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COATTI, Giuliana, Castello. Avaliacdo dos efeitos citotoxicos e genotoxicos do alcaloide
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(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina,
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RESUMO

A aspidospermina ¢ um alcaldide com propriedades bioldgicas no combate aos parasitos
inclusos nos géneros Plasmodium, Leishmania e Trypanossoma. Testes toxicologicos em
c¢lulas humanas devem ser realizados para a avaliagdo de riscos aos seres humanos, visando o
uso futuro do composto como medicamento contra tais parasitos. Assim, o objetivo do
presente estudo foi avaliar a citotoxicidade (ensaio da resazurina) a genotoxicidade (ensaio do
cometa) e o mecanismo de acdo (expressdao génica por qRT-PCR) deste alcaldide em sistema
de cultura de células metabolizadoras HepG2. Os resultados demonstram que o tratamento
com aspidospermina foi citotoxico a partir da concentragdo de 75uM e apresentou efeito
genotoxico a partir da concentragdo de S0uM. Para esta mesma concentragao de S0uM (nao
citotoxica e genotoxica), houve aumento significativo da expressdo de CYPIAI e APC, em
relacdo ao controle ndo tratado. Para a concentragdo de 100uM, houve aumento significativo
da expressao de CYP1AI, GADDI153 e SOD, e repressao da expressao de GR. Os resultados
indicam que o tratamento com aspidospermina a 100uM, dose que comprovadamente provoca
reducdo de 89% do crescimento de L. amazonenses, pode desencadear o aumento do estresse
oxidativo, aumento da resposta UPR e direcionamento a apoptose em células HepG2. Em
virtude dos efeitos relatados, para que a aspidospermina seja utilizada com seguranga,
recomenda-se  alteracio quimica da molécula inicial visando uma menor
citotoxicidade/genotoxicidade em células hospedeiras.

Palavras-chave: Aspidospermina. Citotoxicidade. Genotoxicidade. Expressdo génica.
HepG2
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1 INTRODUCAO GERAL

O estudo de produtos naturais ¢ uma etapa essencial no desenvolvimento de novos
farmacos e como medida de seguranga para o uso de tais produtos pela populagdo. Apds testes
toxicologicos, diversas plantas utilizadas pela populagdo com fins terapéuticos foram
identificadas como causadoras de efeitos nocivos ao nosso organismo. Como exemplo €
possivel citar Combretum mkhzense, uma planta utilizada na medicina tradicional sul-africana
e que, apos ser triada em testes toxicologicos, foi identificada como indutora de mutagdes ao
DNA.

O alcaloide aspidospermina, encontrado em varias espécies do género
Aspidosperma, tem acdo comprovada no combate a protozodrios patogénicos dos géneros
Trypanossoma, Leishmania e Plasmodium, causadores de diversas doencas que acometem
humanos como doenga de chagas, leishmanioses e malaria.

Apesar do seu efeito comprovado contra os parasitos, ndo ha estudos que
investiguem detalhadamente o seu efeito em células humanas. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos, genotoxicos bem como o mecanismo de agdo da
aspidospermina em sistema de cultura de células de hepatoma humano HepG2, célula modelo

de estudos toxicoldgicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O GENERO ASPIDOSPERMA

O uso frequente de espécies do género Aspidosperma pela populagdo esta
associado principalmente aos seus efeitos medicinais. A baixa toxicidade e a auséncia de
contra-indicacdes de infusdes tém contribuido para difusdo do uso das cascas de
Aspidosperma (KUBITZI et al.,1978; WENIGER et al., 2001; FERREIRA et al., 2004).

A ultima classificagdo proposta para o género foi realizada por Bolzani et al.
(1987). Esta dividiu as espécies do género em 8 séries (rigida, nitida, quebrachines,
polyneura, pyricolla, nobile, macrocarpa e tormentosa) com base em sua quimiotaxonomia.

Diversos exemplos de seus efeitos medicinais podem ser destacados: A.
ramiflorum ¢ empregada no tratamento de leishmaniose (FERREIRA et al., 2004); A. nitidum
¢ utilizada como anticonceptiva (RIBEIRO et al., 1999), no tratamento de inflamagdes de
utero e ovario, em diabetes, em problemas estomacais, contra cancer, febre, reumatismo
(WENIGER et al., 2001), e seu latex ¢ utilizado até mesmo no combate a hanseniase pelos
indios Makuna e Taiwano (RIBEIRO et al., 1999). Cascas de A. quebrachoblanco sdo usadas
na regido andina como afrodisiaco e contra febre (LYON et al., 1973; LYON et al., 1973;
DEUTSCH et al., 1994) e, no Brasil, sdao utilizadas em casos de enfisema, bronquite e
pneumonia, no tratamento de impoténcia, contra sintomas da hiperplasia prostatica benigna e
em dispnéia asmatica e cardiaca (LYON et al., 1973; LYON et al., 1973; AIMI et al., 1991;).
Outros relatos dos efeitos medicinais dessas espécies se relacionam a atividade antimalarica
de A. nitidum, A. album, A. discolor, A. excelsum e A. polineuron, utilizadas por nativos da
Amazdnia (BRANDAO et al., 1992; OLIVEIRA et al., 2003; BOURDY et al., 2004).

A familia Apocynaceae na qual o género Aspidosperma se encontra, caracteriza-se
pela ocorréncia freqiiente de alcaldides. Segundo Allen et al. (1980), nesta familia ha

predominancia de alcaldides inddlicos com ampla diversidade estrutural.
2.2 ASPIDOSPERMINA
Atualmente mais de 100 alcaldides inddlicos ja foram isolados de plantas de

Aspidosperma. Como exemplo, podemos citar B-anilinoacrilato de metila, fendlispermina,

espegazinina, aspidospermidina, pirifolidina e aspidospermina (PEREIRA et al., 2007).
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Os alcaldides indolicos isolados do género de Aspidosperma possuem uma gama
de efeitos biologicos como: atividade bloqueadora a-adrenérgica e acgdo inibitoria de
contracdes de musculo liso (DEUTSCH et al., 1994); acdo analgésica (FOYE ef al., 1995) e
efeito hipotensivo na pressao arterial (CRAVEIRO et al., 1983).0s alcaldides indolicos de
Aspidosperma apresentam ainda efeitos mutagénicos em Salmonella typhimurium (NUNES et
al., 1992); atividade contra epimastigotas de Trypanosoma cruzi (RIVAS et al., 1999);
atividades antimicrobiana e citotoxica (VERPOORTE et al., 1982) e atividade antimicrobiana
contra a Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (VERPOORTE et al., 1983).

Em particular, um alcaldide inddélico denominado aspidospermina (figura 1),
encontrado em espécies de Aspidosperma das séries Nitida e Polyneura (PEREIRA et al.,
2007), vem recentemente despertando a atengdo de pesquisadores por possuir atividade no
combate a protozodrios flagelados dos géneros Trypanossoma e Leishmania. Tais parasitos
podem parasitar humanos causando uma série de doengas incluindo a doenga de Chagas (7.
cruzi), a doenga do sono (7. brucei gambiense ¢ T. b. rhodiensei) e varias formas de
leishmanioses (L. brasiliensis e L. amazonensis) (GALARRETA et al.,2008).

Uma caracteristica comum destes parasitos ¢ a sua dependéncia metabolica de
tripanotiona redutase (TryR), uma flavoenzima NADPH-dependente que ajuda a combater o
estresse oxidativo através da manutencdo de niveis adequados de tripanotiona reduzida
(FAIRLAMB et al., 1992). Em humanos, atividade andloga ¢ desempenhada pela enzima
glutationa redutase.

Em estudo recente, Galarreta et al. (2008) avaliaram 23 compostos heterociclicos
cuja estrutura era compativel com moléculas inibidoras de TryR conhecidas. A
aspidospermina foi escolhida para fazer parte deste estudo por ser um produto natural e por
possuir estrutura semelhante ao farmacéforo de inibicdo de TryR. Foi detectado 89% de
inibi¢do de crescimento em L. amazonensis na fase de promastigotas quando tratados com
aspidospermina. Neste mesmo trabalho, a aspidospermina ndo apresentou efeito direto na
atividade da enzima homologa de humanos, a glutationa redutase (GALARRETA et al.,
2008).

Mittaine-Offer et al. (2002) também verificaram que, de 12 alcaldides inddlicos
isolados de Aspidosperma estudados, 7 apresentaram alta atividade antiplasmodial e 4
apresentaram atividade moderada contra este parasito. Neste trabalho, também foi avaliada a
citotoxicidade destes alcaldides em células humanas de fibroblastos NIH 3T3. A
aspidospermina obteve o maior indice de seletividade (maior atividade contra o parasito e

menor citotoxicidade) dentre os compostos avaliados (MITTAINE-OFFER et al., 2002).
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Apesar do seu efeito comprovado contra os parasitos, ndo hé estudos que investiguem a fundo

o seu efeito em células humanas.

Figural— Estrutura quimica da aspidospermina.
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Fonte: PEREIRA et al., 2007

2.3 ESTUDO DE PRODUTOS NATURAIS

E necessaria uma completa investigagdo da eficacia e seguranga de um produto
para que este possa ser utilizado como um farmaco pela populacdo. Os beneficios que estes
trazem devem superar os efeitos colaterais decorrentes de seu uso (KRISHNA et al., 1998).
Uma grande parte da populacdo utiliza extratos de plantas ou seus principios ativos nos
cuidados primarios em relagdo a satde. Isso se da a facil disponibilidade e baixo custo destes
produtos. Neste sentido, o estudo das plantas medicinais, tradicionalmente utilizadas, ¢ valido
primeiramente, como uma pesquisa de drogas com potencial quimioterapéutico, € em
segundo, como medida de seguranc¢a para o uso popular (ELGORASHI et al., 2003; ARORA
et al., 2005).

Diversos estudos com espécies vegetais comumente utilizadas pela medicina
popular apresentaram resultados mutagénicos negativos, como ¢ o caso de Rhizoma
Polygonati Odorati (RPO), utilizada como erva medicinal chinesa h4 centenas de anos no
tratamento de muitas doengas como a tuberculose e o diabetes (CHEN et al. 2001). Por outro
lado, alguns produtos derivados de plantas tidas como medicinais foram identificados como
causadores de efeitos nocivos como ocorre no bulbo de Crinum macowanii, folhas de
Diospyros whyteana, Catharanthus roseus, Ziziphus mucronata € ramos de Combretum
mkhzense, plantas usadas na medicina tradicional sul-africana e que, apds a realizacdo de
testes toxicologicos, foram identificadas como indutoras de mutacdes. (VAN WIK et al.,
1997).

