
 
 

 

     

 
 
 
 
 

INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 
Pós-Graduação em Oncologia 

 
 
 
 
 
 
ADRIANA SARTORIO GEHREN 
 

 

Papel do partenolídeo na redução do potencial maligno de células de câncer colorretal 

 

 

 

 

 

 
 

 

Orientador:  Dr. José Andés Morgado Díaz 

Coorientador: Dr. Waldemir Fernandes de Souza  

              

 

 

 

 

  

RIO JANEIRO 

2015 

 

 
Ministério da Saúde 
Instituto Nacional de Câncer 
Coordenação de Pós-graduação 



ii 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 
Pós-Graduação em Oncologia 

 
 
 
 
 
 
ADRIANA SARTORIO GEHREN 
 

 

Papel do partenolídeo na redução do potencial maligno de células de câncer colorretal 

 
 
 

 

Dissertação apresentada ao Instituto Nacional de 

Câncer como parte dos requisitos para obtenção do 

título de Mestre em Oncologia. 

 
 

 

Orientador:  Dr. José Andés Morgado Díaz 

Coorientador: Dr. Waldemir Fernandes de Souza                              

 

 

 

 

 

RIO DE JANEIRO 

2015 

 

 
Ministério da Saúde 
Instituto Nacional de Câncer 
Coordenação de Pós-graduação 



iii 
 

 

 
 
 
 
 

INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER 
Pós-Graduação em Oncologia 

 
 
ADRIANA SARTORIO GEHREN 
 

   
PAPEL DO PARTENOLÍDEO NA REDUÇÃO DO POTENCIAL MALIG NO DE 

CÉLULAS DE CÂNCER COLORRETAL 
 
 
  

ORIENTADOR: Dr. José Andés Morgado Díaz 
COORIENTADOR: Dr. Waldemir Fernandes de Souza  

 
 
 

 

Aprovada em: _____/_____/_____ 
 

 

 

EXAMINADORES:   

 

Prof. Dr(a)      
Prof. Dr(a)       
Prof. Dr(a)        
Prof. Dr(a)        
Prof. Dr(a)     
 
 
     

 

RIO DE JANEIRO 
2015 

 
Ministério da Saúde 
Instituto Nacional de Câncer 
Coordenação de Pós-graduação 



iv 
 

DEDICATÓRIA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A  Deus, à minha amada mãe, da qual sinto 
imensas saudades e à minha futura família. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



v 
 

AGRADECIMENTOS 
 

Agradeço a Deus, por sua presença em minha vida de forma tão concreta, por toda Sua 

graça e inspiração. 

À minha mãe (in memorian), por sua vida dedicada às filhas, por seu exemplo de luta e 

fé que me impulsionaram até aqui. 

Ao meu orientador Dr. José Andrés Morgado, por toda a confiança e apoio diante de 

tantos desafios impostos neste período, pelas oportunidades dadas a mim para 

crescimento profisional e pessoal, com certeza levarei para toda vida esta amizade! 

Ao meu coorientador Dr. Waldemir Fernandes de Souza, por todo seu apoio científico e 

humano desde quando comecei minha tragetória no mundo da pesquisa, obrigada por 

sua genorosidade! 

À todos os amigos do laboratório conquistados e que me conquistaram com suas 

batalhas, irreverência extrema, preocupação e interesse uns pelos outros. De fato uma 

família BIOEST. Cada um de modo especial marcou minha caminhada até aqui. Aos 

colegas de outros laboratórios que foram tão generosos e também contribuiram para 

minha formação e crescimento científico. 

À todos os professores que passaram por minha vida. 

Aos colegas com os quais pude compartilhar um pouco do conhecimento adquirido 

neste período e que também foram fonte de conhecimento e descobertas. 

Agradeço de modo muito especial às minhas "amigas de quarto" amigas para a vida, 

Mariana, Suellen e Cássia que estiveram ao meu lado desde o início compartilhando 

dores e vitórias, medos e ímpetos de auto-confiança, me ajudando a ponderar, sendo 

meu laboratório da vida real, me ajudando a desbravar o terreno da convivência, foram 

muitas gargalhadas e papos-cabeça. Obrigada meninas! 

Aos amigos da vida, em especial Marcela e tio Lino, e a todos que também foram meu 

apoio mesmo sem compreender todas minhas aflições nesta vida científica, mas 

tolerando e desculpando todos os encontros cancelados. 

À minha irmã e sobrinhos, por serem também parte desta vitória! 

 

 

 

 

 



vi 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

INSTITUTO NACIONAL DE CÂNCER  
 

PAPEL DO PARTENOLÍDEO NA REDUÇÃO DO POTENCIAL MALIG NO DE 
CÉLULAS DE CÂNCER COLORRETAL 

 
RESUMO 

  

Adriana Sartorio Gehren 
 

O câncer colorretal constitui uma das principais causas de câncer no Brasil e no mundo. 
O microambiente inflamatório desempenha um importante papel na iniciação, promoção 
e progressão deste tipo de câncer. O TNF-α é um componente deste microambiente e 
conhecido por ativar via NF-κB. Neste contexto, o partenolídeo, uma lactona 
sesquiterpênica, com importante função anti-inflamatória por inibir a via NF-κB, 
apresenta-se como uma promissora molécula anticâncer por prevenir progressão no 
ciclo celular, migração, invasão e sobrevivência de células tumorais. No entanto, seus 
efeitos no câncer colorretal necessitam ser melhor definidos. O objetivo  do presente 
estudo foi analisar  a ação do partenolídeo na reversão de características pró-tumorais 
em células derivadas de câncer colorretal, Caco-2, HT-29 e HCT-116.  Nossos 
resultados mostram que a atividade de NF-κB está diferencialmente ativa entre as 
diferentes linhagens de células de câncer colorretal e que a resposta citotóxica ao 
tratamento com partenolídeo está relacionada com essa  ativação.  O partenolídeo foi 
capaz de prevenir a ativação da via NF-κB induzida por TNF-α através da redução da 
fosforilação do IκBα nas linhagens Caco-2 e HT-29, porém parece ter outro alvo 
inibitório nas células HCT-116, pois estas não apresentaram redução na translocação 
nuclear de NF-κB. Além disso, foi observado que o partenolídeo reduz  o potencial 
proliferativo em todas as linhagens e invasivo nas células HT-29 e HCT-116, assim 
como inibe a  desorganização da E-caderina nos contatos intercelulares destas células. 
Finalmente,  o uso concomitante de PTL e TNF-α parece acentuar a redução de 
características associadas com progressão de câncer, como a proliferação e a invasão.  
Em conclusão,  nossos achados sugerem que o partenolídeo, por inibir a via NF-κB, 
pode controlar importantes eventos celulares relacionados a progressão tumoral, tais 
como proliferação, invasão e desorganização da  adesão célula-célula. Este composto 
possui uma promissora ação antitumoral, podendo ser futuramente aplicado no 
tratamento alvo-específico de pacientes com câncer colorretal que apresentem ativação 
aumentada na via de sinalização NF-κB. 
 
Palavras-chaves: Câncer colorretal, partenolídeo, NF-κB, progressão tumoral, E-
caderina. 
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PARTHENOLIDE ROLE IN REDUCING THE MALIGNANT POTENTI AL OF 
COLORECTAL CANCER CELL 

 
ABSTRACT 

 
Adriana Sartorio Gehren 

 
 
Colorectal cancer is one the main cancer types in Brazil and world. Inflammatory 
microenvironmet plays an important role in the initiation, promotion and progression of 
this cancer. TNF-α is an important constituent of this microenvironment, which is 
known as activator of NF-κB pathway. In this context, the parthenolide, a sesquiterpene 
lactone that have anti-inflammatory function through NF-κB inhibition, presents 
promising anticancer properties for preventing cell cycle progression, migration, 
invasion and cell survival. However, the effects on colorectal cancer need to be best 
understood. This study aims to analyze the parthenolide action reversing pro-tumor 
characteristics of Caco-2, HT-29 and HCT-116 colorectal cancer cells. Our results 
shown the NF-κB pathway is differentially active among cell types of colorectal cancer 
and citotoxic response to parthenolide treatment has relationship with this level of 
activation. Parthenolide was able to prevent  the TNF-α induced-activation NF-κB 
pathway through to decrease IκBα phosphorilation in Caco-2 and HT-29, but seem have 
another inhibitory target in HCT-116 cells, because it did not observed reduction of NF-
κB nuclear in these cells. Futhermore, we observed that parthenolide reduces 
proliferation in all cells and reduces invasion in HT-29 and HCT-116 cells, as well as 
inhibits E-cadherin disorganization in cell-cell contacts. Ultimately,  parthenolide 
together TNF-α seems accentuate the decrease features associated with cancer 
progression, proliferation and invasion. In conclusion, we data suggest that parthenolide 
by NF-κB pathway inhibition, may control important cell events related with tumoral 
progression, such as proliferation, invasion and adhesion cell-cell disorganization. This 
compound has a promising antitumoral action, can be further applied to target specific 
treatment of patients with colorectal cancer showing increased activation in the NF-κB 
signaling pathway. 
 
Keywords: Tumor progression, colorectal cancer, parthenolide, NF-κB, E-cadherin. 
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1 - INTRODUÇÃO 

 
1.1 - Câncer Colorretal 

 
1.1.1 - Epidemiologia, mortalidade e fatores de risco  

 

No último século o mundo sofreu uma transição epidemiológica onde doenças 

infecto-parasitárias deixaram de ser a principal causa de morte e deram lugar a doenças 

crônico-degenerativas, dentre elas o câncer. Este cenário deve-se ao avanço no 

desenvolvimento tecnológico, melhor acesso a tratamento de doenças e diagnóstico 

precoce, bem como aumento da expectativa de vida, com consequente aumento de 

exposição a carcinógenos.  No mundo, países desenvolvidos e em desenvolvimento 

sócio-econômico, como o Brasil, o câncer representa a segunda causa de morte, ficando 

atrás somente das doenças cardiovasculares (BISHEHSARI et al., 2014).  Neste 

contexto, a nível mundial, o câncer colorretal (CCR) configura-se como o terceiro mais 

frequente entre os homens e o segundo entre as mulheres e constitui a quarta principal 

causa de morte por câncer em homens e a terceira em mulheres (GLOBOCAN, 2015), 

representando aproximadamente 10% das causas de morte por câncer CCR (HAGGAR; 

BOUSHEY, 2009; TARRAGA; ALBERO; MONTES, 2014). O Brasil apresenta taxas 

de mortalidade e frequência semelhante a mundial, com ocorrência estimada de 15.070 

novos casos em homens e 17.530 em mulheres, em 2014 (Tabela 1). (GLOBOCAN, 

2015; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014).  

 

Tabela 1. Taxas brutas de incidência de câncer, segundo localização primária estimadas para 2014 
no Brasil por sexo, exceto pele não melanoma.  

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Ministério da Saúde, 2014. 
  

Esta neoplasia apresenta bom prognóstico com índice de cura de 90%, se 

diagnosticada precocemente, sem acometimento de linfonodos e órgãos à distância. No 
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Brasil, a sobrevida em 5 anos é de 55%. Já em países desenvolvidos, como os Estados 

Unidos, a sobrevida é 64,9%, e em países da Europa Ocidental e Austrália estas taxas 

tendem a aumentar (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2014; DESANTIS et al. 2014). 

Enquanto estes países estão apresentando um declínio nas suas altas taxas de incidência 

de CCR, graças a investimentos na detecção precoce e remoção de lesões pré-malignas, 

países em desenvolvimento têm apresentado um aumento nestas taxas, como observado 

em países da América do Sul, Ásia e África (JEMAL et al., 2011).  

O tratamento do CCR varia de acordo com o local e estadiamento ao 

diagnóstico.  Em estágios iniciais I e II o tratamento de escolha é a ressecção radical 

com linfadenectomia sem adição de outro tratamento. Em estádios mais avançados III e 

alguns no estádio II do câncer de cólon, a cirurgia é seguida por quimioterapia, para 

reduzir o risco de recorrência. Em contraste, no câncer de reto é realizado um 

tratamento prévio com quioterapia combinado a radioterapia seguido da ressecção 

cirúrgica nos estádios II e III. A quimioterapia é o principal tratamento em pacientes 

com CCR avançado e o crescimento na validação de drogas alvo-específicas, como os 

anticorpos monoclonais, tem contribuído para o tratamento do CCR metastático 

(DESANTIS et al., 2014). Diversos protocolos de tratamento para CCR utilizam como 

agentes antineoplásicos os seguintes quimioterápicos: 5-Fluouracila, oxaliplatina, 

irinotecano e cisplatina combinada a radioterapia. Além destas drogas, algumas 

moléculas alvo-específicas, classificadas como anticorpos monoclonais, têm sido 

utilizadas no tratamento de CCR mestastático, tais como, bevacizumabe, anti-VEGF, 

cetuximabe e panitumumabe, ambos anti-EGFR (EDWARDS et al., 2012). 

O CCR é uma doença heterogênea de origem em múltiplas alterações genéticas 

e epigenéticas, que convergem para alterações na regulação de genes envolvidos com 

crescimento e diferenciação celular (MUNDADE et al., 2014). Diversos fatores de risco 

estão associados com a maior incidência do CCR, alguns dos quais o indivíduo não 

pode controlar, como a idade e fatores hereditários, e outros modificáveis que estão 

associados ao estilo de vida.  

A idade tem maior impacto sobre o desenvolvimento do CCR a partir dos 40 

anos, atingindo uma maior incidência entre 60 e 70 anos, quando passa a apresentar um 

risco 50 vezes maior de desenvolvimento desta doença (HAGGAR; BOUSHEY, 2009). 

As síndromes hereditárias, outro fator de risco não modificável, estão associadas com 5-

10% dos CCR, normalmente acometendo indivíduos mais jovens. Essas síndromes 

podem ser de origem poliposa, como a polipose adenomatosa familial (FAP, do inglês 
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Familial Adenomatous Poliposis), que representa cerca de 1% dos cânceres 

hereditários; ou de origem não poliposa, como a síndrome de Linch ou câncer colorretal 

hereditário sem polipose (HNPCC, do inglês Hereditary Nonpolyposis Colorectal 

Cancer), que representa cerca de 2-6% dos CCR (HAGGAR; BOUSHEY, 2009; 

TARRAGA; ALBERO; MONTES, 2014). Entre outras síndromes hereditárias mais 

raras, podemos citar as síndromes de Gardner e de Turcot (ESPLIN, 2014). 

Doenças inflamatórias do intestino, como a colite ulcerativa e doença de 

Crohn, também são consideradas fatores de risco, tendo em vista que aumentam em 4 a 

20 vezes a chance de desenvolver CCR. Histórico familiar de CCR também é apontado 

como um fator de risco, sendo observado em aproximadamente 20% das pessoas que 

desenvolvem esta doença (SILLA, 2014). Embora as razões ainda não sejam claras, a 

etiologia dos 20-30% dos CCRs hereditários parece ter relação com a herança de genes 

de baixa penetrância, porém mais comuns do que aqueles das síndromes bem 

caracterizadas. Polimorfismos em genes que regulam o metabolismo ou em genes que 

são regulados por fatores ambientais ou genéticos podem ser citados como estes genes 

de baixa penetrância, assim como alterações em múltiplos locis que apresentam efeito 

aditivos no acúmulo de mutações. Estas mutações genéticas de baixa penetrância, a 

mesma exposição repetitiva a fatores de risco e ou a combinação de ambos podem 

explicar esta condição ainda não totalmente compreendida (JASPERSON et al., 2010).  

Apesar disso, a maior parte dos CCRs não apresentam relação com nenhum 

dos fatores acima mencionados, sendo enormemente influenciados por fatores 

ambientais relacionados ao estilo de vida e hábitos alimentares, são denominados 

esporádicos e correspondem a 70-85% dos CCRs. Sabe-se que uma dieta rica em 

colesterol, carne vermelha e baixo consumo de vegetais, cálcio, ácido fólico e vitamina 

B6, ou alto consumo de bebidas alcoólicas, tabagismo, sedentarismo, sobrepeso e 

obesidade são os fatores de risco que mais têm contribuído para o aumento da 

incidência deste tipo de câncer (HAGGAR; BOUSHEY, 2009; TARRAGA; ALBERO; 

MONTES, 2014). 

Dessa forma, pode-se notar que o CCR é uma doença que apresenta uma ampla 

gama de fatores de risco que podem induzir alterações genéticas e epigenéticas, 

resultando na modificação do padrão de expressão ou regulação de moléculas 

envolvidas com a modulação de processos fisiológicos. O papel dessas alterações será 

discutido a seguir. 
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1.1.2 - Alterações moleculares 

 

As principais vias envolvidas no acúmulo de mutações e instabilidades 

genômicas que resultam no CCR são 3: 1) Instabilidade cromossômica (CIN do inglês, 

Chromossomal Instability), que ocorre em 80-85% dos CCRs, apresentando alterações 

no número e estrutura dos cromossomos, acompanhada frequentemente pela perda de 

heterozigosidade. Esta via está relacionada com a progressão clássica adenoma-

carcinoma. Apresentando perda de genes supressores tumorais, tais como APC e p53, e 

ativação de proto-oncogenes, como KRAS, c-Src e c-Myc; 2) Instabilidade de 

microssatélites (MSI do inglês, Microsatellite Instability) ou fenótipo hipermutador, que 

ocorre em 10-15% dos casos, é caracterizada pelo  acúmulo de mutações em regiões 

ricas em repetições de nucleotídeos, chamadas regiões de microssatélites. Nesta 

condição, o complexo MMR (do inglês, Mismatch Repair) é incapaz de corrigir estes 

erros frequentes durante a replicação de DNA,  impossibilitando a replicação fidedigna 

da fita. Dentre os genes importantes para a formação deste complexo que podem estar  

silenciados ou mutados são: MLH1, MSH1, MSH6 e PMS2. Semelhante ao CIN, um dos 

primeiros eventos na progressão do CCR em MSI é a perda de função do produto do 

gene APC; e 3) Hipermetilação das ilhas CpG (CIMP do inglês, CpG Island Metilator 

Phenotype), também denominado fenótipo serrátil, ocorre em aproximadamente 40% 

dos casos. Além de sua apresentação clínica diferir das vias anteriores, também é 

marcado pela presença de mutação em BRAF e silenciamento de genes envolvidos na 

diferenciação celular, reparo de DNA e controle do ciclo celular, mas não mutação em 

APC. Acreditava-se que estas vias eram excludentes entre elas, porém tem-se 

identificado que podem ocorrer simultaneamente (ARVELO, 2015; SILLA, 2014). A 

figura 1 mostra a sequência de evolução do tumor para cada uma das vias citadas. 
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Figura 1. Vias de instabilidade genômicas envolvidas na progressão do CCR. A) Progressão 
adenoma-carcinoma clássica encontrada em tumores com instabilidade cromossômica; B) Progressão 
adenoma-carcinoma apresentando alterações iniciais decorrentes de instabilidade de microssatélites; C) 
Progressão adenoma-carcinoma característica de alterações iniciadas por um fenótipo de hipermetilação 
das ilhas CpG. Adaptado MUNDADE et al, 2014. 

