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SEMPREBON, Simone Cristine. Avaliacio dos mecanismos antiproliferativos da
goniotalamina em linhagens mamarias de adenocarcinoma (MCF-7) e de epitélio nao-
tumoral (HB4A). 2015. 102 f. Tese (Doutorado em Genética e Biologia Molecular) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2015.

RESUMO

A (R)-Goniotalamina (R-GNT) ¢ uma estiril lactona encontrada em plantas do género
Goniothalamus sp., que apresenta propriedade antiproliferativa contra iniimeras linhagens
tumorais. A (S)-Goniotalamina (R-GNT) ¢ o enantidmero sintético da R-GNT e suas
propriedades bioldgicas sdo pouco compreendidas. Nesse contexto, o objetivo desse estudo foi
avaliar os mecanismos antiproliferativos da (R)-Goniotalamina e (S)-Goniotalaminana nas
linhagens mamarias de adenocarcinoma MCF-7 e de epitélio ndo-tumoral HB4a. O potencial
da goniotalamina em inibir a proliferacdo celular foi avaliado pelo ensaio de citotoxicidade
MTT e pela analise da cinética de crescimento celular (xCELLigence, Real Time Cell
Analyzer). Os mecanismos antiproliferativos foram investigados por meio da analise do
potencial dessas moléculas em induzir danos ao DNA (Ensaio do cometa), causar alteragdes na
dindmica do ciclo celular (iodeto de propideo, citometria de fluxo) e induzir apoptose (Anexina
V e 7-amino-actinomicina D, citometria de fluxo). Além disso, foi realizada a analise da
expressdo relativa de genes regulatorios do ciclo celular (ciclinas, CDKs e CKls), apoptose
(CASP8 e CASP9) e do gene responsivo ao estresse genotoxico GADD45a. A exposi¢do de
ambas as linhagens as concentragdes de 1-100 uM de D e R-GNT levou a redugdo na
viabilidade e inibicdo do crescimento celular. O enantidmero natural R-GNT foi mais eficaz
para ambas as linhagens celulares do que o enantidmero R-GNT, e causou genotoxicidade,
parada de ciclo celular e inducao de apoptose. A inibig¢do do ciclo celular causada pela R-GNT
foi mediada pela regulagdo positiva de inibidores de CDKs e de GADDA45a, e pela regulagao
negativa de ciclinas e CDKs. A S-GNT, por sua vez, causou parada de ciclo celular na fase
GO0/G1 e genotoxicidade nas células MCF-7 e induziu apoptose somente nas células HB4a, sem
causar genotoxicidade. Logo, a atividade antiproliferativa da GNT esta relacionada ao seu
potencial em induzir parada do ciclo celular, genotoxicidade e apoptose em células mamarias.

Palavras-chave: Goniotalamina. Genotoxicidade. Ciclo celular. Apoptose. MCF-7. HB4a.
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ABSTRACT

The (R)-goniotalamina (R-GNT) is a lactone styryl found in plants of the genre Goniothalamus
sp., which has antiproliferative property against several tumor cell lines. The (S)-goniothalamin
(S-GNT) is the synthetic enantiomer of R-GNT and their biological properties are poorly
understood. In this context, the aim of this study was to evaluate the antiproliferative
mechanisms of R-GNT and S-GNT for MCF-7 breast cancer cells and epithelial mammary
HB4a cells. The potential of goniothalamin to inhibit cell proliferation was assessed by MTT
cytotoxicity assay and by the cell growth kinetics analysis (xCELLigence, Real Time Cell
Analyzer). The antiproliferative mechanism was investigated by the analysis of the potential of
these molecules to induce DNA damage (comet assay), to cause changes in cell cycle dynamics
(propidium iodide, flow cytometry) and to induce apoptosis (Annexin V and 7-amino -
actinomicina D, flow cytometry). In addition, in order to understand the molecular mechanisms
of action of R-GNT, was performed the analysis of relative expression of cell cycle regulatory
genes (cyclins, CDKs and CKIs), apoptosis (CASP8 and CASP9) and of responsive gene to
genotoxic stress GADD45a. Exposure of both cell lines to concentrations of 1-100 uM of R and
S-GNT led to a dose and time-dependent reduction in cell viability and inhibition of cell growth.
The natural enantiomer R-GNT was more effective for both cell lines than the S-GNT and
caused genotoxicity, cell cycle arrest and apoptosis induction. The cell cycle inhibition caused
by R-GNT was mediated by upregulation of CIP/KIP cyclin-kinase inhibitors and GADD45a
and by downregulation of cyclins and CDKs. The S-GNT, in turn, was able to cause G0/G1 cell
cycle arrest and genotoxicity in MCF-7 cells and apoptosis induction only in HB4a cells.
Therefore, the antiproliferative activity of the GNT is related to its potential to induce cell cycle
arrest, genotoxicity and apoptosis in mammary cells.

Keywords: Goniothalamin. Genotoxicity. Cell cycle. Apoptosis. MCF-7. HB4a.
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1 INTRODUCAO GERAL

O céancer de mama é a segunda neoplasia mais frequente no mundo e a mais comum
entre as mulheres. No Brasil sdo esperados cerca de 57.120 novos casos, aproximadamente 56
casos a cada 100 mil mulheres, segundo estimativas para 0s anos de 2014 e 2015. Nas regides
sul e sudeste estes nimeros séo ainda mais alarmantes, com risco estimado de cerca de 71 novos
caso0s/100.000 mulheres. Embora tenha um bom prognostico quando diagnosticada
precocemente, essa neoplasia ainda € a principal causa de morte por cancer entre as mulheres.
Sendo assim, novas estratégias terapéuticas que tragam menores efeitos colaterais, maior
seletividade e uma resposta mais efetiva sdo necessarias.

Varios compostos naturais com efeitos antiproliferativos tém sido utilizados como
farmacos antineoplasicos, sendo grande parte deles obtidos a partir de fontes naturais ou por
modificacdo estrutural de moléculas naturais. Uma molécula obtida a partir de fonte natural
com potente atividade antiproliferativa € a goniotalamina. Em sua forma natural essa molécula
apresenta configuracdo absoluta R (Rectus) e, recentemente, seu enantidmero sintético S
(Sinister) foi sintetizado.

A escassez de estudos a respeito da (S)-goniotalamina e a necessidade de esclarecer seu
mecanismo de acdo tornam essa molécula um importante alvo de estudo. Quanto a (R)-
goniotalamina, mesmo com as informagdes relatadas na literatura, sdo necessarios novos
estudos gue proporcionem uma visao mais ampla e detalhada dos mecanismos desempenhados
por essa molécula.

Portanto, um estudo comparativo entre ambas as formas enantioméricas da
goniotalamina (R e S) e que verifique e esclareca a possivel seletividade destes compostos
contra células tumorais, é de grande importancia para a compreensdo do modo como essas

moléculas exercem sua atividade antiproliferativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cancer

2.1.1 Carcinogénese

O céncer é um conjunto de doencas com mais de 100 tipos e subtipos distintos
encontrados em 0&rgdos e tecidos especificos, que se caracteriza, principalmente, pelo
crescimento descontrolado de células anormais. As células cancerosas possuem defeitos nos
circuitos regulatérios normais que coordenam a proliferacdo celular, rompendo, deste modo, a
homeostase do tecido.

A proliferacéo fora de controle dara origem a um tumor, ou neoplasia. Se essas células
neoplasicas permanecerem agregadas formando uma massa Unica, 0 tumor é considerado
benigno, entretanto, caso as células adquiram a capacidade de invadir tecidos adjacentes,
penetrar na corrente sanguinea ou nos vasos linfaticos e formar tumores secundarios, o tumor é
considerado maligno ou cancer.

Esta vantagem no crescimento ocorre devido a muta¢des, que sdo mudancas no gendétipo
de uma célula, ou a alteracOes epigenéticas, quando o padrdo de expressdo génica € alterado
sem mudangas na sequéncia de DNA. Grande parte das muta¢Ges ndo traz mudancas na
atividade celular ou leva a célula & morte, ja uma pequena parte pode ocorrer em genes
especificos (proto-oncogenes e supressores tumorais) e, entdo, determinar vantagens e
crescimento desordenado a estas células. Estas mutacfes podem ocorrer de maneira espontanea,
devido a erros na replicagdo ou reparo do DNA; de maneira induzida, quando sdo resultantes
da exposicdo do organismo a agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que causam mudancas no
DNA; ou entdo podem ser herdadas (COHEN; ELLWEIN, 1991; BALMAIN; GRAY;
PONDER, 2003; STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009).