Em especial, os alcaldides sdo apontados como principio ativo de diversos

medicamentos devido a um potencial farmacoldgico muito proeminente, apresentando
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atividade antimicrobiana, antiplasmodial e antitumoral (KINGSTON et al, 1978;
FREDERICH et al., 1999). No entanto, muitos alcaldéides também ja foram reconhecidos por
seus efeitos genotdxicos (WANG et al. 1996; MEI et al., 2004; 2005; ANSAH et al., 2005).

2.4 CULTURA DE CELULAS

Sistemas de experimentagdo in vivo sdo utilizados para testes de novas drogas,
pois representam com grande semelhanca as condigdes humanas. No entanto, tais resultados
nem sempre sdo satisfatorios. Estima-se que de dez (10) novas drogas testadas em animais
quanto a carcinogénese ou toxicidade ou em andlises laboratoriais, nove (9) ndo podem ser
efetivamente utilizadas uma vez que nao ¢ possivel prever precisamente como sera a resposta
em humanos (SHANKS et al., 2009).

Em contra partida, os testes de toxicidade in vitro apresentam uma série de
vantagens como: facilidade de padronizacdo das varidveis experimentais (densidade
populacional, pH, temperatura, composi¢do do meio de cultivo, etc); a possibilidade de
aplicacao do estudo em qualquer fase do ciclo celular; organiza¢do dos cromossomos e do seu
DNA igual a das células in vivo; utilizagdo de pequenas quantidades da substancia teste; além
de serem ensaios econdmicos, de boa reprodutibilidade e com poucas questdes éticas
relacionadas ao seu uso (RABELLO-GAY et al.,1991; HARTUNG et al., 2009).

Para que os sistemas in vitro utilizados em avaliagdes relacionadas a
genotoxicidade e mutagénese sejam efetivos, € necessario que ocorra a biotransformagao do
farmaco. Para que tal objetivo seja atingido, ¢ possivel adicionar enzimas metabolizadoras ao
sistema ou utilizar células com competéncia metabdlica propria, como aquelas provenientes
do figado (o principal 6rgdo metabolizador de xenobidicos), tais como HepG2 (COECKE et
al., 2006).

Linhagens celulares de hepatoma humano tém sido propostas em alternativa aos
hepatocitos humanos, como modelos in vitro de figado normal para o estudo do metabolismo
de xenobioticos, toxicidade e carcinogénese. As vantagens potenciais de células de hepatoma
sdo que, sendo uma linha celular imortal, estdo prontamente disponiveis em grandes
quantidades, sdo facilmente mantidas, podem ser facilmente criopreservadas, e as atividades
de enzimas metabolizadoras de fdrmacos ndo diminuem em cultura como acontece com

culturas primarias de hepatdcitos humanos (DUTHIE et al., 1994).
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2.4.1 Citotoxicidade

Citotoxicidade ¢ a qualidade de ser toxico as células. O tratamento com um
composto citotoxico pode resultar em uma variedade de efeitos como por exemplo, injiria em
organelas, parada no ciclo celular e também direcionamento a morte celular (ex. necrose e
apoptose).

Ensaios de citotoxicidade sdo amplamente utilizados na indistria farmacéutica.
Pesquisadores podem buscar compostos citotoxicos quando o objetivo ¢ desenvolver um
farmaco que afeta células cancerosas que se dividem rapidamente. Por outro lado, ha busca
por compostos ndo citotdoxicos que possam ser utilizados com seguranga no tratamento de

diversas doencas.

2.4.1.1 Ensaio de citotoxicidade da resazurina

O ensaio da resazurina (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) tem sido
amplamente utilizado como indicador de viabilidade celular em vérios tipos de ensaios de
proliferacdo e citotoxicidade (MCMILLIAN et al., 2002; BURANRAT et al., 2008; BORRA
et al., 2009).

O ensaio ¢ baseado na habilidade que células viaveis e metabolicamente ativas
possuem em reduzir a resazurina (azul, ndo fluorescente) a resorufina (rosa, fluorescente). A
extensdo da reducdo da resazurina esta correlacionada com o nimero de células vivas, uma
vez que enzimas mitocondriais, que possuem atividade de diaforase, como a NADPH
desidrogenase, sdo responsaveis pela transferéncia de elétrons de NADPH+ para resazurina
(O'BRIEN et al., 2000).

O ensaio da resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ona 10-6xido) tem sido
amplamente utilizado como um indicador confidvel de viabilidade celular em ensaios de
proliferacdo e citotoxicidade. Analogo a resazurina, o teste do [3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil tetrazolium bromide] (MTT) também tem sido empregado para quantificar a
viabilidade e citotoxicidade celular, no entanto, o ensaio resazurina aparenta ser mais sensivel

do que o ensaio MTT (O'BRIEN et al., 2000, HAMID et al., 2004).
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2.5 GENOTOXICIDADE

Uma célula estd em constante interagdo com o meio externo, o que requer o
transporte de diversas substancias para a célula. Eventualmente algumas dessas substancias
podem provocar alteracdes em biomoléculas como proteinas, lipidios ¢ DNA. Quando um
erro ¢ gerado no DNA, ¢ necessario que o sistema de reparo atue para que essa lesao fisica na
molécula ndo seja passada para células filhas e dessa forma se fixe no genoma na forma de
mutacdo (MARNETT et al., 2001; WOGAN, et al., 2004)

Uma lesdo ao DNA ¢ denominada lesdo genotoxica e esta interfere nas atividades
desempenhadas pelo polimero tais como a transcri¢ao e a replicacdo. Uma lesdo genotdxica
pode apresentar-se de diversas formas como quebras simples, quebras duplas, ligagdes
cruzadas entre as fitas de DNA com proteinas ou com lipidios, distor¢des na hélice, formagao
de dimeros, pontes intercadeias, alquilagdes de bases, perda de bases, desaminagdes,
depurinagdes, oxidagdo de bases, entre outras (MARNETT et al., 2001; PAGES et al., 2002;
LUCH, 2005; HOUTGRAAF et al., 2006; ROOS et al., 2006)

Ap0s o estresse genotoxico, a velocidade do ciclo celular ¢ reduzida por vias de
sinalizacdo para que seja possivel reparar o material genético (HOUTGRAAF et al., 2006).
Quando, o sistema de reparo nao consegue restaurar a estrutura original da molécula uma
mutagdo pode ser gerada ao ser transmitida para células filhas. As células filhas afetadas pela
muta¢do podem ser germinativas, resultando em defeitos hereditarios, ou células somaticas,
resultando frequentemente na formagao de tumores benignos ou malignos e na patogenicidade
de algumas doengas cronicas degenerativas tais como as cardiovasculares e
neurodegenerativas (DE FLORA et al., 1996; ANDREASSI et al., 2000; ARUOMA 2003,
ROSS et al., 2005). No entanto, quando a lesdo ¢ muito complexa e/ou muito numerosa, as
vias de indug¢do de morte celular programada eliminam a célula danificada da populacao
(HOUTGRAAF et al., 2006). Tal processo ¢ decorrente de uma via complexa de sinalizagao e
pode resultar em diferentes tipos de morte celular tais como necrose, apoptose, catdstrofe

mitotica, entre outras (ROOS et al., 2006).

2.5.1.1 Ensaio cometa ou single cell gel electrophoresis (scge) e teste de viabilidade celular

por exclusdo de azul de trypan

O teste do cometa ou Single Cell Gel Eletrophoresis (SCGE) ¢ utilizado na

deteccdo de um conjunto de lesdes gendmicas que, apds serem processadas, podem levar a
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mutacoes (GONTIJO et al., 2003). Basicamente este teste consiste na imobilizagdo do DNA
em gel de agarose. Uma célula que possua lesdo em seu genoma apresentara um padrao
semelhante a0 de um cometa, em que a formacdo de caudas ¢ resultante da migra¢do dos
fragmentos do material genético em direcdo ao polo positivo durante a eletroforese (LIAO et
al.,2009).

Os pioneiros na quantificagdo de dano do material genético com o auxilio de um
micro gel foram Ostiling et al. em 1984. Esta técnica foi modificada por Singh e
colaboradores em 1988, com a criagdo de uma versdo alcalina deste ensaio, 0 que permitiu a
separagcdo do duplex de DNA e consequentemente avaliagdo de quebras, tanto na fita dupla
como na fita simples.

O ensaio do cometa ¢ bastante sensivel e assim, variagdes nas técnicas de
isolamento celular e condigdes gerais do experimento podem contribuir com a flutuagdo de
resultados que muitas vezes € observada. Apesar disso, o teste do cometa apresenta uma série
de vantagens que possibilitam a sua aplicacdo. Este representa uma técnica simples, de baixo
custo, rapida e versatil (COLLINS et al, 2008). Com o uso desta técnica ¢ possivel
quantificar o dano sofrido pelo material genético, uma vez que os cometas podem ser
analisados visualmente e classificados em 4 classes variando da classe 0, sem cauda e
portanto sem dano ao material genético, a classe 3, com cauda duas vezes maior do que o
diametro do nucleodide e portanto com dano maximo (KOBAYASHI ef al., 1995).

O ensaio de viabilidade celular pelo método de Exclusdo do azul de Trypan ¢ uma
das técnicas mais simples utilizadas para avaliar a citotoxicidade de compostos quimicos
(SHMALZ, 1994). Sendo hidrofilico, este corante ndo penetra no interior celular cuja
membrana plasmadtica esta integra e, portanto as células permanecem com coloracao
transparente, arredondadas, com a membrana refringente e os limites celulares nitidos. Caso
haja a dano ou ruptura do envoltorio celular, um sinal caracteristico que antecede a morte

celular, as células apresentarao coloragao azulada.

2.6 MECANISMO DE ACAO

A investigagdo do mecanismo de a¢do de um composto no metabolismo celular
pode ser dada pela investigacdo do seu efeito na expressdo génica. Para tal, utiliza-se a
metodologia de qRT-PCR para avaliar o nivel de expressdo relativa de genes chaves de

diversas vias metabolicas.
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2.6.1 gRT-PCR

O Real Time PCR ¢ uma técnica derivada da PCR convencional, que apresenta a
capacidade de gerar resultados quantitativos.

Conforme a rea¢do em cadeia da enzima DNA polimerase ocorre, ha emissao de
fluorescéncia e esta prossegue aumentando em propor¢do direta com o aumento dos produtos
da PCR a cada ciclo. Assim, os valores da fluorescéncia representam a quantidade de produto
amplificado. Dentre os fluoréforos mais utilizados e mais sensiveis estd 0 SYBR® Green. Este
se liga no meio da dupla fita durante a reacdo de polimeriza¢do e emite uma luz verde que
serd detectada pelo sistema optico do termociclador (VITZHUM et al., 1999).