 

Em decorrência destas instabilidades genômicas, diversas vias de sinalização 

serão progressivamente alteradas. Na evolução clássica da progressão do CCR, 

denominada progressão adenoma-carcinoma, ocorre a mutação ou silenciamento no 

gene APC, um supressor tumoral envolvido na regulação da proliferação celular, o que 

leva a um acúmulo no citoplasma da β-catenina, que logo é translocada para o núcleo, 

aumentando a ativação da via Wnt/β-catenina. No núcleo, a β-catenina atua como um 

cofator transcricional, ativando genes envolvidos com a proliferação celular, além disso 

a perda de seu papel na adesão célula-célula contribui para processos invasivos e 

metastáticos (MORIN, 1999; MUNDADE et al., 2014). Neste modelo da sequência 

adenoma-carcinoma, ocorrerá também um acúmulo de mutações em proto-oncogenes, 

tais como KRAS, c-Src e c-Myc. Como consequência disso, diversas vias de sinalização 

apresentam-se ativadas e conferem  maior potencial migratório e de sobrevida, assim 
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como perda da diferenciação celular a partir da ativação de um programa morfogenético 

conhecido como transição epitélio-mesequimal (EMT, do inglês, Ephitelial-

Mesenchymal Transition) (MUNDADE et al., 2014). Durante esse processo, as células 

epiteliais passam a apresentar gradualmente um fenótipo mesenquimal, sendo observado 

uma diminuição da expressão proteica de marcadores epiteliais, como E-caderina, ZO-1 

e claudinas, e aumento da expressão proteica de marcadores mesenquimais, como 

vimentina, fibronectina e N-caderina (MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 2010). 

Uma etapa inicial da EMT é a perda do sistema de adesão célula-célula, reflexo da 

desorganização do complexo juncional apical.  

 

1.2 - Complexo Juncional Apical 

 

As células epiteliais polarizadas apresentam uma região apical e outra baso-

lateral, mantidas através da adesão intercelular bem estabelecida. A estrutura 

responsável pela manutenção da polaridade celular é denominada Complexo Juncional 

Apical (CJA), constituído pelas Junções tight (JTs) e Junções aderentes (JAs). A figura 

2 ilustra a composição molecular desta estrutura, onde pode-se observar a interconexão 

deste complexo ao citoesqueleto de actina (JANG, 2014; MIYOSHI; TAKAI, 2008). A 

perda da adesão célula-célula tem sido amplamente assumida como um ponto chave na 

progressão do câncer epitelial, mais particularmente o CCR (MCCAFFREY; 

MACARA, 2011).  
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Figura 2. Complexo Juncional Apical. Esquema mostrando o complexo juncional apical, destacando os 
constituintes moleculares das junções tight e junções aderentes. Adaptado de (NEUNLIST et al., 2012). 

 

 

1.2.1 - Junções Aderentes 

 

No CJA, as JAs estão localizadas logo abaixo das JTs  (Fig. 2) e desempenham 

uma importante função no estabelecimento da adesão célula-célula, a fim de preservar a 

arquitetura tecidual (VOGELMANN; NELSON, 2005). A proteína central nesta 

estrutura é da família das caderinas, que em células epiteliais diferenciadas é 

classificada como E-caderina. A E-caderina é  uma proteína transmembrana com 

interação homofílica em sua cauda extracelular de maneira cálcio dependente, e em sua 

cauda citoplasmática interage com o  citosesqueleto de actina através de proteínas, tais 

como, p120, α e β-cateninas e vinculina, contribuindo para estabilidade da estrutura 

celular. As proteínas cateninas são responsáveis pela estabilidade da E-caderina nos 

contatos intercelulares assim como intermediam a sua interação com a F-actina, 

contribuindo para regulação deste tipo de citoquesqueleto (PERTZ et al., 1999; 

TAKEICHI, 2014). 

Estudos têm demonstrado que a estabilização da E-caderina nas JAs é mantida 

por sua ligação a p120 catenina, a qual se liga no domínio justamembranar da E-

caderina. A perda da interação entre essas duas proteínas leva a internalização da E-
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caderina, por via endocítica, a qual poderá ser conduzida a uma via de reciclagem ou 

degradação proteolítica  (NELSON, 2008; TAKEICHI, 2014). 

A adesão célula-célula é bastante dinâmica durante processos morfogenéticos, 

possibilitando uma maior reorganização do tecido e motilidade celular. Na fase adulta 

do indivíduo também é possível observar a regulação dinâmica dessas junções durante 

processos fisiológicos, como na cicatrização de feridas; e em processos patológicos, 

como o câncer. No câncer a perda desta adesão célula-célula pode estar relacionada ao 

desenvolvimento da EMT, apontando a importância para o estudo das vias envolvidas 

na regulação deste evento. 

A integridade estrutural do complexo caderina-catenina é regulada por 

quinases que se encontram desreguladas no contexto tumoral. Quando a E-caderina é 

fosforilada nos resíduos de serina (S684, S686, S692) na região citoplasmática pelas 

quinases GSK3β e CKII, a afinidade pela proteína β-catenina é aumentada. Por outro 

lado, quando a β-catenina é fosforilada em domínios tirosinas (T489, T654) por Src ou 

EGFR (do inglês, Epidermal Growth Factor Receptor) no resíduo T654 e pela proteína 

tirosina quinase Abl (do inglês, Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) no 

resíduo T489, sua afinidade pela E-caderina é diminuída, causando uma ruptura na 

interação desta proteína com o citoesqueleto de actina e redistribuição celular 

(NELSON, 2008).  

No CCR, em etapas iniciais aproximadamente 70% dos tumores são marcados 

pela perda de APC com ativação exacerbada da via de sinalização Wnt/β-catenina e em 

sua progressão é observado menor expressão da E-caderina, assim como também sua 

localização celular. Da mesma forma alguns estudos recentes têm relatado um aumento 

da β-catenina no compartimento nuclear e citoplasmático (CHEN et al., 2013; HUELS 

et al., 2015). 

Na progressão do câncer, tem sido relatada a repressão transcricional da E-

caderina por fatores de transcrição,  como o SNAIL e os membros da família TWIST, 

os quais têm sido identificados como importantes reguladores da EMT (NELSON, 

2008). Além disso,  membros das JAs também são capazes de regular vias de 

sinalização importantes para proliferação e diferenciação celular, como a via das MAPK 

e NF-κB (Fig. 3) (STEPNIAK; RADICE; VASIOUKHIN, 2009). 
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Figura 3. Vias de sinalização reguladas por membros das junções aderentes. A figura mostra as 
principais proteínas envolvidas na constituição das junções aderentes regulando negativa e positivamente 
vias de sinalização importantes para regulação da homeostase celular. Estas vias de sinalização regulam a 
sobrevivência, proliferação e motilidade celular e estabilização dos microtúbulos. Adaptado de 
(STEPNIAK; RADICE; VASIOUKHIN, 2009) 
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1.3 - Via de sinalização NF-κB 

 

A via de sinalização do fator nuclear κappa B (NF-κB, do inglês, Nuclear 

Factor Kappa B) está associada a iniciação, promoção e progressão do câncer, seja por 

exposição a um microambiente constantemente inflamado, que leva a uma exigência 

maior de renovação tecidual com aumento da proliferação celular, ou seja por fatores 

liberados pelas células tumorais que propiciam uma atividade constante desta via, como 

forma de perpetuar o tumor (XIAO; FU, 2010). 

O NF-κB é composto por uma família de subunidades de fatores de transcrição 

que regulam a expressão de diversos genes envolvidos na resposta inflamatória e imune, 

crescimento e desenvolvimento celular. Os membros desta família são RelA (p65), c-

Rel, RelB, p50 (precursor p105) e p52 (precursor p100), os quais podem formar homo 

ou heterodímeros. A diversidade de membros demonstra uma estratégia para a 

regulação seletiva através da expressão diferencial específica entre eles. Os membros 

RelA, c-Rel e RelB possuem uma região C-terminal de transativação (TAD, do inglês 

Transactivation Domain), que permite ativar a expressão de genes alvos. Já os membros 

p50 e p52 possuem uma região de repetição contendo o domínio ankyrin (ARD, do 

inglês Ankyrin Repetition-Domain) ao invés do TAD, e quando estão associados na 

forma homodimérica não são capazes de ativar a expressão de genes alvos 

(NAPETSCHNIG; WU, 2013; SEN; SMALE, 2010). Em mamíferos, o complexo mais 

encontrado é o heterodímero p65/p50 (PAHL, 1999). 

O NF-κB encontra-se inibido no citoplasma de células não estimuladas, ligado 

ao inibidor natural desta via, os I-κBs (do inglês Inhibitor κB). Existem sete membros 

na família I-κB:o I-κBα, I-κBβ, BCL-3, I-κBγ, I-κBε e as precursoras p100 e p105, 

sendo estas duas últimas proteínas caracterizadas pela presença de cinco ou sete 

repetições akyrin com conformação cilindrica que se liga ao domínio de dimerização. 

Todos os I-κBs reconhecem o NF-κB por sua região ARD e quando acoplados a 

subunidade p65 do hetrodímero NF-κB, por exemplo, sofrem uma mudança 

conformacional e adotam uma forma fechada, causando inibição alostérica (HAYDEN; 

GHOSH, 2004; NAPETSCHNIG; WU, 2013). A ativação da via NF-κB pode ocorrer 

por uma variedade de estímulos associados a estresse e injúria celular, através de 

indutores tais como as citocinas TNF-α (do inglês, Tumor Necrosis Factor α) e IL-1β 

(do inglês, Interleukin 1β); produtos bacterianos e virais, tais como LPS 

(lipossacarídeos), efingomielinase, dupla fita de RNA e proteína Tax do vírus HTLV-1 
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(do inglês, Human T-cell Leukimia Virus 1); estímulos pró-apoptóticos e necróticos, tais 

como ROS (do inglês, Reactive Oxygen Species); radiações ultravioleta e gama (SUN; 

ANDERSSON, 2002).  

Sob estímulo, ocorre a ativação dos receptores de membrana, tais como 

receptores de TNF-α ou IL-1β, desencadeando o recrutamento de TRAFs (do inglês, 

TNF-α receptor-associated Factor), que levam a ativação das IKKs (do inglês, IκB 

Kinase). Na via clássica, a IKKγ ou NEMO (do inglês NF-κB Essential Modifier) está 

acoplado ao complexo IKKα e IKKβ, exercendo uma função regilatória sobre ele. A 

atividade poliubiquitinadora de RIP (do inglês, Receptor-Interating Protein), ativa a 

TAK, (do inglês, Transforming Growth Factor β Activated Kinase 1), que fosforila 

IKK β, o qual fica ativo para fosforilar o IκBα/β. A partir da fosforilação das IκBs, elas 

serão reconhecidas e ubiquitinadas por uma E3 ubiquitina ligase, induzindo uma 

posterior degradação via proteassoma 26S, liberando o NF-κB para translocar para o 

núcleo (Fig. 4) (ADHIKARI; XU; CHEN, 2007; OECKINGHAUS; HAYDEN; 

GHOSH, 2011).  
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Figura 4. Via de sinalização NF-κB. O esquema  mostra a via canônica (à esquerda), demonstrado a 
ativação  do receptor de TNF-α,  e é caracterizado pela presença do complexo NEMO/IKK α/IKK β; e a 
via não canônica (à direita)  caracterizada pela presença da proteína NIK (do inglês NF-κB inducing 
kinase) IKKα e RelB (Adaptado OECKINGHAUS, HAYDEN e GHOSH 2011).  

 

No núcleo, o NF-κB reconhecerá as regiões promotoras de genes alvos, 

ativando a  transcrição destes genes. Ao todo, são mais de 150 genes que podem ser 

regulados por este fator transcricional, e em resumo estão envolvidos na expressão de 

citocinas, imunorreceptores, moléculas de adesão celular, genes de resposta ao estresse, 

reguladores de apoptose, fatores de crescimento e seus moduladores, fatores de 

transcrição como c-myc, p53, enzimas tais como colagenase I e gelatinase, e outros 

como, ciclinas D1 e D3, laminina B2 e vimentina  (PAHL, 1999). 
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Diversos receptores estão envolvidos com a ativação desta via, dentre eles 

podemos citar: o TNFR, IL-1R (do inglês, Receptor Interleukin-1), TLR (do inglês, 

Receptor Toll-like), CD-40 (do inglês, Cluster of Differentiation 40) e BAFF-R (do 

inglês, B-cell Activating Factor Receptor). Um ativador clássico da via NF-κB é o TNF-

α. Esta citocina apresenta-se como uma proteína integral de membrana ou como uma 

citocina solúvel liberada após uma clivagem proteolítica. Os receptores do TNF-α são 

classificados como TNFRI encontrado na maioria das células do corpo e é ativado pelo 

ligante solúvel, e como TNFRII o qual é expresso primariamente nas células 

hematopoiéticas e é ativado principalmente pelo ligante integrado a membrana. A 

ativação da via por TNFRI pode ter dois diferentes resultados finais  que dependerão do 

contexto celular. A ativação de NF-κB, em um contexto normal, promove a transcrição 

de importantes reguladores negativos da apoptose frente, por exemplo, a altos níveis de 

ROS, neste caso se a resposta celular não for satisfatória ocorrerá o desencadeamento de 

vias pró-apoptóticas mais tardias. Neste contexto o TNF-α é uma molécula importante 

na comunicação durante a resposta de defesa celular, inflamação e organogênese. 

Porém, diversas condições patológicas, incluindo o câncer, são caracterizadas por um 

desbalanço entre a sobrevivência e apoptose celular. Este evento, em alguns casos, tem 

sido associado a aumento plasmático desta citocina. (BALKWILL, 2006). 

Os primeiros relatos relacionados a importância desta via no câncer foi em 

leucemias, a descrição do próprio NF-κB foi em células B leucêmicas (SEN; 

BALTIMORE, 1986). Entretanto, atualmente, diversos artigos vêm relacionando a 

atividade desta via em diversos tipos de cânceres epiteliais, tais como, próstata, pele, 

fígado, mama e intestino (BISWAS et al., 2004; JIN et al., 2013; LUEDDE; 

SCHWABE, 2011; SAKAMOTO; MAEDA, 2010). 

 

1.3.1 - Via NF-κB e Câncer Colorretal 

 

No CCR, assim como nos demais tumores epiteliais, a via NF-κB tem 

apresentado um importante papel na iniciação, promoção e progressão do câncer. Neste 

tipo de câncer, a fase da iniciação da tumorigênese parece depender mais desta via nos 

cânceres associados a inflamação crônica, enquanto que os tumores esporádicos se 

beneficiam da atividade desta via em períodos mais tardios do desenvolvimento tumoral 

(BEN-NERIAH; KARIN, 2011; HORST et al., 2009). 
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A ativação sustentada da via NF-κB, antes do estabelecimento do tumor, 

produz ROS/RNS (do inglês, Reactive Nitrogen Species), o que leva a uma extensiva 

lesão no DNA causando a perda de genes supressores tumorais como o APC, e desta 

forma atuaria sinergicamente com resposta pró-proliferativa e antiapoptótica (MEIRA et 

al., 2008; SHAKED et al., 2012). Embora a inflamação crônica também tenha um papel 

importante na promoção e progressão do tumor, estudos cada vez mais tentam 

compreender esta relação (PEDDAREDDIGARI; WANG; DUBOIS, 2010). 

Nos cânceres esporádicos, o aumento da ativação desta via foi identificada em 

regiões do front invasivo de tecidos tumorais, onde foi observado uma assinatura de 

transcrição gênica bastante diversa da encontrada no centro do tumor e em regiões 

adjacentes normais. Isso indica que os genes alvos do NF-κB têm relação com o tipo e o 

grau de diferenciação celular, ressaltando sua função como um "maestro" que orquestra 

o microambiente tumoral para modular os diferentes tipos celulares que o compõem 

(HORST et al., 2009).  

Estudos clínicos têm demonstrado que o uso de anti-inflamatórios não 

esteroidais (NSAID, do inglês Non Steroidal Antinflammatory Drugs) reduzem o risco 

de CCR em 40-50%. Além de sua ação inibindo a produção de prostaglandinas, 

atualmente sabe-se da atuação de alguns NSAID, como a aspirina, inibindo o NF-κB 

(PEDDAREDDIGARI; WANG; DUBOIS, 2010; SEUFERT et al., 2013). Neste 

sentido, diversos compostos naturais com conhecida ação inibitória da via NF-κB vêm 

sendo estudados em modelos in vivo e in vitro. Entretanto,  frente a possíveis efeitos 

controversos na inibição desta via tão importante para o funcionamento normal da 

célula, estudos vêm sendo realizados a fim desvendar mecanismos regulados por estes 

inibidores e assim contribuir para o desenvolvimento de uma terapia alvo-específica 

com redução de citotoxicidade em células normais (HOESEL; SCHMID, 2013). Dentre 

os produtos naturais que têm como alvo o NF-κB, encontra-se o partenolídeo. 
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1.4 - Partenolídeo 

 

O partenolídeo (PTL) é uma lactona sesquiterpênica (LS), extraída das folhas 

do Chrysanthemum parthenium, que tem sido usado por séculos devido a suas 

propriedades antiinflamtórias. A LS é um composto lipofílico de difusão passiva através 

da membrana citoplasmática celular, constituído por 15 carbonos, possui três 

isopropenos (5-C) um dos quais é o grupo lactona (éster cíclico), neste composto a 

região relacionada com sua atividade biológica é α-metileno-γ-lactona (Figura 5) 

(GHANTOUS et al., 2013). A principal atividade biológica deste composto pode ser 

atribuída a forte inibição do NF-κB, descrita inicialmente em 1997 (BORK et al., 1997). 

