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RESUMO

A (D)-Goniotalamina (D-GNT) ¢ um metabolito secundério encontrado em plantas do género
Goniothalamus sp., que sdo comuns na Malasia. Esta molécula tem atraido a ateng¢do dos
pesquisadores devido a sua citotoxicidade seletiva contra células tumorais e também por sua
capacidade em induzir apoptose. A (L)-Goniotalamina (L-GNT) é o enantidmero sintético da
(D)-Goniotalamina, e seu mecanismo de acdo ainda ¢ pouco conhecido, mas estudos
demonstram que, em relacdo a algumas linhagens celulares, esta molécula demonstra uma
atividade antiproliferativa mais significativa e também apresenta algumas diferencas no seu
mecanismo de a¢do em relagdo a forma natural. Neste trabalho, avaliamos os efeitos da L-
GNT na citotoxicidade (MTT), cinética de proliferacdo celular, indu¢do de apoptose,
genotoxicidade (Ensaio do Cometa) e na expressdo génica (RT-qPCR) de alguns genes
relacionados a apoptose e ciclo celular (BAX, TP53 e BIRCS5) em linhagem celular de cancer
de pulmao de células ndo-pequenas (NCI-H460). Nossos resultados demonstraram que a L-
GNT reduziu a sobrevivéncia celular de modo dose-dependente, induziu apoptose
significativamente na concentragdo de 25 uM; que todas as concentragdes testadas (2,5; 12,5 ¢
25 uM) foram genotdxicas e que a maior concentragcdo reduziu significativamente os niveis de
expressdo de BIRC5, gene que codifica para a proteina survivina. Os dados obtidos sugerem
que a citotoxicidade demonstrada pela L-GNT se deve a indug¢do de morte celular por
apoptose, possivelmente através da inducdo de danos ao material genético e da regulagdo
negativa dos niveis de expressdo do gene BIRC5. A modulacdo da resposta apoptotica e a
regulacdo da expressdo de survivina sdo mecanismos de grande interesse para o
desenvolvimento de novos farmacos para a terapia do cancer, logo, nossos dados apontam a
L-GNT como um agente anticAncer em potencial e novos estudos devem ser realizados para
se elucidar como esta molécula regula a expressao de BIRCS.

Palavras-chave:  (L)-Goniotalamina.  Survivina. BIRC5.  Apoptose. = NCI-H460.
Citotoxicidade.



SEMPREBON, Simone Cristine. (S)-Goniothalamin induces DNA damage, apoptosis and
decreased BIRCS5 (survivin) mRNA levels in non-small cell lung cancer cell line (NCI-
H460). 2011. 85 f. Dissertation (Master’s Degree in Genetics and Molecular Biology) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

(R)-Goniothalamin (R-GNT) is a secondary metabolite found in plants of the genus
Goniothalamus sp., which are common in Malaysia. This molecule has attracted the attention
of researchers because of its selective cytotoxicity against tumor cells and also by their ability
to induce apoptosis. (S)-Goniothalamin (S-GNT) is a synthetic enantiomer of (R)-
Goniothalamin, although their mechanism remains unknown, studies show that to some cell
lines this molecule shows an antiproliferative activity higher than natural form and some
differences in their mechanism. We evaluate the effects of the S-GNT in cytotoxicity (MTT),
kinetics of cell proliferation, apoptosis, genotoxicity (Comet assay) and gene expression (RT-
qPCR) of some apoptosis and cell cycle genes (BAX, TP53 and BIRC5) in small-cell lung
cancer cell line from lung cancer in non-small cell lung cancer cell line (NCI-H460). Our
results showed that S-GNT decreased cell survival in a dose-dependent manner, significantly
induced apoptosis (25 uM), induced genotoxicity (2.5, 12.5 and 25 uM), and that the higher
concentration significantly down-regulated BIRCS gene expression, gene encoding the
survivin protein. The modulation of apoptotic response and regulation of survivin expression
are mechanisms of great interest for new drugs development to cancer therapy, therefore, our
findings indicate the S-GNT as a potential anticancer agent and further studies should be
conducted to elucidate how this molecule regulates BIRCS expression.

Keywords: (S)-Goniothalamin. Survivin. BIRC5. Apoptosis. NCI-H460. Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, na época na época dos farads no antigo Egito e do
mundo classico, ha evidéncias de casos de cancer encontrados em restos humanos ancestrais e
nas descricdes médicas (NOBILI et al., 2009). Hoje, esta doenca ¢ considerada o maior
problema de satde publica da atualidade. Em 2008, como relatado na tltima estimativa
mundial, ocorreram cerca de 12 milhdes de novos casos e 7 milhdes de obitos no mundo em
decorréncia desta doenca (FERLAY et al., 2008).

Dentre os tipos de cancer mais incidentes e que mais matam no mundo esta o
cancer de pulmao, o qual, de acordo com suas caracteristicas clinicopatoldgicas, se divide em
dois tipos principais, cancer de pulmdo de células pequenas (CPCP), que constituem
aproximadamente 20% dos casos, e cancer de pulmio de células ndo-pequenas (CPCNP),
responsavel pela grande maioria dos casos, cerca de 80% (FERLAY et al., 2008; FORGACS
etal., 2001).

A maioria dos alvos terapéuticos ¢ comum as células normais e tumorais, por
isso, os farmacos utilizados para o tratamento do cancer exibem intimeros efeitos colaterais,
como nauseas, alopecia, esterilidade, mielossupressao, danos ao epitélio gastrointestinal, e até
mesmo aumentam o risco para o desenvolvimento de um novo cancer. Com isso, ¢ grande o
interesse no desenvolvimento de novos farmacos que sejam mais eficazes e menos toxicas ao
paciente.

Um alvo interessante para o desenvolvimento destes novos farmacos ¢ a
modulacdo da via apoptotica, a qual se encontra alterada na grande maioria dos canceres e
representa um dos maiores obstaculos para o sucesso no tratamento.

A (D)-Goniotalamina (D-GNT) ¢ um metabolito secundario encontrado em
plantas do género Goniothalamus sp., que sdo comuns na Malasia. Esta molécula tem atraido
a atencdo dos pesquisadores devido a sua possivel citotoxicidade seletiva contra células
tumorais (PIHIE; STANSLAS, 1998; TIAN et al., 2004; WATTANAPIROMSAKUL et al.,
2005) e também por sua capacidade em induzir apoptose, especialmente através da via
intrinseca (CHAN et al., 2010; CHAN et al., 2006; CHEN et al., 2005; de FATIMA et al.,
2008; INAYAT-HUSSAIN et al., 1999, 2003, 2010; LEE et al., 2003a, b; TIAN et al., 2004).

A (L)-goniotalamina (L-GNT) ¢ o enantiomero sintético da (D)-
Goniotalamina, que apresenta maior atividade antiproliferativa contra algumas linhagens

celulares e diferente mecanismo de agdo em relagdo a molécula natural (de FATIMA et al.,
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2006; 2008). Existem poucos dados na literatura a respeito desta nova molécula, por isso €
necessario que novos estudos sejam realizados a fim de se proporcionar uma visdo mais
ampla e detalhada do modo como essa molécula exerce sua atividade antiproliferativa.

Neste trabalho, foram investigados o efeito citotoxico, a cinética de
proliferagdo celular, indu¢do de apoptose in situ, genotoxicidade e a expressdo de alguns
genes relacionados ao processo apoptotico e ciclo celular: BAX, TP53 e BIRCS (Survivina),
apos tratamento com a L-GNT. A escolha da linhagem de cancer de pulmao de células ndo-
pequenas NCI-H460, foi baseada na relevancia em se estudar novas estratégias terapéuticas

para este tipo de cancer, que ¢ um dos mais incidentes e com as maiores taxas de mortalidade.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

2.1.1 Aspectos Gerais

Nos organismos multicelulares, cada célula deve se comportar de modo
equilibrado a fim de garantir o bem-estar de todo o organismo. O céncer ¢ um grupo de
doencas que se caracteriza principalmente pelo crescimento descontrolado de células
anormais, ou seja, pela quebra do equilibrio, podendo levar o organismo a morte
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2007). A complexidade no entendimento desta doenga se
deve aos mais de 100 tipos de canceres e subtipos de tumores que podem ser encontrados em
orgaos especificos (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Esta proliferagdo fora do controle ird
gerar uma massa de células anormais em crescimento constante (neoplasia ou tumor). Se as
células neoplésicas permanecerem juntas formando uma massa tnica, o tumor ¢ denominado
como benigno. No entanto, caso adquiram a capacidade de invadir outros tecidos, o tumor ¢
considerado maligno ou cancer.

A tumorigénese ¢ um processo multipassos que dirige a transformacao
progressiva de uma célula normal em uma célula com caracteristicas malignas, sendo
sugeridas seis principais alteracdes na fisiologia celular que determinam o crescimento
maligno: auto-suficiéncia em sinais de crescimento, insensibilidade a fatores inibitdrios do
crescimento, evasdo da apoptose, potencial replicativo ilimitado, angiogénese sustentada e
metastase (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Esta vantagem no crescimento ocorre devido a mutagdes, que sdo mudangas
no genotipo de uma célula, ou a alteragdes epigenéticas, quando o padrao de expressdo génica
¢ alterado sem mudangas na sequéncia de DNA. Grande parte das mutagdes nio traz
mudancas na atividade celular ou levam a célula a morte, j4 uma pequena parte pode ocorrer
em genes especificos (proto-oncogenes e supressores tumorais) e, entdo, determinar vantagens
e crescimento desordenado a estas células.

Estas mutacdes podem ocorrer de maneira espontanea, devido a erros na

replicagcdo ou reparo do DNA; de maneira induzida, quando sdo resultantes da exposi¢ao do
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organismo a agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que causam mudancas no DNA; ou entdo
podem ser herdadas.

No ano de 2008, ocorreram cerca de 12 milhdes de novos casos de cancer € 7
milhdes de dbitos em todo o mundo, o que aponta esta doenga como o principal problema de
saude publica da atualidade (FERLAY et al., 2008). No Brasil, segundo o relatério do INCA
(2010), estimativas apontam a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer no ano de 2010,
sendo esta estimativa também valida para 2011. O cancer de pele do tipo ndo melanoma sera
o mais incidente na populagdo brasileira com 114 mil novos casos, seguido pelos tumores de
préstata com 52 mil casos, mama feminina com 49 mil casos, c6lon e reto com 28 mil casos,
pulmao também com 28 mil casos, estbmago com 21 mil casos e c6lo de ttero com 18 mil
novos casos. Os tumores mais incidentes para o sexo masculino serdo: cancer de pele ndo
melanoma (53 mil novos casos), prostata (52 mil), pulmao (18 mil), estdmago (14 mil) e
colon e reto (13 mil). Ja para o sexo feminino serdo: cancer de pele ndo melanoma (60 mil
novos casos), mama (49 mil), colo de utero (18 mil), colon e reto (15 mil) e pulmao (10 mil).

A Figura 1 traz os tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010 na populacao

brasileira.
N° de Gasos
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40.000 —
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0
Mama Prostata  Traguela, Colone Reto Estomago  Colodo  Cavidade Esofago  Leucemias Pele
Feminina Brénquio e Utero Qral Melanona
Pulmao
Figural- Tipos de céncer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele ndo

melanoma, na populagdo brasileira.
Fonte: INCA (2010).
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2.1.2 Cancer de Pulmao

O cancer de pulmao ¢ o principal tipo de cancer no mundo desde a década de
80. Em 2008, na ultima estimativa mundial, relatou-se cerca de 1,61 milhdes de novos casos e
1,38 milhdes de mortes em decorréncia desta doenga (FERLAY et al., 2008). No Brasil,
estimativas para o ano de 2010 e 2011, apontam este tipo de cancer como o terceiro mais
incidente na populagdo, como demonstrado na Figura 1 (INCA, 2010).

Normalmente, o cancer de pulmao ¢ detectado em estagios avancados, ja que
ndo ha sintomas nos estagios iniciais. Portanto, permanece como uma doenca altamente letal,
sendo a sobrevida média cumulativa total em cinco anos de 13% a 20% em paises
desenvolvidos e 12% nos paises em desenvolvimento (INCA, 2010).

Embora seja um dos tipos mais comuns e sua sobrevida média seja muito
baixa, esta neoplasia ¢ uma das principais causas de morte evitavel, isto porque em paises
como Estados Unidos e em outros onde o uso do cigarro ¢ comum, cerca de 90% ou mais dos
casos sao tabaco-relacionados (PARKIN; BRAY; PISANI, 2005) e quando comparados aos
nao-fumantes, os tabagistas t€ém cerca de 20 vezes mais chances de desenvolvé-lo (ALBERG;
FORD; SAMET, 2007). E estimado que entre 9 a 15% dos casos de cancer de pulmao tenham
outras causas que ndo o habito de fumar como exposicdo ao asbesto (DOLL, 1955;
O’REILLY et al., 2007), radiagdo ionizante (PIERCE; SHARP; MABUCHI, 2003), polui¢ao
do ar por hidrocarbonetos policiclicos, fumantes passivos (LEWTAS, 2007) e historia familiar
(MATAKIDOU; EISEN; HOULSTON, 2005).

Apesar dos principais fatores de risco associados ao cancer de pulmao serem
ambientais, ha uma diferenca na suscetibilidade individual a estes carcin6genos. Portanto, o
risco para esta doenca ¢ refletido de acordo com a interrelagdo entre a exposi¢ao aos agentes
etioldgicos e a suscetibilidade individual a estes agentes (ALBERG; FORD; SAMET, 2007).

De acordo com as caracteristicas clinicopatologicas, o cancer de pulmdo
pode ser classificado em dois grupos: cancer de pulmao de células pequenas (CPCP), que
constituem aproximadamente 20% dos casos, e cancer de pulmio de células ndo-pequenas
(CPCNP), com cerca de 80% dos casos, sendo este grupo dividido em trés subtipos:
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas e carcinoma de grandes células (FORGACS
etal., 2001).

Evidéncias clinicas demonstram que os canceres de pulmao acumulam 20 ou

mais alteracdes genéticas e epigenéticas em um processo multipassos, como descrito por



23

Hanahan e Weinberg (2000): auto-suficiéncia em relagdo aos sinais de crescimento, evasao da
apoptose, insensibilidade a fatores inibitorios do crescimento, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada, invasdo tecidual e metastase (FONG et al., 2003).

O aumento da proliferagdo celular ¢ uma caracteristica do fenotipo maligno,
e pode ocorrer por auto-suficiéncia em relagdo aos sinais de crescimento e proliferagdo. No
caso do cancer de pulmao, algumas das principais altera¢des relatadas ocorrem nos receptores
EGFR, HER2, na via RAS/RAF/MEK/ERK e no gene BRCA1 (MACKINNON; KOPATZ;
SETHI, 2010).