Uma das aplicagdes bastante relevantes do Real Time PCR ¢ a possibilidade de
mensurar a expressao génica. Utilizando esta metodologia, diversas vias metabdlicas podem
ser estudadas como por exemplo as vias de controle de ciclo celular, de apoptose, de reparo de
DNA, de metabolismo de xenobidticos, de estresse oxidativo ¢ de estresse de reticulo
endoplasmatico. O estudo de tais vias darda um levantamento geral de quais processos poderao

estar ativados ou inativados na célula devido ao tratamento com o composto em questao.

2.6.1.1 Expressao de genes relacionados ao metabolismo de xenobioticos

Diariamente o nosso organismo entra em contato com uma variedade de
compostos estranhos (xenobidticos) veiculados através da agua e alimentos, na forma de
medicamentos com fins terapéuticos, entre outros. A resposta bioldgica do individuo exposto
geralmente depende da conversdo da substincia absorvida em um metabolito ativo ou nio,
com a finalidade principal de ser eliminada (OSHIMA-FRANCO et al., 2003).

Tal processo de alteracdo quimica sofrida pelo xenobio6tico no organismo recebe o
nome de Biotransformagao, e ocorre através da agdo de enzimas especificas e/ou inespecificas
que modificam o xenobidtico em metabdlitos com propriedades diferentes das drogas
originais € com caracteristicas mais hidrofilicas, facilitando assim a excrecao pelo organismo
(MEYER, 1996). No entanto, através da Biotransformagdo, alguns metabolitos podem
adquirir propriedades toxicas, mutagénicas, teratogénicas, carcinogénicas ou podem ter a sua
atividade aumentada (OSHIMA-FRANCO et al, 2003).

A Biotransformagdo de drogas envolve reagdes bioquimicas especificas, sendo

que cada etapa tem a participacdo de sequéncias enzimadticas altamente ordenadas. Tais
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enzimas ocorrem em todos os tecidos do organismo, sendo o figado o 6rgdo que mais as
concentra (WATKINS,1992).

O metabolismo de xenobidticos e hormonios esteroides ¢ realizado por trés grupos
de enzimas: enzimas de fase I (sistema citocromo p450), que metabolizam a droga e
modificam o substrato por meio de oxidagdo, hidroxilacdo e dealquilagdo, enzimas de fase II,
como por exemplo a glutationa transferase, que promovem a conjugagdo das drogas ao
sulfato, glutationa, ou hidratos de carbono para facilitar a sua excrecdo e enzimas de fase III
que auxiliam no transporte ativo dos metabolitos para fora da célula através da membrana

plasmatica. (GERHOLD et al., 2001).

Gene CYP1ALl - cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1

O gene CYPIAI (cromossomo 15 de humanos, braco q, posi¢do 24.1) codifica um
membro da superfamilia de enzimas do citocromo P-450. Tais proteinas catalisam muitas
reacdes envolvidas no metabolismo de farmacos e sintese de colesterol, esterdides e outros
lipidios (NCBI, 2011).

Um viés do metabolismo de xenobiodticos ¢ a possibilidade de ativacdo de
carcindgenos. E amplamente aceito que varios carcindgenos sdo ativados principalmente por
um numero restrito de espécies de P-450, incluindo P-4501A1, P-4501A2, P-4502E1 e P-
4503* (GUENGERICH et al., 1991; KAWAIJIRI et al., 1991).

Em animais modelo, P-4501A1 ¢ expresso no figado e em tecidos extra hepaticos
como o pulmio. Tal citocromo ¢ induzido principalmente por benzo[a]pireno, 2,3,7,8-
tetracloro-dibenzo-p-dioxina (TCDD) e 3-metilcolantreno (KAWAIJIRI et al, 1984;
KIMURA et al.,1986).

Gene GSTP1 - glutathione S-transferase pi 1

As glutationas S-transferases (GSTs), compreendem uma familia de enzimas cuja
principal funcdo € realizar o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa (GSH) a
compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um atomo de enxofre eletrofilico
(HAYES et al., 2005).

O sitio ativo de cada GST consiste basicamente de duas regides de ligagcdo, uma
especifica para a glutationa (GSH) e outra para os eletrofilos (DANIELSON et al., 1985). Os
substratos (eletr6filos) mais comuns sdo haletos de alquila, epoxidos, compostos a,f3-
insaturados (ex. quinonas, iminoquinonas, aldeidos, cetonas, lactonas e ésteres), haletos de

arila e nitro aromaticos (KEEN et al., 1978; ARMSTRONG, 1997; SHEEHAN et al., 2001).
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Em mamiferos, as GSTs podem ser soluveis e estar localizadas no citosol ou
mitocondria. Podem também ser insoluveis e estar associadas a membrana (SHEEHAN et al.,
2001; ARMSTRONG, 2000)

Durante a fase II de biotransformagao, a formagao de conjugados com a glutationa
¢ a principal reagdo observada para muitos xenobidticos (SHEEHAN et al., 2001). Em
condigdes normais, os niveis celulares de glutationa reduzida (GSH) sdao muito elevados
(~10mM), indicando que o mecanismo de detoxificacdo via glutationa pode representar uma
adaptacdo bioldgica fundamental (VAN BLADEREN, 2000; DRINGEN, 2000; LANDI,
2000).

O gene GSTPI localiza-se no cromossomo 11 de humanos (brago g, posi¢ao 13) e

codifica uma GST citosolica (NCBI, 2011).

2.6.1.2 Expressao de genes relacionados ao estresse oxidativo

Os radicais livres, também denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO)
ou espécies reativas de nitrogénio (ERN), sdo espécies quimicas que possuem um elétron
desemparelhado centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, respectivamente. Estes sdo
produzidos naturalmente no organismo por reagdes de oxidacao, como resultado da atividade
metabolica aerdbica, ou por alguma disfuncdo biologica (FINKELet al., 2000; HALLIWELL,
2000; PIETTA, 2000; VISIOLI et al., 2000).

Apesar de auxiliarem em fungdes celulares como producao de energia, fagocitose,
regulacdao do crescimento celular, sinalizacao intercelular e sintese de substancias biologicas
importantes, quando em excesso, os radicais livres podem acarretar na peroxidagdo dos
lipidios de membrana e na agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA (HUSAIN et al., 1987). Por este motivo, o excesso de radicais livres em
um organismo frequentemente esta associado a varias patologias, tais como artrite, choque
hemorréagico, doencas do coracgdo, catarata, disfun¢des cognitivas, cancer e AIDS, podendo
ser a causa ou o fator agravante do quadro geral (HALLIWELL et al.,1992).

O excesso de radicais livres no organismo ¢ combatido por antioxidantes
absorvidos da dieta, como o a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), acido
ascorbico (vitamina-C), e compostos fendlicos como os flavonoides e poliflavonoides, ou por
antioxidantes produzidos pelo corpo (Figura 2) como as enzimas GPX (Glutationa

Peroxidase), CAT (catalase) e SODI (superdxido dismutase), e proteinas GR (Glutationa
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Redutase), peptideos de histidina, proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), acido

diidrolipdico e CoQH2 (HALLIWELL et al., 1995; PIETTA, 2000).

Figura2 — O desbalango entre a produgdo de pro-oxidantes e anti-oxidantes pode elevar a
producao de espécies reativas de oxigénio podendo causar uma série de danos a
célula.
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Fonte: (WAKAMATSU et al., 2008)

Gene SOD1- superoxide dismutase 1, soluble

O anion superdoxido ¢ um ROS altamente reativo que ¢ um produto da
transferéncia de um Unico elétron ao oxigénio molecular (O,). Esta espécie ¢ detoxificada por
duas enzimas superdxido dismutases, Sodl e Sod2. Ambas utilizam cofatores metais para
transformar o anion superéxido em oxigénio molecular e em peroxido de hidrogénio (H,0,),
uma espécie menos reativa (KLOPPEL et al., 2010).

A superdxido dismutase cobre-zinco (Sodl) ¢ uma enzima citosdlica bastante
abundante. Adicionalmente, Sod 1 ja foi encontrada no nticleo (CHANG et al., 1988), em
lisossomos (LIOU et al., 1993), no reticulo endoplasmatico (URUSHITANI et al., 2006.) e no
espacgo inter membrana mitocondrial (KADO-MATSUMOTO et al., 2001; STURTZ et al.,
2001). O gene SOD1 esta localizado no cromossomo 21, na posi¢do q22.1 (NCBI, 2011).
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Gene GPX1- glutathione peroxidase 1

A enzima glutationa peroxidase (Gpx) cataliza a redugdo do perdxido de
hidrogénio (H,O,) ou hidroperdxidos organicos a 4gua ou moléculas de alcool pela glutationa
reduzida (GSH). Gpxl ¢ uma enzima citosolica que permanence sob a forma de um
homotetramero com residuos de selenocisteina no sitio ativo (LEISINGER et al., 1999). O

gene GPX] esté localizado no cromossomo 3, na posi¢ao p21.3 (NCBI, 2011).

Gene CAT- catalase

Além da Gpxl, a enzima catalase também atua no combate ao peroxido de
hidrogénio, pela sua conversdao a agua e oxigénio. Assim, ambas enzimas sdo vitais na
manuten¢do do balance redox celular (HALLIWELL ef al., 1990).

O gene CAT estd localizado no cromossomo 11 de humanos, mais

especificamente na posi¢ao p13 (NCBI, 2011).

Gene GR- glutathione reductase

A glutationa ¢ um tripeptideo encontrado numa grande variedade de organismos
(MEISTER et al., 1983; SMITH et al., 1990). Tal molécula desempenha multiplas fungdes
incluindo o transporte de enxofre e regulagao génica em resposta a ataques de patdgenos e
estresse ambiental. No entanto, um dos principais papéis da glutationa ¢ servir como um
antioxidante celular (YOONA et al., 2005).

A enzima glutationa redutase (Gr) é uma flavoproteina 6xido redutase que catalisa
a conversao da glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida (GSH) com uso de
NAD(P)H, como um doador de elétrons (SCRUTON et al., 1990). Assim a Gr desempenha
um papel chave na manutencdo da capacidade antioxidante das células através da manutengado
de uma taxa elevada de GSH/GSSG na célula (SCHIRMER et al ., 1989; CREISSEN et al.,
1994).