Figura 5. Estrutura química do partenolídeo. Em destaque a região epóxido (éter cíclico) e a região 
biologicamente ativa,  α-metileno. Adaptado GHANTOUS, 2013. 

 

A região α-metileno-γ-lactona interage especialmente com grupos sulfidril, os 

quais são comumente encontrados em proteínas, o que causa grande citotoxicidade. 

Entretanto, novos estudos mostraram que a estrutura de algumas LS, incluindo 

mudanças estereoquímicas e conformacionais, provavelmente restringem ataques não 

específicos a grupos tiol. A figura 6 mostra as diversas vias de sinalização 

conhecidamente atingidas por este composto, evidenciando suas atividades biológicas 

anticâncer (GHANTOUS et al., 2010, 2013; MATHEMA et al., 2012).  
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Figura 6. Modelo da atividade anticâncer do partenolídeo. Esquema demonstrando atividade biológica 
do partenolídeo. A figura mostra a inibição da via JAK/STAT; da via NF-κB nos três principais alvos já 
descritos IKK, I-κB e p65; e no balanço de ROS intracelular. Adaptado Mathema, 2012. 

 

A via NF-κB é inibida  principalmente por uma ligação direta com suas 

subunidades, o grupo exometileno se liga a subunidade p65 por alquilação na cisteina 

38, a qual é crucial para formar pontes de hidrogênio com fosfato da fita de DNA, 

porém nem todas as cisteínas são alvos do PTL. Já foi visto que a cisteína 120 protege 

contra o efeito inibitório do PTL (GARCÍA-PIÑERES et al., 2001). Outro  alvo nesta 

via é o complexo IKK, onde há uma inibição direta do IKKβ, em altas concentrações do 

PTL foi observada também inibição em IκB (GHANTOUS et al., 2013).  

Além de inibir classicamente a via NF-κB, o PTL afeta a função  antioxidante 

do sistema tiorredoxina, responsável por manter balanceado o nível de ROS, sendo 

principalmente afetadas as enzimas glutamato-cisteína ligase e glutationa peroxidase, 

aumentando os níveis intracelular de ROS (D’ANNEO et al., 2013). Também bloqueia 

a polimerização da tubulina, por inibir a tubulina carboxipeptidase, atrapalhando e 

impedindo  a divisão celular. Epigeneticamente, inibe a DNA metiltransferase I 

(DNMT, do inglês, DNA Methyltransferases I) e depleta a histona deacetilase I (HDAC 
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I, do inglês, Histone Deacetylase I) normalmente mais ativas em células tumorais 

(BRUECKNER; LYKO, 2004; DAI et al., 2010). O PTL também foi capaz de mediar 

efeitos nos receptores de morte através da redução de fosforilação e atividade da 

proteína STAT, o qual pode ser atribuído ao seu efeito inibitório em  JAK, desta forma 

inibe a transcrição de genes relacionados a sobrevivência (CARLISI et al., 2011). 

Recentemente, estudos têm destacado o papel do PTL como uma molécula 

anticâncer com atividade mais efetiva em células tumorais, provavelmente por estas 

terem a maquinaria alvo mais ativa quando comparado a células normais (MATHEMA 

et al., 2012). Em melanoma, a ação do PTL foi satisfatória sobre células-tronco do 

câncer, apresentando grande influencia em sua capacidade de auto-renovação, 

reduzindo significativamente o número destas células (CZYZ; KOPROWSKA; 

SZTILLER-SIKORSKA, 2013). Em glioblastoma, foi capaz de reduzir a proliferação, 

invasão e angiogênese inibindo a via Akt/NF-κB (NAKABAYASHI; SHIMIZU, 2012). 

Em modelos in vivo e in vitro de tumor renal, o partenolídeo foi capaz de reduzir o 

crescimento tumoral através da inibição de NF-κB, neste estudo foi observado redução 

na expressão de IL-8 (interleucina-8), VEGF (do inglês Vascular Endothelial Growth 

Factor),  MMP-9 (metaloprotease-9), Bcl-xL e  Cox-2 no tumor induzido no modelo 

xenográfico (OKA et al., 2007). 

O PTL apresenta-se também como um potencializador de terapias anticâncer, 

tais como quimioterapia e radioterapia. Em células de carcinoma de pulmão, A549, ele 

foi capaz de reverter a resistência a doxorrubicina, por  atenuar a atividade da via de 

sinalização NF-κB e diminuir a expressão de HSP70 (XIN et al., 2013). Além disso, 

aumentou a radiossensibilidade em modelo de câncer de próstata, por suprimir a 

expressão da enzima antioxidante MnSOD e GpX e ativar a degradação de Bcl-xL 

(SUN et al., 2007; XU et al., 2013). Em células de osteossarcoma conhecidas por serem 

radiorresistentes, o  tratamento combinado do PTL com radioterapia reduziu 

significantemente a viabilidade celular, devido o aumento de ROS (ZUCH et al., 2012). 

Em modelos de CCR a principal ação do PTL descrita é seu efeito pró-

apoptótico. Em linhagem de células de carcinoma colorretal, HCT-116,  foi relatado que 

o tratamento com PTL induz a degradação de MDM2, uma ubiquitina ligase reguladora 

negativa da proteína p53, aumentando assim a atividade de p53 e consequentemente 

diminuindo a viabilidade celular (GOPAL; CHANCHORN; DYKE, 2009). Além disso, 

tem sido observado nesta mesma linhagem um aumento da expressão dos receptores de 

morte, e dos efeitos anti-inflamatórios do Balsalazide, um anti-inflamatório conjugado a 
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um antimicrobiano, induzindo apoptose (KIM et al., 2015a, 2015b). Não obstante, em 

modelo xenográfico de CAC, o PTL também induziu a apoptose reduzindo a expressão 

da proteína antiapoptótica Bcl-2, por inibir a via NF-κB (KIM et al., 2015c).  Desta 

forma, destacamos a importância em descrever a ação do PTL nos eventos celulares e 

moleculares envolvidos na progressão do câncer.  
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2. JUSTIFICATIVA  

 

Como mencionado, o desenvolvimento do CCR sofre grande impacto da 

atuação de vias associadas a inflamação, contendo inclusive, um grupo exclusivo de 

tumores associados a ela. Entretanto, sabemos hoje que o microambiente inflamatório é 

um dos hallmarks do câncer, e sua influência perdura desde a iniciação até a progressão 

tumoral. Sendo assim, vias inflamatórias como a via NF-κB são alvos importantes para 

compreensão de eventos associados a progressão do câncer, e neste cenário a utilização 

de produtos naturais com função anti-inflamatória e antitumorigênica, como o PTL, 

apresentam-se como uma estratégia na compreensão da resposta celular a sua atividade 

e seu impacto na  reversão destes eventos associados a progressão tumoral.  

Além disso, o efeito anticâncer do PTL vem sendo cada vez mais postulado como 

uma terapia em potencial com efeito sinérgico às terapias vigentes atualmente em 

câncer. No entanto, mais estudos devem ser realizados a fim de compreender melhor 

seus mecanismos de ação, a fim de direcioná-lo de forma mais correta como uma nova 

molécula terapêutica alvo-específica em câncer. Desta forma, além da via NF-κB, o 

PTL apresenta-se também como um importante alvo de estudos para melhor 

compreensão de seu impacto no desenvolvimento e progressão do CCR.  

Sendo assim, faz-se necessário investimentos em pesquisas que visam compreender o 

impacto de vias específicas e suas drogas-alvo, tendo em vista que para a evolução da 

terapia em câncer é preeminente o desenvolvimento destes tipos de drogas, a fim de 

corresponder a grande complexidade e especificidade dos tumores. 
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3 - OBJETIVOS 

 

3.1 - Objetivo Geral 

 

Investigar o papel do partenolídeo, um inibidor da via de NF-κB, na reversão das 

características celulares e moleculares associados com a progressão do câncer colorretal 

usando linhagens celulares deste tipo de câncer.  

 

3.2 - Objetivos Específicos 

 

1) Estabelecer o IC50 do partenolídeo em diferentes linhagens celulares de CCR para 

avaliar mudanças fenotípicas; 

2) Avaliar o comportamento fenotípico em relação a eventos relacionados com a 

progressão do CCR, tais como proliferação e invasão  

3) Investigar o papel do ativador clássico da via NFkB, o TNF-α nos eventos 

relacionados acima e a inibição da via pelo tratamento com partenolídeo. 

4) Avaliar a localização subcelular de proteínas do complexo juncional, frente ao 

tratamento com partenolídeo.  
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4. METODOLOGIA 

 

4.1 - Cultura de células  

 

As linhagens celulares de adenocarcinoma colorretal humano Caco-2 (HTB-

37), HT–29 (HTB-38) e HCT-116  (CCL-247) foram obtidas da American Type Culture 

Collection (ATCC; Manassas, VA, EUA). As células Caco-2 crescem em monocamadas 

e em confluência são bem diferenciadas, apresentando características de enterócitos. 

Estas células são  heterozigotas para as mutações em APC, p53, SMAD4 e CTNNB 

(gene da β-catenina). Nesta última proteína ocorre perda de uma serina alvo de 

fosforilação e responsável por sua ligação em APC, entretanto sem afetar a formação de 

complexos com APC, E-caderina ou α-catenina (ILYAS et al., 1997; MAGUDIA; 

LAHOZ; HALL, 2012). As células HT-29 são moderadamente diferenciadas, crescem 

em multicamadas e apresentam mutações em BRAF, PIK3CA, TP53, SMAD4 e APC 

(ROWAN et al., 2000; FLATMARK et al., 2004). Já as células HCT-116 são menos 

diferenciadas e crescem em multicamadas, apresentam mutação em CTNNB, KRAS e 

TGFβIIR (DUNN et al., 2011; KE et al., 2014). As células foram cultivadas em meio 

DMEM (Dulbeco's Modified Eagle's Medium, GIBCO -Invitrogen, Carlsbad, CA, 

EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina G (100 mg/L) e 

estreptomicina (60 mg/L), à 37 ° C em estufa com 5 % CO2 e 95% de O2.  

 

4.2 - Tratamento de ativação e inibição da Via NF-κB 

 

As células eram plaqueadas e cultivadas em meio fresco sem tratamento por 

24h ou até atingirem a confluência de 60%, e então eram submetidas aos tratamentos 

descritos a seguir. 

As linhagens celulares foram submetidas a tratamentos com TNF-α (Life 

Technology - Califórnia, EUA) na dose de 20ng/mL para análise de ativação da via NF-

κB e dos eventos celulares provocados por esta ativação, conforme relatado por Wang et 

al. (2013). Os tempos foram alternados de acordo com os tipos celulares. Para a análise 

de ativação da via NF-κB, as células Caco-2 foram tratadas com esta citocina por 15 

minutos, e as células HT-29 e HCT-116 por 30 minutos. Para a análise dos eventos 

celulares decorrentes da atividade da via NF-κB foram testados tempos de 24 h e 48 h. 
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Os tratamentos com o PTL (Sigma Aldrich - St. Lous, EUA) foi definido a 

partir do IC50 (do inglês, Inhibition Coeficient of 50%) de cada linhagem, calculado pelo 

programa GraphPad PrimsTM 4.0. As doses de PTL utilizadas nas células Caco-2 foram: 

1 µM (IC1), 10 µM (IC20) e 20 µM (IC50). Para as células HT-29, foram utilizadas as 

doses de 1 µM (IC1), 4 µM (IC20) e 10 µM (IC50). As células HCT-116 foram 

submetidas ao tratamento com PTL nas doses de 1 µM (IC1), 4 µM (IC20) e 8 µM 

(IC50). As células foram pré-tratadas com PTL isoladamente por 1h. Posteriormente, as 

células foram tratadas com PTL sozinho ou em conjunto com o TNF-α por períodos de 

tempo específicos a cada ensaio funcional.  

 

4.3 - Ensaio de citotoxicidade (MTT) 

 

Com o objetivo de analisar a viabilidade celular e identificar o IC50 de cada 

linhagem celular ao tratamento com PTL, foi realizado o ensaio de citotoxicidade 

celular. Células Caco-2, HT-29 (ambas 1 x 104 células), e HCT-16 (3 x 103 células) 

foram cultivadas em placas de 96 poços. Após 24h, foram tratadas com Partenolídeo nas 

doses de 1 µM, 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM e 30 µM. Ao término do tratamento (24 

h), as células foram incubadas a 37ºC, por 2 horas, com 250 µg/mL de MTT [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazolium bromide]. Em seguida, os cristais de 

formazan formados foram dissolvidos em 100 µL de DMSO. A viabilidade foi 

quantificada por espectrofotometria no comprimento de onda de 538 nm usando um 

leitor de microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices - Califórnia, EUA). O 

valores gerados pela absorbância foram normalizados em relação ao controle e a curva 

de citotoxicidade foi analisada pelo programa GraphPadTM Prism 4.0 (GraphPad ™ 

Software, San Diego, CA, EUA), a fim de encontrar o IC50. A partir do IC50 foram 

calculados o IC1 e IC20, no site http://www.graphpad.com/quickcalcs. Os ensaios foram 

feitos em quintuplicata e em três experimentos independentes. 

 

 

4.4 - Extrato de lisados proteicos totais 

 

Após os diferentes tratamentos, as monocamadas celulares foram 

homogeneizadas em tampão de lise (Triton X-100 1%, deoxicolato de sódio 0,5%, SDS 

0,2%, cloreto de sódio 150 mM, EDTA 2 mM, Hepes 10 mM, pH 7,3), contendo 



23 
 

fluoreto de sódio 20 mM, ortovanadato de sódio 2 mM e um coquetel de inibidores de 

proteases 1:100 (Sigma-Aldrich) por 30 minutos, à 4° C. Após este período de lise, as 

amostras foram centrifugadas a 10.600 g por 10 minutos (4º C), sendo o sobrenandante 

coletado e armazenado em freezer a -80ºC para análise posterior.  

 

4.5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sódio dodecil sulfato (SDS-

PAGE) e transferência eletroforética 

 

Para avaliar os níveis de expressão das proteínas de interesse, quantidades 

iguais de proteínas (30 ou 60 µg) foram aplicadas no gel de corrida. Para estimar a 

concentração protéica dos lisados totais foi utilizando um kit comercial para dosagem de 

proteína (Bio- Rad Laboratories Inc., Hercules - Califórnia, EUA). As proteínas foram 

separadas por SDS-PAGE, usando géis de poliacrilamida na concentração de 10% ou 

13%, e transferidas para membranas de nitrocelulose, utilizando-se o aparelho de 

transferência semi-seco (Bio-Rad Laboratories Inc - Califórnia, EUA.), a 10 V (1h). As 

membranas foram mantidas em tampão de bloqueio, TBS-T (Tris-HCl, 20 µM, pH7,6, 

NaCl 137 mM e Tween 20 0,1%) contendo leite desnatado 5%, durante 60 minutos em 

agitador orbital.  

 

4.6 - Incubação com anticorpos 

 

Em seguida, as membranas de nitrocelulose foram incubadas com os 

anticorpos primários de interesse, diluídos em TBS-T overnight. Foram utilizados os 

anticorpos produzidos em coelho anti-IκB total, na concentração de 1:1500; anti-IκB 

fosforilado (serina 32/36), na concentração de 1:1000, anti-α-tubulina, na concentração 

de  1:2000 (Cell Signalling Technology - Boston, EUA); e o anticorpo produzido em 

camundongo anti-E-caderina, na concentração de 1:2500 (BD Biosciences - Nova 

Jersey, EUA), após o período de incubação as membranas foram lavadas com o tampão 

TBS-T por um tempo de 10 minutos por duas vezes e intercaladas por duas lavagens 

rápidas. Posteriormente, foram incubadas com os anticorpos secundários (anti-

camundongo IgG e anti-coelho IgG, conjungados a peroxidase; diluição de 1:40.000 em 

TBS-T) por 60 minutos, seguida pelo método de lavagem acima citado. A detecção das 

proteínas em estudo foi determinada utilizando-se um kit comercial de 

quimioluminescência (Amersham Biosciences GE healthcare, Buckinghamshire, Reino 
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Unido) e a análise densitométrica foi efetuada utilizando-se o programa Labworks 4.6 

(UVP Inc., Upland - Califórnia, EUA). Os valores densitométricos das proteínas de 

interesse foram normalizados em relação a proteína constitutiva e normalizados em 

relação ao controle. 

 

4.6 - Proliferação Celular  

 

A análise da proliferação celular após os diferentes tratamentos, foi realizado 

através do ensaio de cristal violeta. Células células Caco-2 e HT-29 (8x103) e HCT-116 

(3x103) foram semeadas em placas de 96 poços,  e após o período de 24 h iniciou-se os 

tratamentos com TNF-α 20ng/mL, PTL 1 µM e 4 µM  sozinho ou em conjunto com 

TNF-α 20ng/mL. Após 0, 24, 48 e 72 horas de tratamentos, as células foram fixadas em 

etanol 100% (10 minutos). Posteriormente, foram incubadas com solução contendo 

cristal violeta (cristal violeta 0,05% em etanol 20%), por 10 minutos. Em seguida, foi 

adicionado metanol por 5 minutos, a fim de solubilizar o cristal violeta que foi 

incorporado nas células. A quantificação colorimétrica foi realizada em leitor de 

microplacas Spectra Max 190 (Molecular Devices - Califórnia, EUA), a 595 nm. Foram 

realizados  três experimentos independentes. 

 

4.7 - Imunofluorescência 

 

 As células HT-29 e HCT-116 foram cultivadas sobre lamínulas de vidro até 

atingirem a 60% de confluência. Neste momento, foram tratadas com TNF-α 

(20ng/mL), PTL (1 µM, 4 µM, 8 µM e 10 µM) sozinho e concomitante com TNF-α 

(20ng/mL), e após 30 min foram incubadas com anticorpo da p65. e após 48h foram 

incubadas com anticorpos para E-caderina e Claudina-3. Após este período foram 

lavadas três vezes com PBS contendo MgCl2 1mM e CaCl2 0,1 mM (PBS/CM), pH8.0. 