Um grande nimero de mutagdes responsaveis pelo desenvolvimento tumoral ja foi
identificado. Estudos tém demonstrado que toda célula maligna possui mutagdes mdaltiplas e
gue uma unica alteracdo genética é insuficiente para formar um tumor maligno (YOKOTA,
2000; STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009). Isso ocorre porque 0S processos
celulares sdo controlados de forma complexa e mecanismos regulatérios redundantes sao
utilizados para manter o controle do comportamento celular. Sendo assim, inimeros sistemas
regulatorios diferentes precisam ser alterados para que uma célula torne-se cancerosa.

A tumorigénese é um processo genético, multipassos e que dirige progressivamente a
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transformacdo de células normais em células com caracteristicas malignas (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). Segundo Hanahan e Weinberg (2011), o fenétipo maligno é resultado da
manifestacdo de alteracdes essenciais na fisiologia celular que permitem as células cancerosas
sobreviver, se proliferar e se disseminar tais como:

Autossuficiéncia em sinais de crescimento: Tecidos normais controlam
cuidadosamente a producao e a liberacao de fatores de crescimentos que, por sua vez, controlam
a progressdo das celulas no ciclo celular. As células cancerosas podem adquirir a capacidade
de autossuficiéncia aos sinais de crescimento de algumas formas, como produzindo seus
préprios fatores de crescimento e respondendo a esses sinais de maneira autdcrina; enviando
sinais para estimular as células normais que reciprocamente fornecem fatores de crescimento
as celulas tumorais; aumentando o numero de proteinas receptoras na superficie celular e
tornando essas células super responsivas a quantidades limitadas de ligantes de fatores de
crescimento, etc.

Insensibilidade a sinais supressores de crescimento: Além da autossuficiéncia na
sinalizacdo de crescimento, as células tumorais também apresentam a capacidade de se evadir
de sinais supressores de crescimento. Diversos supressores tumorais que atuam limitando o
crescimento e a proliferagéo celular se encontram inativados nos canceres humanos, tais como
a proteina Rb (retinoblastoma-associated) e Tp53.

Resisténcia a morte celular: Nos tecidos normais no adulto, as células podem
proliferar continuamente, mas seu niUmero permanece constante porque o aumento no nimero
de células é contrabalancado pela perda de células. A morte celular por apoptose tem um papel
fundamental nesse equilibrio, sendo uma barreira natural ao desenvolvimento do cancer. Uma
das caracteristicas fundamentais das celulas cancerosas € a resisténcia a morte celular por
apoptose e isso acontece devido a perda da fungéo supressora de Tp53, aumento da expressao
de reguladores antiapoptéticos (Bcl-2 e Bcl-XL) ou de sinais de sobrevivéncia (Igfl/2),
regulacao negativa de fatores pro-apoptéticos (Bax, Bim, Puma) ou ainda por desregulacdo na
via extrinseca da apoptose.

Imortalidade replicativa: As células cancerosas adquirem a capacidade de se replicar
de forma ilimitada. Alguns estudos sugerem que a enzima telomerase, DNA polimerase que
adiciona segmentos repetidos do DNA telomérico, esta expressa em aproximadamente 90% das
células imortalizadas. Essa atividade da telomerase esta correlacionada a resisténcia da inducéo
de senescéncia e a crisis/apoptose, garantindo que essas células tenham imortalidade
replicativa.

Angiogénese induzida: Os tumores, assim como os tecidos normais, necessitam de
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aporte sanguineo. A fim de suprir essa necessidade, o processo de angiogénese leva a
neovascularizagdo associada ao tumor, o que ajuda a sustentar o desenvolvimento neoplésico.
Um exemplo de agente indutor de angiogénese bem definido € o gene VEGF-A, que codifica
ligantes que estdo envolvidos na inducdo da formacdo de vasos sanguineos durante o
desenvolvimento embrionério e pos-natal. A expressdo desse gene pode sofrer regulacdo
positiva em situacdes de hipoxia ou ainda por estimulos oncogénicos.

Invasdo tecidual e metastase: As células cancerosas podem adquirir a capacidade de
invadir tecidos adjacentes, penetrar na corrente sanguinea ou nos vasos linfaticos e formar
tumores secundarios. Durante esse processo, conhecido como metéstase, as células sofrem
alteragcBes em sua forma, na sua fixac&o a outras células e na matriz extracelular (ME). A perda
da E-caderina pelas células cancerosas € a principal alteracdo ja caracterizada em relacdo a
invasdo tecidual e metastase. Estudos demonstram que a expressdo aumentada de E-caderina
atua como um antagonista da invasdo e metastase, enquanto a reducdo em sua expressao
potencializa esse processo. Além disso, genes que codificam para moléculas de adeséo célula-
célula e célula-ME apresentam regulacdo negativa e moléculas de adesdo associadas a migracédo
celular durante a embriogénese, como a N-caderina, possuem regulacdo positiva em carcinomas
agressivos.

As caracteristicas descritas acima permitem que as células cancerosas sobrevivam,
proliferem e se disseminem (HANAHAN; WEINBERG, 2000). A aquisicdo dessas marcas
durante o desenvolvimento tumoral é dependente do desenvolvimento da instabilidade
genbmica e do estado inflamatdrio das lesdes pré-malignas ou malignas. Além disso, a
reprogramacao do metabolismo energético, a fim de sustentar o crescimento tumoral, e a evasdo
ativa das células tumorais do ataque de células do sistema imune sdo atributos importantes que
também colaboram para a tumorigénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

2.1.2 Epidemiologia do cancer

O cancer tornou-se um problema de salde pablica mundial nas Gltimas décadas e
estimativas apontam para um aumento na carga global dessa doenca nos préximos anos devido
ao crescimento e envelhecimento da populacdo. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), no ano de 2012 ocorreram 14,1 milhdes de novos casos, 8,2 milhdes de mortes
por cancer e 32,6 milhdes de pessoas vivendo com essa doenca. Para o ano de 2030, séo
esperados 21,4 milhdes de casos incidentes e 13,2 milhdes de mortes por cancer (WHO, 2012)

Dentre todas as neoplasias, o cancer de mama é o segundo mais comum e 0 que mais
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acomete as mulheres em todo mundo. No ano de 2012, 1,67 milhdes de novos casos foram
diagnosticados na populagédo mundial, o que representa 25% de todos os canceres (WHO, 2012)

No Brasil, estimativas de 2014/2015 apontam para a ocorréncia de 576 mil novos casos
de céancer. Para o0 sexo masculino, os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele néo-
melanoma, canceres de prostata, pulmdo, célon e reto, estbmago e cavidade oral. J& para o sexo
feminino, os tipos mais incidentes serdo os canceres de pele ndo-melanoma, mama, célon e
reto, colo do Gtero, pulméo e glandula tireoide. Com excecdo dos canceres de pele nao-
melanoma, sdo estimados 190 mil novos casos de cancer para a populacdo feminina e desses
57.120 serdo casos de cancer de mama, sendo esse, portanto, o 2° tipo de cancer mais incidente
na populagédo feminina brasileira (Tabela 1) (INCA, 2014).

Tabela 1 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2014 por sexo, exceto cancer de pele ndo-melanoma.

Localizacao primaria casos % Localizacao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronguio e Pulmao 16.400 54% e Cdlon e Reto 17.530 6,4%

Coélon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 57%

Estébmago 12.870 43% Traqueia, Bronquio e Pulmdao  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 37% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Esbfago 8.010 26% Estdmago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% ) Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 22% Ovario 5.680 21%

Leucemias 5.050 1.7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

*Nimeros arredondados para 10 ou miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2014).

2.1.3 Cancer de mama

a) Etiologia

A etiologia do cancer de mama é multifatorial e envolve exposi¢cdo a hormonios
esteroides, dieta, obesidade, sedentarismo, consumo de bebida alcodlica, historico familiar,
entre outros.

Essa doenca € pouco comum entre mulheres mais jovens do que 30 anos, sendo a idade
e a duracdo da exposicao a esteroides enddgenos ou exdgenos, como 0 uso de contraceptivos e
a terapia de reposi¢do hormonal, os fatores de risco mais bem definidos. Os ovarios produzem
hormdnios esteroides que afetam diretamente o desenvolvimento e a funcdo das mamas durante

avida reprodutiva da mulheres. Uma analise que reuniu 117 estudos epidemiologicos, incluindo
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118.964 mulheres com cancer de mama invasivo e 306.091 sem a doenca, demonstrou que a
menarca precoce e a menopausa tardia sdo fatores associados a um maior risco no
desenvolvimento do cancer de mama (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL
FACTORS IN BREAST, 2012). Além disso, as taxas de incidéncia dessa doenca aumentam ao
longo da vida da mulher, mas séo reduzidas entre os 45 e 50 anos, sugerindo o envolvimento
de horménios reprodutivos na etiologia do cancer de mama. Esta mudanga néo é vista entre
tumores nao-dependentes de hormodnio (WIDSCHWENDTER; JONES, 2002).