Outro mecanismo complementar a regulagdo da proliferacdo no controle da
homeostase do tecido € a apoptose. Este processo também precisa ser altamente regulado, ja
que defeitos na maquinaria apoptotica levam a sobrevivéncia celular podendo, assim,
contribuir para a expansdo celular neoplasica. Defeitos nas vias apoptdticas, podem conferir
resisténcia a quimioterapia, radioterapia e destrui¢do celular mediada pela resposta imune
(ANDREEFF; GOODRICH; PARDEE, 2000). As principais alteragdes encontradas no cancer
de pulmdo ocorrem nos genes TP53, BAX e na familia de inibidores da apoptose (IAPs)
(FONG et al., 2003).

Os genes supressores tumorais exercem um papel critico no controle da
proliferacao celular em células normais. Eles se tornam inativos por perda cromossomal de
um alelo (perda de heterozigosidade - LOH) e através de mutagdes génicas ou hipermetilagao
epigenética de seu promotor. Algumas alteragdes caracteristicas comuns no cancer de pulmao
ocorrem nos genes FHIT, RASSF1A, FUS1 e SEMA3B, DUTT1/ROBO1, RAR, TP53 , Rb ¢
p16 (FONG et al., 2003).

A sobrevivéncia das células tumorais ¢ garantida especialmente pelo
potencial replicativo ilimitado adquirido devido a expressdo de telomerase, enzima esta que
ndo possui atividade em células somaticas normais e que ¢ detectada em 100% dos casos de
CPCP e em 80% de CPCNP. Além disso, a angiogénese sustentada também garante a
sobrevivéncia tumoral. Entre os multiplos fatores angiogénicos indutores e inibidores da
proliferacdo e migracdo celular, a expressdo de alguns deles, como o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF) e fator de crescimento de
c¢lula endotelial derivado de plaqueta (PD-ECGF), ¢ relatada em inimeros casos de cancer de
pulmao (FORGACS et al., 2001).

Outro passo na progressdo do cancer de pulmao ¢ a capacidade de invasao
tecidual e metastase. Um dos novos candidatos a participantes desta caracteristica € a proteina

CRMP-1, responsavel por mediar os efeitos das colapsinas. Espécies de cancer de pulmao que
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apresentam expressdo reduzida desta proteina sdo associadas com estdgios avangados da
doenca, metastase nos linfonodos e sobrevivéncia reduzida. Além disso, a superexpressao de
lamininas, como por exemplo, da laminina-5, sdo frequentemente associadas a redugdo na
sobrevivéncia do paciente (FONG et al., 2003).

Tendo em vista que o cancer de pulmao de células nao-pequenas (CPCNP) ¢
um dos mais incidentes e com as maiores taxas de mortalidade no mundo, sera utilizada como
modelo experimental neste trabalho, a linhagem de cancer de pulmdo de células ndo-

pequenas, do subtipo carcinoma de grandes células, NCI-H460.

2.1.3 Quimioterapia do Cancer

O tratamento do cancer envolve a participacdo de diferentes especialidades
médicas e também diferentes modalidades de tratamento. Os trés principais enfoques no
tratamento sdo: excisdo cirargica, radioterapia e quimioterapia, os quais s3o utilizados de
acordo com o tipo de tumor e o estagio do seu desenvolvimento.

O interesse no desenvolvimento de drogas contra o cancer se intensificou a
partir da década de 50, isto porque, notou-se que enquanto a cirurgia e a radioterapia curavam
cerca de 40% dos pacientes, cerca de 60% morriam como resultado de metastase. Sendo
assim, para estes pacientes, o cancer deveria ser considerado como uma doenca sistémica e
necessitava, portanto, de uma terapia sistémica tal qual a quimioterapia (VERWEILJ; JONGE,
2000).

No caso de pacientes com cancer de pulmao de células ndao-pequenas nos
estagios inicias da doenca, menos de 25% tém uma chance razoavel de cura apos a ressec¢ao
cirirgica do tumor. Além disso, apenas metade destes pacientes permanecem livres da doenga
em um periodo de 5 anos (BUNN; MAULT; KELLY, 2000). Com isso, a importancia da
quimioterapia se faz evidente tanto para reduzir o risco de recidiva e micrometastases, quanto
para aumentar a sobrevida do paciente.

O objetivo dos farmacos anticancer ¢ curar, prolongar a vida do paciente,
ou promover uma terapia de alivio dos sintomas. No caso de tumores quimiossensiveis, a
quimioterapia citotoxica pode até mesmo ser curativa. J4 para a maioria dos tumores
localizados, ha um grande risco de recorréncia apds os tratamentos primarios (cirurgia ou

radioterapia) e nestes casos, portanto, ¢ utilizada uma terapia adjuvante que melhora
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significativamente a taxa de cura. Outro tipo de tratamento quimioterapico € o neoadjuvante,
o qual ¢ utilizado antes da cirurgia para tratar micrometastases e reduzir o tamanho de
tumores sensiveis e, dessa forma, preservar o 6rgao durante a ressec¢do cirirgica. No entanto,
quando ndo hé chances de cura através da quimioterapia, o que ¢ o caso de grande parte dos
tumores solidos metastaticos, a quimioterapia paliativa ¢é utilizada, com o objetivo de encolher
tumores e aliviar sintomas, podendo até mesmo prolongar o periodo de sobrevivéncia do
paciente (PARNELL; WOLL, 2003).

Segundo Malhotra e Perry (2003), os agentes quimioterapicos sao
classificados de acordo com seu mecanismo de acdo em algumas classes principais:

- Agentes alquilantes: agem prejudicando a funcao celular através da
formacdo de ligagdes covalentes com os grupos amino, carboxila, sulfidrila e fosfato em
importantes moléculas biologicas. O efeito quimioterapéutico e citotoxico ¢ diretamente
relacionado a alquilagdo do nitrogénio da posicdo 7 da guanina no DNA. Esta classe de
drogas inclui a mostarda nitrogenada, nitrosuréias, complexos de platina, entre outros.

- Antimetabolitos: sdo analogos estruturais de metabolitos que ocorrem
naturalmente e que estdo envolvidos na sintese de DNA e RNA. Como estas drogas
interferem diretamente na sintese de DNA, sdo mais ativas na fase S do ciclo celular e tém
menor atividade em células em GO. Os antimetabdlitos sao divididos em andlogos de folato,
analogos de purina, andlogos de pirimidina, andlogos de adenosina, e uréia substituida.
Alguns exemplos destes firmacos sdo o metotrexato, fluoruracila, citarabina, gemcitabina,
pentostatina, fludarabina e cladribina.

- Produtos naturais: sdo componentes que possuem atividade antitumoral
isolados de fontes naturais como plantas, fungos e bactérias. Como por exemplo, os alcaldides
da vinca, o taxanos e a camptotecina.

- Antibioticos antitumorais: sdo antibidticos com efeito citotoxico como a
bleomicina, antraciclina, doxorrubicina, entre outros.

A maior parte dos alvos moleculares sobre os quais os quimioterapicos
utilizados hoje na terapia do cancer atuam estdo presentes também em células normais. Por
exemplo, grande parte dos farmacos anticancer tem como alvo a divisdo celular, no entanto, a
rapida divisao nao ¢ uma caracteristica especifica da célula neoplésica, mas também de alguns
tecidos normais. Por isso, estes farmacos produzem alguns efeitos tdxicos como a
mielossupressdo, comprometimento da cicatrizagdo, alopecia, dano ao epitélio
gastrointestinal, esterelidade, teratogenicidade, entre outros. Com isso, hd uma grande busca

por farmacos que apresentem alta especificidade para alvos moleculares e que atuem
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seletivamente contra as células cancerosas, de modo a aumentar a eficacia do tratamento e
reduzir a toxicidade (REIS, 2007).

Entretanto, o cancer ¢ uma doenga complexa e a escolha de alvos
terapéuticos especificos ¢ bastante dificil, isto porque um bom alvo deve ser diferente em uma
célula cancerosa quando comparada a uma célula normal. No entanto, entender estas
diferencas ndo ¢ o suficiente, ¢ importante que a droga consiga reconhecer o alvo e consiga
matar a célula tumoral e/ou causar a inibi¢ao do crescimento tumoral. Além de tudo, o tumor
¢ geneticamente diferente de paciente para paciente e, com isso, cada individuo requer
diferentes drogas de acordo com o gendtipo tumoral (SAGER; LENGAUER, 2003).

Falhas na via apoptdtica representam um dos maiores obstaculos para o
sucesso no tratamento do cancer. Logo, a modulag@o deste processo de morte celular ¢ um dos
principais mecanismos de interesse no desenvolvimento de novos compostos e estratégias

terapéuticas para o tratamento do cancer (REED, 2002).

2.2 APOPTOSE

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, ¢ um
fenomeno onde a célula é estimulada a acionar mecanismos que culminem em sua morte. E
uma forma de morte coordenada e dependente de energia, onde o estimulo inicial induz uma
complexa cascata molecular de eventos, que resulta na ativagdo de um grupo de cisteina-
proteases chamadas “caspases” e outras proteinas-chave, com consequente suicidio celular
(ELMORE, 2007).

Em 1972, Kerr; Willie e Currie descreveram as alteragdes morfoldgicas que
ocorrem e sugeriram o nome “Apoptose” para este tipo de morte celular. Este processo se
inicia com o encolhimento da célula e do nucleo, bem como com a condensagao da cromatina
em massas bem delimitadas acopladas a membrana nuclear. Mais tardiamente, o nucleo se
fragmenta (cariorrexe). Entdo, ha a formagdo de invaginagdes na membrana plasmatica,
seguida pela fragmentacdo da célula em corpos apoptdticos, que sdo delimitados por
membrana, compostos de citoplasma e organelas muito compactadas, com ou sem fragmentos
nuclear. Estes corpos apoptdticos sdo rapidamente fagocitados por macréfagos ou células
parenquimais adjacentes (KERR; WILLIE; CURRIE, 1972). Na Figura 2 sdo demonstradas as

principais alteragdes morfologicas resultantes da apoptose.
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Figura 2 — Principais alteracdes morfologicas resultantes da apoptose (1 — Célula normal, 2 —
Condensagdo da cromatina, 3 — Fragmentac¢do do nucleo e formagdo dos corpos
apoptaticos, 4 — Fagocitose).

Fonte: Modificado de Kerr; Winterford e Harmon (1994).

Este processo ¢ fundamental no desenvolvimento embriondrio para o
remodelamento de 6rgdos, sendo assim essencial no processo de organogénese (JIN; EL-
DEIRY, 2005). No organismo adulto esta envolvido em varios eventos fisioldgicos, como
descamacao do revestimento intestinal, morte de neutrofilos, renovacdo dos tecidos,
garantindo a homeostase dos tecidos e também atuando como um mecanismo de defesa do
organismo, sendo fundamental na remog¢do de células que sofreram algum dano, prevenindo
processos patoldgicos como o cancer, ou que foram infectadas (REED, 2002).

A desregulagdao do mecanismo apoptotico estd associada a diversas doengas.
Segundo Melnikova e Golden (2004):

- A inibicdo da apoptose e aumento da sobrevivéncia celular estd associada
ao cancer; doengas auto-imunes, como o Lupus FEritematoso Sistémico;  doencas
inflamatoérias, como a asma bronquica e artrite reumatoéide; e infecgdes virais.

- J4 o excesso de apoptose com consequente aumento da morte celular esta
associado a AIDS; doencas neurodegenerativas, como o Alzheimer, doenca de Huntington,
esclerose multipla e doenga de Parkinson; doengas hematologicas, como a anemia aplasica,
sindrome mielodisplasica e linfocitocitopenia; dano tecidual, como infarto do miocardio; e

outras doengas, como a alopecia e a distrofia muscular.
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Durante a apoptose, uma maquinaria de execucdo ¢ acionada por varios
sinais extra ou intracelulares, que resultam em uma intensa clivagem de proteinas celulares
por ativagdo da familia das caspases (do inglés Cysteine Aspartate Proteases). As caspases
sdo sintetizadas na célula na forma de zimdgenos inativos, as procaspases, as quais sao
ativadas através da clivagem dos residuos de acido aspartico por outras caspases ou por auto-
ativacdo. Uma vez ativadas, estas caspases clivam e ativam outras procaspases € outras
proteinas-chave (ELMORE, 2007).

Funcionalmente, as caspases apoptoticas sdo divididas em dois grupos:
Iniciadoras (2, 8, 9 e 10), as quais ativam as caspases efetoras; Efetoras (3, 6 e 7), que quando
ativadas degradam diretamente varios substratos incluindo proteinas regulatorias e estruturais
no nucleo, citoplasma e citoesqueleto, levando a execucdo da morte celular por apoptose
(ZIMMERMAN; BONZON; GREEN 2001).

Como mostrado na Figura 3, a ativagdo das procaspases pode ser
desencadeada por ativagao dos receptores de morte na superficie celular (via extrinseca) ou
entdo através da via mitocondrial, que ocorre quando a célula ¢ estressada ou danificada (via
intrinseca) (JIN; EL-DEIRY, 2005). Estas vias convergem a um mesmo caminho, a execu¢ao
da apoptose, que se inicia com a clivagem da caspase-3 ¢ resulta em algumas alteragdes
morfologicas na estrutura celular como fragmentacao do DNA, degradagdo do citoesqueleto e
de proteinas nucleares, ligacdo cruzada de proteinas, formagdo de corpos apoptdticos,
expressdo de ligantes para reconhecimento das células fagociticas e, por fim, em fagocitose

(ELMORE, 2007).
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Figura 3 — Mecanismos de apoptose. Vias Extrinseca e Intrinseca.
Fonte: Modificado de Huerta et al. (2007).
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A via extrinseca € iniciada quando um ligante de morte extracelular se une ao
seu receptor de morte na superficie da membrana. A sequéncia de eventos que ocorre na via
extrinseca ¢ bem caracterizada pelo modelo FasL/FasR. O ligante de morte FasL se une ao
seu receptor de morte FasR e a formagdo deste complexo recruta alguns fatores citosdlicos
como FADD e a procaspase-8 formando um complexo sinalizador indutor de morte (DISC).
A formacao de DISC ira, entdo, desencadear a ativagdo autocatalitica da procaspase-8, que
uma vez ativada ird clivar e ativar a procaspase efetora- 3, induzindo, deste modo, a apoptose
(RIELD, 2004).

A via intrinseca de sinaliza¢do inicia a apoptose por meio de estimulos
diversificados e que ndo envolvem receptores, tais como danos ao DNA, deprivacdo de
fatores de crescimento, calor, hipoxia, drogas citotoxicas, radiagdo ou estresse oxidativo, os
quais produzem sinais intracelulares que atuam diretamente sobre alvos dentro da célula. Esta
via normalmente se inicia na mitocondria (JIN; EL-DEIRY, 2005). Estes estimulos causam
mudangas na membrana mitocondrial, gerando um grande aumento na sua permeabilidade, a
qual ¢ acompanhada pelo vazamento de proteinas pro-apoptoticas (citocromo-c,
SMAC/DIABLO, AIF, EndoG e OMI/HTRA2 do espago intermembrana da mitocondria ao
citosol (RIEDL, 2004).