Uma macromolécula analoga e intimamente relacionada a glutationa redutase ¢ a
tripanotiona redutase (TryR), que estd presente em protozoarios flagelados dos géneros
Trypanossoma e Leishmania (Figura 3). De modo analogo ao sistema humano, a tripanotiona
oxidada, (TS2), ¢ reciclada a tripanotiona reduzida, T(SH)2, pela enzima Tripanotiona

Redutase (TryR), tendo como cofator NADPH (GALARRETA et al., 2008).
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Figura 3 — Redugao de T[S]2 e de GSSG dependente de NADPH por TryR e GR
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Fonte: NADPH (GALARRETA et al., 2008).

Devido a suas fungdes cataliticas semelhantes, estas enzimas possuem uma
identidade de 41% em relagdo a sequéncia de aminoacidos (WALSH et al, 1991). No
entanto, ao comparar a superficie de potencial eletrostatico de ambas, ¢ possivel observar que
a GR apresenta residuos que caracterizam um sitio ativo mais positivo e hidrofilico do que o
da TryR que, por sua vez, ¢ mais espagoso e hidrofobico. Tais caracteristicas fazem com que a
GR tenha atracdo elestrotatica por seu substrato natural (GSSH) que ¢ menos volumoso, mais
hidrofébico e que tenha repulsdo eletrostatica pela tripanotiona (TS2) que ¢ mais volumosa e
mais hidrofilica, substrato natural da TryR (BOND et al., 1999). Assim, embora ambas
pertencam a familia das dissulfeto oxido-redutases (HUNTER et al., 1992), GR e TryR,
apresentam alta exclusividade por seus respectivos substratos (FAIRLAMB et al., 1992).

2.6.1.3 Expressao de genes relacionados ao controle de ciclo celular

Dois grupos de genes estdo envolvidos na regulacdo da proliferacdo celular: os
proto-oncogenes € 0s genes supressores tumorais.

Os proto-oncogenes codificam reguladores fisioldgicos que atuam estimulando o
crescimento ¢ a diferenciagdo celular. Eventualmente, mutagdes que surgem pela exposi¢ao
destes genes a agentes carcinogénicos fisicos, quimicos e biologicos faz com que estes se
tornem oncogenes. Neste grupo, estdo inclusos os genes RAS, MYC, BCL-2, MET, RET, entre
outros (GUEMBAROVSKI et al., 2008; SILVA, 2009).

Em contrapartida, os genes supressores tumorais freiam a proliferagdo celular,

atuando no controle negativo do ciclo. Mutagdes em tais genes podem resultar no aumento de
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da taxa de proliferacdo e consequentemente, no surgimento de tumores. (VERMA et al,
1998). Dentre os genes supressores tumorais ¢ possivel citar TP53, RBI e APC (WEINBERG,
1995).

Gene TPS53- tumor protein p53

O gene TP53, localizado em 17p13.1, codifica uma proteina denominada tumor
protein 53. O p53 ¢é um fator de transcri¢do que aumenta a taxa de transcricdo de
aproximadamente 7 genes conhecidos: p21, WAF1, MDM2, GADDA45, Ciclina G, BAX, IGF-
BP3 (LEVINE, 1997).

Em condig¢des normais da célula, p53 ¢ mantido em baixas concentracdes devido a
sua curta meia vida (cerca de 20 minutos). Adicionalmente, em algumas células, p53
provavelmente também reside em uma forma latente, inativa. Em tais condi¢des, a proteina
p53 deve receber um sinal ou alteragdo para se tornar ativa como um fator de transcri¢do. Os
eventos que ativam p53 ou aumentam a sua concentracdo na célula sao devidos a diversas
situacdes de estresse como vdrios tipos de dano ao DNA. Além de funcionar como fator de
transcricdo, p53 pode atuar como sinalizador direto, ativando determinadas proteinas e
enzimas, resultando em parada do ciclo celular, apoptose, senescéncia, reparo de DNA ou

mudancgas no metabolismo (NCBI, 2011; LEVINE, 1997).

Gene APC- adenomatosis polyposis coli

Este gene codifica um supressor tumoral que atua como um antagonista da via de
sinalizagdo Wnt, via que influencia diversas fun¢des celulares como o comprometimento
celular, a auto-renovagdo de células tronco e progenitoras, a diferenciagdo, a transformagao ,
migracdo e a adesdo celular (ANGERS et al., 2009).

Nesta via de sinalizagdo, na auséncia do sinal de Wnt, a f-catenina citoplasmatica
¢ degradada no proteassoma a partir de sua forforilacdo em residuos especificos de Ser-Thr,
por um complexo de destruicdo que ¢ formado por axina, proteina da Polipose Adenomatosa
do Colo (APC), Glicogénio Sintase Quinase-3f (GSK-3B) e caseina quinase la (CKla).
Fatores de crescimento Wnt se ligam a receptores Frizzled e a receptores de lipoproteina de
baixa densidade tipo 5 ou 6 (LRP-6/-5), para inativar o complexo de destruicdo (CLEVERS,
2006).

A B-catenina ndo fosforilada se acumula e ¢ translocada ao nucleo onde se
complexa com membros da familia do fator promotor de célula T/linfocito (TCF/LEF) e

estimulam a transcri¢ao de genes especificos como a ciclina D1 (TETSU et al., 1999), c-Myc
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(HE et al., 1998), Fator do crescimento do endotélio vascular VEGF, entre outros (FREESE et
al., 2010). Além de antagonista da via de sinalizagdo Wnt, Apc também atua em outros

processos celulares como migracdo e adesao celular e apoptose. APC esta localizado em 5q21

(NCBI, 2011).

Gene CCNAL1- ciclin A1

A proteina codificada por este gene pertence a familia altamente conservada de
ciclinas, cujos membros sdo caracterizados por uma periodicidade na sua abundancia nas
diferentes fases do ciclo celular.

Ciclinas funcionam como reguladores de quinases CDKs. Diferentes ciclinas
exibem padrdo de expressdo e degradagdo distintos o que contribui para a coordenagdo
temporal de cada evento mitdtico. A ciclina codificada pelo gene CCNAI liga-se tanto a
CDK2 (CDK que aparece na fase S) como a CDC2 (aparece em G2), o que proporciona duas
atividades distintas no ciclo celular (NCBI, 2011).

Este ciclina também ligar-se a reguladores celulares importantes, tais como

proteinas da familia Rb, e da familia de p21 e fator de transcricdo E2F-1 (NCBI, 2011).

2.6.1.4 Expressao de genes relacionados ao estresse de reticulo endoplasmatico

E no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que ocorre a maioria dos processos
celulares responsaveis pelo enovelamento de proteinas, um processo bastante importante e
que promove a conversao de cadeias lineares proteicas em estruturas tridimensionais
funcionais. Este processo de enovelamento ¢ composto por uma série de mecanismos como:
dobramento, montagem, formacgao de pontes dissulfetos e glicolisacao de proteinas.

Perturbagdes no metabolismo celular podem prejudicar o dobramento ideal,
formando proteinas imaturas nao dobradas (unfolded) e/ou mal dobradas (misfolded) (RON et
al., 2007). O aumento de tais espécies protéicas acionam uma resposta adaptativa elaborada
conhecida como resposta a proteina nao dobrada (unfolded protein response, UPR) (RON et
al., 2007) (Figura 4). A UPR ¢ caracterizada por uma cascata de sinalizagdo (Figura 3) com
finalidade de resgatar a qualidade da sintese proteica, atenuando a sintese global de proteinas,
aumentando a expressdo de chaperonas e quinases dobradoras de proteinas e ativando o
sistema de degradagcdo proteica associado ao RE (endoplasmic reticulum-associated
degradation, ERAD). Desequilibrios na sinalizagdo da UPR podem resultar no estresse de

reticulo (BODEN et al., 2008).
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Figura4 — Via de resposta a UPR
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Gene HSPAS- heat shock 70kDa protein 5

O gene HSPAS codifica uma chaperona com papel central na resposta a UPR.
Esta regula negativamente trés proteinas sensoras: Ernl (Irel), Atf6 e Eif2ak3 (Perk). Na
presenca de uma proteina mal dobrada, ou alterada no RE, a chaperona Hspa5 se dissocia do
complexo com as proteinas sensoras e se liga a proteina defeituosa com a finalidade de dobra-
la. Neste ato, os sensores s3o liberados e ativam multiplas vias de sinalizacdo, que culminam
na indugdo dos genes induzidos por UPR e repressdo na tradugdo levando ao aumento da
capacidade de dobramento do RE, redugdo da translocacdo de novas proteinas a organela e

aumento da degradagdo de proteinas mal processadas (BERANDINELLI, 2011).

Gene ERN1- endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1
O gene ERNI (IREI) codifica uma proteina que atua como sensor de proteinas
mal dobradas. Além de possuir atividade de quinase, Ernl possui também atividade de

endonuclease, responsavel por clivar o mRNA de XBPI1 e assim torna-lo em um potente
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ativador transcricional cuja a¢cdo culmina na sinalizagdo para bloqueio do crescimento e

direcionamento para a via de apoptose (BI ef al., 2005)

Gene EIF2AKS - eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3

EIF24K3 (PERK) codifica uma proteina sensora que também faz parte do
complexo com Hspa5 e que atua em conjunto com os efetores de UPR Ernl e Atf6. Quando
liberada do complexo, esta proteina tem por fun¢do principal fosforilar a subunidade alfa do
fator de iniciacdo da traducdo 2 (EIF2), o que leva a sua inativacdo e consequentemente a

rapida repressdo da sintese global de proteina (BERANDINELLI, 2011; NCBI, 2011).

Gene TRAF2 - TNF receptor-associated factor 2

Em condi¢des de ativacdo prolongada de UPR, as proteinas sesnosar Eif2ak3,
Atf6 e Irel tem por fungdo o direcionamento da célula a apoptose. Irel recruta Traf2 para a
membrana do RE. Traf2 ativa Askl que por sua vez ativa a cascata de sinalizacdo nuclear
JNK e certas caspases da via intrinseca de apoptose (FORMAN et al., 2003). A proteina
codificada por este gene ¢ um membro da familia de fatores associados a receptores TNF

(TNF receptor associated factor, TRAF). (NCBI, 2011)

Gene GADD153 — (DDIT3) DNA-damage-inducible transcript 3
GADDI153 codifica um dos componentes da via de apoptose mediada pelo
estresse de RE. Também conhecida por Chop, ¢ uma proteina pré apoptotica

(BERANDINELLI, 2011).

