 5 e 6). Verifica-se maior auséncia desta estrutura as 24 h as concentragdes de 10
UM,50 UM e 80 uM (Figura 5 e 6).

Com o aumento da concentracdo de erucina é possivel verificar a alteracdo do aspeto
dos microtibulos ou mesmo a sua auséncia assim como do MTOC. As fibras de stress de actina,
no entanto, parecem ndo sofrer grandes alteragdes com 0 aumento da concentracao de erucina.
A concentracfes de 10 UM com o aumento do tempo de exposicdo a erucina, verificam-se
ligeiras alteracfes dos microtubulos tanto em células VERO como em células 786- O. Com o
aumento de concentragdo para 50 UM a alteracdo do aspeto dos microtdbulos ainda é mais
evidente, principalmente a tempo 24 h. Com concentracdo de 80 uM, a alteracdo da estrutura
dos microtubulos e a auséncia de MTOC ¢ bastante evidente. Com o0 aumento da concentracdo
de erucina os microtibulos sdo em menor nimero e apresentam uma forma mais tortuosa. Com

concentracdes mais elevadas de erucina (80 uM), os microtdbulos deixam mesmo de ser
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visiveis. Estas observacfes sugerem um impacto da erucina na dinamica de polimerizacao ou

de despolimerizacdo da tubulina.

VERO

Controlo

4h

786-0

Controlo

8h

24



VANESSA ALEXANDRA PEREIRA MENDES
IMPACTO DA ERUCINA NO CITOESQUELETO DE CELULAS RENAIS

Controlo

24h

10

pM4h

10

pM8h

10

pM24h

25



VANESSA ALEXANDRA PEREIRA MENDES
IMPACTO DA ERUCINA NO CITOESQUELETO DE CELULAS RENAIS

50

pM4h

50
pM8h

50

pM24h

80

pM4h

26



VANESSA ALEXANDRA PEREIRA MENDES
IMPACTO DA ERUCINA NO CITOESQUELETO DE CELULAS RENAIS

80

pM8h

80

pM24h

Figura 5: Imagens de células VERO e 786-0 - tratadas a concentra¢@es de 0 uM, 10 uM, 50 uM e 80
UM, a tempos diferentes de 4 h, 8 h e 24 h, obtidas por imunofluorescéncia. As células depois de
incubadas com erucina foram fixadas e marcadas com DAPI para a visualizagdo do nucleo (azul),
anticorpo anti tubulina para visualizagdo dos microttbulos (verde) e com phaloidina para visualizagdo
dos microfilamentos de actina (vermelho). As imagens apresentadas sdo representativas das condicoes

testadas.
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Figura 6: Selecdo de gréficos resultantes da analise das imagens obtidas por imunofluorescéncia. As
células forma analisadas para a presenca do MTOC, para a morfologia dos microttbulos e para a
presenca de fibras de stress de actina. Nos gréficos estdo representadas as médias das percentagens de

células de cada foto com o total de células analisadas, de pelo menos 200 por condig&o.
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Segundo a pesquisa elaborada por Azarenko et al., (2008) em células de cancro de
mama o sulforafano inibe a proliferacdo celular. Apresentando resultados positivos de inibicéo
de proliferacdo e de mitose a concentracfes de 26 e 13 uM. As células VERO a concentracdes
de 10 uM de erucina apresentam diminuicdo da presenga de MTOC com o aumento do tempo
de exposicédo a erucina. A concentracdes de 80 uM o MTOC esta totalmente ausente em todas
as celulas, em todos os tempos (4 h, 8 h e 24 h).

Os microtubulos das células VERO estdo ausentes a concentracdes de 80 UM aos ao
fim de 4h e 8h. Apds 24 h de exposicdo a erucina a estrutura dos microtdbulos é anormal.
Sugerindo que pode ter voltado a existir uma tentativa de repolimerizacédo da tubulina ao fim
de 24h. As fibras de stress de actina nas células VERO apresentam-se ausentes maioritariamente
ao fim de 24 h de exposic¢do ao isotiocianato as concentracdes de 10 uM, 50 uM e 80 pM.

Nas células 786-O 0 MTOC esta ausente principalmente a concentracdes de 80 UM ao
fim de 4h. Ao fim de 8 h e 24 h existe evidencia de auséncia de MTOC a concentracdes de 50
UM e de 80 uM. A estrutura dos microtibulos encontra-se anormal a concentracGes de 50 UM
e de 80 uM ao fim de 4h assim como em concentracdo de 50 UM e de 80 UM ao fim de 8 h.