O citocromo-c liberado para o citosol ird se ligar a proteina citosélica Apaf-
1, provocando nela uma mudanca conformacional que ir4 facilitar a ligacdo de ATP/dATP.
Este complexo chamado “Apoptossomo” ird se ligar a procaspase-9 e promover sua clivagem
dando origem a caspase iniciadora-9 ativa, que sera responsavel pela ativagdo das caspases
efetoras 3 e 7, resultando em indugdo de apoptose (HUERTA et al., 2007).

SMAC/DIABLO e HtrA2/Omi sdo recrutadas para promover a apoptose por
inibicdo das IAPs (Inhibitors of Apoptosis Proteins), a fim de aumentar a atividade das
caspases. Ja as AIF e endonuclease G sdo responsaveis pela fragmentagdo do DNA
(HUERTA et al., 2007).

Devido a importancia fundamental da apoptose para a homeostase do
organismo, este processo ¢ minuciosamente regulado. Algumas das proteinas que participam
desta regulacdo e que podem ser bons alvos para a terapia do cancer, ja que se encontram
alteradas em grande parte dos tumores, sdo as proteinas da familia Bcl-2, p53 e a familia de

proteinas inibidoras da apoptose (IAPs).
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2.2.1 Familia Bcl-2: Reguladores da Apoptose

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas reguladoras da apoptose que
participam ativamente deste processo. Estas proteinas sao divididas em duas classes, aquelas
que inibem (anti-apoptdticas) e aquelas que promovem (pro-apoptoéticas) a apoptose
(PETROS; OLEJNICZAC; FESIK, 2004). Funcionalmente, a estequiometria entre proteinas
anti e pro-apoptoticas e a interacdo entre elas determina se a célula irda ou ndo responder a
diferentes estimulos indutores de apoptose (LEVINE; SINHA; KROEMER, 2008; WILLIS et
al., 2003).

As proteinas da familia Bcl-2 sdo divididas em trés subfamilias de acordo
com o numero de dominios de homologia a Bcl-2 (BH, Bcl-2 homology): as anti-apoptéticas
Bcl-2, Bel-xL, Bel-w, Mcl-1, Al e Bcl-B, com quatro dominios de homologia a Bcl-2 (BHI,
BH2, BH3 e BH4), as quais protegem a célula da apoptose; as pro-apoptodticas Bax, Bak e
Bok, com trés regides conservadas de homologia a Bcl-2 (BH1, BH2 e BH3), que induzem a
apoptose; e as proteinas pro-apoptoticas BH3-only, Bik, Bad, Bid, Bim, Bmf, Hrk, Noxa e
Puma, com apenas uma regido de homologia a Bcl-2 (BH3), e que desencadeiam ou
sensibilizam para a apoptose (ADAMS; CORY, 2007, BORNER, 2002; GHIBELLI,
DIEDERICH, 2010).

A apoptose induzida por um determinado estresse requer a participagdo de
ambos os grupos de proteinas pro-apoptoticas, tanto das proteinas BH3-only, que agem como
sensores do dano ativando Bax e/ou como antagonistas das proteinas anti-apoptdticas, quanto
das proteinas pro-apoptoticas da subfamilia de Bax, que quando ativadas agem
permeabilizando a membrana mitocondrial externa (ADAMS; CORY, 2007; GHIBELLI;
DIEDERICH, 2010). Como resultado, citocromo c e outras proteinas efetoras sdo liberadas
para o citosol levando a ativacdo da cascata proteolitica e indu¢do de morte celular por
apoptose (LESSENE; CZABOTAR; COLMAN, 2008).

Diferentes estimulos levam a ativagdo de diferentes proteinas pro-apoptoticas
BH3-only. Por exemplo, NOXA e PUMA sdo ativados em resposta a via do p53 ap6s danos
ao material genético, Bim e Bad sdo ativados apds a deprivagdo de citocinas, Bmf ¢ ativado
por anoikis e radiacdo UV, e Bid ¢ ativado pelo receptor de morte Fas (ER et al., 2006;
LESSENE; CZABOTAR; COLMAN, 2008).

A proteina pro-apoptotica Bax ¢ a mais estudada entre os membros da

subfamilia pro-apoptoética. Esta proteina ¢ encontrada na forma de mondmeros de 21 KDa que
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possuem localizagdo citoplasmatica ou perimitocondrial. Normalmente, a ativacdo de Bax
durante a apoptose ndo requer aumento na transcri¢cao deste gene (ER et al., 2006).

Em resposta a um estimulo apoptdtico, as proteinas pro-apoptoticas BH3-
only promovem a translocagdo de Bax para a membrana mitocondrial externa (WILLIS, S. et
al., 2003). Entdo, ha a formagdo de complexos, com 6 a 8 moléculas de Bax, que se integram
a membrana apos sofrerem mudangas conformacionais (ER et al., 2006).

Dois modelos foram propostos para explicar como ocorre a liberagdo das
moléculas efetoras da mitocondria. O primeiro modelo sugere que multimeros de Bax formam
um megacanal nao-especifico que induz a queda no potencial de membrana mitocondrial
(Aym) e o inchago da mitocondria, causando a ruptura da membrana mitocondrial externa e a
liberagdo de citocromo-c para o citosol. O segundo modelo sugere que os multimeros de Bax
interagem diretamente com canais especificos como o VDCA (voltage dependent anionic
channel) causando modificagdes conformacionais que os tornam permeaveis ao citocromo-c¢
(ER et al., 2006). Por outro lado, a forma¢do de homodimeros pelas proteinas anti-apoptoticas
da familia Bcl-2, podem prevenir o aumento da permeabilidade mitocondrial e impedir a

formagao de poros na membrana mitocondrial (ANTIGNANI; YOULE, 2006).

2.2.2 TP53: O Guardido do Genoma

O gene humano supressor tumoral TP53 esta localizado no brago curto do
cromossomo 17 (regido pl13.1) (BERTHEAU et al., 2008). Os padrdes de expressdo deste
gene sdo bastante complexos, com mais de 10 diferentes isoformas de proteinas produzidas
por splicing e tradugao alternativos (HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010).

A proteina p53, codificada pelo gene TP53, ¢ um fator de transcricdo,
considerado o “guardido do genoma”, capaz de regular a expressdo de varios genes com uma
variedade de fungdes incluindo parada do ciclo celular, apoptose, mudangas no metabolismo,
entre outros (GREEN; KROEMER, 2009). Esta proteina possui trés regides funcionais
distintas: uma regido N-terminal contendo um dominio de transativacdo e um dominio rico em
prolina necessario para a interagdo com outras proteinas; um dominio de ligacdo ao DNA, que
esta localizado na porgdo central da proteina; e um dominio de tetramerizacdo e regulagao

localizado na por¢ao C-terminal (BERTHEAU et al., 2008).
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Esta proteina encontra-se envolvida em diversas vias de resposta ao estresse
que impedem o crescimento e sobrevivéncia de células potencialmente malignas. Em
condicdes celulares normais, os niveis de p53 sdo mantidos muito baixos e isso acontece
porque p53 interage com a proteina Mdm-2, a principal reguladora dos niveis de p53, que age
como uma ubiquitina-ligase que se liga a ela para que seja destruida pelos proteassomos. Em
situagoes de estresse celular, como danos genotdxicos, ativacdo oncogénica, deprivacao de
nutrientes, hipdxia, entre outros, uma proteina-quinase fosforila p53 e reduz sua ligagdao com
Mdm-2, diminuindo desta forma sua degradagdo e aumentando seus niveis na célula
(GOTTLIEB; VOUSDEN, 2010; HOLLSTEIN; HAINAUT, 2010; MEEK, 2009).

Com o aumento nos niveis de p53 na célula sera desencadeada a
transativagdo transcricional de seus genes alvo tais como componentes da maquinaria de
reparo e replicagdo (helicases ERCC2 e ERCC3, proteina de replicacio RPA, O6MGMT,
MSH2), reguladores do ciclo celular (P21/WAF-1, 14-3-3sigma, GADDA45), reguladores da
apoptose (BAX, CD95/FAS, KILLER/DRS, pS3AIP1, PIG3, IGFBP3, NOXA, PUMA), etc.
(VOUSDEN, 2009; BOUCHET, 2006). Além disso, p5S3 também pode inibir a transcri¢do de
Bcl-2, e isto ¢ fundamental no processo de morte celular, j4 que com excesso de Bax na
mitocondria e baixos niveis da proteina anti-apoptdtica Bcl-2, havera liberagdo de citocromo-
¢ para o citosol (HEMANN; LOWE, 2006).

A p53 escolhe entre a parada no ciclo celular e a apoptose de acordo com a
natureza e amplitude do sinal indutor, bem como de acordo com o tipo celular e o tecido
(BOUCHET, 2006). Uma possivel explicacdo sobre o motivo da escolha é que os genes
envolvidos na parada do ciclo celular possuem alta afinidade por p53 em seus promotores,
enquanto sitios de baixa afinidade estdo presentes no promotor de genes relacionados a
apoptose. Logo, niveis aumentados de p53 poderiam desencadear a apoptose depois de atingir
certo limite em seus niveis (CHEN et al. 1996; BERTHEAU et al., 2008).

Como p53 ajuda o organismo a passar com seguranca por situagdes de
estresse celular, quando mutada ou ausente, as respostas celulares necessarias ndo irdo ocorrer
e, com isso, a célula danificada escapara da apoptose e continuard se dividindo. Em cerca de
metade dos canceres humanos, o gene TP53 encontra-se mutado, e a na maioria dos casos ha
aumento dos inibidores, redu¢do dos seus ativadores ou inativagdo de seus alvos downstream
(GREEN; KROEMER, 2009). Por isso, p53 ¢ apontada como um alvo importante para a
terapia do cancer, j& que sua ativacdo causa citotoxicidade tumoral.

Dentre as varias pesquisas que envolvem a utilizagao terapéutica de p53, um

grande progresso tem sido alcancado com o uso de terapia génica para entrega de uma cépia
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funcional de p53 via vetor adenoviral ou adenovirus oncolitico ONYX-015; pequenas
moléculas também tém sido utilizadas para inibir Mdm2; entre varias abordagens que visam
modular diretamente a conformagdo de p53 e induzir seu funcionamento normal (CHEN;
WANG; EL-DEIRY, 2010; LEE et al, 2008).

A linhagem utilizada neste trabalho (NCI-H460) expressa niveis d¢ RNAm
para p53 comparaveis a aqueles apresentados por células de tecido pulmonar normal

(TAKAHASHI et al., 1989).

2.2.3 IAPs: Inibidores da Apoptose

A familia TAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) constitui uma classe de
proteinas regulatérias que desempenham alguns papéis importantes na célula como inibicao
da apoptose e promogdo da progressao do ciclo celular (LI, 2003; RUMBLE; DUCKETT,
2008). Em humanos foram identificadas oito proteinas pertencentes a esta familia: cIAP1, c-
IAP-2, XIAP, NAIP, Survivina, Apollon, ML-IAP/Livin e ILP-2 (HOLCIK, 2010;
NACHMIAS; ASHHAB; BEN-YEHUDA, 2004).

Todas as proteinas desta familia possuem de um a trés dominios BIR
(baculoviral repeats), que consistem na presenga de aproximadamente 70 residuos de
aminoacidos ligados ao zinco localizados na regido amino-terminal; a maioria das [IAPs
possui um dominio RING (really interesting new gene) na regido carboxi-terminal; as
proteinas c-IAP1 e c-IAP2 apresentam um dominio de recrutamento de caspases (CARD); e a
survivina possui um dominio coiled-coil (CC), que ¢ responsavel por sua interagdo com
chromosomal passenger proteins (CPC) durante a divisao celular (DYNEK; VUCIC, 2010).

A principal funcdo atribuida aos membros da familia IAP sempre foi a
inibicdo da apoptose, no entanto, hoje, varias outras fun¢des sdo atribuidas a elas. Algumas
[IAPs (XIAP, cIAP1, cIAP2) possuem o dominio RING que possui atividade E3 ligase. Este
dominio esta envolvido na degradacdo delas mesmas ou de outras proteinas, como as
caspases, por ubiquitilagdo para remocdo via proteossomo. Algumas IAPs (XIAP, cIAP1,
c[AP2) também estdo associadas a receptores de membrana participando da sinaliza¢do de
moléculas-alvo, e a Survivina e XIAP participam da regulacdo do ciclo celular (HOLCIK,

2010).
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Entre os membros da familia IAPs, a survivina ¢ altamente expressa em
células cancerosas, enquanto que em tecidos diferenciados normais € raramente expressa.
Além disso, o aumento da expressdo de survivina em pacientes com cancer ¢ um marcador de
prognostico desfavoravel correlacionado com a diminuicdo sobrevida global em diversas
malignidades, incluindo o cancer de pulmdo de células nao-pequenas (CPCNP). Por estes
fatores, esta IAP tem sido apontada como um alvo atrativo para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para o tratamento de neoplasias malignas (ALTIERI, 2003; RYAN;
O’DONOVAN; DUFFY, 2009; YIE et al, 2009).

A survivina é o menor membro da familia de inibidores de apoptose (IAPs)
em mamiferos, contendo somente 142 aminoacidos e 16,5 KDa. Estruturalmente, difere dos
demais membros da familia IAP por conter um tnico dominio BIR e pela auséncia do
dominio ring finger, que ¢é substituido por dominio alfa-hélice coiled-coil na regido C-terminal
(ALTIERI, 2010).

O gene que codifica para a survivina ¢ um gene de copia Unica localizado no
cromossomo humano 1725 (ALTIERI, 2008), conhecido como BIRC5 (Baculoviral 1AP
repeat-containing 5) que pode dar origem a diferentes isoformas de proteinas: Survivina,
survivina 2B, survivina AEx3, survivina 3B e survivina 2a (RYAN; O’ DONOVAN; DUFFY,
2009). Em células Hela, o nivel endogeno de RNAm de survivina foram indetectaveis na fase
G1, aumentado cerca de 6 vezes na fase S e 40 vezes mais na fase G2/M (LI et al., 1998).

A regulacdo da expressdo da survivina ¢ bastante complexa e pode ocorrer
em varios niveis como transcrigdo, splicing diferencial, degradagdo protéica, entre outros. Em
nivel transcricional, evidéncias demonstram que a survivina pode ser regulada pela B-
catenina; pelo fator de transcricdo Spl; por Stat3; pelo Hypoxia-inducible factor-1 alpha
(HIF-1a); e pelo fator de transcrigdo p53 que tem a capacidade de reprimir
transcricionalmente sua expresssao. A periodicidade desta IAP no ciclo celular é garantida por
poliubiquitinacdo seguida por degradacdo proteossomal, que mantém seus niveis baixos
durante a intérfase; ja na metdfase, sua estabilidade ¢ garantida através de sua fosforilagdao
pela cdc2. A proteina heat shock 90 (Hsp90), conhecida por sua atividade como chaperona
também tem demonstrado um papel na regulacdo da survivina, isto porque o rompimento na
interacao survivina-Hsp90 resulta em degradagdo proteossomal da survivina (ALTIERI, 2003;
JOHNSON; HOWERT, 2004; YAMAMOTO; NAGAN; MONDEN, 2008;).