O consumo de bebidas alcoolicas tem sido correlacionado a um aumento no risco de
cancer de mama. O risco relativo para essa doenca aumenta em 7,1% a cada 10 g adicionais de
alcool por dia, tanto em mulheres fumantes como ndo-fumantes. Considerando esse risco
relativo, cerca de 4% de todos os casos de cancer de mama em mulheres de paises desenvolvidos
poderiam ser atribuidos ao consumo de bebidas alcoodlicas (HAMAJIMA et al., 2002). O papel
do tabagismo ativo no risco de cancer de mama ainda € inconsistente, embora estudos recentes
demonstrem uma modesta associacdo entre tabagismo e cancer de mama (CATSBURG,;
MILLER; ROHAN, 2014).

Um dos fatores de risco mais bem estabelecido para o cancer de mama é o histérico
familiar da doenca. Uma reanalise de 52 estudos confirma essa correlagdo. Contudo, também
demonstra que a maioria das mulheres com uma ou mais parentes de primeiro grau afetadas
nunca ira desenvolver a doenca e que a maior parte das mulheres que desenvolvem céncer de
mama ndo possuem nenhum parente afetado (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL
FACTORS IN BREAST, 2001).

Alguns hébitos de vida como a pratica de exercicios fisicos, o sedentarismo, habitos
alimentares e 0 sono tém grande impacto na incidéncia e sobrevivéncia de varios tipos de
cancer, incluindo o cancer de mama (THOMPSON et al., 2014). Também a obesidade é um
fator de risco bem estabelecido para essa doenca, isto porque apds a menopausa o tecido adiposo
é a maior fonte de estrogeno do corpo (WIDSCHWENDTER; JONES, 2002).

b) Classificacdo molecular

Existem diversos subtipos patoldgicos com diferentes aspectos histologicos, diferentes
quadros clinicos e diversidade na resposta a um determinado tratamento. De acordo com as
caracteristicas histologicas, esta neoplasia é categorizada em carcinoma invasivo (incluindo o
carcinoma micro invasivo) e carcinoma in situ. O carcinoma in situ € caracterizado pela

auséncia de invasdo dos tecidos adjacentes. J& o carcinoma invasivo é caracterizado pela
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invasdo dos tecidos e pela capacidade de metéstase. Os subtipos histopatologicos dos
carcinomas de mama sdo definidos com base em critérios morfoldgicos e padrbes de
crescimento (AJCC, 2002). O carcinoma in situ é subclassificado em ductal ou lobular, ja os
principais subtipos de carcinoma invasivo sdo ductal infiltrante, lobular invasivo,
ductal/lobular, mucinoso (coloide), tubular, medular e papilar (MALHOTRA et al., 2010).

Pacientes com cancer de mama com o0 mesmo estagio da doenca tém diferentes respostas
ao tratamento. Algumas vezes, os fatores que predizem o risco de metastase (como o status dos
linfonodos e o grau histologico) falham em classificar os tumores de mama. I1sso ocorre porque
o cancer de mama é uma doenca genética e clinicamente heterogénea. As alteracdes que levam
ao desenvolvimento do cancer de mama sdo caracterizadas por uma variedade de lesdes
genéticas que incluem, amplificacbes génicas, delecdes, mutacbes pontuais, perda de
heterozigozidade, rearranjos cromossdmicos, aneuploidia e alteracbes epigenéticas
(WIDSCHWENDTER; JONES, 2002).

A diversidade fenotipica dos tumores de mama é acompanhada por uma correspondente
diversidade nos padrbes de expressao génica. Os carcinomas de mama sdo classificados em
alguns subtipos moleculares que englobam os mais de 20 subtipos morfolégicos, sdo eles:
Basal-like, HER2 (Human epidermal growth fator receptor 2) positivo, Normal breast-like,
Luminal A, Luminal B, Claudin-low (TOOKMAN; ROYLANCE, 2010; CANCER GENOME
ATLAS, 2012; EROLES et al., 2012).

Na revisdo de Eroles et al. (2012), os 6 subtipos principais sdo descritos de acordo com
as caracteristicas moleculares dos tumores:

1. Subtipo Luminal A: é o mais comum e representa 50-60% dos casos, sendo
caracterizado pela expressdo de genes ativados pelo receptor de estrogeno (ER), normalmente
expressos no epitélio luminal que reveste os ductos mamarios. Os pacientes com este subtipo
apresentam um bom progndstico e a taxa de recidiva é de 27,8%. Seu perfil imunohistoquimico
é caracterizado pela expressdo de ER, PGR, Bcl-2 e CK8/18, auséncia de HER2, baixa taxa de
proliferacdo e baixo grau histologico. O tratamento para este subtipo € baseado na terceira
geragdo de inibidores de aromatase em pacientes pds-menopausa, moduladores seletivos de
receptores de estrogeno, como o tamoxifeno, e através de reguladores seletivos de receptores
de estrégeno como o fulvestrant.

2. Subtipo Luminal B: representa de 10 a 20% dos casos de cancer de mama, sendo mais
agressivo do que o subtipo Luminal A. Este subtipo também possui expressao de receptores de
estrogeno (ER), entretanto, diferente do subtipo luminal A, apresenta um elevado grau

histologico, alta taxa de proliferacdo, um prognostico ruim e uma taxa de recidiva maior (cerca
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de 30%). E caracterizado pela expresséo de genes de proliferacio, tais como MKI67 e CCNB1,
e de EGFR e HER2.

3. Subtipo HER2 positivo: representa de 15 a 20% de todos os canceres de mama. Esses
tumores sdo altamente proliferativos, ttm um alto grau histoldgico e um progndstico ruim. E
caracterizado por uma elevada expresséo de HER2 e de genes associados a ele. As taxas de
sobrevivéncia aumentaram na ultima década depois do inicio da terapia com anti-HER2.

4. Subtipo basal-like: representa 10-20% dos casos de cancer de mama e expressa genes
normalmente presentes em células mioepiteliais de mama. Clinicamente, sdo predominantes em
mulheres de origem africana e com pouca idade, possuem um alto grau histolégico, com um
prognostico pior do que para os subtipos luminal A e B. Este subtipo ndo apresenta expressdo
de ER, PGR e HERZ2, sendo classificado na pratica clinica como Triplo Negativo (TN).

5. Subtipo Normal Breast: representa de 5-10% dos casos de carcinoma de mama. Ele
expressa genes caracteristicos de tecido adiposo e ainda ha davidas sobre sua real existéncia.
Alguns estudos o apontam como um artefato de contaminagéo por tecido normal durante as
analises de microarranjo.

6. Subtipo Claudin-low: € caracterizado por uma baixa expressdo de genes que
codificam proteinas de juncgdes intercelulares e de adesdo, incluindo claudina-3, -4, -7,
cingulina, ocludina e E-caderina. Este subtipo apresenta um prognostico ruim e baixa expressao
de genes envolvidos com a proliferacdo celular.

Embora o cancer de mama, em geral, tenha um bom progndstico, as taxas de
mortalidade continuam elevadas. Nos paises desenvolvidos, a taxa de sobrevida média em 5
anos é de 85%, ja em paises em desenvolvimento, cerca de 60% (INCA, 2014). Dos pacientes
com esta neoplasia, cerca de 20-30% desenvolvem doenga metastatica e apresentam uma média
de sobrevivéncia entre 2 e 4 anos, dependendo do subtipo da doenca (EROLES et al., 2012).
Sendo assim, novas estratégias terapéuticas que tragam menores efeitos colaterais, maior

seletividade e uma resposta mais efetiva sdo necessarias.

2.1.4 Linhagens celulares de mama

Um modelo experimental frequentemente utilizado para o estudo da influéncia de novos
compostos com potencial terapéutico para o cancer de mama € a cultura celular de linhagens
mamarias.

A linhagem celular de adenocarcinoma mamario humana MCF-7 é a mais utilizada em
pesquisas em todo o mundo (HOLLIDAY:; SPEIRS, 2011). Essa linhagem foi estabelecida em
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1973 a partir das células em cultura primaria derivadas de efusdo pleural de uma paciente de 69
anos com doenga metastatica de mama (SOULE et al., 1973).

