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RESUMO

O estudo propde abordar o papel do cilio primario, uma organela com profunda influéncia no ciclo
celular, e sua correlacdo com a tumorigénese, mais especificamente no adenocarcinoma ductal
pancredtico - um tumor maligno derivado das células dos ductos pancredticos, responsavel por
95% dos tumores malignos do pancreas. O cilio primario desempenha uma fungao essencial na
regulacdo de vias oncogénicas, além de atuar como uma antena sensorial capaz de receber e
transmitir sinais para o interior da célula, influenciando seu comportamento celular para garantir o
adequado funcionamento do ciclo celular. Baseando-se na literatura cientifica, pretendemos
demonstrar como mutag¢des no complexo AURKA-HDAC estdo associadas a desmontagem do cilio
primario e a sua reintroducdo no ciclo celular apds o periodo de quiescéncia, resultando em
ciliopatias e desencadeando o desenvolvimento tumoral. Ao entender melhor os mecanismos
subjacentes a desregulacdo do cilio primario, podemos identificar alvos terapéuticos potenciais
para o tratamento do adenocarcinoma ductal pancredtico e outras doengas associadas as

ciliopatias.
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"The Influence of the Primary Cilium on Cell Cycle Regulation and Its Implication in the

Development of Pancreatic Ductal Adenocarcinoma”

ABSTRACT

The study proposes to address the role of the primary cilium, an organelle with a profound
influence on the cell cycle, and its correlation with tumorigenesis, more specifically in pancreatic
ductal adenocarcinoma — a malignant tumor derived from pancreatic duct cells, responsible for
95% of malignant pancreatic tumors. The primary cilium plays an essential role in regulating
oncogenic pathways and acts as a sensory antenna capable of receiving and transmitting signals
into the cell, influencing cellular behavior to ensure proper cell cycle function. Based on scientific
literature, we aim to demonstrate how mutations in the AURKA-HDAC complex are associated with
primary cilium disassembly and its reentry into the cell cycle after quiescence, resulting in
ciliopathies and triggering tumor development. By gaining a better understanding of the
underlying mechanisms of primary cilium dysregulation, potential therapeutic targets for treating

pancreatic ductal adenocarcinoma and other ciliopathy-associated diseases can be identified.
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INTRODUCAO

Presentes na maioria das células de mamiferos [2], os cilios primarios sdo estruturas imdveis e
singulares que se projetam da membrana apical das células. Eles atuam como antenas celulares
responsdveis pela captacdo e transducdo de sinais extracelulares, permitindo que as células
respondam adequadamente a estimulos do microambiente circundante. Ademais, o cilio também
possui importante participacdo na transducdo de sinalizacdo de vias oncogénicas, tais como as vias
de Sonic Hedgehog (Hh), Notch e Wingless (Wnt/B-catenina), influenciando, dessa forma,

diretamente no ciclo celular [1,3].

Estudos mostram que ciliopatias de primeira ordem, ou seja, mutagées em genes que codificam a
estrutura ciliar, influenciando sua funcdo, podem desencadear a carcinogénese [4]. A perda de
cilios foi associada a diversos tipos de tumores; o complexo Aurora cinase A + Histona Desacetilase
6 (AURKA-HDACSG), por exemplo, exerce um papel crucial na desmontagem dos cilios a medida que

as células saem do estado de quiescéncia e entram novamente no ciclo celular.

O ACDP, também conhecido como adenocarcinoma ductal pancreatico, € um tumor maligno
recentemente associado a perda de cilios primdrios que se origina nas células dos ductos
pancredticos, canais responsaveis por transportar os sucos digestivos do pancreas até o intestino
delgado [6]. Essa doenca é assintomatica nos estdgios iniciais, o que frequentemente resulta em

um diagndstico tardio.

Cerca de 95% dos tumores pancreaticos sdao malignos, tornando o cancer de pancreas uma das
principais causas de morte por cancer na América do Norte e na Europa. Diante disso, este
trabalho propde avaliar o papel das ciliopatias primarias no desenvolvimento do Adenocarcinoma
Ductal Pancreatico, uma vez que alteragdes no cilio primario, ou sua auséncia, estdo diretamente
associadas a progressao do ciclo celular. Esse trabalho se baseia na literatura cientifica recente,
com anadlise de artigos publicados em periddicos de relevancia internacional, visando sintetizar

conhecimentos e identificar avancos sobre o tema.