Logo, foram fixadas em metanol P.A., a -20ºC por 20 minutos e submetidas  a solução 

de bloqueio BSA 3% diluído em PBS pH8.0 por 1 hora. As células foram então 

incubadas por 3 horas com anticorpo primário anti-p65 (1:150 - Sigma Aldrich - St. 

Lous, EUA) e overnight com anti-E-caderina (1:300) e anti-claudina-3 (1:80), diluídos 

na solução de bloqueio. Após lavagem, foram incubadas com anticorpo secundário anti 

coelho ou anti camundongo, conjugado a Alexa flúor 488 (Invitrogen - Califórnia, 

EUA) por 1 hora, a 37ºC. Finalmente, as células foram lavadas com PBS e as lamínulas 
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foram montadas com antifade (Life Technologies - Califórnia, EUA) em lâminas. As 

imagens foram obtidas em microscópio confocal (Olympus Fv10i-O - Japão).  

4.8 - Ensaio de invasão 

 

Células HT-29 (3x105) e HCT-116 (1,5x105) foram cultivadas na superfície 

superior de insertos de membrana de policarbonato Transwell® (poro de 8 µm; Costar 

Maine, EUA) revestido com 30 µL de Matrigel® (BD Biosciences - Nova Jérsei, EUA) 

diluído 1:10 em DMEM isento de SFB. Na parte superior do inserto, as células foram 

semeadas com DMEM contendo 10% de SFB, e na parte inferior da membrana foi 

criado um ambiente quimio-atraente, com DMEM cotendo 20% de  SFB.  Em ambos 

compartimentos foram acrescentados os tratamentos, com TNF-α 20ng/mL e PTL 1 µM 

sozinho ou concomitante com TNF-α  e incubadas a 37º C em estufa, por 48h as células 

HT-29 e 24 h as células HCT-116. Após este período as células presentes na superfície 

superior da membrana foram removidas com uma haste de algodão, e  as células que 

haviam atravessado os poros e se encontravam na parte inferior da membrana, foram 

fixadas com metanol 100% (por 20 min à -20ºC), e marcadas com DAPI por 1 minuto. 

A quantificação foi realizada utilizando-se microscopia óptica (Axio Observer Z1, 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha). O Controle foi normalizado para 1 e corresponde a 

média ± SEM de ensaios em triplicata, em dois experimentos independentes. 

 

4.9 - Análise estatística 

 

Todos os dados quantitativos apresentados são médias ± SEM de, pelo menos, 

três experimentos independentes. A análise estatística e os gráficos de barras foram 

realizados no programa GraphPadTM Prism 4.0 (GraphPad ™ Software, San Diego, CA, 

EUA) através do teste-t de Student. As diferenças foram consideradas estatisticamente 

significativas quando * p <0,05 e ** p <0,001. 
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5 - RESULTADOS 

 
5.1 - A via NF-κB está diferencialmente ativa em linhagens celulares de câncer 

colorretal e o partenolídeo reduz a viabilidade celular com resposta diferencial 

entre as linhagens 

 

A principal atividade biológica do PTL descrita é a inibição da via NF-κB 

(GHANTOUS et al., 2013). Para melhor compreender seu papel inibitório em células de 

CCR, inicialmente investigamos a ativação basal desta via através da análise da 

fosforilação do IκBα, nas linhagens celulares: Caco-2, HT-29 e HCT-116. A 

fosforilação do IκBα pela IKK é um ponto importante na cascata de sinalização da via 

NF-κB. Este evento desencadeia um processo de degradação do IκBα, pelo 

reconhecimento desta proteína por ubiquitinas-ligase, levando a uma consequente 

degradação por proteassoma, possibilitando a liberação do NF-κB para o núcleo 

(OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011). Foi observado que as células 

apresentam nível diferenciado tanto na expressão do IkBα total quanto em seus níveis 

fosforilados (Fig. 7A).  A figura mostra que apesar das células Caco-2 expressarem um 

nível maior do IkBα total a sua forma fosforilada é menor quando comparada as células 

HT-29 e HCT-116 as quais expressam um nível menor do IkBα total e apresentam 

níveis de p-IkBα mais elevado, principalmente nesta última linhagem. Assim podemos 

atribuir que as células HCT-116 apresentam alta atividade basal da via  NF-κB, seguidas 

das células HT-29 que apresentam uma atividade basal intermediária e as células Caco-

2 apresentam baixa atividade basal desta via de sinalização. 

Posteriormente, analisamos o efeito citotóxico do PTL nas diferentes linhagens 

celulares a fim de determinar a sensibilidade de cada linhagem celular a este agente e 

assim definir as doses a serem utilizadas nos ensaios posteriores. A sensibilidade celular 

ao PTL foi determinada a partir do cálculo do IC50 de cada linhagem. Observamos que 

as células Caco-2 foram mais resistentes ao tratamento com PTL (IC50 = 20 µM), as 

células HT-29 apresentaram efeito citotóxico intermediário (IC50 = 10 µM) e as células 

HCT-116 apresentaram maior sensibilidade ao tratamento (IC50 = 8 µM) (Fig. 7B). Em 

conjunto, esses resultados indicam que o nível de fosforilação do IkBα pode estar 

diretamente relacionado ao efeito citotóxico do PTL nas diferentes linhagens celulares.  

A partir do cálculo do IC50, foram calculadas a dose sem efeito citotóxico (IC1) 

de 1 µM e a dose de IC20 de todas as linhagens para posteriores análises de eventos 
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celulares. As células Caco-2 apresentaram IC20 de 10 µM e as células HT-29 e HCT-116 

de 4 µM, como indicado na figura. 
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Figura 7. Análise da atividade basal da via NF-κB e do efeito citotóxico do partenolídeo em células 
de câncer colorretal. A: As células Caco-2, HT-29 e HCT-116 foram cultivadas até a semi-confluência  
e posteriormente os lisados totais foram obtidos e analisados por imunoblotting para p-IκBα e IκBα. A 
ativação da via NF-κB foi quantificada através da razão entre p-IκBα e IκBα total. Dados referentes a dois 
experimentos independentes. GAPDH foi usado como controle da quantidade de proteína aplicada por 
lane. B:  Cálculo do IC50 nas células Caco-2, HT-29 e HCT-116. As células foram plaqueadas em placas 
de 96 poços, cultivadas por 24 h e após este período foram tratadas com diferentes doses de partenolídeo 
(0, 1 µM, 5 µM, 10 µM, 15 µM, 20 µM, 25 µM e 30 µM). Os gráficos representam a porcentagem da 
viabilidade celular após diferentes doses de tratamento com o Partenolídeo por 24 h. O coeficiente de 
inibição (IC, do inglês Inhibition Coefficient) foi calculado pelo programa GraphPad Prism 4. Dados 
referentes a três experimentos independentes. Análise estatística utilizada: teste-t de Student. *p<0,05; 
**p<0,001; n.s, não significativo. 

 

 

5.2 - TNF-α aumenta os níveis de fosforilação de IκBα  

 

O TNF-α, um ativador clássico da via NF-κB, é uma importante citocina pró-

inflamatória associada com aspectos importantes da carcinogênese como transformação 

celular, sobrevivência, proliferação, invasão, angiogênese e metástase (WANG; LIN, 

2008). A fim de analisar o efeito inibitório do PTL nesta importante via de sinalização, 

as células Caco-2, HT-29 e HCT-116 foram tratadas com 20 ng/mL de TNF-α por 

diferentes períodos de tempo (0, 5, 15, 30, 60 e 360 minutos). A dose de TNF-α foi 

estabelecida a partir de um estudo realizado em células HCT-116 (WANG et al., 2013). 

Para identificar o melhor tempo de ativação da via NF-κB, submetemos as linhagens 

celulares a diferentes tempos de tratamento com TNF-α, e analisamos o perfil de 

fosforilação do IκBα.  A Figura 8 mostra que as células Caco-2 apresentaram um pico 

de ativação em 15 minutos, mostrando-se mais sensível ao estímulo. Já as células HT-

29 e HCT-116 apresentaram pico de ativação em 30 minutos.  
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Figura 8. Análise do tempo resposta de ativação da via NF-κB após estímulo com TNF-α em células 
de câncer colorretal. As células Caco-2, HT-29 e HCT-116 foram cultivadas até a semi-confluência e 
tratadas com 20 ng/mL de TNF-α por diferentes tempos como indicado. Depois, os lisados totais foram 
obtidos e analisados por imunoblotting para p-IκBα. A ativação da via NF-κB foi quantificada através da 
razão entre p-IκBα e α-tubulina, a qual foi usada como controle da quantidade de proteína aplicada por 
Lane. Valores referentes a média das densitometrias. Normalização: Tempo 0=1. Imagens representativas 
de três experimentos independentes.  

 

5.3 - Partenolídeo diminui os níveis de fosforilação do IκBα induzido por TNF-α 

nas células Caco-2, HT-29 e HCT-116 

 

Em estudo anterior, foi mostrado que o tratamento com dose elevada do PTL 

(25 µM) inibe parcialmente a fosforilação de IκBα em células Jukart, ao inibir 

parcialmente o complexo quinase de IκB (IKC, do inglês, IκB Kinase Complex) 

(GARCÍA-PIÑERES et al., 2001). Por outro lado, o PTL também é um conhecido 

produtor de ROS, o qual está relacionado com o aumento da atividade da via NF-κB 

(D’ANNEO et al., 2013). Com base nesses dados, verificamos se alguma das doses 

utilizadas de PTL poderia aumentar a atividade da via NF-κB. Para isso, as células 

foram tratadas previamente por 1h com as doses de PTL nas concentrações de IC1, IC20 

1,0       6,2     11,0      3,1       7,3      1,6 

1,0       3,8      4,6     10,0     11,6      3,7 

1,0      14,0     22,5     25,0   10,0     7,3 
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e IC50 para cada linhagem celular, e posteriormente analisamos o perfil de fosforilação 

da IκBα. Como mostrado na figura 9, nenhuma das doses utilizadas de PTL alterou o 

nível de fosforilação do IkBα quando comparado com o grupo controle.  

Figura 9. Análise da ativação da via-κB após estímulo com partenolídeo em células de câncer 
colorretal. As células Caco-2, HT-29 e HCT-116 foram cultivadas até a semi-confluência e tratadas com 
diferentes doses de PTL correspondentes ao IC1, IC20 e IC50 para cada linhagem celular, como indicado, 
por 1 h. Depois, os lisados totais foram obtidos e analisados por imunoblotting para p-IκBα e IκBα total. 
A ativação da via NF-κB foi quantificada através da razão entre p-IκBα e α-tubulina, a qual foi usada 
como controle da quantidade de proteína aplicada por lane. 

 

Em seguida, as células foram submetidas ao tratamento conjunto de PTL e 

TNF-α para verificar o poder inibitório do PTL sobre o ativador clássico da via NF-kB. 

Nossos resultados mostram que as doses elevadas de PTL foram capazes de reduzir a 

fosforilação do IκBα. As Células Caco-2 e HT-29 reduziram os níveis de p-IκBα e 

aumentaram os níveis de IκBα total sob o tratamento com PTL na dose de 20 µM e 10 

µM (IC50), respectivamente, impedindo assim parcialmente a ativação da via NF-κB 

promovida pelo TNF-α. Entretanto, as células HCT-116 apresentaram redução nos 

níveis de  p-IκB, mas não apresentaram aumento nos níveis de IκBα total, quando 

tratadas com a dose de 8 µM (IC50) de PTL (Fig. 10), indicando que, apesar da redução 

de p-IκBα, o NF-κB permaneceu livre de seu inibidor, IκBα total, podendo translocar 

para o núcleo  e exercer sua função transcritora.   
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Figura 10.  Análise dos níveis de p-IκB e IκB total após tratamento comTNF-α e diferentes doses de 
partenilídeo. Gráficos representativos dos níveis de fosforilação e totais de IkB em células Caco-2, HT-
29 e HCT-116 após tratamento com TNF-α  na presença ou não de PTL em diferentes concentrações. As 
células foram cultivadas até semi-confluência e então foram tratadas com TNF-α (20 ng/mL) por 15 
minutos nas células Caco-2 e 30 minutos nas células HT-29 e HCT-116. As células que receberam 
tratamento conjunto com partenolídeo foram pré-tratadas por 1h com este composto em diferentes doses, 
como indicado, e então foi acrescentado TNF-α, após este período foram obtidos os lisados totais para 
análise dos níveis fosforilados e totais da proteína IκBα, os valores foram obtidos pela razão entre p-IκBα 
e α-tubulina e entre IκBα total e α-tubulina. Normalização: TNF-α=1. Dados obtidos de três experimentos 
independentes para as células Caco-2 e HCT-116 e de dois experimentos independentes para HT-29. 
Análise estatística realizada pelo teste-t de Student *p<0,05; **p<0,001. PTL: partenolídeo; α-tub: α-
tubulina. 

 

5.4 Partenolídeo é capaz de diminuir a translocação nuclear do NF-κB induzida 

por TNF-α nas células HT-29 

 
 A proteína p65 é uma das subunidades de NF-κB mais abundante em 

mamíferos (PAHL, 1999). Desta forma, para confirmar a translocação de NF-κB para o 

núcleo sob o tratamento com TNF-α e se o PTL é hábil para induzir a reversão deste 

efeito quando em tratamento conjugado com TNF-α, foi realizada imunofluorescência 

para determinar a localização subcelular da proteína p65 nas células HT-29 e HCT-116. 

Como esperado, ambas linhagens celulares mostraram aumento de marcação nuclear da 

p65 quando tratadas com TNF-α. No entanto, quando tratadas na presença do PTL, as 

células HT-29, mas não as células HCT-116, apresentaram redução da localização 

nuclear desta proteína (Fig. 11 e Fig. 12, respectivamente). Esses resultados sugerem 
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que o PTL em em dose elevada é capaz de reduzir parcialmente a localização subcelular 

da p65 em células HT-29, mas não reduz a localização subcelular em células HCT-116. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 11. Análise da localização subcelular do NF-κB em células HT-29 após tratamento com 
TNF-α e partenolídeo.  As células HT-29 foram cultivadas até semi-confluência. Posteriormente, foram 
pré-tratadas por uma hora com partenolídeo (10 µM) e logo em seguida por 40 minutos com TNF-α 
(20ng/mL). Após este período, as células foram fixadas e marcadas com anticorpo anti-p65, e analisadas 
por microscopia confocal. Núcleo marcado com DAPI. Imagens representativas de dois experimentos 
independentes. Barra: 20 µm. Os quadrantes destacam a localização nuclear da proteína p65.  
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Figura 12. Análise da localização subcelular do NF-κB em células HCT-116 após tratamento com 
TNF-α e partenolídeo. As células HCT-116 foram cultivadas até semi-confluência. Depois, foram pré-
tratadas por uma hora com partenolídeo (8 µM) e logo em seguida por 40 minutos com TNF-α 
(20ng/mL). Após este período, as células foram fixadas e marcadas com anticorpo anti-p65 e analisadas 
por microscopia confocal. Núcleo marcado com DAPI. Imagens representativas de dois experimentos 
independentes. Barra: 20 µm. Os quadrantes destacam a localização nuclear da proteína p65.  

 

 

5.5 - Partenolídeo reduz o potencial proliferativo em células de câncer colorretal 

ativadas com TNF-α 

 

A transativação do NF-κB ativa genes associados a proliferação celular por 

regular positivamente a expressão de ciclina D1 e inibir a expressão de p21. A inibição 

de NF-κB leva a parada de ciclo celular e inibe a proliferação de células de câncer de 

mama e útero (BRANTLEY et al., 2001; KALTSCHMIDT et al., 1999). O estímulo do 

TNF-α sobre eventos celulares pode ter caráter pró e anti-tumoral (MIN et al., 2010; 

RADEFF-HUANG et al., 2007). Então investigamos o efeito da ativação da via NF-κB 
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por TNF-α sobre a proliferação de células de câncer colorretal e o efeito do tratamento 

combinado deste ativador com um inibidor desta via, o PTL. 

Nossos resultados mostram que o PTL sozinho induz uma diminuição na taxa 

proliferativa nas 3 linhagens celulares testadas, e a ativação da via NF-κB por TNF-α 

aumenta o potencial proliferativo das células Caco-2 e HT-29, mas não interfere na taxa 

proliferativa das células HCT-116, a qual apresentou discreta redução, sem mudança 

significativamente estatística. Entretanto, quando submetidas ao tratamento conjunto de 

TNF-α com PTL as células Caco-2 e HCT-116 apresentaram maior efeito anti-

proliferativo. Já as células HT-29 apresentam uma tendência semelhante, porém sem 

redução significativamente estatística entre o tratamento de PTL sozinho ou combinado 

com TNF-α, todavia pode-se observar que o PTL inibe o efeito proliferativo do TNF-α 

nesta linhagem (Fig. 13).  
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Figura 13. Análise do potencial proliferativo de células de câncer colorretal sob o tratamento com 
TNF-α isolado ou em conjunto com o partenolídeo. As células foram semeadas em placa de 96 poços, 
e após 24h foram tratadas com partenolídeo ( IC20), TNF-α (20ng/mL) e tratamento combinado entre 
esses dois agentes. A proliferação foi analisada pelo método do cristal violeta. Os gráficos representam o 
potencial proliferativo das células Caco-2 após 24h de tratamento com TNF-α com e sem partenolídeo 
(10 µM), HT-29 após 48h de tratamento com TNF-α com e sem partenolídeo (4 µM) e HCT-116 após 
24h de tratamento com TNF-α com e sem partenolídeo (4 µM). Dados obtidos de três experimentos 
independentes. Análise estatística utilizada: teste-t de Student. *p<0,05; **p<0,001.   

 

5.6 - Partenolídeo reduz a capacidade invasiva das células HT-29 e HCT-116 e 

quando associado ao TNF-α este efeito é acentuado nas células HT-29.  

 

Segundo estudo de Whipple et al. (2013), o PTL reduz a formação de 

microtentáculos celulares e adesão celular de maneira independente da inibição de NF-

κB, acarretando em uma diminuição da migração de células de câncer de mama. 