A survivina esta presente na célula em varios compartimentos. Um pool se
localiza no nucleo interfasico; outro, durante a mitose, se localiza no aparato mitotico, em

associa¢do direta com os microtibulos polimerizados; um terceiro pool, especialmente
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encontrado em cé¢lulas tumorais, se localiza no espago intermembrana e na matriz da
mitocondria; e uma fracdo abundante no citosol de células tumorais. Evidéncias experimentais
indicam que estas diversas localizacdes da survivina estdo associadas a funcdes especializadas
dentro do ambiente celular e que sdo independentemente reguladas. Um exemplo ¢ o pool
mitocondrial, que parece ser reservado para inibir a apoptose (ALTIERI, 2008).

Na apoptose, a no¢cdo de que a survivina tem potencial inibitério ¢ bem
estabelecida e demonstrada em vérios estudos, os quais indicam que a sua superexpressao
resulta em inibicdo da apoptose (AMBROSINI et al., 1997; DOHI et al., 2004; GROSSMAN
et al.,, 2001; HOFFMAN et al., 2001; MIRZA et al., 2002); e que sua inibi¢do por
antagonistas leva a morte celular de modo caspase-dependente (ZHOU et al., 2002). No
entanto, existem algumas controvérsias quanto ao seu verdadeiro mecanismo de agao.

Até pouco tempo se acreditava que a survivina exercia seu potencial
inibitorio da apoptose ao se ligar diretamente e impedir a ativagdo das caspases -3, -7 e -9.
No entanto, este modelo passou a ser questionado, ja que esta IAP nao possui o motif
estrutural responsavel por mediar a ligagdo direta as caspases (MITA et al., 2008). Hoje, se
acredita que a maioria das [APs, sendo todas, assim como a survivina, ndo sdo inibidores
significativos de caspases € a XIAP passou a ser exce¢do a regra como a unica [AP com alta
afinidade a caspases. Com isso, um novo modelo foi proposto para explicar como se da a
inibi¢do da apoptose pela survivina (ALTIERI, 2010).

O novo modelo propde que a survivina cause inibicao direta do fator pro-
apoptdtico SMAC/DIABLO e também que necessite de uma interagdo fisica com a proteina
XIAP para inibir as caspases. Através do auxilio de chaperonas citosolicas, a survivina ¢
transportada para a mitocondria onde parece se ligar ao fator SMAC/DIABLO, o qual
promove a ativagdo de caspases ao se ligar e neutralizar as IAPs, e manté-lo longe da XIAP
ou entdo impedindo sua liberagdo da mitocondria. Deste modo, este antagonismo permite que
XIAP fique livre, consiga interagir diretamente com as caspases ¢ inibi-las, exercendo,
portanto, o bloqueio da apoptose (SONG; YAO; WU, 2003). Além disso, estimulos de morte
induzem a liberacdo do pool mitocondrial de survivina para o citosol que se une a XIAP e
promove um aumento na sua estabilidade contra a degradacdo proteossomal, cooperando
deste modo com sua com a atividade de inibicao direta das caspases (DOHI et al., 2004).

Além de sua funcdo na apoptose, a survivina também exerce uma outra
importante funcdo na célula, participa da regulagdo do ciclo celular. Durante a mitose, ¢
demonstrada associacdo da survivina com a tubulina polimerizada, envolvendo os

centrossomos, microtubulos da metafase e no fuso da andfase, sugerindo seu papel na
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regulacao da dindmica dos microtabulos (LI et al., 1998). Também se nota a presenca da
survivina nos cinetdcoros dos cromossomos em metafase associada a reguladores da
citocinese, como Aurora B, quinase, INCENP, e Borealina/Dasra, sugerindo sua importancia
na segregacdo cromossomica € na citocinese. A divisdo celular na auséncia de survivina
resulta em defeitos no alinhamento cromossdmico, falha na citocinese e eventualmente morte
celular, neste caso relacionada a divisdo celular aberrante (LENS; VADER; MEDEMA,
2006).

A alta expressdo de survivina em tumores estd relacionada a um fendtipo
mais agressivo, diminui¢do da resposta tumoral a agentes quimioterapicos, ¢ reducdo na
sobrevivéncia, quando comparados a tumores negativos para a expressiao desta IAP
(JOHNSON; HOWERT, 2004). Além disso, estudos in vitro e in vivo t¢tm demonstrado que a
inibicdo da survivina reduz o potencial de crescimento tumoral e sensibiliza as células
tumorais a responderem aos tratamentos radio e quimioterapicos (ZAFFARONI; DAIDONE,
2002). Com isso, ha um grande interesse biomédico na manipulacdo da expressdo da

survivina para o desenvolvimento de novos agentes antineoplasicos.

2.3 Novos FARMACOS

O homem sempre utilizou a natureza tanto como fonte para obtencdo de
alimentos, como também como fonte de inspiracdo na formulagdo de tratamentos para alivio e
cura de doencas. O primeiro composto farmacologicamente ativo isolado de uma planta foi a
morfina do Opio, isolado da planta Papaver somniferum ha cerca de 200 anos atras por
Friedrich Sertiirner, iniciando uma era em que drogas extraidas de plantas poderiam ser
purificadas, estudadas e administradas em doses precisas. Com isso, a pesquisa farmacéutica
de expandiu, especialmente durante a Segunda Guerra Mundial, aumentando a expectativa de
vida da populagdo. Na década de 90, cerca de 80% de todos os farmacos utilizados eram
derivados de produtos naturais ou andlogos a eles (LI; VEDERAS, 2009).

Viérias substancias naturais possuem potentes efeitos citotdxicos e, por isso,
passaram a ser utilizadas como farmacos anticancer. A pesquisa por agentes antineoplasicos
derivados de fontes naturais se iniciou na década de 50 com a descoberta dos alcaldides de
vinca (vimblastina e vincristina). Com isso, em 1960, o United States National Cancer

Institute (NCI) iniciou uma extensa pesquisa com plantas na década de 60, que levou a
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descoberta de muitas drogas com atividade citotoxica, tais como o taxano € a camptotecina
(CRAGG; NEWMAN, 2006).

Hoje, cerca de 60% das drogas utilizadas na terapia do cancer sdo derivadas
de fontes naturais (plantas, animais e microorganismos), ou foram obtidas através de
modificacdo estrutural e também da sintese de novos compostos baseados em moléculas
naturais (CRAGG; NEWMAN, 2006; NOBILI et al., 2009).

Dentre os principais firmacos desenvolvidos a partir de fontes naturais
utilizados na quimioterapia do cancer estdo o placitaxel, um dos agentes quimioterdpicos mais
eficazes no tratamento do cancer de mama e ovario, que foi obtido da planta Taxus brevifolia;
a vimblastina ¢ a vincristina que foram extraidas de Catharrantus rose (planta nativa das
florestas tropicais de Madagascar); e o etoposideo e o teniposideo (extraidos da resina da raiz

do podofilo - Podophyllum peltatum L. P. emodi) (NOBILI et al., 2009).

2.4 GONIOTALAMINA

Uma molécula obtida a partir de fonte natural e que tem chamado a atengao
de pesquisadores devido ao seu elevado potencial em induzir morte celular por apoptose ¢ a
Goniotalamina.

A Goniotalamina (GNT) ¢ uma estiril lactona, um componente fendlico de
baixo peso molecular, encontrada em membros da familia Annonacea, em plantas do género
Goniothalamus sp. (Figura 4) (MEREYALA et al., 2001), que em sua forma natural apresenta
a configuragdo absoluta D (Dextrégiro), como demonstrado na Figura 5. Dentre as estiril
lactonas encontradas nas Goniothalamus estdo a altolactona, a cardiopetalolactona e a
goniotalamina, (WIART, 2007). As plantas deste género sdo comuns na Malésia
(MEREYALA et al., 2001) e utilizadas na medicina oriental para o tratamento de diversos
males como resfriado, febre, colera, malaria (JANTAN et al., 2005) e como abortivo (SAM et
al., 1987).
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) TopTropicals.com

Figura 4 — Planta do género Goniothalamus sp.

Fonte: www.toptropicals.com

{D)-Goniotalamina {L)-Goniotalamina

Figura 5 — Estruturas quimicas da (D)-Goniotalamina e (L)-Goniotalamina.
Fonte: Modificado de de Fatima et al. (2008).

Dentre os principais efeitos bioldgicos da (D)-Goniotalamina estdo as
atividades antibacteriana (MOSADDIK et al., 2003), antifungica (MARTINS et al., 2008),
larvicida (SENTHIL-NATHAN et al., 2008), tripanocida (de FATIMA et al., 2006a) e
antiproliferativa contra varias linhagens de células tumorais (CHEN et al., 2005; de FATIMA
et al., 2005, 2008; INAYAT-HUSSAIN et al., 2003, 2009; RAJAB et al., 2005; ; TIAN et al.,
2004; WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005). Em modelo experimental in vivo, a D-GNT
também demonstrou atividade tumoricida e tumoristitica em tecido mamario de ratos
(MEENAKSHII et al., 2000). Uma das atividades que tem despertado o interesse por esta
molécula ¢ seu efeito citotdxico significativo em células neoplasicas, mas nao significativo
em células normais (PIHIE; STANSLAS; DIN, 1998; TIAN et al, 2004;
WATTANAPIROMSAKUL et al., 2005).

Isto foi demonstrado pela primeira vez no trabalho de Pihie, Stanslas e Din
(1998), onde a atividade antiproliferativa da Goniotalamina (GNT) foi estudada em diferentes

linhagens celulares, e comparada com o Tamoxifeno, um medicamento utilizado no
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tratamento do cancer de mama. O numero de células vivas foi avaliado pela técnica de
coloragdo por Azul de metileno e se observou que a GNT demonstrou forte atividade
antiproliferativa em MCF-7 na concentracao de 6,30 x 10"Me que, no entanto, nesta mesma
concentra¢do ndo houve inibi¢do na proliferacdo das células normais de figado humano, CCL
13, e das células normais de rim bovino, MDBK.

Alguns anos mais tarde, Tian et al. (2004) investigaram os efeitos da
Goniotalamina e mais duas estiril-lactonas em trés linhagens de hepatocitos: HepG2, drug
resistant HepG2 (HepG2R) e em cultura primaria de hepatdcitos normais de camundongo.
Primeiro, foi realizado o ensaio do MTT, onde as concentragdes utilizadas foram 3,125-100
UM por 48h; a analise morfologica foi feita em microscopio de fluorescéncia com coloragao
por Alaranjado de acridina/Brometo de etideo apods tratamento de 12 horas com 15 uM de
Goniotalamina; em seguida, foi realizada analise em citometria de fluxo. No ensaio do MTT,
os autores observaram que houve uma diminui¢do drastica na proliferacdo celular nas trés
linhagens de modo concentragdo-dependente. No tratamento com a Goniotalamina, os IC50
foram 8,83 uM para HepG2, 8 uM para HepG2R e de 23,33 uM para a linhagem normal de
hepatocito de camundongo, mostrando uma citotoxicidade mais significativa contra as células
cancerosas. A observagdo morfologica mostrou varias células apoptoticas no tratamento com
a Goniotalamina. Na analise por citometria de fluxo, notou-se parada de ciclo em G2/M
acompanhada por uma detectavel fragdo de células apoptoticas.

Também no trabalho de Wattanapiromsakul et al. (2005) esta citotoxicidade
seletiva foi demonstrada através do Ensaio da Sulforodamina B (SRB). Nas linhagens
celulares malignas os valores de IC50 foram os seguintes: cé€lulas de cancer de colon
(LS174T) com IC50 de 0,5140,02 pg/ml; células de cancer de mama (MCF-7) com IC50 de
0,95+0,02 pg/ml; e células de cancer de pulmao (COR-L23) com IC50 de 3,51+0,03 pg/ml. Ja
para linhagens de células normais, se observou uma citotoxicidade moderada com
concentragdes de IC50 maiores do que aqueles apresentados para as linhagens de células
cancerosas: fibroblastos de pele de camundongo (ST3) com IC50 de 26,73+1,92 pg/ml e
fibroblastos humanos (HF) com IC50 de 11,99+0,15 pg/ml.

Além dos estudos que demonstram a citotoxicidade seletiva da
Goniotalamina, diversos autores observaram que a atividade antiproliferativa desta molécula
se da de modo concentragdo-dependente. Isto foi observado no estudo de Lee et al. (2002),
onde derivados de estirilpirona (SPD), um componente farmacologicamente ativo extraido de
Goniothalamus sp., inibiram a proliferagdo de células da linhagem de cancer de mama (MCF-

7) de maneira dose-dependente nas concentra¢des de 10” a 10® M, com o IC50 de 10 M.
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Também no estudo de Chen et al. (2005), a viabilidade celular foi analisada pelo ensaio do
MTT, utilizando as concentragdes de 1, 3, 10 e 30 uM de Goniotalamina com os tempos de
24, 48 e 72 horas de tratamento, e o resultado mostrou uma resposta dose-dependente na
inibi¢do da viabilidade celular, com IC50 de 1,46 uM apds 72 horas de tratamento. Na
linhagem de células musculares lisas vasculares (VSMCs), os efeitos da goniotalamina na
proliferagao celular foram investigados através do Ensaio de proliferagdo celular
Bromodesoxiuridina (BrdU) e mais uma vez se observou uma diminuicdo na proliferacao
celular de modo dose-dependente (CHAN et al., 2006). Também de Fatima et al. (2005), ao
avaliarem a atividade antiproliferativa da (D)-Goniotalamina em vérias linhagens celulares de
cancer: MCF-7 (mama), NCI-ADR (mama expressando o fenotipo de resisténcia
multidrogas), NCI 460 (pulmdo, non-small cells), UACC62 (melanoma), 786-0 (rim),
OVCARO3 (ovario), PCO 3 (prostata) e HT-29 (c6lon); demonstraram que todas as linhagens
apresentam redu¢do na proliferacdo celular de maneira dependente da concentracdo quando
tratadas com a (D)-Goniotalamina, sendo que nas linhagens NCI-ADR e 786-0, esta molécula
apresentou maior potencial antiproliferativo do que a Doxorrubicina.

Virios estudos mostraram que a atividade antiproliferativa da Goniotalamina
se deve principalmente a indugdo da via intrinseca da apoptose.