2.6.1.5 Expressao de genes relacionados a apoptose

O processo de morte celular por apoptose ¢ um fendmeno celular que ocorre em
diversas situagdes como por exemplo, durante a organogénese ¢ hematopoiese, na reposi¢ao
fisiologica de certos tecidos maduros, na resposta inflamatoria e na eliminagao de células apds
dano celular por agentes genotoxicos (YANAGIHARA et al., 1992).

Um cé¢lula em processo de apoptose apresenta-se retraida e perde sua aderéncia
com a matriz extracelular e células vizinhas. Suas organelas mantém a morfologia original,
com exce¢do, em alguns casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana
externa. A cromatina é condensada e se concentra junto & membrana nuclear. Em uma etapa

posterior ocorre a fragmentacdo internucleossomica do DNA, o nucleo se desintegra em
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fragmentos envoltos pela membrana nuclear e a membrana plasmatica passa a sofrer
bolhamento, formando corpos apoptoticos (MARTIKAINEN et al., 1990; ARRENDS et al.,
1991). Tais corpos apoptodticos sdo fagocitados por macrofagos e removidos sem causar
processo inflamatorio (ARRENDS et al., 1991).

As alteracdes morfologicas observadas na apoptose sdo conseqiiéncia de uma
cascata de eventos moleculares e bioquimicos especificos, geneticamente regulados
(MARTIKAINEN et al., 1990). Basicamente, a apoptose pode ser regulada por duas vias
(Figura 5): pela a via extrinseca, na qual estimulos externos interagem com receptores
especificos da superficie celular, chamados receptores da morte; ou pela via intrinseca que ¢
desencadeada por estresse intracelular (THORBUM, 2004). Tais vias culminam na ativagao
de proteases conhecidas como caspases efetoras (PAROLIN et al., 2001).

O processo de apoptose ¢ regulado por fatores inibidores (anti apoptoticos) e
ativadores (pro6 apoptoticos). Entre os inibidores estdo algumas proteinas da familia Bcl-2,
como bcl-2, bel-xL, e da familia das proteinas inibidoras de apoptose (inhibitor of apoptosis
protein, IAP). Entre os ativadores estdo o Fas, o DR4, o DRS, interferon-gama e proteinas

membros da familia Bcl-2, como Bad, Bak, Bax (HALE et al., 1996).

Figura 5 —Via extrinseca ¢ intrinseca de apoptose

Via dos receptores de morte Via mitocondrial
xtrinseca ntrinseca
TRAIL-L E ) FAS.L a )
(Apo-2) TNF-L (Apo-1/CD-85)
© D (2]
‘ J # Danos ao DNA

oo R B 4,,--

TRAIL-R1 (DR 4) TNFR1 FASR .
TRAIL-RZ {DR5) ~ [y |

CASPASE 3.6.7 ‘

Fonte: Modificado de HUERTA et al., 2007.
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Gene CASP8 — caspase 8

O gene CASPS codifica um membro da familia das cisteino proteases (caspases).
A ativacdo sequencial das caspases desempenha um papel central na via de apoptose celular.

Na célula, as caspases existem como pro-enzimas inativas (zimdgenos) com
massa molecular entre 30 a 60kDa. Para se tornarem ativas devem sofrer um processamento
proteolitico que ird clivar a proteina inicial em duas regides especificas para gerar uma
subunidade grande (cadeia o) e uma pequena (cadeia ). A forma ativa da caspase ¢ um
tetramero o fj02B2. As caspases 2, 8, 9 e 10 (efetoras) atuam na iniciacdo da cascata de
ativacdo das caspases 3, 6, e 7 (executoras) (GARAY, et al., 2003).

A caspase 8 esta envolvida na morte celular programada induzida por Fas e

varios estimulos apoptoticos. Esta ird ativar a caspase3 (GARAY, et al., 2003).

Gene CASP9 — caspase 9

O gene CASPY codifica a caspase 9, uma caspase iniciadora que atua na via
intrinseca da apoptose. Nesta via, células expostas a varios tipos de estresse podem sofrer
ruptura da mitocondria levando ao extravasamento de citocromo ¢ para o citosol. A formagao
do apoptosomo contendo o citocromo c, Apaf-1 e caspase 9 levam a ativagdo desta ultima. A
caspase 9 por sua vez dispara uma cascata de sinalizacdo levando a apoptose (CHEN et al.,

2007).

Gene CASP3 — caspase 3
O gene CASP3, localizado em 4q34, codifica a proteina caspase 3 que ¢ ativada

pelas caspases 8, 9 e 10 e € responsavel por clivar e ativar as caspases 6 ¢ 7 (NCBI, 2012).

Gene CASP7 — caspase 7

A Caspase 7 era considerada uma proteina redundante a caspase 3 uma vez que
estas proteases compartilham uma sequencia 6tima de reconhecimento peptidico e possuem
uma série de substratos proteicos em comum. Adicionalmente, ambas as caspases sdo ativadas
pelas caspases iniciadoras 8 e 9 durante a via extrinseca e intrinseca, respectivamente
(LAMKANFTI, et al., 2010).

Atualmente, varios dados apontam para diferencas funcionais entre estas duas
proteinas como por exemplo, muitos substratos sdo especificamente clivados pela caspase 7,

mas nao pela caspase 3. Além disso, a ativagdo da caspase 7 requer a presencga da caspase 1
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sob condicdes inflamatdrias enquanto que a ativacao da caspase 3 procede independente da

caspase 1 (LAMKANTFI et al., 2010).

Familia BCL-2: genes BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2), BCL-XL (B-cell
lymphoma-extra large), BAX (BCL2-associated X protein ) e BAK (BCL2-antagonist/killer 1)

Os membros da familia Bcl-2 compartilham homologia em dominios (BH)3 e
podem ser divididas em 3 subfamilias: a subfamilia de anti apoptdticos como Bel-2, Bel-xL e
Mcl-1; a subfamilia das proteinas pré apoptdticas Bax e Bax-like (ex. Bak); e a subfamilia de
proteinas pré apoptédticas BH3-only (ADAMS et al., 1998; WEI et al., 2001; STRASSER,
2005).

As proteinas anti apoptéticas sequestram as proteinas pro apoptoticas Bax e Bak e
assim inibem a apoptose (CHAO et al., 1998). Proteinas BH3-only inibem moléculas anti
apoptoticas e também ativam as proteinas pro apoptoticas Bax e Bak (ADAMS et al., 1998;
WEI et al., 2001).

Gene PCBP4 - poly(C) binding protein 4

As proteinas de ligagdo a poli(C) possuem afinidade por sequéncias ricas em
citosinas. Em células de mamiferos, estas PCBP’s se dividem em dois grupos: hnRNP K/J, ou
proteinas do complexo alfa (e.x., PCBP1-4). Membros desta familia possuem multiplas
funcdes devido a sua capacidade de ligacdo a regides ricas em C, incluindo estabilizagdo e
silenciamento de mRNA e aumento de sua taxa de tradugdo. Também sdo capazes de se ligar
a regides génicas promotoras e atuar como um reguladores de transcrigao (CHOI et al., 2009).

O gene PCBP4, localizado em 3p21, pode ser induzido pelo supressor tumoral
p53, podendo levar a célula a apoptose. PCBP4 ¢ encontrada no citoplasma uma vez que nao
possui o sinal de localizagdo nuclear, encontrado em outros membros da subfamilia (NCBI,

2011; CHOI et al., 2009).

2.6.1.6 Expressao de genes relacionados ao reparo de DNA

Uma ampla gama de compostos ¢ capaz de promover dano ao material genético.
Estima-se que para cada célula humana surjam cerca de 1 milhdo de lesdes moleculares
individuais por dia (LODISH et al., 2006).

Para evitar o acumulo de mutacdes, a célula dispde basicamente de 6 principais

vias de reparo conhecidas: (i) reparo por excisdo de bases (base excision repair, BER), (i)
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reparo por excisao de nucleotideos (nucleotide excision repair, NER), (ii1) reparo de bases
mal emparelhadas (mismatch rapair, MMR), (iv) reparo por sintese translesdo (translesion
syntesis, TLS), (v) reparo por recombinacdo homoéloga (homologue recombination, HR) e (vi)
reparo por recombina¢do ndo homoéloga ou ilegitima (non homologus end joining, NHEJ. A
via a ser utilizada dependera da extensdo da lesdo que foi gerada. (HSIEH, 2001;

BERNSTEIN et al., 2002; DUDAS et al., 2004; DUDASOVA et al., 2004).

Gene ERCC4 - excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,
complementation group 4

Ercc4 foi a tltima proteina caracterizada na via de excisao de nucleotideos (NER).
Esta proteina, também conhecida como Xpf forma um complexo estdvel com a proteina
Erccl, responséavel pela primeira incisdo em 5’ durante o reparo por excisdo de nucleotideo
(NER). Assim, o complexo Erccl-Ercc4 corta especificamente a fita na regido danificada e

em seguida ocorre o preenchimento desta lacuna. (SHAO et al., 2008)

Gene OGGL1 - 8-oxoguanine DNA glycosylase

Um dos tipos comuns de dano causado no DNA pelo excesso de radicais livres na
célula ¢ devido a oxidacao de guaninas, formando 8-oxo0-7,8 diidroguanina (8-ox0-dG). Se
ndo reparado, 8-0x0-dG € capaz de parear erroneamente com adenina durante a replicagdo do
DNA resultando em transversdao de um par G:C para T:A (MIRBAHALI et al., 2009) .

A célula dispde de complexos mecanismos para combater 8-oxo-dG incluindo
hidroélise de 8-0x0-dG, reparo de pares de base 8-0x0-dG:C, transcrig¢do e replicagdo acoplada
a sistemas de detecgdo e reparo de 8-0x0-dG e remogdo pos replicagdo de adeninas pareadas
com 8-0x0-dG. A inicia¢do do reparo de 8-oxo-dG em células de mamiferos ¢ mediada pela
enzima 8-oxoguanina glicosilase 1 (Oggl), que possui atividade de liase para quebra de

cadeia. O gene OGG]1 localiza-se em 3p26,3 (NCBI, 2011; MIRBAHAI et al., 2009).

Gene RAD21 - RAD21 homolog (Schizosaccharomyce pombe)

Localizado em 8q24, codifica uma proteina bastante similar a do produto génico
RAD21 de Schizosaccharomyces pombe. A proteina Rad21 faz parte do complexo de
coesinas, atuando no alinhamento de cromatides irmas durante a fase M. Rad21 também atua
no reparo de quebra de dupla fita de DNA (DSB). Esta proteina se torna hiperfosforilada na
fase M do ciclo celular (NCBI, 2011; ATIENZA et al., 2005).
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Gene MLH1 - mutL homolog 1

Os modelos explicativos de reparo de bases mal emparelhadas (MMR) tem
proposto que proteinas Msh identificam na forquilha de replicagdo os erros causados pela
DNA polimerase. Mlhl, a proteina codificada pelo gene MLH1, faz uma busca pelo genoma
por lesdes ligadas a proteinas Msh. O complexo resultante Msh-Mlh1 formado em uma lesdo

de DNA inicia os passos downstream da via de reparo de bases mal emparelhadas (PLYS et

al., 2012).