REVISAO DE LITERATURA
1. Cilio primario: estrutura e fungao

O cilio primdrio é uma organela imdvel presente na superficie de quase todas as células de
mamiferos [2]. Ele possui um arranjo de microtibulos 9+0, ou seja, 9 pares de microtubulos
externos, sem um par central. Essa estrutura, ilustrada na figura 1, pode ser encontrada em
células-tronco, epiteliais e endoteliais, além de estar presente no tecido conjuntivo, muscular e em
neurdnios. Além disso, difere da disposicdo 9+2 dos cilios mdveis, que possuem um par central de

microtubulos [8].

Eles sdo compostos por microtubulos, cuja construcdo e manutencdo sdo reguladas pelo processo
de transporte intraflagelar (IFT) [9]. Este processo depende principalmente das proteinas da familia
das cinesinas (KIFs). Nas células de mamiferos, a KIF3 é uma das KIFs mais abundantemente

expressas. Ademais, foram identificados dois complexos IFT: A e B [10].
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Figura 1. Estrutura do cilio primario. Configuracdo do axonema ciliar composto por 9 pares de
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microtubulos, sem um par central (9+0), que se forma a partir da projecdo da superficie celular. Os
carreadores de proteinas IFT-A (para a base) e IFT-B (para o apice) sdo responsdaveis por manter a
integridade dessa estrutura, que se divide em axonema e zona de transi¢ao. Fonte: Adaptado do autor
Amaral, Andressa & Onuchic, Luiz (2015).



O complexo IFT-A desempenha um papel vital no transporte retrégrado, enquanto o complexo
IFT-B esta envolvido no transporte anterégrado. O IFT-B se associa com a KIF3 para transportar
vesiculas do corpo ciliar até o topo, enquanto o IFT-A realiza o transporte inverso, do topo até a

base do corpo ciliar [10, 11, 12].

A funcdo dos cilios primarios envolve a detec¢do de sinais extracelulares, uma vez que estdao
acoplados a membrana plasmatica e atuam como antenas, recebendo sinais e os convertendo em
uma complexa cascata de sinalizagdo. Entre as vias de sinalizacao envolvidas estdao Sonic Hedgehog
(SHH), Notch e Wnt (canbnica e ndo canénica). Em pesquisas recentes [13], foi observado que, na
sinalizacdo SHH — fundamental para o desenvolvimento embriondrio e para a proliferacao celular

— foram identificados genes associados aos cilios, o IFT88 e KIF3a.



2. Regulagao da ciliogénese no ciclo celular
2.1. Processo de montagem

O processo de ciliogénese normalmente se inicia durante as fases G1/GO da interfase, com a
desativacdo da maquinaria do ciclo celular durante a quiescéncia [13], pois as células devem sair
do ciclo mitético para liberar os centriolos. Assim, o centrossomo migra em direcdo a superficie da
célula iniciando a ciliogénese, marcado pelo centriolo mae que estabelece um corpo basal para

ancorar o axonema ciliar [14].

Os cilios requerem um mecanismo abrangente para iniciar seu processo de montagem, conforme
demonstrado na figura 2, que envolve diversos conjuntos proteicos encarregados da regulacdo,
alongamento, integracdo e manutengdo ciliar. Nesse contexto, a montagem do cilio pode ser

categorizada em diferentes estagios.

Para a fase inicial da ciliogénese, destaca-se a participacdo dos reguladores proteicos centriolares,
como a Cp110, localizada em ambos os centriolos, mae e filha, responsavel por iniciar a formacao

dos cilios, uma vez que atua como regulador negativo de toda a cascata subsequente [13].
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Figura 2. Estagios da montagem do cilio primario; a) trafego, encaixe e extensdo da vesicula ciliar, b)
migra¢do do centrossomo, c) elonga¢do do axonema. Fonte: Adaptado do autor WANG; DYNLACHT, 2018.



A migracdo do centrossomo é impulsionada por forcas mecanicas geradas durante a
reconfiguracdo do citoesqueleto. Por exemplo, ocorre um aumento na nucleacdo e estabilizacdo

dos microtubulos que circundam o centrossomo, simultaneamente ao seu deslocamento [13].