Entretanto, o aumento da atividade de NF-κB pode regular positivamente a expressão de 

MMP9 e fibronectina, proteínas importantes para aumento do potencial invasivo de 

células de câncer (WU; ZHOU, 2010). Em contrapartida, tem sido observado o papel do 

PTL na redução do potencial invasivo de células de melanoma por regulação negativa 

da expressão de MMP9, além de reverter o aumento do potecial invasivo destas células 

provocadas pelo TNF-α (CZYZ et al., 2010).  

Para investigar o papel do partenolídeo no processo invasivo em nossos 

modelos celulares, as células HT-29 e HCT-116 foram submetidas ao tratamento com 

uma dose não citotóxica de PTL (1 uM), TNF-α (20 ng/mL) e ao tratamento combinado 

com esses agentes. Podemos observar que o tratamento com TNF-α sozinho parece não 
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aumentar o potencial invasivo das células HT-29, e o PTL sozinho já é capaz de 

diminuir o potencial invasivo destas células. Porém, o tratamento associado entre essas 

duas substâncias reduz expressivamente a capacidade invasiva dessas células . Por outro 

lado, os resultados nas células HCT-116 sob o tratamento com TNF-α parecer ter 

promvido aumento no potencial invasivo e o tratamento com PTL combinado com o 

TNF-α foi capaz de reverter este efeito (Fig. 14). 
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Figura 14. Análise do potencial invasivo de células de câncer colorretal sob o tratamento com TNF-
α isolado ou em conjunto com partenolídeo. As células foram cultivadas em insertos Transwell® que 
continham poros de 8 µm, revestidos com Matrigel® e submetidas ao ensaio de invasão sob tratamento 
com TNF-α 20ng/mL, partenolídeo 1 µM e tratamento combinado com esses dois agentes. Imagens 
correspondem ao núcleo de células que invadiram através do matrigel. Núcleo marcado com DAPI. Os 
gráficos representam a quantificação do potencial invasivo das células HT-29 após 48 horas de tratamento 
e HCT1-16, após 24 horas de tratamento. Normalização Ctr=1. Dados de dois experimentos 
independentes. Aumento 20X. 
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5.7 - TNF-α desorganiza a localização de E-Caderina nos contatos intercelulares 

das células HT-29 e HCT-116 e partenolídeo impede este efeito 

 

Estudos em células epiteliais demonstraram que a atividade de NF-κB regula 

negativamente a expressão de E-caderina ao aumentar a atividade de promotores 

tumorais tais como Snail2, ZEB1 e ZEB2. Entretanto, também tem sido identificada a 

regulação negativa da atividade transcricional de NF-κB e aumento da expressão de E-

caderina (CHUA et al., 2006; SOLANAS et al., 2008). Além disso, já está bem definido 

que alterações da localização desta proteína poderia induzir sinais relacionados com a 

progressão tumoral ou o potencial tumorigênico (HUELS et al., 2015; NELSON, 2008). 

Desta forma, investigamos por imunofluorescência se o tratamento com TNF-α era 

capaz de desregular a localização da E-caderina nos contatos celulares e qual seria o 

efeito deste tratamento na presença do PTL. 

A figura 15 mostra que as células HT-29 sem tratamento apresentam 

localização da E-caderina mais organizada nos contatos célula-célula, porém, após 

tratamento por 48h com TNF-α, ocorre uma discreta alteração morfológica, 

acompanhada de redução de E-caderina nos contatos célula-célula e aumento de sua 

localização no citoplasma. Todavia, este efeito foi revertido sob o tratamento com a 

dose de 1 µM de PTL, e o mesmo efeito também pode ser observado quando as células 

foram submetidas a dose de 10 µM de PTL. As células HCT-116 sem o tratamento com 

TNF-α, apresentam uma morfologia mais espraiada do que as células HT-29, no entanto 

podemos observar a presença de E-caderina em seus contatos celulares. Após o 

tratamento por 48 h com TNF-α, as células se tornaram mais esticadas e ocorreu uma 

redução da E-caderina nos contatos célula-célula. Entretanto, o PTL nas dose de 1 µM 

reverteu este efeito sobre a localização da E-caderina, assim como na morfologia 

celular. Já o tratamento na dose de 8 µM do PTL, apesar da morfologia celular 

permanecer mais esticada, a E-caderina se mantém nos contatos célula-célula (Fig. 16).  
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Figura 15. Análise da localização celular da proteína E-caderina em células HT-29. As células foram 
semeadas e cultivadas sobre uma lamínula de vidro até semi-confluência, então foram tratadas com TNF-
α 20ng/mL e com partenolídeo nas doses do IC1 (1 uM) e IC50 (10 uM) por 48h. Após este período as 
células foram fixadas e processadas para marcação de E-caderina. O núcleo foi marcado com DAPI. 
Barra: 10 µm. Os quadrantes destacam a localização da proteína E-caderina nos contatos intercelulares.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



41 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 16. Análise da localização celular da proteína E-caderina em células HCT-116. As células 
foram semeadas e cultivadas sobre uma lamínula de vidro até semi-confluência, então foram tratadas com 
TNF-α 20ng/mL e com partenolídeo nas doses do IC1 (1 uM) e IC50 (8 uM) por 48h. Após este período 
as células foram fixadas e processadas para marcação de E-caderina. O núcleo foi marcado com DAPI. 
Barra: 10 µm. Os quadrantes destacam a localização da proteína E-caderina nos contatos intercelulares. 
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6 - DISCUSSÃO  

 

A inflamação crônica é reconhecida como a sétima característica (Hallmark) 

necessária para desenvolver a capacidade de sobrevivência, crescimento e metástases 

em células tumorais. Isto porque a inflamação fornece ao microambiente moléculas 

bioativas; tais como fatores de crescimento, que sustentam a proliferação; fatores de 

sobrevivência, que limitam a morte celular; fatores pró-angiogênicos; assim como 

enzimas de modificação da matriz extracelular, que contribuem para a formação de 

neovasos, invasão e metástases, podendo induzir a ativação da EMT (HANAHAN; 

WEINBERG, 2011).  

Neste contexto, a via NF-κB é uma importante via pró-inflamatória que vem 

sendo cada vez mais descrita como uma via importante no desenvolvimento e 

progressão do CCR (HORST et al., 2009; SHAKED et al., 2012). A ativação 

constitutiva desta via foi observada em 40% dos CCRs e em 67% das linhagens 

celulares deste tipo de câncer (SAKAMOTO et al., 2009). Um dos fatores associados a 

isso é o aumento de citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α, um dos principais 

mediadores químicos implicados na inflamação associada ao câncer graças a sua 

capacidade de ativar a via NF-κB (BALKWILL, 2006). O NF-κB tem sido identificado 

como uma molécula crítica na progressão tumoral mediada pela ativação do TNF-α. Por 

exemplo, em células hepáticas, que expressavam o IκB-super-repressor, no qual os 

resíduos 32 e 36 de serina  são mutados para resíduos de alanina  mantendo o IκB  

inibindo o NF-κB de forma constitutiva, tem se observado que a ativação por TNF-α 

induz morte celular programada (PIKARSKY et al., 2004).  A via NF-κB tem também  

sido associada à iniciação, promoção e progressão de tumores colorretais associados a 

inflamação e esporádicos (COOKS et al., 2013; HUBER et al., 2004; SHAKED et al., 

2012). Com efeito, a inibição desta via apresenta-se como uma alternativa no combate a 

este tipo de câncer. Atualmente, vários estudos têm apontado para o uso do PTL como 

um inibidor da via NF-kB, relacionando seu efeito, principalmente, sobre a morte 

celular por apoptose (LIU et al., 2010; YUN et al., 2010; ZHAO; XU; LI, 2009). Diante 

do exposto, destaca-se também a necessidade em verificar qual o papel do PTL na 

inibição desta via e  como essa inibição pode afetar outros eventos relacionados com a 

progressão do CCR, tais como proliferação, invasão e expressão de marcadores 

epiteliais.  
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Inicialmente, para identificar em nossos modelos celulares o nível de ativação 

basal desta via, investigamos o nível de fosforilação do IκBα e observamos que as 

linhagens celulares utilizadas no estudo apresentam a via NF-κB diferencialmente ativa 

entre elas, sendo as células Caco-2 com o menor nível, a HT-29 com um nível 

intermediário, e a HCT-116 apresentando o maior nível de ativação (Fig. 8A). Além 

disso, verificamos que as células com maior atividade da via NF-κB apresentam 

também maior citotoxicidade ao tratamento com PTL (Fig. 8B), indicando que a via 

NF-κB pode ser importante para a sobrevivência destas células quando submetidas a 

condições citotóxicas. Portanto,  o efeito inibitório do PTL sobre esta via acentua seus 

efeitos citotóxicos e também aponta para a especificidade de seus efeitos sobre 

linhagens celulares que apresentam a atividade exacerbada desta via. 

 O perfil de expressão da p53 também pode, conjuntamente com a atividade de 

NF-κB, explicar as diferentes respostas celulares frente o tratamento com o PTL. A p53 

é uma proteína importante para o controle do ciclo celular e indução de morte celular, e 

apresenta um perfil de expressão diferente entre os modelos estudados. Nas células 

HCT-116, encontra-se normalmente expressa com o gene selvagem da TP53 e desta 

forma a atividade basal da via NF-κB aumentada pode representar vantagem adaptativa 

nesta linhagem celular. Já as linhagens Caco-2 e HT-29 apresentam mutação no gene 

TP53 e menor atividade basal da via NF-κB o que explicaria  a maior resistência ao 

tratamento com PTL. É importante notar que, mutações em TP53 ocorrem em  

aproximadamente 50% dos CCRs e apresenta maior relação com tumores MSI e CIMP 

(IACOPETTA, 2003). Em um contexto inflamatório, a mutação em TP53 aumenta a 

estabilidade de NF-κB associado ao DNA, aumentando a transcrição de genes alvo de 

NF-κB,  promovendo inflamação crônica e inflamação associada ao câncer, através da 

ativação sustentada desta via (COOKS et al., 2013).  

No microambiente tumoral, o TNF-α atua como um promotor tumoral endógeno 

e sua deleção/inibição reduz a incidência de cânceres em modelos experimentais 

(BALKWILL, 2006). Deste modo, submetemos nossos modelos a este estímulo para 

identificar seus efeitos sobre a via NF-κB e observamos que o pico de ativação desta  

via por TNF-α nas células Caco-2 ocorre em tempos mais curtos do que o tempo de 

ativação das demais linhagens, indicando que células com a via menos ativa são mais 

sensíveis ao estímulo, como visto  pelo rápido pico de fosforilação de IκB. Já  as demais 

células com a via mais ativa dependem de um período maior de tempo para 

efetivamente apresentarem aumento na fosforilação de IκB, sob estímulo com TNF-α. 
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No entanto, o pico de fosforilação de IκB parece se manter por um período mais 

prolongado nestas linhagens (Fig. 9). 

O PTL apresenta seu efeito biológico principal na inibição da via NF-κB, porém 

seu principal alvo de inibição dentro desta via permanece sendo foco de investigações, 

com estudos apontando para dois principais alvos, a fosforilação do IκBα e a ligação da 

p65 a fita de DNA (GARCÍA-PIÑERES et al., 2001; LI-WEBER et al., 2002). Neste 

estudo, observamos que o PTL em altas doses (IC50) é capaz de reduzir a fosforilação do 

IκBα nas três linhagens celulares, e aumentar os níveis de IκBα total nas células Caco-2 

e HT-29 (Fig. 11). Desta forma, nossos achados sugerem que o PTL em altas doses é 

capaz de inibir a ativação da via NF-κB, por impedir a fosforilação de IκBα e assim sua 

degradação. Nas células HT-29 a inibição da ativação da via NF-κB por PTL (IC50), 

também foi confirmada por análise da localização subcelular da p65, como visto, sob o 

tratamento com PTL, a translocação nuclear da p65 que foi quase completamente 

inibida (Fig. 12). 

 Estes achados estão de acordo com resultados descritos por García-Piñeres e 

colaboradores (2001), onde foi verificado que altas doses de PTL (40 µM) atrasa a 

degradação de  IκBα em células de linfoma de células T, Jukart. Ainda,  tendo sido 

observado uma importante inibição da via NF-κB a partir da dose de 10 µM de PTL, 

responsável por inibir a atividade do complexo IKK em células de câncer cervical 

(HEHNER et al., 1999). A atuação do PTL em outros parceiros da cascata de 

sinalização da via NF-κB, tais como as IKKs, TRAFs e TAK1, também tem sido 

descrita. Sendo assim, podemos pressupor que a atuação do PTL na inibição da via NF-

κB pode variar em diferentes linhagens celulares, e que seu alvo pode ser em proteínas 

com funções anteriores a fosforilação de  IκBα na cascata de sinalização da via NF-κB, 

tais como as IKKs e TRAFs, ou ainda  no recrutamento destes fatores. Shanmugam e 

colaboradores (2011) têm observado que o PTL reduz a expressão de TRAF2 em 

células W256 (células de carcinossarcoma) a partir de 6 h de tratamento, porém ainda 

não foi descrito se PTL interfere diretamente na atividade desta proteína. Além disso, 

tem sido relatado que o tratamento com PTL reduz a fosforilação de IKKαβ, porém não 

reduz a fosforilação de TAK1, responsável por fosforilar resíduos de IKKβ (IDRIS et 

al., 2009).  

Nas células HCT-116, apesar do PTL reduzir os níveis de fosforilação IκBα, não 

houve aumento nos níveis de IκBα total, sugerindo um degradação mais rápida de p-

IκBα sob altas doses de PTL (8 µM) (Fig. 11). Além disso, a localização subcelular da 
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p65 manteve-se nuclear após o tratamento com PTL, mostrando que o PTL não foi 

capaz de inibir a translocação nuclear da p65 nesta linhagem (Fig. 13). Contudo, 

podemos deduzir, baseados nos ensaios funcionais posteriores, que a transativação do 

NF-κB foi afetada. No entanto, outros ensaios são necessários  para confirmar  a 

inibição de sua transativação, por meio, por exemplo, de análise de sua ligação ao DNA 

por EMSA ou imunopreciptação da cromatina, ou através da análise da atividade 

transcricional do NF-κB através do ensaio de atividade da luciferase. Todavia, podemos 

atribuir este resultado àquela que parece  ser a principal função anti-inflamatória do 

PTL: sua capacidade de impedir a ligação da p65 ao DNA através, principalmente, da 

alquilação desta proteína na cisteína 38 (GARCÍA-PIÑERES et al., 2001). Perkins 

(2012), explica que esta cisteína interage com o fosfato principal na ligação do NF-

κB/p65 ao DNA, e a oxidação ou nitrosilação desta cisteína são conhecidos por impedir 

a ligação do NF-κB/p65 ao DNA e as lactonas sesquiterpênicas, como o PTL, são 

conhecidas por esta função.  

No entanto, convém destacar que as células HCT-116 apresentam elevada 

expressão de β-catenina, e estudos recentes identificaram uma possível repressão da 

atividade trancricional da β-catenina por meio de uma interação proteína-proteína com o 

NF-κB no sítio TBE0, sítio promotor da ciclina D1 e alvo transcricional de ambos 

fatores. Desta forma, o acúmulo nuclear de p65 inibe a transcrição dependente de β-

catenina, da ciclina D1 e assim a proliferação celular em células de câncer colorretal 

(ABE et al., 2014; HWANG et al., 2010).  Logo, torna-se importante investigarmos a 

interação de NF-κB com β-catenina, comparando se o PTL é capaz de aumentar esta 

interação, amplificando assim o efeito antitumoral da ativação de NF-κB em células 

com alta expressão de β-catenina.  

O aumento proliferativo de células epiteliais tem sido relacionada a uma 

ativação continuada da via NF-κB, por exemplo, em células de câncer de mama com 

ativação constitutiva de NF-κB a taxa proliferativa foi aumentada acompanhada pela 

redução de apoptose nestas células (BRANTLEY et al., 2001). O aumento da expressão 

de IκBα, diminui a proliferação de células HeLa, retarda a transição da fase G1 para a 

fase S do ciclo celular e aumenta a expressão da p21 (KALTSCHMIDT et al., 1999). 

Neste sentido, o TNF-α parece influenciar no crescimento de células intestinais em 

ratos, estimulando a proliferação celular em doses fisiológicas através dos receptores 

TNFR2, e aumenta a proliferação de células tronco neurais por regular positivamente a 

expressão de ciclina D1, através da ativação de NF-κB (KAISER; POLK, 1997; 
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WIDERA et al., 2006). No presente estudo, foi observado que o TNF-α aumenta o 

potencial proliferativo das células Caco-2 e HT-29, mas não das células HCT-116 e que 

o partenolídeo reduz o potencial proliferativo de todas as células em estudo. (Fig. 14). 

De maneira surpreendente, o PTL apresentou uma maior redução do potencial 

proliferativo quando combinado ao TNF-α, nas células Caco-2 e HCT-116.  