Os subtipos moleculares do cancer de mama sao identificados com base nos perfis de
expressao génica e de proteinas. A linhagem MCF-7 (Fig. 1) expressa 0 receptor de estrégeno
(ER) e de progesterona (PR) e é HER2 negativa, sendo, portanto, classificada como o subtipo
molecular Luminal A. Esse subtipo é o mais frequente, representando 50 a 60% de todos os
casos, um dos mais bem diferenciados, ocorre frequentemente em pacientes mais velhas e
possui 0 melhor prognostico quando comparado aos demais subtipos (SUBIK et al., 2010;
HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).

Figura 1 - Fotomicrografia da linhagem de adenocarcinoma mamario MCF-7
(Aumento: 460x).

A linhagem HB4a (Fig. 2) foi estabelecida a partir de epitélio mamario normal e
imortalizada por infeccdo retroviral com antigeno SV40 T (STAMPS et al., 1994). Essa
linhagem apresenta niveis basais de expressdo de HER2 e € positiva para 0s receptores de
estrogeno (ER) e progesterona (PR) (DOS SANTOS et al., 2006). Os perfis de expressdo de
RNAmM dessas células sdo semelhantes a aqueles encontrados em tecidos normais de mama
(GIT et al., 2008).
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Figura 2 - Fotomicrografia da linhagem epitelial maméria HB4a (Aumento: 460x).
2.2 Ciclo celular e apoptose: alvos celulares de compostos antitumorais
2.2.1 Ciclo celular

O ciclo celular constitui uma série de eventos ordenados, onde as células duplicam seu
contetdo de DNA e depois se dividem em duas células-filhas geneticamente idénticas a célula-
mée. As duas principais fases do ciclo celular sdo as fases de sintese do DNA (fase S), onde
ocorrera a replicacdo cromossomica, e a fase de mitose (fase M), onde havera a segregacdo dos
cromossomos e, por fim, a divisdo celular. Entre essas duas fases (fase S e fase M), existem as
fases de intervalo (fase G1 e fase G2), onde as células crescem, duplicam sua quantidade de
organelas e proteinas e fornecem tempo para que a maquinaria celular monitore o ambiente
intra e extracelular antes de seguir para as fases de mudancas mais criticas. Sendo assim, o ciclo
celular ocorre de modo sequencial entre as fases G1 (gap 1), S (sintese), G2 (gap 2) e M
(mitose). Quando a fase M termina, a célula retorna a fase G1 (Fig. 3A) (SURYADINATA,
SADOWSKI; SARCEVIC, 2010).

A magquinaria do ciclo celular deve viabilizar a progresséo da célula ao longo do ciclo
garantindo a fidelidade gendmica. As cinases dependentes de ciclinas (cyclin dependent
kinases, CDKs) associadas com ciclinas dirigem a progressdo da célula ao longo do ciclo
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celular. As CDKs 4, 6, 2 e 1, fosforilam as proteinas responsaveis pelos eventos do ciclo celular
de forma ciclica. Essas mudancas nas atividades das CDKs sdo reguladas pelas ciclinas D, E,
A e B. Para que as CDKSs exercam sua atividade de proteino-quinase, elas devem estar ligadas
as ciclinas, as quais séo sintetizadas e destruidas em momentos especificos do ciclo celular,
garantindo, assim, que a atividade quinase seja regulada de forma tempo-especifica (Fig. 3B e
3C). Portanto, a célula entra e sai de uma determinada fase do ciclo de acordo com a sintese e
degradacdo de ciclinas especificas. Além do controle temporal, diferentes complexos
ciclina/CDKs fosforilam grupos diferentes de proteinas ao longo do ciclo (MALUMBRES;
BARBACID, 2009).

G2-M Metéfase-
Anéfase

Mitose

Fase G2 'J Citocinese

4 “ Ciclina A-
CDK1LDK2

Fase G1 T T T T
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Figura 3 — Controle do ciclo celular. A) Fases do ciclo celular. B) InteracGes entre ciclinas A,
B,EeDeCDKs 1,2, 4e6.C) Complexos ciclina/CDK responsaveis por regular os eventos
dafase G1, S, G2e M.

Fonte: Modificado de HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT (2008).

Em resposta a estimulos mitogénicos, ocorre o acumulo de ciclina D. Essa ciclina se
complexa com CDK4/6 durante a fase G1 do ciclo celular e fosforila a proteina Rb, inativando
sua atividade de repressor transcricional (SHERR; ROBERTS, 2004). A fosforilagcdo de Rb,
por sua vez, causa sua dissociagdo do fator transcricional E2F, permitindo que ocorra a
transcricao de genes que codificam para componentes responsaveis pelos eventos subsequentes
do ciclo celular, tais como ciclina E, A e B1, CDK1, entre outros (Fig. 4) (TRIMARCHI; LEES,
2002). Além disso, evidéncias sugerem que esse complexo também atue sequestrando e
inativando proteinas da familia CIP/KIP de inibidores de CDKs (CKIs), tais como p21 e p27
(SHERR; ROBERTS, 2004).
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A préxima ciclina a ser induzida é a ciclina E, a qual se associa a CDK2. O complexo
ciclina E/CDK2 é responsavel por manter a proteina Rb em um estado hiperfosforilado e
também por fosforilar p27, contribuindo para sua subsequente degradacdo via proteossomo. A
méaxima atividade de ciclina E/CDK2 é detectada na transi¢cdo G1/S. No inicio da fase S ocorre
uma queda na atividade do complexo ciclina E/CDK2 devido a degradacdo de ciclina E
(SHERR; ROBERTS, 2004). Sendo assim, juntos, os complexos ciclina D/CDK4-6 e ciclina

E/CDK?2 sao responsaveis pela progressdo da célula ao longo de G1 e pela transicdo G1/S.
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Figura 4 — Fosforilacdo e inativacdo da proteina Rb pelos complexos ciclina D/ICDK4 e
ciclina E/CDK2.
Fonte: Modificado de TRIMARCHI; LEES (2002).

Os complexos ciclina E/CDK?2 e ciclina A/CDK2 sdo responsaveis por regular a entrada
na fase S, a progressao da replicacdo e também por limitar a ocorréncia da replicacdo a somente
uma vez por ciclo. Além de seu papel na fosforilacdo de Rb, o complexo ciclina E/CDK2
também atua de forma conjunta com o complexo ciclina A/CDK2 fosforilando componentes da
maquinaria de replicacdo do DNA (WOO; POON, 2003).

Apbs a fase S, as células na fase G2 possuem duas copias do genoma. Durante a fase
M, esses cromossomos devem ser distribuidos para as duas células-filhas. A progressao da fase
G2 para a fase M e dirigida pela ativacdo do complexo ciclina B/CDK1 (Fig. 5). Esse complexo
é capaz de promover varias reorganizagdes celulares que ocorrem no inicio da mitose, tais como
a montagem do fuso mitotico, a condensagdo dos cromossomos, 0 rompimento do envelope
nuclear, reorganizacao do citoesqueleto, entre outros. Além disso, um dos principais alvos desse
complexo é o complexo promotor da anafase (APC), uma ubiquitina ligase que promove a
destruicdo de proteinas mitoticas regulatorias. No inicio da mitose, o complexo ciclina B/CDK1
fosforila as subunidades de APC e contribui para sua ativagéo. Inicia-se entdo a ubiquitinagdo
e degradacédo das proteinas securinas e também de ciclina B1 durante a transi¢do da metafase
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para anafase. Uma vez que a proteina securina é degradada, a proteina separase livre consegue
clivar uma das subunidades do complexo de coesdo (SCC1, sister chromatid cohesion 1),

permitindo a separacdo das cromatides irmas (NIGG, 2001).
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Figura 5 — Ativacdo do complexo ciclina B/CDK1 e sua participacdo no controle da fase M.
Esse complexo promove vérias reorganizagfes celulares no inicio da mitose, tais como a
montagem do fuso mitético, a condensacdo dos cromossomos e o rompimento do envelope
nuclear. Um dos seus principais alvos € o complexo promotor da anafase (APC), uma ubiquitina
ligase que promove a destruicao de proteinas mitoticas regulatorias e da securina. Os pontos de
checagem da estrutura do DNA e do fuso inibem a ativagdo do complexo ciclina B/CDK1 e de
APC.