33

3 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo a avaliagdo dos efeitos citotoxicos,
genotdxicos ¢ mecanismo de acdo (pela avaliagdo da expressdo génica) causados pelo

tratamento com aspidospermina em cultura de células metabolizadores HepG2.

3.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho tem como objetivos especificos:

- Avaliar a citotoxicidade do tratamento com aspidospermina por 24 horas, através
do ensaio de citotoxicidade da resazurina;

- Avaliar o efeito do tratamento com aspidospermina por 3 horas na indugdo de
dano ao material genético, através do ensaio do cometa;

- Avaliar o efeito do tratamento com aspidospermina por 6 horas na expressao de
genes relacionados ao metabolismo de xenobioticos (CYPIAI, GSTPI), estresse oxidativo
(SOD, GPX1, CAT, GR), controle de ciclo celular (TP53, APC, CCNAI), estresse de reticulo
endoplasmatico (HSPAS5, ERNI, EIF2AK3, TRAF2, GADD153) , apoptose (CASPS, CASP9Y,
CASP3, CASP7, BCL-2, BCL-XL, BAK, BAX, PCBP4) e de reparo de DNA ( ERCC4, OGGI,
RAD21, MLHI).
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SUMMARY

Aspidospermine is an indole alkaloid with biological properties associated with combating
parasites included in the genera Plasmodium, Leishmania and Trypanossoma. The present
study evaluated the cytotoxicity (resazurin test), genotoxicity (comet assay) and mechanism
of action (gene expression analysis via qRT-PCR) of this alkaloid in HepG2 cells to
determine its risks to humans if it is used in the future as a medicine to treat parasites. The
results demonstrated that treatment with aspidospermine was both cytotoxic (75 uM) and
genotoxic (50 uM). There was no significant modulation of the expression of the following
genes: GSTPI and GPX1 (xenobiotic metabolism); CAT (oxidative stress); TP53 and CCNA2
(cell cycle); HSPAS5, ERNI, EIF2AK3 and TRAF?2 (endoplasmic reticulum stress); CASPS,
CASP9, CASP3, CASP7, BCL-2, BCL-XL BAX and BAX (apoptosis); and PCBP4, ERCC4,
OGGIl, RAD21 and MLHI (DNA repair). At a concentration of 50 uM (non-cytotoxic, but
genotoxic), there was a significant increase in the expression of CYPIAI (xenobiotic
metabolism) and APC (cell cycle), and at a concentration of 100 uM, a significant increase in
the expression of CYPIAI (xenobiotic metabolism), GADDI153 (endoplasmic reticulum
stress) and SOD (oxidative stress) was detected, with repression of the expression of GR
(xenobiotic metabolism and oxidative stress). The results of treatment with aspidospermine at
a 100 uM concentration (the dose indicated in the literature to achieve 89% reduction of the
growth of L. amazonensis) suggest that increased oxidative stress and an unfolded protein
response (UPR) occurred in HepG2 cells. For the therapeutic use of aspidospermine
(antiparasitic), chemical alteration of the molecule to achieve a lower
cytotoxicity/genotoxicity in host cells is recommended.
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1. INTRODUCTION

Species of the genus Aspidosperma are known for their medicinal effects. Low
toxicity and absence of contraindications of infusions of Aspidosperma shells have
contributed to their increasing use [1, 2]. Several examples of its medicinal effects can be
distinguished: A. ramiflorum is used in the treatment of [2] and A. nitidum is used for treating
uterus and ovary inflammation, diabetes, cancer, fever and rheumatism [1]. The family
Apocynaceae, which includes the genus Aspidosperma, is characterized by the frequent
presence of alkaloids with extensive structural diversity [3].

A new medical use for aspidospermine (Figure 1), an indole alkaloid isolated
from plants belonging to the genus Aspidosperma, has come to the attention of researchers.
Aspidospermine exhibits activity in combating flagellate protozoa of the genus 7rypanossoma
and Leishmania, which, when they parasitize humans, cause a variety of diseases, including
Chagas disease (7. cruzi), sleeping sickness (7. brucei gambiense and T. b. rhodesiense) and
various forms of Leishmania (L. brasiliensis and L. amazonensis) [4].

A common feature of these parasites is their metabolic dependence on
tripanothione reductase (TryR), an NADPH-dependent flavoenzyme that helps fight oxidative
stress by maintaining adequate levels of reduced tripanothione [5]. In humans, a similar
activity is carried out by the enzyme glutathione reductase. Galarreta et al. (2008) [4] assessed
23 heterocyclic compounds whose structure was compatible with known inhibitory molecules
of TryR and found thattreatment with aspidospermine during the promastigote stage resulted
in 89% inhibition of L. amazonensis.

Furthermore, Mitaine-Offer et al. (2002) [6] found that, of 12 indole alkaloids
isolated from Aspidosperma, 7 showed high antiplasmodial activity, and 4 showed moderate
activity against this parasite. The cytotoxicity of these alkaloids in the human fibroblast cell
line NIH 3T3 was also evaluated. Aspidospermine showed the highest selectivity index
(highest activity against the parasite and lower cytotoxicity against host cell) among the
compounds evaluated.

Medicinal plants are studied to reveal potential chemotherapeutic drugs and to
determine the safety of these potential drugs for common use [7, 8]. Alkaloids have been
singled out as the principal active components in various medicines because of their
prominent pharmacological potential, including antimicrobial, antitumor and antiplasmodial
activities [9, 10]. However, many alkaloids have also been recognized for presenting

genotoxic effects [11, 12, 13, 14]
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Despite the proven effect of aspidospermine against parasites, no study has
previously been conducted to deeply investigate its effect on human cells. Thus, the objective
of the present study was to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects and the mechanism of
action (via gene expression analysis) of aspidospermine in a cell culture system using human
hepatoma HepG2 cells. One type of analysis that is relevant to the study of a natural product
is the evaluation of gene expression using real-time PCR. Applying this methodology, various
cellular pathways were investigated in this study, including the metabolism of xenobiotics
(CYP1AIl and GSTPI), oxidative stress (SODI1, GPXI, CAT and GR), cell cycle control
(TP53, APC and CCNAZ2), endoplasmic reticulum stress (HSPAS5, ERNI, EIF2AK3, TRAF?2
and GADD153), apoptosis (CASPS, CASP9, CASP3, CASP7, BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK and
PCBP4) and DNA repair (ERCC4, OGGI, RAD21 and MLH]I). The study of such pathways
aids in the determination of the processes that are activated or inactivated in the cell due to

treatment with the reffered compound.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 ASPIDOSPERMINE AND CHEMICAL AGENTS INDUCE CELLULAR DAMAGE

Root ethanolic extract of A. polyneuron was submitted to acid-base treatment for
alkaloid extraction. The product was submitted to column chromatography on silica gel eluted
by solvents in increasing gradient of polarity [hexane, acetone, methyl acetate and methanol]
resulting in 469 fractions [250 mL]. The APR-108-110 [APA-8] was eluted in hexane:acetone
30%. This fraction was submitted to the purification with preparative thin layer
chromatography plates of silica gel using dichloromethane:methanol [9:1] yielding needle
crystals. Through spectroscopy methods [NMR, '"H/"°C, CG/MS, IV] the crystals were
identified. These procedures were performed in the Laboratory of Chemistry of Natural
Products at the State University of Londrina. Aspidospermine (mm = 354,49 g) was dissolved
in DMSO and diluted in DMEM. The DMSO concentration did not exceed 1% of the total
quantity of the medium in the culture.

After evaluation of the results of the cytotoxicity test, the concentrations of
aspidospermine for use in the comet and qRT-PCR assays were determined. As a positive
control for the resazurin and comet assays, methylmethanesulfonate (CAS No. 66-27-3,

Sigma-Aldrich ®) was employed at a concentration of 300 uM in the culture medium.
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2.2 CELL LINE

The human hepatoma HepG2 cell line (metabolizing cells) was acquired from the
cell bank of the Federal University of Rio de Janeiro (UFRJ). These cells were cultured in 25
cm’ flasks containing DMEM (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco) in
a 37°C incubator under 5% CO,. Under these conditions, the cell cycle of this lineage takes

approximately 24 hours.

2.3 CYTOTOXICITY ASSAY

The resazurin (7-hydroxy-10-oxide-phenoxazin-10-ium-3-one) cytotoxicity test
was based on the method employed by McMillian et al. (2002) [15] and was performed using
24-well plates. The following treatments were included: media (without cells), negative
control (1% DMSO, the same concentration used in other treatments), positive control (300
uM MMS) and aspidospermine at 5, 25, 50, 75 and 100 uM. The applied aspidospermine
concentrations were chosen according to the assessment of cytotoxicity conducted by
Mitaine-Offer et al. (2002) [6] based on [3H]-hypoxanthine incorporation in NIH 3T3
fibroblast cells. In this case, the IC50 of aspidospermine was 53.2+0.8 pM after 24 hours of
incubation. Each treatment was repeated three times in each plate, and each well was seeded
with 2x10* cells.

After 24 hours of treatment, the supernatant was discarded, and resazurin was
added at a final concentration of 60 puM per well. The cells were incubated at 37°C for 3
hours. Then, the fluorescence was read at an excitation wavelength of 530-560 nm and
emission wavelength of 580-600 nm (with a VICTOR 3 microplate reader). The obtained
absorbance data were used to generate a regression curve for determination of the IC50. This

experiment was replicated 3 times.

2.4 SINGLE-CELL GEL ELECTROPHORESIS (SCGE), OR COMET ASSAY, AND CELLULAR

VIABILITY TEST

The comet assay was conducted as described by Tice et al. (2000) [16].
Approximately 5 x 10° cells from the experimental cultures were plated per flask, and after
stabilization for 24 hours, the following experimental treatments were realized: positive

control (MMS, 300 uM), negative control (1% DMSO, the same concentration used in the
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other treatments), two non-cytotoxic concentrations of aspidospermine (5 uM and 50 uM) and
a cytotoxic concentration of aspidospermine (100 pM) chosen previously based on the results
of the resazurin cytotoxicity test. Three repetitions were performed.