A concentragdo de 50 uM ao fim de 24 h a percentagem de microttbulos anormais de
100%. Com concentracdo de 80 UM ao fim de 24 h a percentagem de microtibulos anormais
aproxima-se da totalidade. Relativamente as fibras de stress de actina ndo se notam grandes
alteracdes na presenca desta estrutura celular, as concentrac@es e tempos estudados para células
786-0.

b) A Erucina inibe diretamente a polimerizacédo da actina

Através da Figura 7 é possivel verificar que com o aumento das concentra¢des de
erucina existe diminuicdo da polimerizacdo de tubulina in vitro. Este resultado sugere que a
erucina atua diretamente na polimerizacdo da actina e ndo através da regulacdo de outras
proteinas ou processos associados a este processo. O paclitaxel funciona como controlo pois
indica que na presengca do mesmo existe estabilizacdo dos microtubulos. A inibicdo de
polimerizacgdo de tubulina mais acentuada verifica-se a concentragéo de 80 M, mas existe uma

inibicdo cada vez maior com o aumento da concentracdo de erucina.
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Figura 7: Resultados da reagdo de polimerizacao de tubulina a concentracdes de 0 uM, 10 uM, 50 uM
e 80 uM de erucina. A tubulina ndo polimerizada foi incubada com diferentes concentracfes de erucina
e a sua polimerizagdo foi monitorizada durante 90 min através do aumento da turbidez da solugédo

medido pela absorvancia a 340 nm.

A erucina como ja referido anteriormente é um isotiocianato com propriedades
anticancerigenas. Ensaios in vitro realizados em linhas celulares de melanoma, demonstraram
que a erucina apresenta atividade antineoplésica. Atuando por diminuicdo da proliferacéo
celular deste tipo de cancro, diminuindo assim a invasdo celular (Maresca et al., 2022).

A erucina através da sua capacidade de alteracdo da conformacdo dos microtubulos,
parece ter potencial para ser usada como molécula ativa no tratamento de cancro renal. Tem
sido relatada atividade de inibicdo de polimerizacdo da tubulina, por vérios isotiocianatos. Os
isotiocianatos: sulforafano (SFN), isotiocianato de benilo (BITC), isotiocianato de feniletilo
(PEITC) e o isotiocianato de atilo (AITC), sao os IST’s mais comuns naturalmente (Grzywa et
al., 2023).

Segundo Grzywa et al., (2023), o BITC demonstrou ser 0 composto ativo com maior
atividade inibitdria da polimerizacdo da tubulina a concentra¢6es de 50uM.

Sabe-se que a utilizagdo de farmacos que atuam ao nivel dos microtubulos tém a
capacidade de inibicdo da proliferacdo tumoral. Os mecanismos através dos quais estes atuam

promovem a apoptose das células cancerigenas. Os agentes farmacoldgicos que atuam ao nivel
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dos microtubulos podem ser classificados em agentes estabilizadores ou desestabilizadores dos
microttbulos (Grzywa et al., 2023).

O farmaco paclitaxel é um taxano. Foi usado como controlo nos ensaios descritos
anteriormente. E um farmaco que tem a capacidade de estabilizar os microttibulos prevenindo
assim a despolimerizacdo. Influenciando a normal reorganizacéo do citoesqueleto das células
cancerigenas.

Os farmacos alcaloides da vinca atuam por despolimerizacdo dos microtibulos e por
evitarem que os heterodimeros de tubulina formem polimeros. Sdo exemplos destes: a
vincristina, vinblastina e halicondrina.

Os farmacos paclitaxel e os alcaloides da vinca, anteriormente mencionados, sdo ainda
atualmente dos mais utilizados na terapéutica farmacoldgica em patologias cancerigenas.
Usados como terapéutica em cancro de mama e do ovério (Zhang & Kanakkanthara, 2020).

Contudo ao longo dos anos as resisténcias aos tratamentos tém sido cada vez mais
notdrias. Assim novas técnicas tém sido estudadas para ultrapassar este problema no tratamento
clinico destas doencas oncoldgicas. Novos farmacos de origem natural, encontrados em plantas
tém sido estudados como novas opgdes terapéuticas.

Estudos realizados por Zhang & Kanakkanthara (2020) indicam resultados
promissores de atividade anticancerigena em comparacdo com os farmacos paclitaxel e
alcaloides da vinca. A curcumina € um composto bioativos encontrado na Curcuma longa, e
demonstrou ter atividade antiproliferativa, através da ligacdo direta a tubulina pela GTPases,
inibindo assim a proliferacdo da tubulina.

Ensaios realizados por Igbal et al., (2021) em murganhos, revelaram resultados
promissores de diminuicdo da incidéncia de tumores renais, através da supressao da lesao renal.
Assim tal como estes compostos bioativos tem atividade inibitéria da polimerizacdo da
tubulina, também a erucina segundo os estudos que fizemos aparenta ter potencial para ser
utlizado como farmaco promissor no tratamento do cancro nomeadamente o cancro renal
(Zhang & Kanakkanthara, 2020).