A extensdo do axonema ciliar é mediada pelo processo de transporte intraflagelar (IFT), que
envolve o transporte bidirecional de proteinas essenciais para a integracdo e manutencdo da

estrutura do axonema ciliar, garantindo a regulacdo necessaria [15].

Destaca-se também o papel significativo do complexo BBsome, que se move em associacdo com o
complexo de IFTs através do axonema ciliar, atuando como um adaptador de carga entre a

membrana e a maquinaria IFT [13,16].



2.2 Processo de desmontagem

Ao entrar novamente na fase G1, durante a transicdo G1-S, ocorre um encurtamento rapido
e progressivo do cilio, culminando, por fim, em sua desapari¢ao durante a fase G2, como evidencia

a figura 3.
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Figura 3. Esquema de montagem e desmontagem do cilio primério no ciclo celular. Durante a fase G1/0, se
da inicio ao processo de ciliogénese. Ao reingressar na fase G1, durante a transi¢do G1/S, o cilio sofre um
répido e progressivo encurtamento e, por fim, desaparece na fase G2. Fonte: Adaptado de Sdnchez &
Dynlacht, 2016.

A proteina Aurora cinase A (AURKA) fosforila e ativa a histona desacetilase (HDAC6) [figura 4]. A
HDACS, por sua vez, executa a desacetilacdo e desestabilizacdo da tubulina no axonema, além de

afetar a cortactina, que, ao ser desacetilada, contribui para a polimerizacao da actina [16, 17].

Além disso, duas cinesinas apresentam a capacidade de desfazer a polimerizacdo dos

microtubulos: Kif2a e Kif24. A Kif2a é ativada por Plk1 durante a fase G2/M desencadeando a



desmontagem do cilio. J& a Kif24, identificada pela sua associagdo com CP110, exerce uma

regulagao negativa na formagao do cilio primario [16].
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Figura 4. Estagios da desmontagem do cilio primario; |) desestabilizacdo do cilio, ) ativacdo da Aurora A
(AurA), 1l1) bloqueio da re-ciliogénese. Fonte: Adaptado de SANCHEZ; DYNLACHT, 2016



3. Como o complexo AURKA-HDAC esta ligado ao ACDP

A perda de cilios primarios é frequentemente observada em células tumorais [18], incluindo as
células de adenocarcinoma ductal pancreatico (ACDP), sugerindo que sua integridade é essencial
para impedir a tumorigénese, uma vez que sua auséncia pode levar as células a um estado
hiperproliferativo, promovendo migrac¢ao e invasao. O complexo AURKA-HDAC, por sua vez, atua
no processo de desmontagem do axonema ciliar contribuindo, assim, para a continuidade do ciclo

celular com a reentrancia em G2/M [18, 16].

A Histona desacetilase 2 (HDAC2) é responsdvel pela regulacdo da expressdo génica, atuando na
remog¢ao de grupos acetil de residuos de lisina dentro de histonas. Segundo Scheiner e
colaboradores (2010), pesquisas mostram que a HDAC2 desempenha um papel na supressdo da
formacdao de cilios primdrios em células ACDP [19], pois esta possui a capacidade de regular
positivamente a expressao de Aurora cinase A (AURKA), que promove a desmontagem ciliar ao

controlar a inositol polifosfato5-5 fosfatase E. [5].

De acordo com um artigo publicado por Kobayashi e colaboradores (2017), a HDAC2 desempenha
um papel importante na inibicdo da ciliogénese primaria. Ao utilizarem siRNAs para silenciar a
expressao de HDAC2 em células Pancl, os pesquisadores observaram um aumento significativo na
formacdao de cilios primarios, sem que houvesse impacto no ciclo celular, na expressao de
marcadores apoptéticos ou na sinalizacdo de estresse celular. Esses achados sugerem que a HDAC2
exerce uma funcao especifica na regulacao da ciliogénese, sem comprometer outras vias celulares

essenciais [18].

Adicionalmente, o silenciamento da HDAC1 por meio de siRNA também foi realizado, mas,
diferentemente da HDAC2, observou-se um impacto negativo na formacdo dos cilios primarios,
impedindo sua restauracao. Esses resultados reforcam a ideia de que, especificamente em células
Pancl, a HDAC2 é a principal responsdvel pela supressdo da formacdo de cilios primarios,

enquanto a HDAC1 parece nao desempenhar o mesmo papel inibitério nesse processo [18].