Fonte: Modificado de NIGG (2001)

Além da regulacdo da atividade das CDKs pela ligacdo das ciclinas, 0 aumento de sua
atividade pode ser regulado pela quinase ativadora de CDK, CAK (CDK7/ciclina H) (LOLLI;
JOHNSON, 2005), e a inibicdo pode se dar pela fosforilacéo de sitios inibitérios pela proteino-
quinase Weel. A remocéo desses fosfatos dos sitios inibitorios pela fosfatase Cdc25C resulta
na ativacdo do complexo ciclina/CDK, causando a defosforilacéo e ativando as CDKs (PERRY;
KORNBLUTH, 2007) (Fig. 5).
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As proteinas inibidoras de CDKs (cyclin-kinase inhibitors, CKIs) também podem atuar
causando a inibicdo desses complexos. Esses inibidores causam a supressdo da proliferagéo
celular sob condicdes de estresse, tais como deficiéncia de fatores de crescimento, danos ao
DNA, entre outros. Existem duas familias de CKIls, CIP/KIP (p21, p27 e p57) e INK4 (p15,
pl6, pl18 e pl9). Os membros da familia INK4 (Inhibitors of CDK4) se ligam e inibem a
atividade das CDKSs 4 e 6. J& os membros da familia CIP/KIP podem se ligar e inibir uma ampla
gama de CDKs (ROUSSEL, 1999; LEE, J. et al., 2009).

O principal membro da familia CIP/KIP é a proteina p21. Essa proteina esta envolvida
com os pontos de checagem de G1/S e desempenha sua atividade de inibidor do ciclo celular
por interagir diretamente e inibir a atividade quinase dos complexos ciclina E/CDK2 e ciclina
A/CDK2, também interage com PCNA (Proliferating Nuclear Antigen) e com os fatores
transcricionais E2F, cMyc e STAT3. Desse modo, p21 causa repressdo da transcricdo génica
indiretamente através da interagdo com o complexo ciclina/CDK, inibindo a fosforilagcdo da
proteina Rb e, portanto, bloqueando a atividade transcricional de E2F, e diretamente através da
interacdo com os fatores transcricionais (BESSON, 2008; WARFEL, 2013). Além disso, em
resposta aos danos ao DNA, p21 também contribui para a parada de ciclo na fase G2 através da
repressao transcricional de Emil (early mitotic inhibitor 1), um inibidor do complexo ubiquitina
ligase APC/C. A regulagdo negativa de Emil leva a ativacdo de APC/C, a qual leva a
degradacdo de ciclinas e outras proteinas necessarias para a entrada na mitose, bloqueando as
células na fase G2 (LEE, J. et al., 2009).

Mutacdes de perda de funcdo no gene CDKN1A, o qual codifica para a proteina p21,
s80 raros nos canceres humanos, embora muitos canceres possuam uma expressao reduzida de
p21. Essa expressdo desregulada de p21 ocorre principalmente devido a perda de funcéo de
seus ativadores transcricionais, como a proteina p53, e também com o ganho de funcgdo ou
superexpressdo de seus repressores, como Myc (ABBAS; DUTTA, 2009).

Os pontos de checagem do ciclo celular agem para garantir a fidelidade da replicacdo e
divisdo celular, protegendo as celulas contra os efeitos de agentes genotoxicos, tais como
agentes quimicos, radicais livres, radiagdo ionizante, medicamentos, produtos do metabolismo
celular, etc. Em resposta a lesdes ao DNA, a célula ira ativar os pontos de checagem e fazer
com que a célula pare transitoriamente ou permanentemente nas transicées G1/S ou G2/M e
ative 0os mecanismos de reparo do DNA em resposta aos estimulos genotoxicos. Existem dois
pontos de checagem dos DNA danificado, um no final de G1, que ird impedir a entrada em S,
e um ao final de G2, que ird bloguear a entrada da célula em M.
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Na fase G1, em resposta aos danos ao DNA, a proteina p53 é ativada e estimula a
transcricdo de genes responsadveis por inibir a ativacdo dos complexos ciclina/CDK
responsaveis pela transicdo G1/S. O gene CDKN1A é um dos genes cuja transcricdo é
estimulada em resposta ao p53 e que ira colaborar para o bloqueio das células na fase G1. O
ponto de checagem de G2, de modo semelhante ao ponto de checagem de G1, atrasa a entrada
na mitose para que o reparo aconteca. Como ja discutido acima, embora os niveis de ciclina B
colaborem para a ativacdo do complexo ciclina B/CDK1, outros mecanismos também sao
importantes na regulacdo desse processo. Um desses mecanismos € a ativacdo de Cdc25C,
fosfatase responsavel por defosforilar os sitios inibitorios e ativar a enzima Cdkl (Fig. 5). A
presenca de danos ao DNA ativa a proteina Chk1, que entdo inativa a fosfatase Cdc25C, e assim
inibe a ativacdo de Cdk1, impedindo que a célula prossiga para a fase M (DIPAOLA, 2002).
Sendo assim, a regulacdo negativa de ciclina B1, Cdkl e Cdc25C pode contribuir para o
bloqueio das células na transi¢cdo G2/M.

As neoplasias possuem defeitos nos circuitos regulatorios do ciclo celular.
Frequentemente, sdo encontradas mutacfes associadas aos tumores que desregulam alguns
complexos ciclina/CDK, resultando em proliferacdo celular descontrolada. Entretanto,
mutacdes em CDKSs sdo raras nos canceres humanos, a maioria das neoplasias carregam
mutacdes em reguladores das CDKSs, tais como ciclinas e CKIs, ou em seus substratos, como a
proteina Rb. Também as alteracBes nas vias de resposta aos danos ao DNA resultam em
progressdo das células no ciclo celular mesmo na presenca de DNA danificado, contribuindo
para a instabilidade genémica do tumor (MALUMBRES; BARBACID, 2005). Sendo assim,
drogas que atuem causando a inibicdo dos reguladores positivos do ciclo, tais como ciclinas e
CDKs, e a ativacdo dos inibidores, como as CKIs, sdo bons alvos para a terapéutica anticancer.

2.2.2 Apoptose

Para combater os danos ao DNA, as células possuem um mecanismo de resposta ao
dano no DNA (DNA damage response, DDR) que ira detectar as lesdes ao DNA e iniciar 0s
pontos de checagem do DNA danificado, que podem bloquear as células na transi¢éo das fases
G1/S ou G2/M do ciclo celular e ativar as vias de reparo ao DNA em resposta aos insultos
genotoxicos. Entretanto, se os danos ndo forem passiveis de reparo, a célula deverad ser
encaminhada a morte celular por apoptose. Nas células tumorais, no entanto, os mecanismos de
checkpoints podem ndo ser efetivos permitindo que essas células proliferem mesmo com o

DNA danificado. Isso faz com que essas células sejam mais suscetiveis ao tratamento com
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agentes indutores de danos ao DNA, uma vez que a replicacdo do DNA danificado aumenta a
probabilidade de que ocorra morte celular por apoptose. Diversas drogas anticancer utilizadas
na pratica clinica, tais como a doxorrubicina, cisplatina, etoposideo, 5-fluoro-uracila, entre
outras, ttm o0 DNA como alvo (CHEUNG-ONG; GIAEVER; NISLOW, 2013).

Na apoptose, também conhecida como morte celular programada, uma maquinaria de
execucgdo e acionada e culmina na morte da célula de forma ordenada e controlada, que néo
afeta as células vizinhas. A observacdo da morfologia externa de uma célula em apoptose
mostra que, inicialmente, essa célula se torna arredondada e perde o contato com as células
vizinhas, em seguida formam-se bolhas no citoplasma (blebbings) e corpos apoptéticos. A
célula em apoptose também apresenta mudancas em sua arquitetura interna, e as principais
caracteristicas sdo a condensacdo da cromatina e a fragmentagdo nuclear. A identificacdo de
uma célula em apoptose também pode ser realizada através do estudo de marcadores
bioquimicos do processo apoptdtico, como a exposic¢do de fosfatidilserina na superficie celular,
0 extravasamento de proteinas mitocondriais (citocromo-c, SMAC/DIABLO, AIF, EndoG e
OMI/HTRA2) e a clivagem de caspases e seus substratos-alvo (TAYLOR; CULLEN;
MARTIN, 2008).