After three hours of treatment, the cells were washed with PBS, trypsinized,
centrifuged for 5 minutes (64.4 g) and then resuspended in culture medium. A mixture of 20
pL of the resuspended cells and 120 pL of low-melting-point agarose (LMP, 0.5%) was
applied to pre-gelatinized slides with normal melting point agarose (1.5%). Next, the slides
were submerged in an alkaline lysis solution for one hour, followed by incubation for 40
minutes in electrophoresis buffer and then electrophoresis for 20 minutes. After this step, the
slides were neutralized for 5 minutes 3 times and then submerged in absolute alcohol for 5
minutes for fixation. Staining of the slides was performed with ethidium bromide (200
pg/mL).

Simultaneously to the comet assay, 20 ul of the cell suspension was mixed with
20 pL of trypan blue (0.2%) for cell viability analysis. Only the treatments resulting in an
index greater than 80% were considered.

The nucleoids were finally displayed under a fluorescent microscope (excitation
filter of 420-490 nm and 520 nm barrier filter, magnified 400 x). For each treatment, 300
nucleoids were analyzed with CometScore software, v. 1.5 (TriTek, Sumerduck, VA, USA).

The parameter evaluated was the total size of the comet (comet total length).
2.5  ANALYSIS OF GENE EXPRESSION VIA QRT-PCR

To assess the mechanism of action of aspidospermine in HepG2 cells, the effect of
the alkaloid on the expression of key genes involved in xenobiotic metabolism, oxidative
stress, cell cycle regulation, endoplasmic reticulum stress, apoptosis and DNA repair (Table
01) was tested using the qRT-PCR technique. To obtain RNA, 10° cells were seeded in 25
cm’ culture flasks. After stabilization for 24 hours, the following treatments were performed
for 6 hours: negative control, 50 uM aspidospermine (non-cytotoxic concentration) and 100
uM aspidospermine (cytotoxic concentration). The experiment was replicated 3 times.

RNA was extracted using the LS-TRIzol reagent (Invitrogen) in accordance with
the protocol of the manufacturer. RNA integrity was confirmed through 1% agarose gel
electrophoresis, and the concentration and purity of the RNA were verified based on the

A260/A280 absorbance ratios obtained using a spectrophotometer.
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cDNA synthesis was performed using 200 units of M-MLV reverse transcriptase
(Invitrogen), 1 pg of total RNA and oligonucleotides with an oligo(dT) primeraccording to
the protocol provided by the manufacturer of the enzyme.

Real-time PCR assays were carried out in a PTC 200 DNA Engine Cycler (a
thermal cycler) using the Chromo 4 detection system (MJ Research BIO-RAD). The
amplified products were detected with a fluorescence measurement system using SYBR
Green dye (Invitrogen). The thermal cycling conditions for PCR included an initial step at 95
°C for 5 min; 40 cycles at 95 °C for 20 sec, 60 °C for 30 sec and 72 °C for 20 sec; 1 cycle at 95
°C for 10 sec; and, finally, 1 cycle at 40 °C for 1 min. A melting curve analysis was performed
at the end of each reaction at temperatures between 50 °C to 90 °C.

The obtained data were normalized to the endogenous glyceraldehyde phosphate
dehydrogenase (GAPDH) gene, which was amplified in each set of PCR experiments. The
primers used (n = 28) are listed in Table O1.

2.6 STATISTICAL ANALYSIS

The data from the resazurin cytotoxicity assay and comet assay were subjected to
variance analysis (ANOVA), followed by a Dunnett Test (p < 0.05).

For the qRT-PCR gene expression assays, analysis of the relative values of gene
expression and standardization using the reference gene GAPDH were conducted via the
Pffafl method [17].

To decrease the likelihood of false positive or false negative results, the analyses
were restricted to the statistically significant gene expression data that showed at least a 2-fold

increase or decrease from the control.

3. RESULTS

3.1 TREATMENT WITH 75 MM OR 100 MM ASPIDOSPERMINE INDUCES CYTOTOXICITY

When the values obtained from the resazurin cytotoxicity test were examined, it
was possible to observe a dose-dependent reduction of cell survival (Figure 2, Table 2). After
24 hours of treatment, the reduction of cell survivaldetected in HepG2 cells was significant
for aspidospermine concentrations of 75 pM (67.88%) and 100 uM (38.55%) when compared

to the control.
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The straight polynomial equation (r* = 0.98) obtained through regression analysis
showed that the IC50 for a 24-hour treatment with aspidospermine in HepG2 cells was 92.46
pM.

3.2 TREATMENT WITH 50 MM OR 100 MM ASPIDOSPERMINE INDUCES GENOTOXICITY

The results obtained for the comet length parameter in the comet assay showed
that the genotoxicity associated with aspidospermine treatment for three hours was dose
dependent (Figure 3, Table 3). There were significant differences between the negative
control (8.3 um) and the treatment with aspidospermine at the concentrations of 50uM (10.7
pm) and 100puM (14.3 um). The concentration of SuM (8.7 um) was not genotoxicto HepG2

cells. Cell viability remained above 80% in all treatments.

3.3 TREATMENT WITH 50 MM ASPIDOSPERMINE CAUSES INCREASED EXPRESSION OF CYPIA1
AND APC

To assess the mechanism of aspidospermine action in human cells, the effect of
aspidospermine on the expression of key genes involved in various types of process of the
cellular metabolism, was analyzed via qRT-PCR after 6 hours of treatment (Figure 4).

For the non-cytotoxic, but genotoxic concentration of 50 uM aspidospermine,
increased CYPIAI, but not GSTPI expression was observed. In relation to the oxidative stress
genes, 50 uM aspidospermine showed a tendency to inhibit the expression of GR and to
increase the expression of SOD, but these results were not significant. With regard to the
examined cell cycle control genes, there was a significant increase of APC expression
detected.

There was no significant modulation of GSTP1, SOD, GPXI, CAT, GR, TP53,
CCNAI, HSPAS5, ERNI, EIF2AK3, TRAF2, GADDI153, CASPS, CASPY , CASP3, CASP7,
BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK, PCBP4, ERCC4, OGGI1, RAD21 or MLHI under the 50 uM

aspidospermine treatment.
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34 TREATMENT WITH 100 MM ASPIDOSPERMINE CAUSES AN INCREASE IN THE EXPRESSION

OF CYP1A1, GADDI153 AND SOD AND INHIBITION OF THE EXPRESSION OF GR.

For the cytotoxic and genotoxic concentration of 100 uM aspidospermine, among
the group of biotransformation genes, an increase in the expression of the CYPIAI, but not
GSTP1 was observed, which was the same pattern observed under the 50 uM concentration
(Figure 4).

Regarding the examined oxidative stress genes, the pattern observed at the 50 uM
concentration were confirmed under the 100 uM concentration. Aspidospermine treatment
significantlyinhibited GR expression and caused an increase in SOD/ expression.

The expression of the APC gene, which was upregulated by treatment with 50 pM
aspidospermine, showed no significant change when the concentration of aspidospermine was
increased to 100 pM. Among the genes in the endoplasmic reticulum (ER) stress group, an
increase in the expression of the pro-apoptotic gene GADDI153 was noted. There was no
change in the expression of DNA repair and cell cycle control genes detected in HepG2 cells.

For the 100 uM concentration of aspidospermine, there was no change in the gene
expression of GSTP1, GPXI, CAT, TP53, APC, CCNAI, HSPAS5, ERNI, EIF2AK3, TRAF2,
CASPS, CASPY, CASP3, CASP7, BCL-2, BCL-XL, BAX, BAK, PCBP4, ERCC4, OGGlI,
RAD21 and MLH].

4. DISCUSSION

Studies have suggested that the alkaloid aspidospermine is effective in the
treatment of parasites of the Leishmania, Trypanossoma and Plasmodium genera, which cause
numerous diseases. However, the reports discussing the effect of aspidospermine on host cells
are scarce. Only one study addressed the topic by assessing the cytotoxicity of
aspidospermine in human cells, using NIH3T3 fibroblasts [6]. Employing the [*H]-
hypoxanthine incorporation method, the IC50 values observed were 53.2 uM and 46.2 uM for
24 and 72 hour periods of incubation with aspidospermine, respectively. In the present study,
the IC50 found for a 24 hour incubation period with aspidospermine was 92.46 puM,
indicating that a higher concentration of aspidospermine was necessary to induce cytotoxicity
in 50% of HepG2 cells than in fibroblasts.

HepG2 cells are widely used in toxicological studies because they exhibit the

ability to metabolize xenobiotics and generated experimental conditions that are closer to
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those that occur in vivo. When testing the cytotoxicity of the alkaloids warifteine and
milonine, Melo et al. (2003) [18] found similar IC50 values in hepatocytes and fibroblasts and
demonstrated that the toxic effects of both compounds are independent of the cytochrome
P450 metabolism system.

In the present study, analysis of the expression of important genes involved in
xenobiotic metabolism revealed a dose-dependent increase in CYPIA1 gene expression under
treatment with 50 and 100 uM concentrations of aspidospermine, indicating that the
aspidospermine can be metabolized by HepG?2 cells. In contrast, the levels of the GSTPI gene
transcript were not modulated significantly. It is possible that the intermediary generated by
phase I metabolism of aspidospermine is a substrate of a phase Il enzyme other than GSTP1.
Thus, the difference between the HepG2 and NIH3T3 IC50s could be attributed to the
formation of less toxic metabolites of aspidospermine by the biotransformation process of
HepG2 cells. This phenomenon has also been observed for other compounds [19].

The results of the gene expression analysis for genes involved in apoptosis were
consistent with the pattern observed in the cytotoxicity assay. Non-cytotoxic treatment, with
50 uM aspidospermine, resulted in no significant increase in the expression of any of the
evaluated genes, whereas cytotoxic treatment, with 100 pM aspidospermine, resulted in
increased expression of GADD153. This suggests that the changes in cellular metabolism that
occur when the concentration of aspidospermine is increased to 100 uM can be harmful to
normal protein folding, resulting in the formation of immature, unfolded proteins and/or
poorly folded proteins. In this study, the cells were apparently unable to restore the correct
protein folding pattern because there was no increase in the expression of the genes
responsible for repression of the UPR located upstream in the ER stress pathway (EIF2A4K3,
ERNI and HSPAS), which can cause the targeting of apoptosis via GADD153.