As terapéuticas farmacologicas instituidas para tratamento do cancro, tém sido cada
vez mais ineficazes, visto que os dados de multirresisténcia sdo cada vez mais elevados. Assim
€ importante pensar em alternativas a essas terapéuticas, mas também em alternativas que tornar
as terapéuticas que ja existem mais eficazes. Tentando minimizar as resisténcias cada vez mais

comuns aos tratamentos.
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Uma hipdtese estudada € a utilizacdo de nanoparticulas. Os autores Barinda et al.,
(2020) estudaram a atividade da curcumina como potencial agente antitumoral. Contudo
quando a curcumina é manipulada em nanoparticulas os resultados de acdo antitumoral
demonstram ser ainda mais promissores. Observou-se aumento da concentragdo de curcumina
no plasma e também o aumento da penetracdo da molécula no plasma (Liu et al., 2023).

Existe também evidéncia clinica de eficacia da curcumina no tratamento de cancro do
ovario. Os autores Liu et al., (2023) estudaram a curcumina como potencial farmaco no
tratamento do cancro no ovério. A utilizagdo de nanotecnologia demonstrou aumento da
biodisponibilidade de curcumina.

Outros bioativos estudados foram a quercetina, noscapina e as combrestatinas que
evidenciaram ser portadores de propriedades anticancerigenas. Apresentando propriedades
mais promissoras e eficazes que os taxanos e os alcaloides da vinca mais comummente usados

no tratamento farmacoldgico de tumores (Zhang & Kanakkanthara, 2020).

33



VANESSA ALEXANDRA PEREIRA MENDES
IMPACTO DA ERUCINA NO CITOESQUELETO DE CELULAS RENAIS

Capitulo 1V - Conclusao e Considerac6tes Finais

Perante os resultados obtidos parece existir evidéncia de que a erucina apresenta
potenciais propriedades anticancerigenas uma vez que esta parece atuar diretamente na
polimerizagdo dos microtubulos, e consequentemente afetar todos 0s processos dependentes
desse, como a migragéo/invasao e a proliferagéo celular.

O MTOC tem a funcéo de organizar a polimerizacdo da tubulina, fungédo esta que
parece estar comprometida a concentracGes de 80 UM de erucina. Os microtabulos sofrem
alteracdes na presenca de erucina, apresentando estrutura anormal o que altera a capacidade de
migracdo de células tumorais. A sua polimerizagdo parece ser diretamente afetada pela erucina.

O recurso a tecnologia de nanoparticulas tem sido cada vez mais observado. Existe
evidéncia de que é uma mais-valia no combate as multirresisténcias no tratamento do cancro.

Os autores Kaur et al., (2022) demonstraram nos seus ensaios que a utilizacdo de
paclitaxel em associagdo com erucina potencia o efeito terapéutico contra o cancro da mama.
Esta associacdo foi formulada em nanoemulsdo. Os resultados apresentados foram de que este
tipo de formulacdo pode ser uma alternativa promissora para tratamento de cancro resistente ou
como opcao de formulacdo para outras combinagdes de farmacos.

Em estudos futuros seria de valor aprofundar a combinacao da erucina com farmacos
antitumorais. Assim como a sua formula¢&o em nanoparticulas.

A formulacdo de erucina em nanoparticulas foi analisado em ensaios in vitro.
Nomeadamente em nanoparticulas cubossomais demonstrou-se eficaz segundo (Singh et al.,
2023).

Assim uma potencial estratégia para melhorar a terapéutica com erucina, pode ser
manipulacdo desta em nanoparticulas como potencial tratamento do cancro renal. Estudos
futuros sobre a utilizacdo de erucina em nanoparticulas é de grande importancia para um futuro
desenvolvimento de erucina como farmacos antitumoral renal ou desenvolvimento de derivados
de erucina manipulados em nanoparticulas.

A derivatizacao baseia-se na otimizacdo de compostos bioativos naturais que que ndo
sdo clinicamente viaveis. Exemplo disso é a utilizagdo do farmaco docetaxel, usado como
antineoplasico no tratamento do cancro do ovario e da mama.

A alteracdo da estrutura da erucina, pode ser também uma estratégia para tornar esta

molécula mais ativa e clinicamente viavel para tratamento de cancro renal (M. Guo et al., 2022).
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Assim, é possivel concluir que, estudos futuros devem explorar outro mecanismo de
acao antitumoral da erucina além da sua capacidade de inibicao da proliferacao celular ao nivel

do citoesqueleto.
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