Como mostrado no estudo de Tian et al. (2004), onde, através de analise
morfolégica em microscopio de fluorescéncia com coloracdo por Alaranjado de
acridina/Brometo de etideo e também por citometria de fluxo, se detectou uma significativa
fragdo de células em apoptose apds tratamento de 12 horas com 15 uM de Goniotalamina.

No estudo de Inayat-Hussain et al. (1999), a detec¢ao de apoptose nas células
Jurkat T expostas por 5 horas a concentragdes entre 1-30 pg/mL foi feita através de citometria
de fluxo por coloragdo com anexina V/iodeto de propideo. Neste trabalho, os resultados
mostraram que a Goniotalamina induz apoptose de modo dependente da concentragdo.
Também se observou através de immunobloting que no grupo tratado, houve uma diminuigao
nos niveis de procaspase-3 e procaspase-7, € isto foi acompanhado pelo aparecimento de
bandas de 17 KDa e 19 KDa que representam as subunidades maior das enzimas caspase-3 e
caspase-7 cataliticamente ativas, respectivamente. Além disso, foi verificado um aumento na
clivagem de PARP (polimerase poliADPribose), comprovando a indugao de apoptose.

Também no estudo de Lee et al. (2003a) com derivados de estirilpirona
(SPD), se notou um aumento significativo da apoptose nas células da linhagem MCF-7, e na
concentragio do IC50 para esta linhagem (10 M), houve aumento na expressdo da proteina

pro-apoptdtica Bax e ndao houve alteracdo na expressdo da proteina anti-apoptdtica Bcl-2.
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Estes mesmos autores em 2003, demonstraram que apds o tratamento com esta mesma
concentracdo, houve um acumulo de citocromo-c; diminuicdo do zimdégeno da caspase 9
durante o tratamento gerando sua forma ativa; e ativa¢do da caspase executora 7, indicando
que a via intrinseca de apoptose foi ativada (Lee et al., 2003b).

Em 2003, Inayat-Hussain et al., investigaram os mecanismos da
goniotalamina em induzir apoptose nas células de leucemia promielocitica humana HL-60
através do ensaio da anexina V apos tratamento com 10 pg/mL por 14 horas; também
mediram o potencial de membrana mitocondrial durante a apoptose; e além disso, avaliaram
as caspases 3, 7 ¢ 9 por immunobloting. Os resultados mostraram que a Goniotalamina
induziu apoptose em células HL-60; que houve perda de potencial de membrana mitocondrial;
e ativacdo da caspase iniciadora 9 e das caspases efetoras 3 e 7, sugerindo que a
Goniotalamina induz apoptose pela via intrinseca de modo dependente de caspases.

No estudo de Chen et al. (2005), a analise da apoptose na linhagem de cancer
de mama MDA-MB-231 mostrou um aumento significativo no niimero de células apoptdticas
nos grupos tratados com 30 uM de goniotalamina por 24 e 48 horas. Os mecanismos pelos
quais a Goniotalamina induz apoptose também foram estudados e se verificou aumento de
citocromo-c no citosol de modo tempo-dependente nas células tratadas; ativacdo de caspase-3
e aumento na clivagem de PARP apo6s 6 horas de tratamento.

No estudo de Chan et al. (2010), foi observado que houve aumento
concentracdo-dependente na taxa de apoptose da concentracdo mais baixa (10 uM) a mais alta
(100 uM) na linhagem coronary artery smooth muscle cells (CASMCs). As concentragdes de
100 e 50 uM resultaram em aumento significativo da taxa de apoptose e, por isso, foram
utilizadas nos experimentos subsequentes. A fim de entender o papel das caspases na
apoptose desencadeada pela GNT, um inibidor de caspase foi utilizado, e observou-se uma
inibi¢do significativa na taxa de apoptose. Depois disso, se estudou o papel das caspases-2, 3,
8 ¢ 9 e pode se observar um aumento na atividade da caspase-2, da caspase-3 e da caspase-9,
no entanto, ndo houve ativacdo da caspase-8, sugerindo que, neste caso, esta caspase nio ¢
necessaria como uma caspase iniciadora, € que, portanto, a via extrinseca ndo se encontra
ativada, mas sim a via intrinseca. Experimentos seguintes mostraram um aumento no nivel
citosolico de citocromo-c. Neste estudo também se examinou a expressao da proteina p53 e se
pdde notar que houve aumento nos seus niveis apos tratamento com a GNT e que a expressao

da proteina Mdm2 ndo foi alterada significativamente.
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Alguns autores observaram que a GNT induz danos ao DNA e em parte
destes trabalhos ¢ sugerido que a citotoxicidade decorrente do tratamento se deve a indugao
de morte celular como consequéncia da indugdo de danos ao material genético.

No estudo de Tsafe et al. (2004), a analise de genotoxicidade foi realizada
através do Ensaio da Aberragdo CromossOmica apds a escolha das concentragdes de
Goniotalamina pelo Indice Mitdtico (MI). A concentragio do MIC25 (20 uM), que foi a
concentragdo que matou 75%, deixando somente 25% de células mitdticas em comparacdo ao
controle, foi muito téxica e ndo restaram células suficientes para a andlise; j4 nos grupos que
receberam os tratamentos MIC50 (10 uM), a concentragdo que matou 50% das células
mitoticas em relagdo ao controle, ¢ MIC100 (5 uM), a concentracdo que ndo demonstrou
morte celular, houve aumento significativo na genotoxicidade e os principais tipos de
aberracdes encontradas foram gaps em cromadtides e em cromossomos inteiros, quebras e
trocas, endoreduplicacdo e anéis cromossomicos. A analise da anti-genotoxicidade
demonstrou que a Goniotalamina ndo apresentou nenhuma atividade anti-genotoxica.

No estudo de Rajab et al. (2005), se analisou a citotoxicidade e
genotoxicidade da Goniotalamina nas linhagens de células leucémicas HL-60 ¢ CEM-SS. No
ensaio do MTT se mensurou a citotoxicidade das células expostas & GNT por 72 horas nas
concentragdes de 0 a 30 pg/mL, os valores do IC50 obtidos foram de 4,5 pg/mL para HL-60 e
de 2,4 pg/mL para CEM-SS. A genotoxicidade foi determinada através do Ensaio do Cometa
com duas horas de tratamento com as concentracdes do IC10 ¢ do IC25. Em ambos os
tratamentos houve inducdo de genotoxicidade apos o tratamento e, do mesmo modo que na
citotoxicidade, a GNT foi mais potente para a linhagem CEMSS do que para HL-60.

Chan et al. (2006) investigaram os mecanismos de toxicidade da
Goniotalamina em células musculares lisas vasculares (VSMCs) sobre a citotoxicidade, modo
de morte celular, prolifera¢ao celular e danos no DNA. O ensaio do MTT foi utilizado para se
determinar a citotoxicidade e demonstrou que, apds 72 horas de tratamento, o IC50 foi de 4,4
pg/mL. A andlise para deteccdo de apoptose e necrose foi feita pela coloragdo Alaranjado de
acridina/ lodeto de propideo, apos 24, 48 e 72 horas de tratamento. Em todos os tempos, a
porcentagem de células apoptdticas do tratamento com a concentragdo do IC50 foi maior do
que a porcentagem de células necrodticas. Os efeitos da goniotalamina na proliferagcdo celular
foram investigados através do Ensaio de prolifera¢do celular Bromodesoxiuridina (BrdU) e se
observou uma diminui¢do na proliferacdo celular de modo dose-dependente. O Ensaio do
Cometa foi utilizado para avaliagdo de danos no material genético e se notou que houve um

aumento significativo de danos nas concentragdes IC10 (2,5M) e IC25 (7,5M) apos 2 horas de
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tratamento. Através deste estudo, pdde-se concluir que a Goniotalamina inicialmente induz
danos no DNA e posteriormente leva a citotoxicidade, principalmente através da apoptose em
c¢lulas musculares lisas vasculares (VSMCs).

Inayat-Hussain et al. (2010) sugeriram que a capacidade da GNT em induzir
danos ao DNA se deve a ocorréncia de estresse oxidativo. Neste trabalho, quando as células
Jurkat T foram tratadas com 50 uM de GNT por 2 horas, notou-se um aumento significativo
na produ¢do de ROS (espécies reativas de oxigénio) e perda de GSH. Depois disso, também
se analisou os danos ao DNA através do Ensaio do Cometa, e consistente com a perda de
GSH e aumento na produgdo de ROS, os resultados mostraram aumento significativo de
danos ao material genético. Neste trabalho também se notou um aumento significativo na taxa
de apoptose e, com isso, foi sugerido que a GNT induz danos ao DNA e estresse oxidativo
com consequente inducao de apoptose (INAYAT-HUSSAIN et al., 2010). O estudo de Chen
et al. (2005), também mostrou que a Goniotalamina aumenta a formagao de espécies reativas
de oxigénio.

Recentemente, foi sintetizada a (L)-Goniotalamina (L-GNT) (de FATIMA et
al., 2006b), que ¢ o enantidmero sintético da (D)-Goniotalamina (D-GNT) (Figura 4). O
mecanismo de a¢do desta nova molécula ainda € pouco conhecido, ja que embora tenha as
mesmas propriedades quimicas e fisicas da molécula natural, suas atividades bioldgicas
podem diferir bastante, isto porque a interacao dos enantidmeros com os receptores bioldgicos
¢ bastante especifica, como colocar a mdo em uma luva (TUCKER, 2000).

Ao comparar as atividades das moléculas D-GNT e L-GNT através do
Ensaio da Suforamida B, em varias linhagens celulares de cancer: MCF-7 (mama), NCI-ADR
(mama expressando o fenotipo de resisténcia multidrogas), NCI 460 (pulmado, non-small
cells), UACC62 (melanoma), 786-0 (rim), OVCARO3 (ovario), PCO 3 (prostata) ¢ HT-29
(colon); de Fatima et al. (2006b) demonstraram que ambos os compostos possuem atividade
antiproliferativa contra as linhagens testadas, e que para a linhagem NCI-ADR, a (D)-
Goniotalamina mostrou-se de 10 a 20 vezes mais poderosa que (L)-Goniotalamina e
Doxorrubicina, ja para as células renais (786-0) a (L)-Goniotalamina foi 600 vezes mais
potente que a (D)-Goniotalamina.

Em 2008, de Fatima et al. notaram diferencas nos mecanismos de a¢ao destas
duas moléculas em células da linhagem de cancer renal (786-0). Neste estudo, os autores
investigaram a a¢do destas moléculas na viabilidade celular, expressdo e atividade da 6xido
nitrico sintetase (NOS) e na expressao de proteinas envolvidas na apoptose e na autofagia em

células de cancer renal (786-0) nas concentragdes de 0,05; 0,5; 5 ¢ 50 mM. Os resultados
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demonstraram que ambos os compostos foram citotéxicos e diminuiram a expressao das
isoformas de NOS (eNOS e nNOS) quando comparado ao controle. O IC50 das células renais
quando tratadas com a (D)-Goniotalamina foi de 6,4 uM, e de 4 nM quando tratadas com a
(L)-Goniotalamina. Ambos os enantidmeros causaram inibi¢ao da expressdo de Ras e TNFR1
e inibicdo da proteina serina/treonina fosfatase 2A (PP2A). A D-GNT reduziu

significativamente os niveis da proteina NFxBp65; marcantemente inibiu a expressdo da

proteina Bcl-2; ndo alterou os niveis de Bax; e também induziu clivagem de PARP. Ja a L-
GNT, ndo alterou os niveis de expressao da proteina Bcl-2; induziu uma acentuada inibi¢ao de
Bax; foi capaz de induzir clivagem de PARP; e curiosamente reforgou a expressdo de LC3,
um tipico marcador de autofagia. Estes resultados levaram a conclusdo de que a (D)-
Goniotalamina causou a morte celular por apoptose, enquanto a (L)-Goniotalamina causou
morte celular principalmente por autofagia, mas também teve a capacidade de induzir
apoptose, como foi mostrado pelo aumento na clivagem de PARP.

Devido a escassez de dados em relacao a (L)-Goniotalamina, novos estudos
sdo necessarios, a fim de se entender o mecanismo de acdo pelo qual esta molécula atua e

desempenha sua atividade antiproliferativa.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAIS

Avaliar os efeitos da (L)-Goniotalamina nas concentragdes de 2,5; 12,5 ¢ 25
uM, na citotoxicidade, cinética de proliferagdo celular, indu¢ao de apoptose, genotoxicidade e
na expressao dos genes BIRC5S (survivina), TP53 e BAX em linhagem de cancer de pulmao de

células ndo-pequenas (NCI-H460).

3.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito citotoxico da L-GNT através do Ensaio do MTT nos
tempos de 24 e 48 horas;

- Verificar o efeito da L-GNT na cinética de proliferag¢ao celular nos tempos
de 24, 48 € 72 horas;

- Analisar as alteragcdes morfoldgicas ligadas a apoptose através da Avaliagao
da indugdo de apoptose in situ apos 24 de tratamento com L-GNT;

- Avaliar a genotoxicidade através do Ensaio do Cometa apds 3 horas de
tratamento com L-GNT;

- Avaliar a expressdo dos genes BIRC5, TP53 ¢ BAX apos 12 horas de

tratamento com L-GNT através de RT-PCR em tempo real.
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4 ARTIGO

Artigo a ser submetido ao periddico Mutation Research - Fundamental and Molecular

Mechanisms of Mutagenesis.
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RESUMO

A (D)-Goniotalamina (D-GNT) ¢ um metabolito secundério encontrado em plantas do género
Goniothalamus sp., que sdo comuns na Malasia. Esta molécula tem atraido a atengdo dos
pesquisadores devido a sua citotoxicidade seletiva contra células tumorais e também por sua
capacidade em induzir apoptose. A (L)-Goniotalamina (L-GNT) é o enantiomero sintético da
(D)-Goniotalamina, e seu mecanismo de a¢do ainda ¢ pouco conhecido, mas estudos
demonstram que, em relacdo a algumas linhagens celulares, esta molécula demonstra uma
atividade antiproliferativa mais significativa e também apresenta algumas diferengas no seu
mecanismo de agdo em relagdo a forma natural. Neste trabalho, investigamos as atividades da
L-GNT na linhagem celular de cancer de pulmao de células ndao-pequenas (NCI-H460). Nos
observamos que as cé¢lulas expostas ao tratamento com este composto apresentaram
citotoxicidade significativa de modo concentragao dependente e, de acordo com os dados que
obtivemos através da avaliagdo da apoptose in situ e do Ensaio do Cometa, sugerimos que
esta citotoxicidade ocorra devido a potencialidade desta molécula em induzir danos ao
material genético, com consequente inducdo de morte celular por apoptose. A reducdo
significativa dos niveis de RNAm de BIRC5, gene que codifica para a proteina survivina, foi
um achado importante mostrado pela primeira vez neste estudo e que também pode explicar a
inibicao da proliferagdo celular e indug¢ao de apoptose em células tumorais causadas por este
composto. A modulagdo da expressdo deste gene ¢ um alvo de grande interesse para o
desenvolvimento de novos farmacos para a terapia do cancer, isto porque ele se encontra
superexpresso em células tumorais, enquanto em células normais ¢ raramente expresso. Logo,
nossos dados apontam a L-GNT como um agente anticancer em potencial e novos estudos
devem ser realizados para se elucidar como esta molécula regula a expressao de BIRCS.