Tem sido descrito o efeito antiproliferativo do PTL em células do músculo liso 

vascular, onde foi observado parada na fase G0/G1 do ciclo celular, efeito atribuído a 

capacidade do PTL em regular positivamente a expressão de p21 e p27. Neste mesmo 

estudo foi observado maior expressão de IκBα, e inibição NF-κB, atribuindo a isto  o 

efeito antiproliferativo nestas células (WENG et al., 2009). A inibição da via NF-κB por 

PTL em células endometriais também foi capaz de inibir a inflamação e proliferação 

destas células em um modelo de endometriose (TAKAI et al., 2013). Ghantous e 

colaboradores (2012), também têm observado o efeito antiproliferativo  de PTL em 

células PKM (queratinócitos de rato) a partir da redução da atividade da HDAC1  

especificamente, sendo a primeira pequena molécula descrita com ação alvo-específica 

em HDAC1. Neste estudo houve aumento da transcrição de p21 por afrouxamento da 

cromatina, permitindo acesso de fatores transcricionais ao gene da p21, e assim aumento 

na expressão desta proteína, células HCT-116 aumentaram a expressão de p21 após 6 h 

de tratamento com PTL. Ainda neste estudo, ensaios in vivo, em modelo de promoção 

tumoral com uso da células JB6P, o PTL também foi capaz de reduzir a proliferação, e 

assim reduzir o volume do tumor e aumentar expressão p21 e reduzir a expressão de 

p65. Embora o PTL tenha reduzido a taxa proliferativa das células de CCR em nosso 

estudo, é necessário uma investigação mais minuciosa que nos aponte o mecanismo de 

inibição em nossos modelos. Análise do ciclo celular bem como do perfil da expressão 

das ciclinas sob o tratamento com TNF-α e PTL, assim como  correlacionar   o efeito do 

PTL na regulação da proteína p21, e compreender a importante interrelação da ativação 

do NF-κB e a proteína p53 poderá indicar os mecanismos pelos quais o PTL estaria 

mediando seus efeitos inibitórios sobre a proliferação em CCR. O efeito 

antiproliferativo do PTL aumentado quando combinado ao tratamento com TNF-α nas 

células Caco-2 e HCT-116 pode ser explicado pelo efeito dual de TNF-α, de ativação de 

via de morte e de sobrevivência em resposta ao estresse.  Evidências apontam que NF-

κB atua como um protetor a ativação de morte através do TNF-α: em camundongos com 

deleção de p65, o tratamento com TNF-α levou a apoptose em diversos tecidos (BEG et 

al., 1995; WANG; LIN, 2008). Desta forma, podemos sugerir que o efeito 
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antiproliferativo mais acentuado do tratamento do PTL conjugado ao TNF-α é devido 

aos efeitos antiproliferativos inerentes ao PTL e a inibição da p65, levando a uma 

intensificação da ativação da via de morte pelo TNF-α. Para confirmar este evento seria  

necessário submeter estas células a análise de morte celular através de ensaios como 

Anexina-Pi e clivagem das caspases por imunoblotting. 

Investigamos ainda o papel da via NF-κB na modulação do potencial invasivo, 

importante evento associado a progressão tumoral, nas células HT-29 e HCT-116. Os 

resultados obtidos sugerem que o tratamento com PTL reduz o potencial invasivo de 

ambas as linhagens (Fig. 15). Nas células HT-29, apesar do TNF-α não alterar o 

potencial invasivo, o efeito inibitório do PTL no potencial invasivo foi maior quando 

conjugado ao TNF-α.  Já nas células HCT-116, o TNF-α aumentou o potencial invasivo 

e o tratamento em conjunto com o PTL parece prevenir completamente este efeito (Fig. 

15). Estudos in vivo demonstram que o PTL reduz eventos metastáticos, com redução 

expressão de MMP9 e VEGF (do inglês, Vascular Endotelial Growth Factor) em 

modelos de câncer de mama e osteossarcoma, sem identificar precisamente os 

mecanismos celulares regulados (D’ANNEO et al., 2013; KISHIDA; YOSHIKAWA; 

MYOUI, 2007). Já em modelos celulares  de câncer renal e melanoma, foi identificado 

que PTL regula a capacidade invasiva destas células, por inibir a via NF-κB e diminuir a 

expressão de MMP9 (OKA et al., 2007). Além disso, em células de câncer de ovário, o 

PTL inibe a invasão mediada por FAK (do inglês, Focal Adhesion Kinase) (KWAK; 

PARK; LEE, 2013).  

Durante a progressão do câncer, a célula tumoral epitelial pode ativar um 

programa de transcrição gênica que a possibilite degradar e remodelar a matriz 

extracelular, assim como estabelecer contatos celulares dinâmicos que as  permitam sair 

do sítio tumoral primário, alcançar a circulação e se estabelecer em um sitio secundário. 

Nesse sentido, o ponto inicial é a perda da polaridade ápico-basolateral, através da 

dissolução das JT, seguida pela perda das JA (MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 

2010). Diversos estudos têm descrito a importância da atividade da via NF-κB na 

obtenção deste perfil de transcrição gênica, com perda de marcadores epiteliais e 

aumento de marcadores mesenquimais (HORST et al., 2009; HUBER et al., 2004). Por 

exemplo, em células epiteliais de câncer de mama, a atividade constitutiva de NF-κB 

promoveu uma desorganização na arquitetura epitelial destas células (BRANTLEY et 

al., 2001). Tendo em vista que o TNF-α aumentou a proliferação das células HT-29 e 

aumentou a invasão das células HCT-116, fomos investigar se o tratamento por tempo 
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mais prolongado, com esta citocina ativadora de NF-κB, era capaz de provocar 

alterações na localização de uma importante proteína marcadora de diferenciação 

celular em células epiteliais, a E-caderina. Nossos resultados mostraram que o TNF-α 

desorganiza a localização da E-caderina nas células HT-29 e HCT-116, após uma 

exposição de 48h.  A dose de 1µM de PTL foi capaz de reverter a desorganização da E-

caderina em ambas as linhagens celulares, mantendo-a estável nos contatos (Fig. 16 e 

17), indicando um possível mecanismo de regulação do potencial invasivo, através da 

regulação desta importante proteína, que atua na manutenção da integridade dos 

contatos intercelulares e diferenciação celular.  

O PTL pode estar regulando positivamente a E-caderina nos contatos por sua 

ação inibitória ao NF-κB, pois NF-κB/p65 aumenta a atividade do promotor de ZEB1 e 

expressão de Snail, repressores transcricionais da E-caderina (CHUA et al., 2006; 

ZHANG et al., 2011). A E-caderina, estável nos contatos intercelulares, mantém sua 

interação com NF-κB e aumenta sua localização citoplasmática, logo, a presença da E-

caderina nos contatos, em conjunto com o efeito do PTL, preveniria a translocação do 

NF-κB (SOLANAS et al., 2008). Desta forma, podemos sugerir que a interconexão 

entre E-caderina e NF-κB está sendo regulada pelo PTL, de forma a reduzir 

características pró-tumorais das células de CCR. Além disso, já foi observado atuação 

do PTL na regulação da E-caderina de forma independente da inibição do NF-κB, onde 

foi constatado efeito citotóxico maior em células A549 que apresentam silenciamento 

do gene CDH1, evento foi atribuído a uma seletividade às células-tronco tumorais, 

demonstrado por sua seletividade a células com baixa expressão de E-caderina (ZHAO; 

LIU; SU, 2014). O PTL também pode regular positivamente a E-caderina através da 

regulação negativa que promove em MDM2, por promover sua ubiquitinação. A 

proteína MDM2 parece aumentar a invasão e migração celular por regular a degradação 

da E-caderina (GOPAL; CHANCHORN; DYKE, 2009; YANG et al., 2006). 

Entretanto, MDM2 atua como um pró-inflamatório por aumentar a atividade de NF-κB, 

podendo regular indiretamente a desestabilização da E-caderina nos contatos como 

discutido anteriormente  (THOMASOVA et al., 2012).  

 

 

 

 

 



49 
 

7 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Em conjunto, nossos resultados mostram  uma importante ação antitumoral do 

PTL em linhagens celulares de CCR, com distintos graus de diferenciação e atividade 

basal da via NF-κB. Diante disso, destacamos a ampla gama de atuação desta pequena 

molécula que apresenta além de inibição da via NF-κB a partir das proteínas do 

complexo IKK, a capacidade de inibir esta via por ação direta e mais específica a 

proteína p65, podendo ser dependente da dose de PTL ou do tipo celular. Esta 

especificidade merece destaque, uma vez que é útil o desenvolvimento de uma molécula 

alvo-específica que apresente a menor toxicidade ao paciente, e neste sentido o PTL 

potencialmente inibiria esta via tão importante de maneira mais branda, tendo como 

alvo mais específico  a subunidade p65, a qual desempenha um importante papel na 

transcrição de genes relacionados a progressão tumoral. Não obstante, este trabalho não 

esgota as ferramentas que comprovem esta ação direta de PTL na p65 e assim faz-se 

necessária maior investigação, como a análise da dose de inibição da ligação da p65 ao 

DNA em cada linhagem, assim como sua interação com a β-catenina em células que 

superexpressam esta proteína, tendo em vista que esta interação é um importante 

regulador negativo da atividade pró-tumoral de ambos fatores transcricionais.  

Outro ponto que requer nossa atenção é o mecanismo pelo qual ocorre a inibição 

do potencial invasivo, pois uma dose muito baixa de PTL, que a princípio não 

apresentou atividade biológica, foi capaz de reduzir expressivamente este potencial, 

assim como sua atuação na reorganização da localização da E-caderina nos contatos 

intercelulares. Desta forma,  além do mecanismo de inibição da via NF-κB, a atuação do 

PTL na regulação epigenética pode explicar a ação de pequenas  doses na reversão do 

potencial invasivo e a reorganização da E-caderina, através da regulação da HDAC1 ou 

DNMT, favorecendo ou impedindo a transcrição de genes implicados na regulação da 

E-caderina. Finalmente, a potencialização do efeito inibitório de PTL quando conjugado 

ao TNF-α, aponta para um importante sinergismo que também merece a nossa atenção, 

uma vez que esta citocina se encontrada aumentada em pacientes oncológicos (WANG; 

LIN, 2008), confirmando-se este efeito, o PTL favoreceria o efeito pró-apoptótico do 

TNF-α, sendo mais um agente atuando contra a progressão  tumoral, podendo ser 

futuramente aplicado no tratamento alvo-específico de pacientes com câncer colorretal 

que apresentem ativação aumentada na via de sinalização NF-κB. 
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8 - CONCLUSÕES  

 

- As células de CCR apresentam níveis basais da via NF-κB diferencialmente ativos, 

com a Caco-2 apresentando níveis menores, a HT-29 níveis intermediários e HCT-116 

níveis maiores de ativação; 

- O PTL apresenta efeito célula-específico, sendo mais citotóxico nas células tumorais 

HCT-116, que apresentam a via NF-κB mais ativa; 

- O PTL previne a ativação da via NF-κB induzida por TNF-α , através da redução da 

fosforilação de IκBα e aumento IκBα total, em células Caco-2 e HT-29; 

- O PTL possui ação anti-tumoral, atuando na redução do potencial proliferativo de 

todas as linhagens, na redução do potencial invasivo e no restabelecimento da E-

caderina nos contatos intercelulares das células HT-29 e HCT-116; 

- O PTL apresenta efeito anti-tumoral potencializado na presença de TNF-α.  
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Alterations of the apical junctional complex
and actin cytoskeleton and their role in colorectal

cancer progression
Adriana Sartorio Gehren, Murilo Ramos Rocha, Waldemir Fernandes de Souza, and Jos�e Andr�es Morgado-Díaz*

Program of Cellular Biology; Brazilian National Cancer Institute (INCA); Rio de Janeiro, Brazil

Keywords: actin cytoskeleton, adherens junction, apical junctional complex, colorectal cancer, epithelial mesenchymal transition,
invasiveness, metastasis, migration, tight junction

Abbreviations: AJC, apical junctional complex; TJ, tight junctions; AJ, adherens junction; ZO, zonula occludens; ERK, extracellular
signal-regulated kinase; PI3K, phosphoinositide-3 kinase; CRC, colorectal cancer; Cav-1, caveolin-1; JAMs, junctional adhesion
molecules; MAGUK, membrane associated guanilate kinase homolog; EGFR, epidermal growth factor receptor; CD1, cyclin D1;
ZONAB, transcription factor zonula occludens 1 (ZO-1)-associated nucleic acid binding protein; MARVEL, MAL and related
proteins for vesicle trafficking and membrane link; MAGI 1, membrane associated guanylate kinase inverted; EMT, epithelial

mesenchymal transition; NF-kB, factor nuclear kappa B; APC, adenomatous polyposis coli; CTNNB1, catenin (cadherin-associated
protein), b 1; ARP2/3, actin-related proteins 2 and 3; ROCK, Rho-associated protein kinase; MAPK, mitogen-activated protein

kinase; Rap1, Ras-related protein 1; N-WASP, neuronal Wiskott–Aldrich Syndrome protein; VASP, vasodilator-stimulated phospho-
protein; GSK-3b, glycogen synthase kinase 3 b; NM II, non-muscle myosin class II; MLCK, myosin light-chain kinase; PGE2,

prostaglandin E2; LPA, lysophosphatidic acid; FAK, focal adhesion kinase; TGF-b, transforming growth factor b; CTX,
thymocyte marker for Xenopus

Colorectal cancer represents the fourth highest mortality
rate among cancer types worldwide. An understanding of the
molecular mechanisms that regulate their progression can
prevents or reduces mortality due to this disease. Epithelial
cells present an apical junctional complex connected to the
actin cytoskeleton, which maintains the dynamic properties
of this complex, tissue architecture and cell homeostasis.
Several studies have indicated that apical junctional complex
alterations and actin cytoskeleton disorganization play a
critical role in epithelial cancer progression. However, few
studies have examined the existence of an interrelation
between these 2 components, particularly in colorectal
cancer. This review discusses the recent progress toward
elucidating the role of alterations of apical junctional complex
constituents and of modifications of actin cytoskeleton
organization and discusses how these events are interlinked
to modulate cellular responses related to colorectal cancer
progression toward successful metastasis.

Introduction

The intestinal mucosa plays a critical role in forming a barrier
that separates luminal contents from the underlying interstitium.
The primary structure that regulates this intestinal barrier is the
apical junctional complex (AJC), which is formed by the tight
junctions (TJs) and adherens junctions (AJs) that contribute to

apical-basal cell polarity maintenance and to cell signaling
events.1,2 TJs and AJs are highly organized structures that are
composed of transmembrane proteins, which are associated with
cytoplasmic proteins that are directly or indirectly connected to
the actin cytoskeleton. Transmembrane proteins and their cyto-
plasmic adaptor proteins work both individually and in combina-
tion as a functional module to establish and to maintain the AJC.
Additionally, the proteins present in the AJC act together with
the apical actin cytoskeleton to confer dynamic properties to this
complex and to maintain many cellular functions.

Currently, the loss of epithelial organization is a hallmark of
cancer, with neoplastic cells frequently exhibiting structural and
functional deficiencies in the AJC.3 This notion has been sup-
ported by the following findings: (a) TJ proteins play critical roles
in the neoplastic process as couplers of the extracellular milieu to
intracellular signaling pathways and to the cytoskeleton,4,5 (b)
alterations in TJ integrity can lead to the increased diffusion of
nutrients and other factors critical for tumor growth and survival
and may be an important step in developing a metastatic pheno-
type,6,7 and (c) the overall down-regulation of E-cadherin, which
is an important AJ protein, is related to carcinoma development.8

However, only a few studies have shown the interrelation
between the disorganization of the AJC and the actin cytoskele-
ton in the development of human malignancies. In the present
review, we will discuss the recent progress in elucidating the roles
of altered proteins that constitute the AJC and of modifications
of actin organization and how these 2 events are interlinked to
modulate cellular responses related to the progression of colorec-
tal cancer (CRC), which is the fourth most common cause of
cancer mortality worldwide.9
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Altered Expression of AJC Proteins in CRC

Previous studies in animal models and cell culture have
defined essential components of apical junction formation and
cell polarity and have revealed biochemical interactions among
more than 40 transmembrane and cytoplasmic proteins.10 The
identified AJC proteins include integral transmembrane proteins,
scaffold proteins, kinases, phosphatases, small GTPases, tran-
scription factors, and actin binding proteins. A list of AJC pro-
teins is provided in a recent review by Quiros and Nusrat.11

Many studies have described the deregulation of AJC proteins
in samples of human cancers and in cell lines; this deregulation
can be the result of up-regulated and down-regulated expression,
epigenetic changes, and protein activation and location changes.
Thus, we will discuss the causes of deregulation and their contri-
butions to events related to CRC progression in this section.

Integral Membrane Proteins in TJs

Claudins
Claudins are primary proteins involved in TJ formation and

paracellular barrier function. These proteins are composed of 4
transmembrane domains and 2 extracellular loops, with N- and
C-terminal tails facing the cytoplasm. Claudins act in cell adhe-
sion through interactions between claudins in adjacent cell mem-
branes and between claudins within the same cell
membrane.12,13 Furthermore, these proteins can connect to other
TJ transmembrane proteins, such as occludin.14 Claudins also
play important roles in cytoskeletal organization, signaling path-
ways, and vesicle transport. Claudins are directly associated with
scaffold proteins, such as ZO1/2, during these processes.13 The
claudin family has 27 members that exhibit distinct expression
patterns for each function. Alterations in the expression and
localization of these proteins have been correlated to the distur-
bance of homeostasis, contributing to many diseases, including
various types of cancer.15 Table 1 summarizes the apical junc-
tional proteins that are differentially expressed or mislocalized in
CRC and associates this event with a functional response.

Resnick and co-workers demonstrated that low claudin-1
expression is directly associated with a higher grade of colorectal
tumor. In this study, multivariate analysis indicated that lympho-
vascular invasion and low levels of claudin-1 expression were
independent predictors of recurrence, which were also associated
with poor survival of patients with colon cancer.16 Controver-
sially, other authors observed increased claudin-1 and decreased
claudin-7 expression in SW620 colon cells, which are derived
from a metastatic site. Moreover, claudin-1 redistribution of the
cell-cell contacts to the nucleus was observed as compared normal
mucosa with adenoma in ApcMin/C mice.17 Additionally, the
increased expression of claudin-1, -3, and -4, which correlated
with TJ disorganization and with increased cell permeability in
human colon cancer samples.18

Significant claudin-8 downregulation and claudin-1 and -12
up-regulation were found in microdissected human colon cancer
specimens compared with normal tissue, indicating that these

proteins may represent potential molecular targets in colon
cancer.19 Martin and Jiang demonstrated that Smad4 inhibits
claudin-1 expression and that this event contributes to inhibit
the invasiveness of colon cancer cells.20

Darido and coworkers showed that claudin-7 was negatively
regulated by the Wnt pathway in normal colon tissue and that
this regulation was lost in tumor cells, possibly due to decreased
Sox-9 activity leading to claudin-7 overexpression, cell polarity
disruption, increased proliferation and tumorigenicity.21 Fur-
thermore, increased claudin-2 expression in colon cancer cells has
been related to 5-FU resistance, increased cell proliferation,
anchorage-independent growth, and tumor growth in vivo.22

Claudin-1 expression modulates anoikis in colon cancer in a Src-
Akt-Bcl-2-dependent manner, which influences invasion and
metastasis.23 Recently, claudin-1 expression was able to induce
colonic epithelial proliferation in a Notch-dependent manner in
transgenic mice with specific overexpression of claudin-1 in the
intestinal epithelium.24 We have shown that EGF-induced clau-
din-3 overexpression is associated with the increased malignant
potential of HT-29 cells and that the ERK1/2 and PI3K-Akt
pathways are important regulators of this event. Importantly, the
impaired paracellular flux of macromolecules in HT-29 cells that
overexpress claudin-3 confirms the correlation between impaired
epithelial barrier function and colorectal tumorigenesis.25 Addi-
tionally, a- and b-Na,K-ATPase down-regulation and ERK1/2
activation induced by ouabain was able to increase claudin-3 lev-
els, impairing the TJ barrier function and increasing cell viability
and proliferation.26 The presented studies show that altered
expression of claudins is acting to favor initial steps of CRC pro-
gression, such as disturbed cell polarity, increased paracellular
permeability, and enhanced cell migration. The mechanisms that
regulate these molecular events are yet poorly understood, and
future studies are needed to define the pathological relevance of
claudins and exploit these proteins as potential therapeutic targets
either for drug delivery or as diagnostic/prognostic markers in
colorectal cancer.