Existem duas principais vias de execucdo da apoptose, a via extrinseca, que opera a
partir dos receptores de morte presentes na superficie celular, e a via intrinseca, controlada por
membros da familia Bcl-2, que se inicia por meio de estimulos que ndo envolvem receptores
(danos ao DNA, deprivacdo de fatores de crescimento, calor, hipdxia, exposi¢do a drogas
citotoxicas, radiacdo ou estresse oxidativo, entre outros). Essas duas vias convergem para a
ativacdo de enzimas conhecidas como caspases (Cysteine Aspartate Proteases) (Fig. 6) (JIN;
EL-DEIRY, 2005).
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Fonte: Modificado de HENGARTNER (2000).
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As caspases estdo presentes nas células saudaveis sob a forma de zimogenos,
conhecidos como procaspases. A ativacdo dessas proenzimas requer a clivagem dos residuos
de &cido aspartico por outras caspases ou por auto ativacdo. Quando ativadas, essas enzimas
clivam e ativam outras procaspases e seus substratos intracelulares. Com isso, essa cascata
proteolitica amplifica os sinais de morte e resultam, por fim, na eliminacdo completa da célula
(HENGARTNER, 2000). As caspases apoptoéticas sdo divididas em dois principais grupos:

o Caspases iniciadoras (2, 8, 9 e 10): as quais ativam as caspases efetoras;

o Caspases efetoras (3, 6 e 7): degradam diretamente varios substratos incluindo proteinas
regulatorias e estruturais no nucleo, citoplasma e citoesqueleto, levando a execucéo da
morte celular por apoptose. A reviséo de Luthi e Martin (2007) traz uma lista com 0s

principais substratos das caspases.

A via intrinseca ou via mitocondrial de sinalizag&o se inicia na mitocondria. Estimulos
intracelulares, como por exemplo danos ao DNA, aumentam a permeabilidade da membrana

mitocondrial e levam ao extravasamento de proteinas pro-apoptdticas, tais como citocromo-c,
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SMAC/DIABLO, AIF, EndoG e OMI/HTRAZ2, do espaco intermembrana da mitocondria para
o citosol (RIEDL; SHI, 2004). O citocromo-c liberado para o citosol ira se ligar a proteina
citosélica Apaf-1, formando um complexo chamado apoptossomo. Esse complexo ¢é
responsavel por promover a clivagem e ativacao da procaspase-9. Uma vez ativada, a casapase-
9 sera responsavel pela clivagem e ativacao das caspases efetoras 3 e 7 (Fig. 6) (HUERTA et
al., 2007)

As proteinas da familia Bcl-2 estdo relacionadas a regulacdo da via intrinseca da
apoptose. As proteinas dessa familia séo divididas em trés subfamilias de acordo com o nimero
de dominios de homologia a proteina Bcl-2 (BH, Bcl-2 homology) e com fungdes antiapoptotica
ou pro-apoptoética na célula (Fig. 7) (HENGARTNER, 2000; ADAMS; CORY, 2007):

e Quatro dominios de homologia (BH1, BH2, BH3 e BH4): Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-

1, Al e Bcl-B sdo proteinas antiapoptéticas e que, portanto, protegem a célula da

apoptose;

e Trés dominios de homologia (BH1, BH2 e BH3): Bax, Bak e Bok sdo proteinas pro-
apoptoticas e que, portanto, promovem a apoptose

e Um dominio de homologia (BH3): Bik, Bad, Bid, Bim, Bmf, Hrk, Noxa (PMAIP1,
phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1) e Puma sdo proteinas pro-
apoptoticas que desencadeiam ou sensibilizam as células para a apoptose.

BH4 BH3 BH1 BH2 T™M

Grupo | || | D | || Bcl-2
Grupo ll I |:| | H Bax

Grupo lll

| | Bid
| [ 1] Bik

Figura 7 — A familia Bcl-2, a qual inclui as proteinas Bcl-2, Bax, Bid e Bik, ¢ dividida em trés
grupos de acordo com o numero de dominios de homologia (BH1, BH3, BH1, BH2 e TM) a
proteina Bcl-2 (Grupo I, Grupo Il e Grupo I11).

Fonte: Modificado de HENGARTNER (2000)

Essas proteinas controlam a permeabilidade mitocondrial e, por isso, tém grande
importancia na decisdo da célula em iniciar ou abortar o processo de apoptose. A resposta

celular ira depender da estequiometria e da interacdo entre as proteinas anti e pro-apoptéticas
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(WILLIS et al., 2003). A superexpressdo de membros anti-apopoticos da familia Bcl-2 séo
comuns nos canceres humanos e a inibi¢ao dessas proteinas é alvo de estudo na busca por novos
agentes anticancer (STOREY, 2008).

A ativacdo das caspases também pode se iniciar a partir dos receptores de morte da
superficie celular, conhecida como via extrinseca ou via dos receptores de morte. O estimulo
dos membros da familia de receptores de morte TNF, como o CD95 (APO-1/Fas), TNF receptor
1 (TNFRI), TNF-related apoptosis-inducing ligand-receptor 1 (TRAIL-R1), TRAIL-R2, entre
outros, levam a ativacdo da caspase iniciadora da via extrinseca, caspase-8. Essa caspase
iniciadora, por sua vez, seré responsavel pela clivagem e ativacdo das caspases efetoras 3 e 7.
A regulacdo negativa ou a auséncia da expressdo dos receptores de morte é um mecanismo de
resisténcia de alguns tipos de tumores a apoptose (Fig. 6) (FULDA; DEBATIN, 2006).

2.3 Produtos naturais com potencial anticancer

As principais estratégias terapéuticas em cancer sdo cirurgia, radioterapia e
quimioterapia. Para tumores localizados a cirurgia e a radioterapia sdo as melhores opcdes
terapéuticas. A quimioterapia, por sua vez, pode ter propésito curativo, para tumores
quimiossensiveis, como neoadjuvante, adjuvante ou paliativa. A terapia adjuvante melhora
significativamente as chances de cura do paciente, pois reduz os riscos de recorréncia da doenca
apos os tratamentos de cirurgia ou radioterapia. O tratamento neoadjuvante é utilizado antes da
cirurgia para tratar micrometastases e reduzir o tamanho de tumores sensiveis, a fim de se
preservar o 6rgao durante a resseccao cirdrgica. Ja para os casos onde ndo ha chances de cura,
como em casos de tumores sélidos metastaticos, a quimioterapia é utilizada de forma paliativa,
a fim de aliviar os sintomas e prolongar a sobrevida do paciente.

Nos ultimos 100 anos, desde a descoberta da atividade anticancer do gas mostarda
durante a Segunda Guerra Mundial, houve grande avanco no desenvolvimento de agentes
quimioterapicos e, consequentemente, grande redugdo na mortalidade causada por varios tipos
de cancer. A partir do inicio do século, surgiram novas possibilidades de tratamentos, tais como
os alcaloides da vinca, 0s esquemas de tratamentos combinados por ciclos, entre outros. A
terapia anti-hormonios, por sua vez, foi um “divisor de aguas” no tratamento quimioterapico,
trazendo a possibilidade do tratamento de tumores dependentes de horménio de forma
especifica e mais seletiva. A terapéutica imunoldgica, baseada em ativadores de linfocitos T,
interleucina 2, e interferon alfa, passou a ser administrada paliativamente aos pacientes com

melanoma. Além disso, também surgiram as terapias baseadas em anticorpos monoclonais. A
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terapéutica alvo-especifica passou a ser utilizada para tumores com translocagcdo em genes que
codificam para proteinas com atividade tirosina quinase, tais como a leucemia mieloide cronica
(LMC) e o tumor estromal gastrointestinal (GIST) (DEVITA; CHU, 2008).

Embora todo avanco obtido neste século, as taxas de mortalidade causadas por
neoplasias malignas continuam bastante elevadas. Além disso, grande parte dos tratamentos
utilizados hoje para a terapéutica do cancer possuem uma baixa eficiéncia, alta taxa de
resisténcia e recorréncia do tumor. Assim, ha grande necessidade do desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos alvo-especificos, que ndo somente aumentem as taxas de sobrevida, mas
reduzam os efeitos colaterais e sejam mais seletivos e efetivos as células tumorais.

A maior parte das drogas terapéuticas com atividade anticAncer sdo derivadas de
produtos naturais ou baseadas em moléculas naturais (Fig. 8). Dentre as drogas derivadas de
produtos naturais utilizadas na clinica pode-se citar os alcaldides da vinca, vinblastina e
vincristina, isoladas de Catharanthus roseus, juntamente com o etoposideo e o tenoposideo, 0s
quais sdo derivados semisintéticos do produto natural epipodofilotoxina (CRAGG; NEWMAN,
2013) .

Nos Ultimos anos, uma das mais importantes drogas derivadas de plantas, o Paclitaxel
(Taxol®), foi descoberta. Sua utilizacao foi aprovada para uso clinico contra o cancer de ovario
em 1992 e contra o cancer de mama em 1994. Outros agentes quimioterapéuticos derivados de
plantas recentemente descobertos foram o0 topotecan, irinotecan e belotecan, todos eles
derivados semissintéticos da camptotecina, isolada de Camptotheca acuminata (CRAGG;
NEWMAN, 2013).

Também é importante ressaltar a importancia dos produtos anticancer derivados de
organismos marinhos, tais como o alcaloide exteinascidin 743 isolado de Ecteinascidia
turbinatae e a briostatina 1, isolada do briozoario Bugula neritina (CRAGG; NEWMAN,
2013).