In regard to the group of genes involved in the oxidative stress response, a trend
of increased expression of SOD/ in response to treatment with aspidospermine was observed
at the 50 uM concentration, and an additional significant increase was observed at the 100 pM
concentration. This may be an indication that treatment with aspidospermine triggers an
increase in superoxide anions that are then converted to H,O, by the enzyme superoxide
dismutase 1, which is overexpressed. On the other hand, there was no change in gene
expression detected for CAT or GPXI, which are the enzymes responsible for the
neutralization of H,O, to H,O.

The parasites of the Leishmania and Trypanossoma genera exhibit metabolic

dependence on trypanothione reductase (TryR), which helps to combat oxidative stress [5]. In
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humans, an analogue activity is carried out by the enzyme glutathione reductase (GR). In a
recent study, Galarreta, et al. (2008) [4] observed significant inhibition (89%) of the growth in
L. amazonensis during the promastigote stage when treated with 100 uM aspidospermine. In
the current study, the 100 uM aspidospermine treatment did not have a direct effect on the
enzyme activity of glutathione reductase (analogue to TryR in humans) in HepG2 cells.

The results of this study demonstrated a trend of inhibition of GR gene expression
in response to the 50 puM aspidospermine treatment that became significant when the
concentration was increased to 100 uM. Thus, aspidospermine may not have a direct effect on
the catalytic activity of glutathione reductase but does cause inhibition of the gene expression
in HepG2 cells. As a result, the GSH/GSSG ratio may decrease, and the antioxidant capacity
of the cells related to glutathione could be reduced. An excess of H,O, in the cell can cause
serious damage to proteins, lipids and DNA [20]. Using comet assays, it was possible to
observe that the genotoxicity caused by a 3-hour treatment with aspidospermine was dose
dependent and was significant starting at the 50 uM concentration, which may be a result of a
buildup of H,0, in the cells.

Despite detection of the induction of DNA damage at a concentration of 50 uM,
only the highest concentration tested in this study (100 uM) was cytotoxic, suggesting that at
the 50 uM concentration, DNA repair mechanisms remained active, and the number of viable
cells was consequently unaltered. However, none of the repair genes assessed via qRT-PCR
showed significant modulation under the 50 or 100 uM aspidospermine concentration. It is
possible that the examined repair genes are involved in a more immediate response, and
consequently, no changes in their expression were observed after the 6-hour treatment with
aspidospermine. For example, Cortes et al. (2011) [21] observed modulation of the expression
of repair genes after two hours of treatment with glucose oxidase, an enzyme that induces
oxidative stress in breast cell lines.

Still, treatment with 50 uM aspidospermine triggered an increase in the expression
of APC, a tumor suppressor, reinforcing the idea that the cell cycle is paused to allow repair of
genotoxic damage under these conditions.

Drugs that are genotoxic can be modified to achieve greater therapeutic activity
and lower toxicity. For example, several active components of vegetable origin, some of
which exhibit toxic properties, have been used as precursors of important substances
incorporated into therapy, including catarantine and vindoline, isolated from Catharanthus

roseus; camptothecin, isolated from Camptotheca acuminata; podophyllotoxin, isolated from
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rhizomes of Podophyllum peltatum and P. hexandru; scopolamine isolated from Datura ssp.;
stigmasterol, isolated from Glycine max; and diosgenin, isolated from Dioscores ssp. [22].

By virtue of its cytotoxic nature, aspidospermine can also be investigated as a
potential drug for anticancer treatment, similar to other alkaloids with the same properties. An
example of such a compound is the cytotoxic alkaloid camptothecin (CPT), which has
inhibitory effect on the enzyme topoisomerase I [23]. While CPT showed excellent antitumor
activity in preliminary clinical trials, it also presented a low solubility and led to numerous
adverse reactions. Due to these disadvantages, a wide variety of compounds have been
synthesized based on the structure of CPT, two of which (topotecan and irinotecan) have been

approved and are currently being used in chemotherapy for cancer treatment [24, 25, 26].

S. CONCLUSION

The cytotoxic and genotoxic effects triggered in HepG2 cells treated with
aspidospermine, which 1is useful for combating parasites included in the genera
Trypanossoma, Leishmania and Plasmodium, were observed to be dose dependent. The
results obtained in this study suggest that aspidospermine is biotransformed by cells into a
metabolite with properties that are less toxic than the initial molecule and that treatment with
this compound causes modulation of oxidative stress-related enzymes, which may be the
cause of the observed genotoxic damage. These findings suggest that treatment with 50 pM
aspidospermine results in cell cycle arrest to allow repair of the damage and that treatment
with 100 uM aspidospermine induces apoptosis via a persistent response to the UPR. Based
on the effects reported here, it is recommended that the original chemical structure of
aspidospermine be altered to decrease its cytotoxicity and genotoxicity in host cells, making it
more viable for clinical use. Additionally, because of its potential cytotoxicity,

aspidospermine can be evaluated for use as a potential anticancer treatment.
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FIGURES

Figure 1 — Chemical structure of aspidospermine [27].

Figure 2 — Cell survival curve obtained from the resazurin cytotoxicity test in HepG2 cells
treated with aspidospermine at different concentrations for 24 hours. The dots
represent the average survival + standard deviation values obtained in three

independent experiments.
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Figure 3— Genotoxicity values (comet length) obtained from comet assays after a 3-hour
treatment of HepG2 cells with 5, 50 or 100 pM aspidospermine. Statistical
significance: * = p < 0.001 relative to the control.
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Relative gene expression obtained via qRT-PCR for genes assessed after treatment of HepG2 cells for 6 hours with 50 or 100 uM

aspidospermine. * Significant expression.
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TABLES

Table 01 — Primers used in the present study.

Sequéncia

CYP1Al1l

GSTP

SOD1

GPX 1

CAT

GR

TPS53

APC

CCNAl

HSPAS

ERN1

EIF2 AK3

TRAF 2

GADD153

F-TCATCCCTATTCTTC GCT ACC
R- CAG GAG ATA GCA GTT GTG AC

F- CAA TAC CAT CCT GCG TCA CC'
R- GGA GAT GTATTT GCA GCG GA

F- CTAGCGAGTTATGGCGAC’
R- GAATGTTTATTGGGCGATC’

F- CAACCAGTTTGGGCATCAG’
R- CGATGTCAATGGTCTGGAAG’

F- CATCGCCACATGAATGGATA’
R- CCAACTGGGATGAGAGGGTA’

F-GAAAAAGTTTACCGCTCCAC
R- TAAACGCCTTTGACGTTGGTA’

F: 5" TCACACCATCCACTACAACT 3’
R: 5’GACAGGCACAAACACGCAC 3

F: 5’AAAGCGCCATGATATTGCACGGTC 3’
R: 5’TGTTTGCTGTGCTCACGTTTCCAG 3’

F: 5 GACCCTGCATTTGGCTGTG 3’
R: 5" ACAAACTCTGCTACTTCTGG 3’

F: 5’ACGGACGTCAAGTTTGATCC 3’
R: 5" TTGGTAGACGCAGACAGTGG 3’

F: 5’ACGGACGTCAAGTTTGATCC 3’
R: 5" TTGGTAGACGCAGACAGTGG 3’

F: 5" CCTCACCATTTGCCTAAGGA 3’
R: 5" GGGGGACTTTCCTTCTTCTG 3’

F: 5AGTTTTGTGGTGCTGGCTCT 3’
R: 5" ACTCAGCCCCCGTAAGATTT 3’

F: 5" CCCTCACTCTCCAGATTCCA 3’
R: 5" CTGGGGAATGACCACTCTGT 5’
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CASP8

CASP9

CASP3

CASP7

BCL-2

BCL-XL

BAX

BAK

PCBP4

ERCC4

0GG1

RAD21

MLH1

GAPDH

F: 5 GCAAAAGCACGGGAGAAAGT 3’
R: 5" TGCATCCAAGTGTGTTCCATT3’

F: 5" GCTCTTCCTTTGTTCATCTCC 3’
R: 5’ GTTTTCTAGGGTTGGCTTCG 3’

F: 5 GTGCTACAATGCCCCTGGAT 3’
R: 5" GCCCATTCATTTATTGCTTTCC 3’

F: 5 TCACCATGCGATCCATCAAGACCA 3’
R: 5 TTTGTCTGTTCCGTTTCGAACGCC 3’

F: 5’CCTCGTCCAAGAATGCAAAGCACA 3’
R: 5’ATCTCCCGGTTATCGTACCCTGTT 3’

F: 5" TGGGCTCACTCTTCAGTCGGAAAT 3’
R: 5" ATGTAGTGGTTCTCCTGGTGGCAA3’

F: 5 TTTCTGACGGCAACTTCAACTGGG 3’
R: 5’ TGTCCAGCCCATGATGGTTCTGAT 3’

F: 5" CAAGAT TGCCACCAGCCTGTT TGA 3’
R: 5" ATGCAGTGATGCAGCATGAAGTCG 3’

F5 CTGATGCACGGGAAGGAAGT
R 5 CCCGGATTCGCTTTACAGTCT

F5'AATTCCAAGGTGTGCGACTG
R5'CGATGTTGTTGTTGGAGGAAC

F5°'AATTCCAAGGTGTGCGACTG
R5'CGATGTTGTTGTTGGAGGAAC

F 5'-CAATGCCAACCATGACTGAT
R 5'-CGGTGTAAGACAGCGTGTAAA

F 5" CTTGTACCCCCCGGAGAAG
R 5 TGCAACATCTCCCGGAGAAC

F: 5" GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’
R: 5" GGAAGATGGTGATGGGATTT 3’
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Table 02 — Average percentage of cell survival rates + standard deviation. Calculated from
the resazurin assay after 24 hours of treatment.

Statistical significance: * = p < 0.001 relative to the control.

Treatments Mean * St Deviation
Negative Control 100 + 0,00

Positive Control 20,30+ 2,85
Aspidospermine 5uM 93,96 + 6,66
Aspidospermine 25uM 95,58 + 10,37
Aspidospermine 50uM 92,02+12,31
Aspidospermine 75uM 68,02 + 7,54 ***

Aspidospermine 100uM 39,04 + 22,34 ***

Table 03— Mean + standard deviation of Comet Length and increase (%) of this parameter
in the aspidospermine treatments compared to the negative control. Values
obtained from the comet assay and evaluated by software CometScore v1, 5.

Statistical significance: * = p < 0.001 relative to the control.

Comet Length (um) Increase (%) related to

Negative Control
Positive Control
Aspidospermine 5uM
Aspidospermine 50uM
Aspidospermine 100uM

+ StDev negative control
8,320+ 1,492
18,914 £ 6,336 *** 127,3
8,711 +5,108 4,7
10,710 £ 2,637*** 28,7
14,348 £ 2,991 *** 72,5