Occludin
Occludin belongs to the tetramembrane-spanning TAMP

family. Occludin appears to be unessential for TJ barrier forma-
tion because occludin knock-out mice showed normal TJ strand
formation.27 However, occludin, which is recruited by claudins,
participates in TJ formation and in paracellular flux regulation.28

An early study using Caco-2 cells demonstrated that oxidative
stress induced by c-Src kinase caused TJ disassembly with the loss
of occludin expression at the intracellular contacts.29 Samples of
hepatic metastasis from colon cancer presented downregulated
occludin compared with normal liver tissue.30 Generally, existing
data show that human CRC tissues present decreased occludin
expression compared with normal controls. Furthermore, this
decrease also correlates with tumor grade because more advanced
lesions show progressively less occludin expression compared to
less advanced lesions.31 Recently, hypoxic tumors displayed
increased Cav-1 expression in Caco-2 cells, which may lead to
decreased occludin expression and to increased paracellular
permeability.32
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JAM
TJs include junctional adhesion molecules (JAMs) that belong

to the cortical thymocyte marker for Xenopus (CTX) family of
proteins. The JAM family encompasses 3 classical members
(JAM-A, JAM-B, and JAM-C) and related molecules. Current
evidence indicates that only JAM-A is expressed on mucosal epi-
thelial cells and is directly involved in TJ formation and mainte-
nance.33 However, the JAM-A function is not restricted to TJ
formation because the expression of this protein often correlates
with functional changes such as reduced paracellular permeability
and enhanced electrical resistance in colon cancer cells.34 For
instance, JAM-A deficiency enhanced colonic inflammation, per-
meability and epithelial cell proliferation in mice.35 Additionally,
the loss of JAM-A together with Afadin or PDZ-GEF2 lead to
decreased level of activated Rap1, b1 integrin, and cell migration
in human colonic epithelial cells, suggesting that JAM-A dimer-
ization facilitates the formation of a complex Afadin/PDZ-
GEF2, which activates Rap1A and in turn regulates the levels of
b1 integrin and cell migration.36 However, although the molecu-
lar mechanisms by which JAM-A controls the epithelial barrier

are beginning to be understood, its role in CCR progression
remains unknown.

TJ Adaptor Proteins

Zona occludens-1, -2 and -3
Zona occludens-1, -2 and -3 form a group of proteins that

belongs to the MAGUK (membrane-associated guanylate kinase
homolog) protein family. These proteins present a conserved
modular organization of domains with homology to functionally
defined signaling molecules such as a Src homology region 3
(SH3 domain), a region homologous to guanylate kinases, and
PDZ domains.37 TJ formation was delayed in ZO-1-deficient
epithelial Eph4 cells, whereas deficiencies of ZO-2 and/or ZO-3
did not delay TJ formation, suggesting that ZO-1 plays a major
role in the formation of belt-like TJs, unlike ZO-2 and ZO-3.38

ZO-1 and occludin showed the same expression profile in normal
epithelium of the digestive tract; however, the expression of these
2 proteins was reduced in poorly differentiated adenocarcinomas,

Table 1. Altered expression/localization of AJC proteins and their roles in functional responses in CRC

Junctional
Protein

Expression/
localization Colon cancer model Cellular function response Reference

Claudin-1 down Human tissue Higher tumor grade/ predictors of tumor recurrence and
poor survival

23

up Human tissue Carcinoma progression and metastasis/disorganization and
increased cell permeability

17–19

up Transgenic mouse Colonic epithelial proliferation 24

up SW480 and SW620 cells Cell differentiation inhibition and resistance to anoikis 23

Claudin-2 up Caco-2 cells, Mouse Resistance to 5-FU, increased cell proliferation, anchorage
independent growth and tumor growth in vivo

22

Claudin-3 up HT-29 cells Increased malignant potential, cell viability and
proliferation, and impaired TJ barrier function

25,26

Claudin-7 up HT-29, SW480 cells and metastatic
human tissue

Cell polarity disruption, proliferation and tumorigenicity
increased

21

Claudin-8 down Human tissue Tumoral progression 19

Claudin-12 up Human tissue Tumoral progression 19

Occludin down Human tissue Progression of colon lesions 31

down Hepatic metastasis from colon
cancer

Tumoral progression 30

down Caco-2 cells Increased permeability 29,32

JAM-A down Mouse Permeability and proliferation increased 35

ZO-1 down Human tissue Tumoral progression 39–41

Symplekin down HT-29 cells Decrease proliferation and down regulation of Claudin-2
cell differentiation

42,44

E-cadherin down Human tissue Increase SNAIL and TWIST activity, metastasis and
invasiveness

51–53

down HT-29 cells Cell-cell adhesion loss/cell migration and invasion increased 26,56

up Human tissue Tumor progression 54

b-Catenin Nuclear localization Human tissue Tumor progression and worse prognosis/worse overall
survival

59–61

up Human tissue/Caco-2 cells Poor overall survival/ Increased proliferation 66,144

p-120 catenin Nuclear localization Human tissue Increased proliferation/ adherens junctions loss 71

up Human tissue/ HT-29 cells Proliferative cancer tissue/aberrant mitosis and polyploidy 70,145

Cytosolic localization HCT-116 cells Increased migration/Rho activity increased 75

Cytosolic localization LIM1863 cells EMT phenotype induction 72

Afadin down Mouse Increased paracellular permeability/mislocalization of
nectin-2 and -3

146
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indicating a significant correlation between tumor differentiation
and ZO-1 and occludin protein expression.39

In a study by using primary tumors of colorectal cancer with
liver metastasis it was showed that the levels of expression of ZO-
1 and E-cadherin were decreased, indicating that the decreased
level of these proteins correlates with liver metastasis in this can-
cer type.40 In addition, another study showed that primary colon
tumors display an undifferentiated phenotype because ZO-1 was
down-regulated by its association with epidermal growth factor
receptor (EGFR). EGFR associated with ZO-1 was highly tyro-
sine-phosphorylated only in the primary CRC but was dephos-
phorylated in liver-metastasized cancer where cell
redifferentiation occurs.41 The importance of both ZO-2 and -3
proteins in colon cancer have not been reported.

Symplekin
Symplekin is a ubiquitously expressed protein that is enriched

in the nucleus and that associates with TJs in polarized epithelial
cells. At the TJ, the function of symplekin is not defined, how-
ever several studies have shown that it is involved in RNA polya-
denylation and transcriptional regulation mechanisms. This
protein also interacts directly with transcription factors such as,
HSF1 and ZONAB/DbpA to promote the transcription of genes
related to stress response or epithelial cell proliferation.42

A few studies have found correlations between symplekin and
CRC progression. Its depletion in HT-29 cells correlates with
the reduced transcription of CD1, which is a ZONAB target
gene.42 Buchert et al. showed that symplekin was strongly
expressed in human colon cancer and that its downregulation
reduced tumor growth in in vivo and in vitro models.43 Symple-
kin and ZONAB silencing cooperates to down-regulate claudin-
2 mRNA expression, cell proliferation and cyclin D1 expression
in HT-29 CRC cells. Furthermore, the symplekin/ZONAB
complex inhibits goblet cell differentiation by repressing the
AML1/Runx1 transcription factor.43,44

Other relevant proteins that are important for tricellular contact
formation, including the TJ proteins tricellulin and MARVEL D3
and the adaptor proteins MAGI 1, cingulin/paracingulin and
ubinuclein, were not discussed in this review because the roles of
these proteins in colon cancer have not yet been described.

AJ Proteins

The epithelial AJ core includes interactions among transmem-
brane glycoproteins that consist of 2 basic adhesive units: (a) the
E-cadherin/catenin family and (b) nectin/afadin complexes.10,45

Adherens junctions perform multiple functions, including the
initiation and stabilization of cell-cell adhesion, as well as cell
signaling.

E-cadherin
E-cadherin is a single-pass transmembrane glycoprotein that

mediates Ca2C-dependent intercellular adhesion with a conserved
cytoplasmatic tail and with an extracellular domain formed of 5
cadherin repeats that mediate homophilic binding between

cadherins of neighbor cells.46,47 On their cytosolic tail, cadherins
interact with a protein complex that is composed of a-, b- and
p120-catenin, which links to the actin cytoskeleton and to several
signaling pathways in a highly dynamic manner.48,49

E-cadherin dysregulation has been classically associated with
tumor progression in several epithelial cancers, including CRC.
E-cadherin down-regulation has been associated with epithelial-
mesenchymal transition (EMT), as well as with the upregulation
of genes such as SNAIL and TWIST during the development of
colorectal adenomas in patients.50 Immunohistochemical analysis
of human colon cancer samples showed that the loss of E-cad-
herin (70%) was frequently observed in association with tumor
progression and was considered a crucial event that favors metas-
tasis and invasiveness.51,52 cKIT gene suppression by NF-kB
caused an increase in Slug activity and consequently decreased E-
cadherin expression in colon cancer cells, contributing to liver
metastasis.53 However, one tissue screening study correlated
increased E-cadherin expression with Rab11 expression, which
was associated with colon cancer progression.54 Our group verified
that the inhibition of post-translational modifications in E-cad-
herin, such as N-linked glycosylation, induced cell-cell adhesion
and decreased proliferation in CRC cells.55 Furthermore, we
found that ouabain induced both a- and b-Na,K-ATPase downre-
gulation and ERK1/2 activation, which are interlinked events that
play important roles in the cellular redistribution of E-cadherin,
inducing cell-cell adhesion loss, an important step during CRC
progression.26 Recently, we also demonstrated that CRC cell prog-
enies that are resistant to irradiation can generate more aggressive
cellular progeny with a EMT-like phenotype, as well as with
reduced E-cadherin expression and b-catenin overexpression.56

a-, b- and p-120 Catenin
The two primary functions of b-catenin are to provide

dynamic adhesive connection between epithelial cells and the
involvement in gene regulation interacting with transcriptional
machinery in the nucleus acting as transcriptional co-factors.
When b-catenin interacts with E-cadherin, AJs form and stabi-
lize; however, when b-catenin is free in the cytoplasm, this pro-
tein may then translocate into the nucleus. Once in the nucleus,
b-catenin can activate the transcription of Wnt/b-catenin target
genes.57 In CRC, 90% of all tumors have a mutation in a key
regulatory factor of the Wnt/b-catenin pathway, most often in
APC or CTNNB, which is the gene that encodes the b-catenin
protein, resulting in the activation of the Wnt/b-catenin path-
way. CTNNB1 mutations are found more often in small colorec-
tal adenomas than in invasive carcinomas, whereas other studies
have found that CTNNB1 mutations are associated with CRC in
hereditary nonpolyposis colorectal cancer syndrome.58 The dys-
function of the Wnt/b-catenin signaling pathway is important in
CRC progression and results in the nuclear accumulation of
b-catenin. b-catenin, which is an EMT-associated marker, plays
a key role in CRC progression; however, the prognostic signifi-
cance of b-catenin expression in patients with CRC remains con-
troversial. For instance, some studies have shown that nuclear
b-catenin expression is directly associated with high tumor bud-
ding and with a poor prognosis.59-61 However, in other studies,

e1017688-4 Volume 3 Issue 3Tissue Barriers

D
ow

nl
oa

de
d 

by
 [

W
al

de
m

ir
 S

ou
za

] 
at

 0
7:

26
 1

3 
Se

pt
em

be
r 

20
15

 



this association depends on other factors beyond b-catenin.62-64

Additionally, a recent study revealed that b-catenin overexpres-
sion correlated with a favorable outcome to treatment but not
with a predictive factor.65 Recently, changes in b-catenin expres-
sion levels were also associated with aggressive morphological fea-
tures, EMT and a poor prognosis in patients with CRC, as
analyzed by immunohistochemistry.66 Additional large-scale pro-
spective studies will be necessary to determine the accurate prog-
nostic significance of b-catenin.

In vitro studies using epithelial cells have shown that a-catenin
is a key linker between F-actin and the AJ. a-catenin recruits
actin regulatory proteins including vinculin, zyxin, Ena/VASP
proteins, formins and ARP2/3 complex members. Actin poly-
merizing proteins control F-actin polymerization by themselves
and frequently in Rho-associated protein kinase (ROCK)-inde-
pendent fashion.67 In a study using colorectal cancer cells, HCT-
116 it was shown that a-catenin seems to facilitate the interaction
between b-catenin and the APC complex, leading to the degrada-
tion of b-catenin. A point mutation in a-catenin prevented bind-
ing to b-catenin, which, in turn, also prevented b-catenin
ubiquitylation, proteolysis and promoted b-catenin nuclear
translocation. In addition, binding to APC might affect a-cate-
nin-mediated cell adhesion and reorganization of the actin cyto-
skeleton leading to the misregulation of these events in cancer.68

p120 catenin binds to the juxtamembrane domain of E-cad-
herins. This protein stabilizes E-cadherin to the cell membrane
and suppresses cadherin internalization, enhancing the surface
abundance of this protein. The removal of p120 catenin greatly
increases E-cadherin internalization in mammalian cells,49 which
could therefore result in tumor-and/or metastasis-promoting
activities similar to those caused by E-cadherin down-
regulation.69

The initial studies analyzing colon tissue samples to determine
p120 expression in normal and tumor mucosa verified the corre-
lation between p120 overexpression and high cell proliferation.70

Subsequent studies showed the importance of the subcellular
localization of p120 with AJ loss.71 Bellovin et al. observed
reduced p120-catenin-E-cadherin coprecipitation during EMT,
which correlates with the formation of a p120/RhoA complex in
colon cancer cells.72 This p120/RhoA interaction seems to corre-
late with p120-catenin tyrosine phosphorylation in colon cancer
cells.73 K-ras gene mutation in Caco-2 cells stimulated cell
migration, decreasing E-cadherin/b‑catenin/p120 complex for-
mation via MAPK signaling and increasing Rho activity.74 p120
catenin phosphorylation in HCT-116 cells was associated with
its increased internalization and with cell migration, as well as
with altered Rho GTPase activity via an interaction with VAV2,
which is an oncogene that controls actin cytoskeleton
dynamics.75

AF-6/Afadin
AF-6, or afadin, is a novel intracellular AJ protein that inter-

acts with the cytoplasmic region of nectins, which are immuno-
globulin-like cell adhesion molecules at AJs, and linking nectins
to the actin cytoskeleton.76 AF-6/afadin expression level has been
recently found to be adversely correlated with the prognosis and

disease-free survival of breast cancer patients. Also, the loss of
AF-6/afadin expression induced metastatic phenotype in breast
cancer cells via activation of ERK pathway.77 Recently, a study
showed that exist an interaction between CTRF, a cAMP-acti-
vated chloride channel localized at the apical membrane of epi-
thelial cells, and AF-6/Afadin involved in the pathogenesis of
colon cancer indicating the 2 proteins as potential novel markers
of metastasis and prognostic predictors for human colon
cancer.78

GTPases

A series of studies have suggested that the E-cadherin-catenin,
nectin-afadin, and claudin-ZO systems act not only as a mechan-
ical complex to connect the actin cytoskeleton but also as a scaf-
fold for cell signaling. Thus, the temporal and spatial regulation
of contractility via Rho family protein activities is necessary for
epithelial homeostasis and morphogenesis.10 In the next section,
we will discuss the interrelation between Rho GTPase members
and AJC components and how alterations in this balance could
be crucial in events related to cancer progression.

As discussed in this section, an understanding of the molecular
structure, action mechanism and AJC component functions are
potentially important targets for anti-cancer research and possible
areas for future therapeutics.

Cross-Talk Between the AJC and the Actin
Cytoskeleton

The correct assembly and maintenance of the AJC and its
above-mentioned related proteins are essential for the preserva-
tion of tissue integrity. However, epithelial sheets are not a static
unit; they constantly face different conditions and remodeling
due to several cellular functions.79 The driver of these changes is
the actomyosin cytoskeleton, which provides structure and which
generates force. Cellular processes require the quick and efficient
reorganization of actin filaments, which is achieved by structural
and regulatory proteins. The effectiveness of cell adhesion is not
only determined by the strength of the connection between inter-
cellular junction proteins but also by the intracellular links
between the AJC proteins and AJC adaptors to the actin cytoskel-
eton.10 The cytoskeleton, which consists of a dense and ever-
changing network of filaments, is responsible for preserving cell
morphology and for orchestrating processes such as cell prolifera-
tion and migration, all which, when deregulated, may trigger or
favor the development of tumorigenesis. The interlink between
the AJC components and the actin cytoskeleton to mediate
important cellular events will be briefly discussed in the next
section.

Interlink between TJ proteins and the actin cytoskeleton
The correct assembly of the 3 primary transmembrane com-

ponents of TJs, claudins, occludin and JAMs, and of the cytoskel-
eton proteins, including actin,80 non-muscle myosin 2A, 2B,
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2C81 and microtubules, is essential for preserving the barrier
established by TJs in the epithelial sheet.82 This linkage occurs
via the adaptor proteins ZO-1, -2 and -383,83,84 and via certain
scaffolding proteins, such as cingulin and afadin.85 Cingulin
binds directly to ZO-1 and is involved in junction formation,
GTPase regulatory protein recruitment86,87 and microtubule
association.88 Afadin is present in both TJs and AJs.89,90 Afadin
links with JAM-A and ZO-1, playing an important role in the
formation and remodeling of junctions once this protein interacts
with the membrane junction proteins and binds to actin fila-
ments.91 Actin-polymerizing proteins, such as Arp2/3,92 N-
WASP,93 VASP94 and cortactin,95 have been described in close
interaction to TJs.