Os microrganismos também sdo um grupo importante na descoberta de novas drogas
com potencial anticancer. Alguns antibioticos estdo entre 0s mais importantes agentes
guimioterapicos, os quais incluem as antraciclinas, a bleomicina, mitomicina, doxorrubicina,
entre outros (CRAGG; NEWMAN, 2013).
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Figura 8 - Fontes das drogas anticancer descobertas entre 1940-2010.
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“B” Produto biol6gico: normalmente um peptideo ou proteina isolado de um
organismo/linhagem celular ou produzido por biotecnologia. “N” Produto natural. “NB”
Produto natural boténico. “ND” Derivado de um produto natural e com modificagdo semi
sintética. “S” Droga totalmente sintética, frequentemente encontrada a partir de
triagem/modificacdo de um agente existente. “S*” Droga sintética, mas o farmacdforo €
derivado ou baseado em um produto natural. “V” Vacina.

Fonte: Modificado de NEWMAN; CRAGG (2012).

2.4 Goniotalamina

Varios compostos naturais com potentes efeitos citotoxicos tém sido utilizados como
farmacos antineoplasicos. Uma molécula obtida a partir de fonte natural com potente atividade
antiproliferativa é a goniotalamina. Alguns autores relatam seletividade para células tumorais
em seu mecanismo de agéo, o que é de grande interesse no desenvolvimento de novos farmacos
para o tratamento do cancer. Em sua forma natural essa molécula apresenta configuracédo
absoluta R (Rectus) e, recentemente, seu enantidmero sintético S (Sinister) foi sintetizado
(Figura 9).
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(R)-goniothalamin (S)-goniothalamin

Figura 9 - Estrutura quimica da (R)-goniotalamina e (S)-goniotalamina.

2.4.1 Historico, caracteristicas e estrutura quimica

A goniotalamina (GNT) é uma estiril lactona encontrada em membros da familia
Annonacea, em plantas do género Goniothalamus sp. Essa molécula foi isolada em 1967 pela
primeira vez a partir da casca de Cryptocarya caloneura (HLUBUCEK; ROBERTSON, 1967).
Em 1972, relatou-se que essa molécula estava presente como um constituinte da casca de G.
andersonii, G. macrophyllus e G. malayanus (JEWERS et al., 1972). Além da GNT, outras
estiril lactonas podem ser encontradas nas espécies de Goniothalamus sp., tais como a
altolactona e a cardiopetalolactona (WIART, 2007).

Inicialmente, a goniotalamina foi caracterizada como uma molécula de configuracdo
estereoquimica S (Sinister). Entretanto, sua estereoquimica foi revisada e a configuracdo R
(Rectus) foi aceita como a configuracdo absoluta dessa molécula em sua forma natural
(HARSH; O'DOHERTY, 2009).

Algumas moléculas naturais bioativas, tais como a fostriecina (LEWY et al., 2002),
kazusamicina A (ANDO et al., 2006) e a goniotalamina possuem ¢-Lactonas a,B-insaturadas em
sua estrutura quimica. Estudos demonstram que moléculas com o anel 4-Lactonas a,f-
insaturadas atuam como inibidores de proteinas fosfatases (LEWY et al., 2002; BUCK et al.,
2003; GHATGE et al., 2006; THEOBALD et al., 2013), possuem atividade antibacteriana
(MOSADDIK; HAQUE, 2003), antifungica (MARTINS et al., 2009), imunossupressora (LEE,
S. M. etal., 2011) e anticancer (LEWY et al., 2002; DE FATIMA et al., 2005; 2008). Acredita-
se gue essa estrutura desempenhe um papel essencial para as atividades biologicas apresentadas
por essas moléculas devido ao seu potencial em agir como um aceptor de Michael na presenca
de grupos protéicos funcionais (BOUCARD; GARANCE; CAMPAGNE, 2007; BARCELQOS
etal., 2014b). Modificagdes estruturais realizadas na molécula de goniotalamina mostraram que
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a atividade biologica depende da existéncia do aceptor de Michael em sua estrutura
(KASAPLAR; CAKMAK; CAGIR, 2010) .

As plantas medicinais podem ser utilizadas como agente terapéutico direto ou como
ponto de partida para a elaboracdo de produtos semissintéticos ou sintéticos, a fim de se
minimizar os efeitos colaterais resultantes e também com o objetivo de se melhorar a eficécia
terapéutica. Diversas alteracbes na estrutura quimica da goniotalamina foram realizadas na
ultima década, algumas delas mais potentes, outras similares ou com atividade antitumoral
menor do que a molécula natural (ZHOU et al., 2005; HARIKUMAR et al., 2008; HARSH,;
O'DOHERTY, 2009; KASAPLAR; YILMAZER; CAGIR, 2009; MARQUISSOLO et al.,
2009; DUMITRESCU et al., 2010; KASAPLAR; CAKMAK; CAGIR, 2010; MOHIDEEN et
al., 2013; BARCELOS et al., 2014a).

A (S)-goniotalamina (S-GNT) (FATIMA et al., 2006) é o enantidmero da (R)-
goniotalamina (R-GNT) e seu mecanismo de acdo ainda & pouco conhecido. Mesmo
apresentando as mesmas propriedades quimicas e fisicas, as atividades biol6gicas exercidas por
essas moléculas podem ser divergentes, ja que a interacdo dos enantidmeros com os receptores
bioldgicos se da de forma especifica (TUCKER, 2000).

2.4.2 Principais propriedades bioativas

Dentre as principais propriedades bioativas da (R)-goniotalamina estdo as atividades
antibacteriana (MOSADDIK; HAQUE, 2003), antifangica (MARTINS et al., 2009), larvicida
(SENTHIL-NATHAN et al., 2008), tripanocida (DE FATIMA et al., 2006) e antimalaria
(MOHD RIDZUAN et al., 2006).

a) Atividade antibacteriana e antifingica

Em 2003, Mosaddik e Haque demonstraram que a goniotalamina exerce atividade
antibacteriana contra uma ampla gama de bactérias gram positivas e gram negativas e também
uma significativa atividade antifingica contra Candida albicans, Tinea pedis e Tinea corporis.
A concentracdo minima inibitdria contra Bacillus cereus e Shigella shiga foi de 64 pg/mL. A
atividade antifangica da goniotalamina foi correlacionada a presenca do anel lacténico em sua
estrutura quimica, o qual é frequentemente associado a uma boa atividade antifungica.

A atividade antifungica da goniotalamina foi relatada contra 11 cepas de fungos

patogénicos para humanos. Além disso, nesse mesmo trabalho os autores viram efeitos toxicos
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minimos para células normais de mamiferos (DE FATIMA, A et al., 2008). A goniotalamina
também apresenta atividade antifungica contra seis espécies de Candida sp. com uma
concentracdo minima inibitéria menor ou igual a 128 pg/mL. Além disso, a GNT também foi
duas vezes mais potente do que o antifungico de referéncia Fluconazol em inibir a formacéo de
biofilme por C. albicans e demonstrou a mesma eficiéncia de inibicdo que o Fluconazol para
C. dubliniensis (MARTINS et al., 2009).

b) Atividade Larvicida

A atividade larvicida da goniotalamina foi detectada contra a lagarta Spodoptera exigua
Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), uma praga para a lavoura que age como hospedeiro de
diversas plantas, vegetais e demais culturas ao redor do mundo. A infestacdo por essas larvas é
de dificil controle com inseticidas. Quando tratadas com goniotalamina, a mortalidade dessas
larvas aumentou de modo dose-dependente, elas ganharam menos peso até a fase de pupa, a
duracdo do periodo larval foi afetada, a metamorfose foi adiada e ocorreram danos no intestino
das larvas (SENTHIL-NATHAN et al., 2008).

c) Atividade tripanocida

Outra importante atividade bioldgica da goniotalamina é sua atividade tripanocida. No
trabalho de de Fatima et al. (2006), as atividades da goniotalamina e de seus analogos foram
avaliadas in vitro e se detectou atividade tripanocida contra a forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi, o agente causal da Doenca de Chagas.

d) Atividade antimalaria

A malaria é uma doenca endémica causada, principalmente, pelo parasita Plasmodium
falciparum. Em 2006, Mohd Ridzuan et al., relataram uma atividade antimalaria da
goniotalamina em combinacdo com a Cloroquina, droga padrdo utilizada no tratamento da
maléria. A combinacdo de 1 mg/kg de Cloroquina com 30 ou 60 mg/kg de goniotalamina
reduziu a parasitemia de ratos infectados com P. yoelii em 90% e prolongou a sobrevida dos

animais tratados.
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2.4.3 Goniotalamina como agente antiproliferativo e antitumoral