Pesquisas recentes sugerem que o gene Kras, um dos oncogenes mais frequentemente mutados
no ACDP (com mais de 90% de incidéncia), contribui para a supressao dos cilios primarios por meio
de sua sinalizacdo [20]. Essa sinalizacdo ativa vias como MAPK/ERK e PI3K/AKT, que bloqueiam a

ciliogénese de diferentes formas. A via MAPK/ERK, por exemplo, promove a entrada constante das



células no ciclo celular, impedindo a quiescéncia, enquanto a via PI3K/AKT ativa a mTOR, o que
inibe ainda mais a formagdo dos cilios. Além disso, a ativacdo das vias MAPK/ERK e PI3K/AKT

também aumenta a expressao da proteina AURKA, intensificando a inibicdo da ciliogénese [5].

Contudo, experimentos mostraram que a deplecdo combinada de HDAC2 e Kras resultam em
maior ciliagdo do que a inativacdo isolada de cada gene. Isso sugere que HDAC2 influencia a
expressdao de AURKA independentemente de Kras. Ademais, o silenciamento tanto de HDAC2
quanto Kras, aumenta a quiescéncia celular devido a ciliagdo, indicando que ambos podem
promover a proliferacdo ao inibir a formacao de cilios primarios. Desse modo, o estudo afirma que
HDAC2 promove a perda de cilios primarios e a proliferacdo celular em PDAC, ao regular a

transcricao de AURKA de forma independente de Kras, como ilustrado na figura 5 [21].
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Figura 5. HDAC2 e Kras controlam positivamente a transcricdo de AURKA, responsdvel por induzir a
desmontagem de cilios primarios por meio de proteinas como HDAC2 em células ACDP. A inibicdo da
montagem ciliar pode promover proliferacdo e/ou sinalizagdo comprometida em células ACDP. Fonte:

Adaptado de Kobayashi et al.

Sabendo que AURKA fosforila HDAC6, que promove a desacetilacio e desmontagem dos
microtubulos ciliares, foram realizadas tentativas de inativar HDAC6 para preservar os cilios
primarios em células de adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), porém ndo tiveram sucesso. A
superexpressao de AURKA em varios tipos de cancer, incluindo o PDAC, pode levar a fosforilagao
de alvos inesperados, contribuindo para a perda dos cilios. Por isso, identificar os componentes

subsequentes de AURKA em células de PDAC pode auxiliar a entender melhor esse processo [20].



4. Desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos

Em humanos, a familia de desacetilases de histonas (HDAC) engloba 18 proteinas conhecidas que
atuam na remocdo de grupos acetil de diversas proteinas, tanto histona, quanto ndo-histonas,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo de vdrias funcbes celulares no
adenocarcinoma ductal pancredtico (ACDP). Os HDACs ganharam destaque como possiveis alvos
terapéuticos contra o cancer apds a descoberta de pequenos inibidores moleculares capazes de

induzir a diferenciacao celular, o que contribui para a supressao do crescimento tumoral [22].

Atualmente, diversos inibidores especificos de HDAC6 foram sintetizados com estruturas quimicas
semelhantes. Estes inibidores compartilham a presenca de um grupo de liga¢do ao zinco (ZBG) ou
grupo quelante, devido a dependéncia de HDAC pelo Zn?', por um grupo responsavel pelo
reconhecimento da superficie da enzima (cap) e uma ponte, de carbonos, conectora entre as

regioes ZBG e cap, conforme representado na figura 6 [23].
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Figura 6. Exemplo da estrutura quimica de um dos medicamentos, azul é representado por Cap, vermelho o
grupo responsavel pela ligacdo ao zinco e a parte preta é a ponte conectora entre cap e ZBG. Fonte:
Adaptado de Pulya et al.

Entretanto, o desenvolvimento de inibidores de histonas desacetilases (HDACis) tem sido
desafiador, visto que algumas dessas enzimas atuam como supressores tumorais, o que limita a
atuacdo dos HDACis como terapia seletiva, devido a sua ampla seletividade. Até o momento,
apenas ensaios de fase | de HDACis em ACDP foram propostos e nenhum progrediu para a fase

ou IV [22].