One example of such interactions is the complex formed by
JAM-A/ZO-2/Afadin/PDZ-GEF1, which regulates paracellular
permeability by activating the small GTPase Rap2c. The downre-
gulation of each of these components results in increased cell per-
meability. JAM-A also influences RhoA activity and non-muscle
myosin phosphorylation, affecting actomyosin contraction.96

Several actin-binding proteins also interact with ZO proteins.
Inhibiting the binding between a-catenin and ZO-1 causes a dis-
ruption in the epithelial integrity, which affects ZO-1 and actin
filament organization.97 Changes in the expression levels of the
tension-sensing protein vinculin98 and a-actinin-499 also affect
the stabilization of cell-cell junctions. Another protein, Shroom,
has been shown to regulate the actomyosin cytoskeleton through
an interaction with the ROCK protein100 and with actin, myosin
and microtubules, altering cell shape and junction formation.101

Interlink between AJs and the actin cytoskeleton
Alterations in the membrane proteins E-cadherin and nectin,

which are major participants in the preservation of physical asso-
ciations among cells, may lead to defective tissue organization.
E-cadherin creates an adhesive force by the interaction of its
extracellular domains.102 However, E-cadherin depends on Ca2C

concentrations and on its linkage to other intracellular proteins
to maintain its structure and localization. The core complex of
E-cadherin-based cell junctions is composed of one cadherin
linked by its intracellular domain to p120 catenin and b-catenin,
which binds to a-catenin.103 The a-catenin interaction with F-
actin through its carboxyl-domain was thought to be an essential
step in stabilizing the AJ; however, a-catenin may be unable to
bind to F-actin when associated with b-catenin.104 Despite its
inability to link to F-actin when associated with the core complex
of AJ, the interaction between the tension-sensing molecule vin-
culin (VCL) and a-catenin has suggested a possible model of this
interaction. The tension created by the actomyosin cytoskeleton
linked to a-catenin causes a change in its conformation, causing
the M1 domain to bind to VCL.105 Once bound, these proteins
reinforce the strength through which F-actin is connected to the
AJ complex. Two other actin-related proteins, vasodilator-stimu-
lated phosphoprotein (VASP) and MENA, were found co-local-
ized in the AJ with VCL, which is its dominant recruiting
factor;106 these proteins most likely cooperate with the E-cad-
herin/catenin/vinculin complex by enhancing actin
polymerization.107

Nectins co-localize with E-cadherin in the AJ.108 The cyto-
plasmic domain of nectins, more specifically their PDZ-binding
motif, links with afadin, which is a protein that has been already
discussed above as an actin-binding protein.90,109 Interestingly,
previous evidence indicates a direct interaction between afadin
and a-catenin, suggesting the formation of a possible nectin-afa-
din/cadherin-catenin complex.110 During the early AJC forma-
tion process, nectins are the first to gather at cell contacts,
followed by E-cadherins,111 possibly converging to the afore
mentioned nectin-afadin/cadherin-catenin complex. E-cadherin
localization at cell contact sites in Madin-Darby canine kidney
(MDCK) cells is disrupted by lowering the Ca2C concentration
and returns to the contacts once the Ca2C concentration is nor-
malized. However, E-cadherin was unable to return to cell-cell
contacts when annexin II expression was knocked down in this
cell lane, which suggests a novel and important role for this pro-
tein in the formation and regulation of the AJC.112

Annexin II and Rho GTPases: modulators of a multi-faceted
system

Annexin II is a phospholipid-binding protein with affinity for
Ca2C or for charged phospholipids. This protein, which is pres-
ent at cellular membranes, particularly those membranes rich in
phosphoinositides and cholesterol, is involved in several cellular
functions, such as cell signaling, fibrin homeostasis, calcium and
pH sensing, vesicle trafficking and actin binding and regulation.
Both monomeric and tetrameric forms of annexin II are able to
bind to F-actin and to bundle those preformed filaments. Con-
sidering its roles in actin binding and in interacting with cellular
membranes, primarily the cytoplasmatic surface of the plasma
membrane, annexin II may play an important role in controlling
actin cytoskeleton rearrangements (for reviews, see113). This
hypothesis has been strengthen by evidence that shows a conso-
nant action between annexin and cofilin,114 which is a major
actin rearrangement modulator, and a pathway leading from
annexin phosphorylation to small GTPase activation, more spe-
cifically, RhoA.115 Although, annexin II is not a defined compo-
nent of the AJC, it was proposed that this protein plays a role in
TJ assembly possibly through linking juxtaposed exoplasmic leaf-
lets to form a lipid platform across the intercellular space, indicat-
ing annexin II as a member of a new class of TJ proteins
responsible for the long-observed convergence of adjacent exo-
plasmic lipid leaflets in TJ assembly.116 However, more studies
are necessary to confirm the real role that annexin II plays in actin
cytoskeleton regulation and, consequently, in AJC organization.

Rho GTPases are a subset of the small GTPase Ras superfam-
ily, which is composed of 5 families: Ras, Rho, Rab, Ran and
Arf.117 These proteins, which are responsible for the regulation
of essential cellular processes (for a review see118), act in a wide
array of mechanisms to stabilize and bundle actin filaments. The
most prominent Rho GTPases related to actin regulation are
members of the Rho family: RhoA (one of 3 isoforms), Rac and
Cdc42. These three proteins, which are central modulators of
actomyosin cytoskeleton, also play roles in microtubule dynam-
ics, cell polarity, cell adhesion, membrane trafficking, cell prolif-
eration, gene transcription, apoptosis, and cell survival.118
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Although induced by the same catalysis, Rho, Rac and Cdc42
generate different effects on the cytoskeleton. When activated,
Rho promotes the formation of basal F-actin stress fibers and
focal adhesions, altering cell migration. When activated, Rac
induces the development of lamellipodia and membrane ruffling,
while Cdc42 helps to orchestrate cell polarity and filopodia for-
mation.119 The regulation of AJC (for a recent review, see11) by
these 3 proteins relies on a balance between their active and
inhibited states to preserve and maintain the TJ and AJ in such a
manner that the epithelial barrier function is preserved.120-122

Taken together, these findings clearly indicate that changes in
the expression of the AJC complex proteins and its adaptors and
regulators of the actomyosin cytoskeleton may lead to disruptions
of the epithelial function, such as higher proliferation, migration
and invasion potentials and, more particularly, EMT, promoting
pathogenic events such as tumorigenesis. For example, E-cad-
herin and p120 catenin under-expression is associated with a
poor prognosis and with high invasive capacity of tumors.123

Because of the low levels of E-cadherin, which are responsible for
recruiting p120 catenin, p120 accumulates in the cytoplasm,
favoring the invasive potential through Rho activation.124,125

Lower levels of junctional E-cadherin in breast epithelial cells
enhanced migration through Rho signaling,126 and ROCK inhi-
bition led to disorganization of the AJC complex, favoring higher
cell proliferation and migration.127

A growing number of studies have examined the dysregulation
of the AJC complex and the actin cytoskeleton in CRC, some of
which will be discussed in the next section. However, the exact
mechanisms by which these alterations and imbalances act still
lack broader comprehension.

The Contributions of AJC and Actin Cytoskeleton
Alterations in CRC Progression: Cell Signaling

Involvement

Disturbances in the activities of various signaling pathways,
which cause morphological and phenotypic alterations, have
been observed during CRC progression. Among these alterations,
we may highlight those alterations related to the loss of stability
of the apical junctional complex and to the reorganization of the
actin cytoskeleton, which both contribute to increased malig-
nancy. In a recent review, Leve and Morgado-Diaz discussed the
role that Rho GTPases, which are regulator proteins of the actin
cytoskeleton, play in regulating both the assembly/disassembly
and the function of the AJC and how subsequent cell-cell adhe-
sion loss can trigger cell signaling pathways, leading to epithelial
cancer progression.128 However, few studies have linked altera-
tions of AJC components and the actin cytoskeleton during
CRC development, and most of these studies used in vitro meth-
ods, as discussed below.

The tension and contractility of actin filaments can be regu-
lated by motor proteins of the myosin superfamily. Non-muscle
myosin belonging to class II (NM-II) plays an important role in
cell adhesion and cell migration and is present in non-muscle
cells. NM-II activity has been related to modulating cell-cell

adhesion.129 The inhibition of this protein class can cause the
dysregulation of the organization and stability of the AJC, as well
as changes in TJ-regulated barrier function, as reviewed by Liu
and Cheney.81 NM-IIA knock-down in colon adenocarcinoma
cell lines impairs AJC reorganization in the calcium switch assay,
decreasing the presence of E-cadherin, b-catenin, occludin and
ZO-1 in cell-cell contacts when the cell culture was switched
from a low-calcium medium (»5 mM of Ca2C) to a high-cal-
cium medium (»1.8 mM of Ca2C). These events were accompa-
nied by the disarrangement of the cortical and perijunctional F-
actin protein, which was visualized after the calcium repletion,
suggesting an important role of the actin cytoskeleton in these
processes.130 Babbin and co-workers have yet reported that inhi-
bition of NM-IIA reduces the planar migration of SK-CO15
colonic epithelial cells by increase the cell-matrix adhesion and
decrease the stress fiber and mature focal adhesion formation,
which are important to detachment and retraction of the cell dur-
ing this process. In contrast, the NM-IIA downregulation
increases the invasive potential these cells to increase in activation
of the ERK1/2 pathway and calpain-2.131 Moreover, the phos-
phorylation of sites in regulatory light chains or heavy chain by
kinase proteins can modulate NM-II activity.129 The activation
of the PKC/ROCK-II pathway in pancreatic epithelial cells indu-
ces the phosphorylation and activation of NM-II, which causes
the reorganization of the actin cytoskeleton and the disassembly
of the AJC.132 In addition, the differential regulation of myosin
light chain phosphorylation, which is present in myosin class II,
by MLCK and ROCK can modulate the dynamics of membrane
protrusions and directional migration in fibroblasts.133,134 Fur-
thermore, the treatment of Caco-2 colorectal adenocarcinoma
cells with the inflammatory mediator prostaglandin E2 (PGE2)
induces AJC disassembly, barrier function dysregulation and F-
actin belt disorganization, which are events modulated by PKC
and MLCK.135,136 Together, these data suggest the F-actin con-
tractility can be modulated by expression and/or post-transla-
tional modifications of NM-II, which is involved with AJC
organization and can regulate the malignant potential in colorec-
tal cells. Specific inhibitors of these signaling pathways can be
used as important tools to modulate the organization of cell
adhesion and actin cytoskeleton during the development of carci-
nomas in an attempt to reduce the malignant potential.

Leve and coworkers have provided evidence that the PKA
pathway may regulate the AJC and members of the Rho GTPase
family differently in CRC cells, depending on the cell region: (1)
In the basal region, PKA activation may inhibit RhoA, inducing
the disruption of stress fibers, whose structures are composed of
contractile bundles of actin. Furthermore, PKA activation or
RhoA inhibition potentially could induce Rac activation, which
would regulate the formation of lamellipodia-type membrane
protrusion, which are composed of branched actin networks. (2)
In the apical region, PKA activation induces AJC disassembly,
causing the subcellular redistribution of AJ and TJ proteins, fol-
lowed by RhoA activation and Rac inhibition. Furthermore,
RhoA activation could lead to the recruitment of ROCK I or
ROCK II effector proteins, which would regulate AJs or TJs and
the actin cytoskeleton, respectively. Together, these events
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contribute to the increased migration of CRC cells.137 The Rho-
induced increase in the migratory potential of CRC cells can also
be regulated through the activation of lysophosphatidic acid
(LPA) receptors. In vitro studies demonstrated that LPA treat-
ment causes the activation of the Rho/Rock and Src pathways,
which modulate AJ disruption. Moreover, LPA treatment in the
basal region induced the activation of the Src/FAK pathway,
which acts in the recruitment of Rho/Rock to modulate stress
fiber and focal adhesion formation.138 The reorganization of the
actin cytoskeleton can modulate the dynamics of cell-extracellular
matrix adhesion and the stability of the AJC, suggesting that
cross-talk among actin-related Rho GTPases and Src/FAK path-
ways plays an important role in the increase in cell migration dur-
ing CRC progression.

The expression of Cdc42, which is another member of the
Rho GTPase family, also correlates with increased cell migration
by regulating the elongation of actin filaments, which drives
lamellipodia protrusions.139 Elbediwy and co-workers have
shown that SH3BP1 complex-regulated Cdc42 activity in cell-
cell contacts is required to establish the AJC and the junctional
actin belt in epithelial cells.140 In contrast, Cdc42 mediates the
EGFR/Src pathway activation after Ca2C depletion, which indu-
ces E-cadherin degradation in MCF-7 breast cancer cells.141 A
decrease in miR-224 expression was observed in specimens of
patients with CRC. This micro-RNA was able to induce the
down-regulation of Cdc42 and SMAD4, which is an effector
protein of the TGF-b signaling pathway, decreasing the migra-
tion of HCT-116 cells in vitro.142 The selective inhibition of
Cdc42 using the small-molecule inhibitor AZA197 reduced
PAK/ERK pathway activation, as well as cell proliferation,
migration, invasion, and increased apoptosis. Furthermore,
AZA197 treatment decreased tumor growth and increased
mouse survival in a preclinical xenograft model of colon cancer
and has been proposed as a treatment for patients with colon
cancer that overexpress Cdc42 and that present mutations in
the KRAS gene.143 Studies attempting to develop molecules that
target Cdc42 can be promising for the treatment of patients
with advanced colon cancer. However, further studies are
required to determine the role of this GTPase in the regulation
of the molecular mechanisms involved in the development of
this cancer.

Recent evidence has supported the notion that alterations in
the cell-cell adhesion system and cytoskeleton organization may
increase the malignant potential of radioresistant CRC cells.
Progenies of ionizing radiation survivor HT-29 cells presented
actin cytoskeleton reorganization and cell spreading. Further-
more, these cells showed a mesenchymal-like phenotype, which
was accompanied by an increase in cell migration and invasive-
ness, and these events occurred concomitant to the activation of
the Wnt/b-catenin pathway. These findings suggest that CRC
cells with intermediary resistance to ionizing radiation have a
more aggressive phenotype than their parent cells.56 However,
the detailed molecular mechanisms that regulate the intercellular
adhesion disturbance and alterations in the cytoskeleton of CRC
cells surviving radiation remain to be established. Further studies
in this area may identify possible targets to avoid the refractory
effects of radiotherapy. The Table 2 summarizes cell signaling
pathways that modulate expression/localization of AJC proteins
and actin cytoskeleton regulators and the functional response
during tumor progression in CRC models.

Together, these studies indicate that alterations of the organi-
zation of the AJC and the actin cytoskeleton, which are inter-
linked to maintain a functional cell-cell system in epithelia, may
induce events related to colorectal progression, such as cell migra-
tion, proliferation and invasiveness. Thus, additional studies
could to contribute to define the molecular mechanisms that gov-
ern such disorganization in vitro and in vivo in this cancer type.

Conclusions

Many studies have established that the altered expression/
localization of AJC proteins and actin cytoskeleton disorganiza-
tion can to contribute to human cancer development. Neverthe-
less, few studies have shown the interrelation between such
events and their contribution in this context. In CRC, claudins,
E-cadherin and b-catenin proteins are among the most-studied
AJC constituents and have a vital role during CRC progression.
However, understanding the functions of other important mem-
bers of the AJC complex and their contributions to the develop-
ment of this cancer type remains a major challenge for CRC
researchers. On the other hand, despite great efforts to

Table 2. Signaling pathways that modulate expression/localization of apical junctional complex proteins and actin cytoskeleton regulators and their role in
functional responses during tumor progression in CRC models

Signaling pathway Apical junctional complex protein Actin cytoskeleton regulators Role in tumor progression Reference

PI3K/Akt/ GSK-3b Claudin-3, E-cadherin, b-catenin, ZO-1 ? Cell differentiation, Proliferation, migration 147

? Rac Migration 148

ERK1/2 Claudin-3 ? Impaired barrier function, Proliferation, migration 25,26

E-cadherin, b-catenin ? Proliferation, impaired barrier function, 26

? Cdc42 Proliferation, migration, invasion 143

PKA E-cadherin Rho, Rac Impaired barrier function 137

Src/FAK E-cadherin, b-catenin, p120 catenin Rho/ROCK Migration 138

Wnt E-cadherin, b-catenin ? Migration, invasion 56

b-catenin Tiam/Rac Proliferation, invasion 149

?, Unidentified protein.
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understand the dynamics of the actin cytoskeleton during the
events of migration and invasiveness, the key molecules that par-
ticipate in the regulation of these events in cancer remain unclear.
More importantly, the order in which these events occur also
remains unclear. Does actin cytoskeleton reorganization cause
the disruption of the AJC, or does the alteration in the expres-
sion/localization of AJC proteins lead to the reorganization of
the actin cytoskeleton?. Regardless, the existing data suggest that
controlling the regulation of these 2 mechanisms is crucial for
preventing the metastatic process by the loss of the cell-cell adhe-
sion system. Thus, large-scale prospective studies should provide
answers that define the prognostic or diagnostic significance of
the AJC components. Additionally, it is necessary to identify reg-
ulators of the actin cytoskeleton dynamics, as well as actin-bind-
ing proteins that link AJC components in CRC. We highlight
the use of these components as possible therapeutic targets to pre-
vent the increase in the malignancy of this disease. For instance,
AJC proteins alone or in combination with actin cytoskeleton
regulators, may represent useful biomarkers for the detection,
diagnosis and prognosis of CRC, mainly through their pro-meta-
static activity enhancing cell migration and invasiveness. On the
other hand, the studies here discussed highlight the possibility for

a target-specific systematic therapy using these proteins as thera-
peutic targets, specifically those that present altered expression
levels.
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Amparo �a Pesquisa do Estado de Rio de Janeiro (FAPERJ) and
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