Dentre todas as propridades bioativas descritas, destaca-se a capacidade
antiproliferativa da goniotalamina contra diversas linhagens tumorais (INAYAT-HUSSAIN et
al., 2003; CHEN et al., 2005, DE FATIMA et al., 2005; RAJAB et al., 2005;
WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005; TIAN et al., 2006; DE FATIMA, A. et al., 2008;
INAYAT-HUSSAIN et al., 2009). Alguns autores sugerem uma possivel seletividade da
goniotalamina contra linhagens tumorais, com pouca atividade contra células normais, o que
tem despertado grande interesse por essa molécula nas ultimas duas décadas (PIHIE;
STANSLAS; DIN, 1998; WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005; TIAN et al., 2006;
ORLIKOVA et al., 2013).

a) Atividade antiproliferativa

A atividade antiproliferativa seletiva da goniotalamina foi identificada pela primeira vez
no trabalho de Pihie, Stanslas e Din (1998) atraves da técnica de coloracdo por Azul de
metileno. A GNT demonstrou forte atividade antiproliferativa contra a linhagem MCF-7 na
concentracéo de 6,30 x 10”7 M. Nessa mesma concentragéo, entretanto, ndo houve inibicio na
proliferacdo das células normais de figado humano, CCL 13, e das células normais de rim
bovino, MDBK.

No trabalho de Wattanapiromsakul et al. (2005) esta citotoxicidade seletiva foi
demonstrada através do Ensaio da sulforodamina B (SRB). Nas linhagens celulares tumorais 0s
valores de IC50 foram menores do que para as linhagens celulares normais, as quais
apresentaram uma citotoxicidade moderada apds a exposi¢do @ GNT. O valor de IC50 para as
células de cancer de colon (LS174T) foi de 0,51+0,02 pg/ml; para células de cancer de mama
(MCF-7), de 0,95+0,02 ug/ml; e para células de cancer de pulmao (COR-L23), de 3,51+0,03
pg/ml. Ja para linhagens normais, o valor de IC50 para fibroblastos de pele de camundongo
(ST3) foi de 26,73+1,92 pg/ml e para os fibroblastos humanos (HF), de 11,99+0,15 pg/ml.

Tian et al. (2006) investigaram os efeitos da goniotalamina e de mais duas estiril-
lactonas em duas linhagens de hepatocitos, HepG2, drug resistant HepG2 (HepG2R) e em
cultura primaria de hepatocitos normais de camundongo. No ensaio do MTT, observou-se uma
reducdo drastica na proliferacéo celular de modo concentracdo-dependente com valores de IC50
de 8,83 UM para HepG2, 8 uM para HepG2R e de 23,33 uM para a linhagem normal de

hepatocito de camundongo, o que sugere uma citotoxicidade mais significativa contra as células
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cancerosas.

Os efeitos citotoxicos da GNT sob as linhagens de leucemia mieloide cronica K562 e
de leucemia aguda Jurkat T, e também sob células mononucleares de sangue periferico (PBMC)
foram investigados. As células K562 tiveram reducdo de 70% da viabilidade celular quando
expostas a concentragdo de 20 uM de GNT e as células Jurkat T, de 50%. J& para as células
saudaveis, a GNT ndo apresentou efeito citotoxico (ORLIKOVA et al., 2013).

A partir do trabalho de Pihie, Stanslas e Din (1998), diversos trabalhos a respeito da
goniotalamina se desenvolveram e, hoje, se sabe que essa molécula apresenta atividade
antiproliferativa contra inimeras linhagens celulares tumorais derivadas de varios 6rgaos
(Quadro 1), tais como mama (CHEN et al., 2005, DE FATIMA et al., 2005;
WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005; TIAN et al., 2006); figado (TIAN et al., 2006);
leucemia (INAYAT-HUSSAIN et al., 2003; RAJAB et al., 2005; INAYAT-HUSSAIN et al.,
2009); célon (DE FATIMA et al., 2005; WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005); pulméo (DE
FATIMA et al., 2005; WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005; SEMPREBON et al., 2014);
rim (DE FATIMA et al., 2005; DE FATIMA, A. et al., 2008); ovario e prostata (DE FATIMA
et al., 2005); utero (ALABSI et al., 2012); pancreas (BARCELOS et al., 2014b); e bexiga
urinaria (YEN, C. Y. etal., 2012).

Quadro 1 - Valores de IC50 (Concentracdo inibitoria para 50% de células) da goniotalamina.

Linhagem celular Tempo de tratamento 1C50 Referéncia
Mama
MDA-MB-231 72 h 1,46 uM (CHEN et al., 2005)
(DE FATIMA et al., 2005; FATIMA et al.,
MCE-7 48 h 10,5 uM 2006)
MCEF-7 72 h 4,75 uM (WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005)
MCF-7 72h 32,9 uM (ALABSI et al., 2012)
Figado
HepG2 48 h 8,83 UM (TIAN et al., 2006)
HepG2-R 48 h 8 UM (TIAN et al., 2006)
Hepatdcito 48 h 23,33 UM (TIAN et al., 2006)
HepG2 72h 4,6 UM (AL-QUBAISI et al., 2011)
Liver Chang 72h 35 uM (AL-QUBAISI et al., 2011)
Leucemia
(INAYAT-HUSSAIN et al., 1999;
Jurkat 24 h 21 uM INAYAT-HUSSAIN et al., 2009)
Jurkat (RACK-1) 24 h 33 uM (INAYAT-HUSSAIN et al., 2009)
HL-60 24 h 22,47 uM (RAJAB et al., 2005)
CEM-SS 24 h 12 uM (RAJAB et al., 2005)
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(PETSOPHONSAKUL; POMPIMON;

HL-60 24 h 5,67 uM BANJERDPONGCHAI, 2013)
(PETSOPHONSAKUL; POMPIMON;
U937 24 h 11.5 yM BANJERDPONGCHAI, 2013)
Timo
W7.2 24 h 12 pM (INAYAT-HUSSAIN et al., 2009)
W7.2 (RACK-1) 24 h 16 pM (INAYAT-HUSSAIN et al., 2009)
Coélon
(DE FATIMA et al., 2005; FATIMA et al.,
HT-29 48 h 11,2 uM 2006)
LS-174T 72 h 2,57 uM (WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005)
HT-29 72h 19 uM (ALABSI et al., 2012)
Pulméao
(DE FATIMA et al., 2005; FATIMA et al.,
NCI-H460 48 h 6,4 UM 2006)
COR-L23 72 h 17,55 uM (WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005)
Rim
786-0 48 h 6,4 UM (DE FATIMA. et al., 2008)
QOvario
(DE FATIMA et al., 2005; FATIMA et al.,
OVCARO03 48 h 39 uM 2006)
Prostata
(DE FATIMA et al., 2005; FATIMA et al.,
PCO.3 48 h >100 uM 2006)
Utero
Hela 72h 16 uM (ALABSI et al., 2012)
Fibroblastos
ST3 72 h 133,63 uM (WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005)
HF 72 h 59,95 uM (WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005)
3T3 72h >50 uM (ALABSI et al., 2012)
Pancreas
Panc-1 24 h 65 uM (BARCELOS et al., 2014a)
Bexiga
RT4 24,48e 72 h 61,3831 uM (YEN, H. K. etal., 2014)

b) Atividade antitumoral

Os tumores tém sido reconhecidos como 0rgéos devido a sua complexidade. A biologia

do tumor é influenciada pelo microambiente que o cerca e por diversos tipos celulares que
contribuem para o desenvolvimento e manutencgdo tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Sendo assim, estudos in vivo sdo essenciais para a compreensao do mecanismo de acdo de novas

drogas anticancer.

Embora diversos trabalhos tenham relatado a potente atividade

antiproliferativa da goniotalamina contra inimeras linhagens tumorais in vitro, pouco se sabe

sobre a atividade antitumoral dessa molécula in vivo.
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A atividade antitumoral do racemato de Goniotalamina (R-GNT e S-GNT) foi avaliada
em tumor s6lido de Ehrlich. As doses de 30, 100 e 300 mg/Kg do racemato inibiram em 48.5 £
9.4%, 40.9 = 9.5%, e 66.7 = 15.9%, respectivamente, o crescimento tumoral em relacdo ao
grupo controle. Os autores também avaliaram a atividade antitumoral de cada um dos
enantidmeros e observou-se que a inibigdo maxima do crescimento tumoral foi de 53,7 £+ 20,9%
no 10° dia ap6s a administracdo da 3% dose no grupo trata