Palavras-chave: (L)-Goniotalamina.  Survivina.  BIRCS5. Apoptose. = NCI-H460.
Citotoxicidade.
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1 INTRODUCAO

Desde a década de 80, o cancer de pulmao ¢ o principal tipo de cancer no
mundo e ainda hoje se encontra entre os mais incidentes € que mais matam. Na ultima
estimativa mundial, cerca de 1,61 milhGes de novos casos e 1,38 milhdes de mortes foram
relatados em decorréncia desta doenga [1]. De acordo com suas caracteristicas histologicas,
este tipo de cancer se divide em dois principais grupos, cancer de pulmao de células pequenas
(CPCP) com aproximadamente 20% dos casos, e cancer de pulmao de células ndo-pequenas
(CPCNP), constituindo a grande maioria dos casos, cerca de 80% [2]. Embora todo progresso
no entendimento da biologia celular e molecular do cancer e também no desenvolvimento de
novos tratamentos para esta doencga, a taxa de sobrevida média cumulativa para o cancer de
pulmao ainda ¢ muito baixa, variando, em um periodo de cinco anos, de 13% a 20% em
paises desenvolvidos e 12% em paises em desenvolvimento [3]. Com isso, ¢ evidente a
necessidade de que novas estratégias terapéuticas mais eficazes e com menor toxicidade se
desenvolvam.

A natureza ¢ uma fonte riquissima de inspiragdo para o desenvolvimento de
novos farmacos e estima-se que cerca de 60% das drogas utilizadas na terapia do cancer sejam
derivadas de fontes naturais, ou obtidas através de modificagdo estrutural ¢ da sintese de
novos compostos baseados em moléculas naturais [4]. Uma molécula obtida a partir de fonte
natural e que tem chamado a atencdo da comunidade cientifica devido ao seu elevado
potencial em induzir morte celular por apoptose ¢ a (D)-Goniotalamina (D-GNT), uma estiril
lactona encontrada em membros da familia Annonacea, em plantas do género Goniothalamus
sp. [5].

Dentre os principais efeitos bioldgicos desta molécula estdo a atividade
antibacteriana [6], antifungica [7], larvicida [8] e tripanocida [9]. Uma propriedade que tem
despertado grande interesse por ela € seu efeito citotoxico significativo em células malignas e
ndo significativo nas células normais [10,11,12]. Além disso, esta molécula também
desempenha relevante atividade antiproliferativa contra varias linhagens de células tumorais
como: mama (MCF-7 [10,12,13,14,15], MDA-MB-231 [16], NCI-ADR [13]); hepatoma
(HepG2 [11]); leucemia (HL-60 [17,18], CEM-SS [18], Jurkat-T [19]); coélon (LS174T [12],
HT-29 [13]); pulmao (COR-L23 [12], NCI 460, UACC®62 [13]; renal (786-0 [13,20]); ovario
(OVCARO03) e prostata (PCO 3) [13]. Em modelo experimental in vivo, a D-GNT demonstrou

atividade tumoricida e tumoristatica em tumores mamarios de ratos [21].
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A modulacdo da apoptose ¢ um dos mecanismos de maior interesse no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento do cancer e estudos
demonstram que a atividade antiproliferativa desempenhada pela D-GNT envolve a
participagdo desta via [11,14,15,16,20,22,23].

A (L)-Goniotalamina (L-GNT) (Figura 1) é o enantidmero sintético da (D)-
Goniotalamina, e seu mecanismo de agdo ainda € pouco conhecido, mas estudos demonstram
que, em relagdo a algumas linhagens celulares, esta molécula apresenta uma atividade
antiproliferativa mais significativa [24] e também algumas diferengas no seu mecanismo de
acdo em relacdo a forma natural, D-GNT. Estas diferencas foram demonstradas na linhagem
de células de cancer renal 786-0, onde apds o tratamento com D-GNT e L-GNT se observou
que a (D)-Goniotalamina induziu morte celular por apoptose, enquanto a (L)-Goniotalamina,
induziu morte celular por autofagia, e também desencadeou a resposta apoptdtica [20].

A apoptose ¢ uma forma de morte coordenada e dependente de energia, onde
o estimulo inicial induz uma complexa cascata molecular de eventos, que resulta na ativagao
de um grupo de cisteina-proteases chamadas “caspases” e outras proteinas-chave, com
consequente suicidio celular [25]. Este processo ¢ fundamental para o controle homeostase
dos tecidos e também como mecanismo de defesa do organismo, sendo essencial para a
remogao de células que sofreram algum dano, a fim de prevenir processos patologicos como o
cancer [26]. Defeitos nesta via representam uma das principais marcas no desenvolvimento
tumoral [27] e podem conferir resisténcia & quimioterapia e a radioterapia, contribuindo para a
expansao celular neoplésica. No cancer de pulmao, as principais alteracdes encontradas na
regulacdo desta via ocorrem em BAX, TP53 e em membros familia IAP (Inhibitor of
Apoptosis Protein) [28].

A proteina pré-apoptdtica Bax, codificada pelo gene BAX (BCL2-associated
X protein), ¢ a mais estudada entre os membros da familia Bcl-2 e ¢ encontrada na forma de
mondmeros de 21 KDa que possuem localizagao preferencialmente citosolica. Em resposta a
um estimulo apoptotico, Bax se transloca para a membrana mitocondrial externa e possibilita
o extravasamento de moléculas efetoras para o citosol, contribuindo assim para a execugdo da
apoptose [29].

A proteina p53, codificada pelo gene TP53 (Tumor Protein p53), é um fator
de transcri¢do, considerado o “guardido do genoma”, capaz de regular a expressdo de varios
genes com uma variedade de fung¢des incluindo parada do ciclo celular, apoptose, mudancas
no metabolismo, entre outros [30]. Esta proteina encontra-se envolvida em diversas vias de

resposta ao estresse que impedem o crescimento e sobrevivéncia de células potencialmente
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malignas. Em condicdes celulares normais, os niveis de p53 sao mantidos muito baixos, ja em
situagdes de estresse celular, como danos genotoxicos, ativagdo oncogénica, falta de
nutrientes, hipoxia, entre outros, seus niveis celulares aumentam. Com o aumento de seu nivel
na célula, serd desencadeada a transativagao transcricional de seus genes alvo, tais como Bax
e IAPs, entre varios outros, de acordo com o ambiente celular [31].

A familia TAP constitui uma classe de proteinas regulatérias que
desempenham alguns papéis importantes na célula como inibi¢dao da apoptose e promocao da
progressdo do ciclo celular. Em humanos foram identificadas oito proteinas pertencentes a
esta familia: XIAP, HIAP1, HIAP2, NAIP, Survivina, Livina, Ts-IAP e Apollon [32]. Entre
elas, a survivina, codificada pelo gene BIRC5 (Baculoviral IAP Repeat-Containing 5), ¢
altamente expressa em cé¢lulas cancerosas, enquanto que em tecidos diferenciados normais ¢
raramente expressa, sendo que o aumento de sua expressdo em pacientes com cancer ¢ um
marcador de prognostico desfavoravel correlacionado com a diminui¢do da sobrevida global
em diversas malignidades, incluindo o cancer de pulmao de células nao-pequenas (CPCNP).
Além disso, o potencial inibitdrio da apoptose e na regulacdo do ciclo celular desta IAP tem a
apontado como um alvo atrativo para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para o tratamento de neoplasias malignas [33].

A escassez de estudos a respeito da (L)-Goniotalamina e a necessidade de
esclarecer seu mecanismo de a¢do tornam essa molécula um importante alvo de estudo. Neste
trabalho, foram investigados o efeito citotoxico, a cinética de proliferacao celular, indugdo de
apoptose in situ e genotoxicidade ¢ a expressdo de alguns genes relacionados ao processo
apoptotico e ciclo celular: BAX, TP53 e BIRCS, apos a exposi¢ao das células de cancer de
pulmdo NCI-H460 ao tratamento com L-GNT. A escolha da linhagem de cancer de pulmao
de células nao-pequenas NCI-H460, foi baseada na relevancia em se estudar novas estratégias
terapéuticas para este tipo de cancer, que ¢ um dos mais incidentes € com as maiores taxas de

mortalidade no mundo.
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1.1 MATERIAIS E METODOS

1.2 AGENTES QUIMICOS

A sintese da (L)-Goniotalamina foi realizada no Laboratdrio de Pesquisas de
Moléculas Bioativas (LPMBA) do Departamento de Quimica da Universidade Estadual de
Londrina (UEL) em colaboragdo com o Prof. Dr. Angelo de Fatima do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A substiancia teste foi
inicialmente solubilizada em dimetilsuféxido (DMSO) a uma concentragdo de 0,05 M. A
solugdo estoque foi diluida em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(GIBCO) sem Soro Bovino Fetal (SBF) (GIBCO) a 500 uM e mantida a -20°C. Antes do uso,
a solucao de 500 uM foi diluida nas concentragdes testadas: 2,5; 12,5 e 25 uM em meio de
cultura. A concentragdo de DMSO nao ultrapassou 0,05% em cultura.

Os agentes utilizados como controle positivo nos experimentos foram a
Doxorrubicina (Adriblastina ® - Pharmacia) no Ensaio de citotoxicidade (18,4 uM), Ensaio
de Cinética de Proliferagdo celular (18,4 uM) e Ensaio do Cometa (0,4 uM); e a Camptotecina
(2,9 uM) (Acros Organics) na Avaliagdo da indug@o de apoptose in Situ.

1.3 CULTURA DE CELULAS

A linhagem de cancer de pulmio de células ndo-pequenas (NCI-H460)
utilizada no trabalho foi cedida pelo Prof. Jodao Ernesto de Carvalho do CPQBA - UNICAMP.
Estas células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e antibiotico/antimicotico (Gibco), a 37°C e 5% de CO,. Nestas condig¢des, o ciclo
celular é de 24 horas. Esta linhagem expressa niveis de RNAm para p53 comparaveis a

aqueles apresentados por células de tecido pulmonar normal [34].
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1.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE (MTT)

A citotoxicidade foi avaliada através do Ensaio do MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide) (Invitrogen) descrito por Mossmann
[35] com algumas modificagdes. Em cada pogo da placa de cultura (24 pogos) foram
semeadas 2x10” células e incubadas por 24 horas. Apds este periodo, o meio foi removido e as
células foram tratadas com as concentragdes de 2,5; 12,5 e 25 uM de L-GNT por 24 e 48 h.
Apobs o término de cada periodo, os tratamentos foram retirados e uma solucdo de MTT
(0,000167 pug/mL) foi adicionada. Entdo, as placas foram incubadas por 4 h. Depois disso, a
solucao de MTT foi removida, os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO ¢ as
placas foram lidas em espectrofotdometro (Uniscience) a 540 nm. O ensaio foi realizado em
quatro replicatas e trés experimentos independentes. A porcentagem de sobrevivéncia celular
foi calculada através da formula (Absorbancia tratado - Absorbancia branco/ Absorbancia

Controle - Absorbancia Branco) x 100.

1.5 CINETICA DE PROLIFERACAO CELULAR

Em tubos de cultura (10 cm?) foram semeadas 10° células e tratadas com L-
GNT nas concentragdes de 2,5; 12,5 e 25 uM. Apds 24, 48 e 72 h, as células foram
tripsinizadas (tripsina-EDTA 0,025%, 37°C), a suspensdo celular foi centrifugada (5 minutos,
1000 rpm), ressuspendida em meio de cultura e, entdo, foi feita a contagem celular em

camara de Neubauer em microscopio optico. O experimento foi realizado em duas repeti¢des.

1.6 AVALIACAO DA INDUCAO DE APOPTOSE IN SITU

A identificacdo das células apoptoticas foi feita por analise morfologica
apods coloracdo com alaranjado de acridina seguindo o protocolo de Rovozzo e Burke [36] e
modifica¢des de Tsuboy et al. [37]. Em laminulas, em uma placa de 6 pogos, foram semeadas

1,2 x 10° células e incubadas por 24 horas para estabilizacio. Apos este periodo, as células
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foram tratadas com 2,5; 12,5 ¢ 25 uM de L-GNT e incubadas por 24 horas. Ao final do tempo
de tratamento, as laminulas foram retiradas dos pogos da placa e foi feita a fixacao das células
em fixador Carnoy (Metanol:Acido acético, 3:1) por 5 minutos. Depois disso, a laminula foi
mergulhada rapidamente em concentracdes decrescentes de etanol (95% a 25%), seguida de
lavagem com Tampao Mcllvaine (Solug¢do de écido citrico 0,1 M + Solucdo de Fosfato
dissodico 0,2 M) por 5 minutos, coloragdo com alaranjado de acridina (0,01%) por 5 minutos
e nova lavagem com o tampdo. Em cada tratamento foram analisadas 500 células em
microscopio de fluorescéncia (filtro de excitacdo de 420-490 nm e filtro de barreira de 520
nm) (Nikon) e o experimento foi realizado em trés repeticdes. Foram consideradas como

apoptoticas, as células que apresentavam condensagdo da cromatina e fragmentagdo nuclear.

1.7 ENSAIO DO COMETA

O Ensaio do Cometa foi realizado de acordo com as premissas de Tice et al.
[38]. Em frascos de cultura de 25 cm’ foram semeadas 10° células e incubadas para
estabilizacao por 24 horas. Apds o periodo de estabilizacado, as células foram tratadas com 2,5;
12,5 ¢ 25 pM de L-GNT por 3 horas. Depois do periodo de tratamento, as células foram
tripsinizadas (500 pL de tripsina-EDTA 0,025%, 37°C), a suspensdo celular foi centrifugada
(5 minutos, 1000 rpm) e ressuspendida em 500 pLL de meio de cultura. Posteriormente, 20 puL
de suspensao celular foram misturados a 120 uL. de agarose baixo ponto de fusdo (LMP,
0,5%) e depositadas diretamente em uma lamina pré-gelatinizada com agarose (ponto normal
de fusdo, 1,5%) em seguida coberta com uma laminula. Apos a solidificacdo do gel de
agarose, a laminula foi retirada e as laminas foram colocadas em uma solug¢do de lise por
aproximadamente 1 hora. Apos a desnaturagdo (20 minutos) e eletroforese alcalinas (25 V,
300 mA, 20 minutos), as laminas foram neutralizadas, fixadas e mantidas sob refrigera¢do até
a analise. A analise foi feita visualmente em microscopia de fluorescéncia (filtro de excitagdo
de 420-490 nm e filtro de barreira de 520 nm) (Nikon) e coloragdo com Brometo de Etideo.
Os cometas foram classificados em classe 0 (nucledides que ndo apresentavam cauda), classe
1 (nucledides com cauda menor que o didmetro do nucledide), classe 2 (nucledides com cauda
de tamanho entre 1 ¢ 2 vezes o didmetro do nucleodide) e classe 3 (nucledides com cauda 2
vezes maior que o diametro do nucledide). 100 células foram analisadas por lamina, ¢ os

experimentos foram feitos em trés repeti¢des. A analise da viabilidade celular foi realizada
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pelo método de exclusdo por azul de trypan, sendo considerados somente os tratamentos com

indice superior a 80%.