O Ricolinostato (ACY-1215) é o uUnico HDACis até entdo desenvolvido especificamente para a

HDAC6. Ao ser combinado com gemcitabina, mostrou resultados mais promissores em células



ACDP. No entanto, quando combinado com imunoterapia, ndo apresentou beneficios na
sobrevivéncia de camundongos. Além disso, existem controvérsias quanto a sua seletividade,

demandando mais estudos para maior compreensao e assertividade [22, 24, 25].

Duas alternativas tém sido propostas como perspectivas futuras para o uso de HDACis em ACPD,
sendo elas: O desenvolvimento de biomarcadores, para prever o progndstico do tratamento
durante a selegao do paciente levando ao desenvolvimento de tratamentos individualizados; e
também o direcionamento seletivo de HDACis, buscando melhorar sua seletividade e eficiéncia. As
tendéncias atuais visam elevar a eficacia destes HDACis combinando-os com quimioterapias,

radioterapias, terapias direcionadas e imunoterapias [22, 24].

Em outra andlise experimental publicada, os pesquisadores adotaram outra abordagem. Ao invés
de inibir diretamente as HDACs, abordaram a tentativa de inibir a proteina Aurora cinase (AURKA),
através do CCT137690 - um derivado de imidazo[4,5-b]piridina, em células de cancer pancredtico.
Dentre as 273 enzimas inibidoras de cinases avaliadas, a CCT137690 se destacou como a mais

eficiente na destruicdo das células cancerosas [26, 27].

Por isso, este inibidor foi testado em diversas linhagens celulares de cancer pancredtico, e de
células renais saudaveis, para avaliar seu impacto em morte celular programada, tais como
apoptose, autofagia, ferroptose e necroptose. As células tumorais do adenocarcinoma ductal
pancredtico foram injetadas em camundongos para comparar a eficdcia da promissora CCT137690

na destruicao de células cancerosas do pancreas [26].

Observou-se que o inibidor induziu morte celular programada nas células malignas por uma via
parecida com a necroptose, envolvendo RIPK1, RIPK3 e MLKL, além de reduzir o crescimento
tumoral nos camundongos. Esses resultados indicam que o inibidor direto de AURKA é um agente
promissor no tratamento de cancer pancredtico, especialmente para tumores altamente

resistentes a diversos tratamentos [26].

Todavia, levantamentos adicionais relacionados a toxicidade, farmacocinética, e outras
abordagens, serdo necessdrios para garantir a seguranca do composto para futuros pacientes.
Somente apos a conclusdo dessas etapas o medicamento poderd avangar para ensaios clinicos de

fase I, nos quais sua seguranca e dosagem ideal para consumo em humanos serao avaliadas.



CONCLUSAO

Ainda ha muitos estudos em desenvolvimento visando uma melhor compreensdo das ciliopatias na
carcinogénese. No entanto, é evidente que a manutencdo da estrutura do cilio primario,
especialmente por meio do complexo AURKA-HDAC, é essencial para o controle e a progressdo do
ciclo celular. Os complexos HDAC6 e HDAC2 mostraram-se particularmente significativos no
adenocarcinoma ductal pancreatico (ADCP). Portanto, a avaliagdo e o desenvolvimento de alvos

terapéuticos focados nesses complexos e no AURKA sdo de suma importancia.

Os inibidores das desacetilases de histonas (HDACis) e da Aurora cinase (AURKA) desempenham
um papel fundamental no desenvolvimento de potenciais terapéuticos no adenocarcinoma ductal
pancreatico (ACDP). O Ricolinostato, inibidor de HDAC6, mostrou resultados promissores quando
combinado com quimioterapicos, como a gemcitabina. Porém, sua eficacia ainda é limitada devido

ao seu amplo espectro de seletividade e, ademais, a falta de progresso em ensaios clinicos.

Por outro lado, a inibicdo de AURKA, através do CCT137690, demonstrou uma promissora
capacidade de induzir a morte celular programada em células tumorais pancredticas,
apresentando uma alternativa terapéutica. Entretanto, mais analises sdo necessarias para avaliar
sua seguranca, como a farmacocinética e a toxicidade, antes de avancar para ensaios clinicos em

humanos.
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