1.8 RT-PCR EM TEMPO REAL (RT-qPCR)

O experimento de RT-qPCR foi realizado seguindo orientagdes de MIQE
Guidelines: “The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments” [39]. Em frascos de cultura de 25 cm?, foram semeadas 10° células e incubadas
para estabilizacdo por 24 horas. Depois do periodo de incubacdo, foram feitos os tratamentos
em duplicata (controle; L-GNT - 25uM) e apds 12 horas de tratamento, o RNA total foi
isolado usando o reagente Trizol-LS (Invitrogen), de acordo com o protocolo do reagente. A
integridade do RNA foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose (1%) e a
concentragdo e a pureza foram verificadas em espectrofotdometro através dos valores da razao
entre as absorbancias Aseo/Azgo.

A sintese do cDNA foi feita utilizando-se 200 unidades de transcriptase
reversa M-MLV (Invitrogen) e 1 ug de RNA total, com o primer oligo(dT), de acordo com o
protocolo da enzima.

As reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no termociclador PTC
200 DNA Engine Cycler, usando o sistema de deteccdo Chromo 4 (MJ Research- BIO RAD).
A deteccao da amplificagdo foi feita por mensuramento da fluorescéncia emitida pelo corante
SYBR Green (Platinum SYBR Green qPCR Supermix-UDG - Invitrogen) ao se ligar a dupla
fita de DNA. As condi¢des da PCR no termociclador foram as seguintes: um passo inicial a
50°C por 1 min, seguido de 95° por 3 minutos, 35 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 30
segundos, 72°C por 20 segundos, seguidos de 95°C por 10 seg. e 40°C por 1 min. A analise
da curva de melting foi realizada no final da reagdo com temperatura de 50°C até 95°C a cada
0,5°C por 5 seg. Os dados foram normalizados com primers para gliceraldeido-3-
fosfatodesidrogenase (GAPDH) [40] amplificados em cada conjunto de experimentos de
PCRs. Os primers utilizados foram: TP53 [41], BIRCS [42], BAX (No. de Acesso
NM _004324.3).

Todos os experimentos foram realizados com duas culturas independentes, e

cada amostra de cDNA foi analisada em trés repeticdes mecanicas para cada par de primer.
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1.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos a partir do Ensaio do MTT, Cinética de Proliferagao
Celular e Ensaio do Cometa foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), seguida de
Teste de Dunnett (p<0,05). Ja os dados da Avaliagdo da indugdo de apoptose in situ, foram
submetidos ao Teste Exato de Fisher. Todos os testes estatisticos foram realizados através do
programa Graph Pad Prism ® versado 5.00.

No estudo de expressdo génica através de RT-qPCR, a andlise dos valores
relativos de expressao dos genes e normalizacdo pelo gene de referéncia GAPDH foram
realizadas pelo método de Pffafl et al. [43] através do Relative Expression Software Tool —

384 (REST-384).
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2 RESULTADOS

2.1 L-GNT INDUZ CITOTOXICIDADE E REDUZ O CRESCIMENTO CELULAR

Como demonstrado através do Ensaio do MTT, a L-GNT reduziu a
sobrevivéncia celular de modo dose-dependente (Figura 2). Em 24 horas, a citotoxicidade foi
significativa na concentragdo de 25 uM, ja em 48 h, todas as concentragdes (2,5; 12,5 e 25
uM) reduziram significativamente a sobrevivéncia celular em relagdo ao controle. O valor
minimo de sobrevivéncia celular encontrado foi de 74,65% na maior concentragao de L-GNT
testada (25 uM) apds 48 horas de tratamento.

Para avaliar o efeito da L-GNT na cinética de proliferagcdo celular, as células
foram incubadas com as mesmas concentracoes de L-GNT utilizadas no Ensaio do MTT, ¢ a
cada 24 horas realizou-se a contagem das células em camara de Neubauer. Ao se analisar a
curva de proliferagdo celular (Figura 3), foi possivel observar que as células que foram
tratadas com as duas maiores concentragdes de L-GNT (12,5 e 25 uM) apresentaram menor
taxa de proliferacdo em relacdo ao controle e a menor concentragao de L-GNT (2,5 uM). Esta
reducdo na proliferacdo celular se deu de modo dose-dependente, mostrando-se significativa
apos 48 horas de tratamento nas concentracdes de 12,5 e 25 uM.

O controle positivo (Doxorrubicina — 18,4 uM) apresentou citotoxicidade
significativa em relacdo ao controle apos 24 e 48 h de tratamento, e também apresentou
reducdo significativa na proliferacdo celular nos tempos de 48 e 72 horas (dados nao

apresentados).

2.2 L-GNT INDUZ APOPTOSE

A Avaliagdo da indu¢@o de apoptose in Situ mostrou que houve um aumento
na porcentagem de células em apoptose de acordo com o aumento da concentracdo de L-
GNT. Este aumento se mostrou significativo somente no tratamento das células NCI-H460
com a maior concentragdo de L-GNT (25 uM) (Figura 4A), a qual exibiu um valor percentual

médio de células apoptoticas de 5%. As Figuras 4B e 4C mostram, respectivamente, as
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imagens de células normais e daquelas com alteragdes morfoldgicas caracteristicas de
apoptose. O controle positivo (Camptotecina — 2,9 uM) levou a um aumento significativo na

inducdo de apoptose (dados ndo apresentados).

2.3 TRATAMENTO COM L-GNT CAUSA GENOTOXICIDADE

Os resultados obtidos através do Ensaio do Cometa demonstraram que houve
um aumento significativo na indu¢dao de danos ao DNA nas células NCI-H460 em todas as
concentragdes de L-GNT testadas (2,5; 12,5 e 25 uM), como demonstrado através do escore
médio representado na Figura 5. O aumento da frequéncia de células com danos classe 1 e 2,
que ocorreu de acordo com o aumento na concentracdo de L-GNT, demonstra que a
genotoxicidade induzida por esta substiancia ocorre de modo dose-dependente. O controle
positivo (Doxorrubicina: 0,4 uM) apresentou aumento significativo na inducdo de danos ao
DNA (dados ndo apresentados). A viabilidade celular se manteve acima de 80% em todos os

tratamentos.

2.4 L-GNT ReDUZ A EXPRESSAO DO GENE BIRC5S

Os resultados obtidos (Figura 6) através de RT-qPCR mostraram que ndo
houve alteracdo significativa na expressao dos genes BAX e TP53 no grupo tratado em relagdo
ao controle. Ja o gene BIRC5, teve uma reducao de 1,697 de sua expressdo no grupo tratado
com 25 uM de L-GNT em relagdo ao grupo controle, sendo esta diferenga significativa (p =

0,001).
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3 DISCUSSAO

Diversos estudos tém apontado a Goniotalamina como um potente agente
antiproliferativo devido ao seu potencial em induzir morte celular por apoptose em células
tumorais. No entanto, ainda ha poucos estudos em relacdo a atividade do enantidmero
sintético, (L)-Goniotalamina. Por isso, este trabalho buscou estudar os efeitos desta molécula
em linhagem de cancer de pulmdo de células ndo-pequenas (NCI-H460). Os resultados
obtidos demonstraram que a L-GNT reduz a sobrevivéncia celular de modo dose-dependente,
apresenta inducao significativa de apoptose, demonstra potencial genotoxico e reduz os niveis
de expressao do gene BIRCS.

O alto potencial citotoxico da (D)-Goniotalamina contra diversas linhagens
tumorais tem sido demonstrado em varios trabalhos [10-20]. No presente estudo, nossos
resultados demonstraram que o enantiomero sintético também apresenta esta potencialidade,
como se pode observar pela redugdo da taxa de sobrevivéncia celular da linhagem NCI-H460
apds exposicdo a este composto na concentragdo de 25 pM apds 24 h e em todas as
concentragdes apos 48 h. Em acordo com este dado, também se pode notar alteragdes da
cinética de proliferacao celular. Em 2006, de Fatima et al. [24], também demonstraram que a
atividade citotoxica da L-GNT contra varias linhagens tumorais em concentragdes entre 0,25 -
250 pg/mL através do Ensaio da Sulforodamina B (SRB) acontece de modo dose-dependente.
Para a linhagem NCI-H460, o IC50 encontrado no trabalho destes autores foi de 14,6 uM.

O potencial citotoxico observado através do Ensaio do MTT ocorrido devido
a inibi¢do do crescimento celular pode ter resultado da inibi¢do do metabolismo mitocondrial
e/ou da inducdo de apoptose. A morte celular por apoptose € um processo de grande interesse
no desenvolvimento de esquemas terapéuticos para o tratamento do cancer [44] e varios
autores sugerem que seja este o principal mecanismo pelo qual a (D)-Goniotalamina
desempenha sua atividade antiproliferativa [11,14,15,16,17,20,22,20,45].

Assim como no caso da D-GNT, no nosso estudo, observamos que a L-GNT
apresenta potencialidade em induzir apoptose nas células NCI-H460 de modo dependente da
concentragdo. Na avaliagdo da apoptose in Situ, detectamos que a maior concentragdo (25
uM), a qual demonstrou citotoxicidade significativa ap6s 24 h de tratamento através do
Ensaio do MTT, também foi capaz de induzir apoptose significativamente, sugerindo que a
inducdo de apoptose esteja diretamente relacionada ao potencial citotoxico deste composto.

Este resultado esta em acordo com o trabalho de de Fatima et al. [24], onde também se
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demonstrou a capacidade da L-GNT em induzir apoptose em células da linhagem de cancer
renal 786-0. Neste estudo, houve um aumento na clivagem de PARP (polimerase
poliADPribose), um indicador do processo apoptotico, apds tratamento com 4 nM (valor de
IC50 para as células 786-0).

Os mecanismos pelos quais a Goniotalamina induz morte celular nao estdo
completamente esclarecidos, mas varios estudos sugerem que o principal caminho pelo qual
ela leva as células a apoptose ¢ a via mitocondrial ou intrinseca. Lee et al. [15], demonstraram
que apos o tratamento com a (D)-Goniotalamina, a via intrinseca de apoptose foi ativada
como observado pelo acimulo de citocromo-c, ativacdo da caspase iniciadora-9 e da caspase
executora-7. Em 2003, Inayat-Hussain et al. [17], mostraram que este composto induz
apoptose em células HL-60 também através da ativacdo da via intrinseca, com perda de
potencial de membrana mitocondrial, ativagdo da caspase iniciadora-9 e das caspases efetoras
3 ¢ 7. Chan et al. [22] relataram um aumento na atividade das caspases-2, 3 ¢ 9 sem ativagao
da caspase-8, a qual caracteristicamente ¢ ativada pela via dos receptores de morte (via
extrinseca).

A via intrinseca ¢ ativada em resposta a estimulos de morte que ocorrem
dentro da célula, tais como danos ao DNA [46]. Diversos estudos demonstram que a (D)-
Goniotalamina apresenta potencial genotoxico e sugerem que, talvez, este seja o principal
mecanismo pelo qual este composto desencadeie a apoptose, ja que quando o dano ao DNA
ndo ¢ passivel de reparo, o mecanismo apoptotico ¢ desencadeado [47]. Chan et al. [45] ao
avaliarem a inducdo de danos ao DNA através do Ensaio do Cometa com as concentragdes de
0,5 pg/mL e 1,5 pg/mL de Goniotalamina em células VSMCs (Vascular Smooth Muscle
Cells), demonstraram que houve genotoxicidade altamente significativa de modo
concentracdo-dependente. Estes autores sugeriram que a inducdo de danos ao DNA ¢
responsavel pela citotoxicidade demonstrada por este composto, principalmente através do
mecanismo de apoptose. No estudo de Inayat-Hussain et al. [48], foi demonstrado que apos
tratamento das células leucémicas Jurkat T com 50 pM de Goniotalamina houve indugdo de
danos ao DNA, resultando em ativagdo da via intrinseca da apoptose. Rajab et al. [18],
detectaram que o tratamento com Goniotalamina nas concentragdes do IC10 e IC25 em
células leucémicas da linhagem HL-60 e CEM-SS (IC50 de 4,5ug/mL e 2,4 pg/mL,
respectivamente), resultou em inducdo de danos ao DNA, como detectado através do Ensaio
do Cometa. Tsafe et al. [49], também observaram um aumento significativo da
genotoxicidade na linhagem CHO (Chinese Hamster Ovary cell) apds exposi¢do as

concentragdes de 10 e 5 uM de Goniotalamina através do Ensaio de Aberragao Cromossdmica
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e, além disso, a andlise dos danos ao DNA apos ativacdo metabolica, mostraram que esta
molécula age como um mutageno direto, j4 que causa danos com ou sem ativacao metabolica.
Alguns trabalhos sugerem que a capacidade da GNT em induzir danos ao material genético
esteja diretamente relacionada a ocorréncia de estresse oxidativo [16,48].

No presente estudo, a andlise da genotoxicidade através do Ensaio do
Cometa demonstrou que a (L)-Goniotalamina, assim como a D-GNT, também induz danos ao
DNA de modo concentracdo-dependente em baixas concentragdes. Apesar da inducdo de
danos ao DNA ter sido detectada em todas as concentragdes testadas, somente a maior
concentragdo (25 uM) induziu apoptose de maneira significativa, sugerindo que o mecanismo
de reparo tenha atuado e recuperado parte das células que sofreram danos.

Embora o mecanismo apoptdtico possa ser independente da proteina p53, a
apoptose apds danos ao DNA frequentemente ocorre de modo dependente de p53, a qual
modula a suscetibilidade das células a apoptose por ativar genes pro-apoptoticos como BAX
[50]. No presente estudo, no entanto, mesmo com a indu¢do de danos ao material genético
causada pela L-GNT, ndo se observou nenhuma alteragdo significativa nos niveis de RNAm
de TP53 e de BAX, diferindo dos resultados de de Fatima et al. [20] que observaram uma
reducdo na expressdo da proteina pro-apoptdtica Bax apods exposicao das células 786-0 a L-
GNT; e do trabalho de Chan et al. [22] onde foi detectado um aumento nos niveis de p53 apos
tratamento da linhagem coronary artery smooth muscle cells (CASMCs) com a D-GNT.

Um achado importante sobre o mecanismo de acdo da L-GNT, mostrado
pela primeira vez neste estudo, ¢ que pode explicar a inibicdo da proliferagdo celular e
indu¢do de apoptose em células tumorais causadas por este composto, foi a redugdo
significativa da expressdo do gene BIRC5, o qual codifica para a proteina survivina. Esta
proteina tem duas importantes fun¢des na célula, pode agir suprimindo a apoptose e também
regulando o ciclo celular.

Na apoptose, a no¢cdo de que a survivina tem potencial inibitério ¢ bem
estabelecida e demonstrada em vérios estudos, os quais indicam que a sua superexpressao
resulta em inibi¢do da apoptose [51-53]; que sua inibicdo por antagonistas leva a morte
celular de modo caspase-dependente [54]; e, além disso, ha estudos que indicam que sua
inibicdo, aumenta a citotoxicidade de agentes quimioterapicos por reverter a
quimiorresisténcia das células tumorais a estas drogas, apontando esta proteina como um
importante fator de sobrevivéncia em tumores [55]. Logo, drogas que regulem negativamente
a expressao de survivina, assim como a L-GNT, s3o bastante importantes na terapéutica do

cancer.
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Até pouco tempo se acreditava que a survivina exercia seu potencial
inibitorio da apoptose ao se ligar diretamente e impedir a ativagcdo das caspases-3, 7 ¢ 9. No
entanto, este modelo passou a ser questionado e, hoje, sugere-se que a survivina cause
inibicdo direta do fator pro-apoptdtico SMAC/DIABLO e também que necessite de uma
interagdo fisica com a proteina XIAP para inibir as caspases. Através do auxilio de
chaperonas citosolicas, a survivina ¢ transportada para a mitocondria onde parece se ligar ao
fator SMAC/DIABLO, o qual promove a ativagdo de caspases ao se ligar e neutralizar as
IAPs, e manté-lo longe da XIAP ou entdo impedindo sua liberagdo da mitocondria. Deste
modo, este antagonismo permite que XIAP fique livre, consiga interagir diretamente com as
caspases ¢ inibi-las, exercendo, portanto, o bloqueio da apoptose [56]. Além disso, estimulos
de morte induzem a liberagdo do pool mitocondrial de survivina para o citosol que se une a
XIAP e promove um aumento na sua estabilidade contra a degradacdo proteossomal,
cooperando deste modo com sua atividade de inibi¢do direta das caspases [51].

Vérios autores relatam um aumento na ativacao das caspases-3, 7 € 9 apds
tratamento com Goniotalamina [22,17,15). Logo, em acordo com o potencial anti-apoptdtico
da survivina em se ligar ao fator Smac/DIABLO e também em interagir com a XIAP
favorecendo a inibi¢do das caspases, sugerimos que a regulacdo negativa da survivina possa
ser um dos mecanismos responsaveis pelo aumento na ativagao das caspases € consequente
indugdo de apoptose apds a exposi¢do celular & Goniotalamina. Outros estudos associam a
regulacdo negativa desta IAP a ativagdo das caspases-3, 7 ¢ 9 [57,58].

Além de sua funcdo na apoptose, a survivina também exerce uma outra
importante fun¢do na célula, participa da regulacao do ciclo celular. Durante a mitose, €
demonstrada associacdo da survivina com a tubulina polimerizada, envolvendo os
centrossomos, microtibulos da metadfase e no fuso da anafase, sugerindo seu papel na
regulacdo da dindmica dos microtubulos [59]. Também se nota a presenga da survivina
associada aos cinetdécoros dos cromossomos em metafase e a reguladores da citocinese
(Chromosomal Passenger Protein - CPC), como Aurora B quinase, INCENP e
Borealina/Dasra, sugerindo sua importancia na segregacdo cromossomica € na citocinese. A
divisdo celular na auséncia de survivina resulta em defeitos no alinhamento cromossémico,
falha na citocinese e, eventualmente, em morte celular, neste caso relacionada a divisdo
celular aberrante [60].

A survivina demonstra expressao dependente do ciclo celular, e seus maiores
niveis s3o observados na fase G2/M [59]. A reducdo ou inibicao de proteinas que fazem parte

do CPC pode resultar em parada mitotica e héa trabalhos que correlacionam a inibicdo da



63

survivina a parada do ciclo em G2/M [61]. Tian et al. [11] e Chen et al. [16] mostraram que
apos a exposicao de células a Goniotalamina houve parada de ciclo celular em G2/M. Logo, a
parada de ciclo nesta fase que ocorre apos o tratamento com GNT pode ser explicada pela
capacidade deste composto em inibir a expressdo da survivina e este pode ser um alvo
interessante para futuras investigacdes a respeito do mecanismo de a¢do desta molécula.

Um estudo de Hoffman et al. [52] demonstrou que a survivina ¢ regulada
negativamente, tanto seus niveis de RNA quanto de proteina, devido a indu¢do de p53, a qual
¢ capaz de se ligar ao promotor do gene BIRCS e reprimir sua expressdo. Zhou et al. [54],
demonstraram que o tratamento com doxorrubicina de células com p53 tipo selvagem, causou
acumulo de p53, resultando em drastica regulacdo negativa da proteina survivina. Mirza et al.
[53], testaram se a expressdo de BIRCS5 poderia ser reprimida por inducdo endogena de p53
apos tratamento com Adriamicina, um agente que causa danos ao DNA. Duas linhagens
celulares foram utilizadas, uma com p53 tipo selvagem (A549) e uma com o tipo mutante de
p53 (T47D). Os resultados demonstraram que os nivel de RNAm de BIRCS apos o tratamento
foi reduzido na linhagem AS549, enquanto na linhagem T47D permaneceu inalterado,
sugerindo que a expressdo do tipo selvagem de p53 reprime a atividade transcricional do
promotor do gene BIRCS. Entretanto, no presente estudo, a analise da expressao deste gene
através de RT-qPCR, nao mostrou alteracdes significativas nos seus niveis de RNAm e, por
1sso, novas vias devem ser estudadas a fim de se elucidar o mecanismo pelo qual a L-GNT

leva a regulacdo negativa do gene BIRCS.
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CONCLUSAO

Portanto, o presente estudo demonstrou que a L-GNT apresenta
potencialidade em induzir morte celular por apoptose, possivelmente através da inducao de
danos ao material genético e da regulacdo negativa dos niveis de expressdo do gene BIRCS,
sem alteracdo nos niveis de RNAm de TP53 e BAX. Sendo assim, esta molécula se apresenta
como um agente terapéutico em potencial para o tratamento do cancer de pulmio, e novos
estudos sdo necessarios para se trazer informagdes adicionais sobre seu mecanismo de agao,

principalmente sobre sua capacidade em regular a expressao de BIRCS.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados neste estudo pode-se concluir que:

- A (L)-Goniotalamina apresenta potencial citotoxico relevante e capacidade
em reduzir a proliferacdo celular de modo dose-dependente, como demonstrado a partir do
Ensaio de Citotoxicidade (MTT) e da Cinética de Proliferacdo Celular em linhagem de cancer
de pulmio de células nao-pequenas NCI-H460;

- A Avalia¢do da indug¢do de apoptose in Situ mostrou que houve um
aumento na porcentagem de células em apoptose de acordo com o aumento da concentragao
de L-GNT;

- Todas as concentracgdes testadas neste estudo (2,5; 12,5 e 25 uM) induziram
um aumento significativo na frequéncia de danos ao material genético, como demonstrado
através do Ensaio do Cometa;

- O Ensaio de RT-qPCR demonstrou que a maior concentragdo de L-GNT
utilizada neste estudo apresentou a capacidade de reduzir os niveis de RNAm de BIRCS, gene

que codifica para a proteina survivina.

Assim como a molécula natural, (D)-Goniotalamina, neste estudo pudemos
notar que o enantidmero sintético, (L)-Goniotalamina, também apresenta potencial
antiproliferativo, capacidade em induzir apoptose e genotoxicidade. Além disso, nossos dados
mostraram pela primeira vez a capacidade desta molécula em regular a expressao de BIRC5
(survivina). A proteina survivina ¢ altamente expressa em células cancerosas, enquanto que
em tecidos diferenciados normais ¢ raramente expressa € o aumento de sua expressdo em
pacientes com cancer ¢ um marcador de prognostico desfavoravel correlacionado com a
diminui¢do sobrevida global em diversas malignidades, incluindo o cancer de pulmao de
células ndo-pequenas (CPCNP). Logo, a modulagdo da expressdo deste gene ¢ um alvo
atrativo para o desenvolvimento de farmacos mais seletivos para o tratamento do cancer.

Portanto, pode-se concluir que as atividades desempenhadas pela L-GNT a
apontam como um agente terapéutico em potencial para o tratamento do cancer de pulmao e

que novos estudos sdo necessarios para se elucidar seu papel na regulagdo da expressdo de

BIRCS.
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FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica da (L)-Goniotalamina.
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Figura 2 —

Porcentagens de sobrevivéncia celular calculadas a partir dos
valores de absorbancia obtidos através do Ensaio do MTT, em
células NCI-H460 tratadas com L-GNT. As barras representam as
médias =+ desvio Padrdo obtidos em trés experimentos
independentes. Diferenga estatistica:* (p < 0,05); ** (p < 0,01) em
relacdo ao controle.
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Figura3 -  Curva de crescimento celular obtida através de contagem

celular em cadmara de Neubauer apos 24, 48 e 72 horas de
tratamento com L-GNT em células NCI-H460. Diferenca
estatistica:* (p < 0,05); ** (p < 0,01) em relagdo ao controle.
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Figura 4 —
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Avaliagdo da indugdo de apoptose in situ. A) Células com morfologia celular
caracteristicas de apoptose. B) Células com morfologia normal. C) Gréfico
com as porcentagens de células apoptdticas obtidas através de coloragdo por
alaranjado de acridina em células NCI-H460 tratadas com L-GNT por 24
horas. As barras representam as médias = desvio Padrao obtidos em trés
experimentos independentes. Diferenga estatistica: * (p < 0,05) em relagdo ao
controle.
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Figura 5 — Escore médio de cometas observado apds 3 horas de tratamento em
células NCI-H460 tratadas com L-GNT. As barras representam as
médias + desvio Padrdo obtidos em trés experimentos independentes.
Diferenga estatistica:* (p < 0,05); *** (p < 0,001) em relagdo ao
controle.
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Figura 6 —

Avaliagdo da expressdo dos genes BIRC5, TP53 ¢ BAX por RT-
PCR em tempo real apés 12 h de tratamento com 25 uM de L-
GNT. Diferenga estatistica: ** (p = 0,001) em rela¢do ao controle.

82



ANEXOS

Tabela 1 — Valores médios + desvio padriao da absorbancia obtida no teste de
citotoxicidade MTT, apos 24 e 48 horas de tratamento.

Tratamentos M¢édia + desvio padrdo

24 horas 48 horas
Controle 0,5895 + 0,0443 1,7595 +0,2892
Controle positivo 0,2715 + 0,01809 0,13 £0,0338
L-GNT 2,5 uM 0,595 + 0,0534 1,597 +£0,6088 *
L-GNT 12,5 uM 0,5675 £ 0,0541 1,476 +0,3039 *
L-GNT 25 uM 0,5115+ 0,0848 * 1,3805 +0,3169 **

Controle positivo: Doxorrubicina (18,4 pM).
Dados analisados por ANOVA seguida de teste de Dunnet.
* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.05)

** Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.01)

Tabela 2 — Valores percentuais médios das taxas de sobrevivéncia celular +
Desvio Padrao calculados a partir do Ensaio do MTT apo6s 24 e 48
horas de tratamento

Taxa de sobrevivéncia celular (%) + Desvio Padrao

24 horas 48 horas
Controle 100 = 0,00 100 £ 0,00
L-GNT 2,5 uM 101,83 +4,83 92,77 +£4,04 *
L-GNT 12,5 pM 95,79 + 1,77 82,64 + 7,11 *
L-GNT 25 uM 89,76 £ 10,67 * 74,65 £ 9,57 **

Dados analisados por ANOVA seguida de teste de Dunnett.
* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.05)

** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.01)
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Tabela 3 — Valores médios + Desvio padrio (10*) obtidos através do Ensaio de Cinética de proliferagdo
celular apds 24, 48 e 72 horas de tratamento

Tratamentos Média + desvio padrdo

24 horas 48 horas 72 horas
Controle 10,875 + 3,359 54,625 + 10,076 170,75 + 13,082
Controle positivo 7,063 £ 2,387 7,563 £ 1,856 ** 9,875 £ 1,945 **
L-GNT 2,5 uM 13,563 +£ 0,796 36,875+ 11,490 162,75 + 23,688
L-GNT 12,5 pM 9,125 £ 1,945 24,563 £ 6,276 * 96,375 +£ 16,440 *
L-GNT 25 uyM 6,688 £ 10,2652 9,563 + 0,265 ** 59,25 + 31,466 **

Controle positivo: Doxorrubicina (18,4 pM).

Dados analisados por ANOVA seguida de teste de Dunnet.
* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.05)

** Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.01)

Tabela 4 — Valores médios de células apoptdticas = Desvio Padrdo e
Porcentagem média + Desvio Padrio obtidos a partir da anélise
morfoldgica das células apos 24 horas de tratamento

Tratamentos M¢édia + desvio padrio % =+ desvio padrdo
Controle 10+4,4 24 + 0,87
Controle positivo 190 £21,2 *** 36,4 £ 4,23 ***
L-GNT 2,5 uM 12+3,2 2,6 £ 0,64
L-GNT 12,5 uM 21+16,6 3,8 +£ 331
L-GNT 25 uyM 25+2,6* 52 £ 0,53 *

Controle positivo: Camptotecina (2,9 pM).
Dados analisados pelo Teste Exato de Fisher.
* Diferencga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.05)

*** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.001)



Tabela 5 — Freqiiéncia de células com dano no DNA, distribui¢do das classes de danos e escore (= Desvio Padrao) referentes ao Ensaio do

Cometa ap6s 3 horas de tratamento

Frequéncia de células com dano *

Tratamento . - Classes do Cometa =+ Desvio Padrao Escore médio + Desvio Padrio
Desvio Padrao
0 1 2 3
Controle 19 + 6,658 81 £6,658 17 £ 6,11 2 +0,577 0,00+0,00 19+7
Controle positivo 52+17,21 48 + 3,464 40+7,211 11+£9 1+£1 63 + 14 **
L-GNT 2,5 pM 47 £ 11,719 55+10,149 39 +5,860 8+5,86 0,00+0,00 57+16*
L-GNT 12,5 uyM 75+ 13,908 30+9,074 51+3215 23+10,116 1+0,577 89 £ 20 ***
L-GNT 25 uM 77 £ 11,594 22+11,240 59+1,528 17+10,067 1+0,00 03 £ 2] ***

Controle positivo: Doxorrubicina (0,4 pM).
Dados analisados por ANOVA seguida de teste de Dunnet.

* Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.05).
** Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.01).
*** Diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao controle negativo (p < 0.001)
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