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Efeitos de compostos citotoxicos de lauraceas naindugdo de apoptose e na
expressdo de genes em células neoplasicas in vitro

Kamylla Fernanda Souza de Souza
RESUMO

Mezilaurus crassiramea e Aniba heringeri (Lauraceae), plantas encontradas no
Cerrado de Mato Grosso do Sul, foram estudadas quanto a citotoxicidade em células
neoplasicas, devido a demanda por estudos relacionados ao tratamento de cancer.
O estudo guiado dos extratos e fases levou ao isolamento de dois compostos:
majoranolideo (butanolideo) e dimero de desidrogoniotalamina (estiril-pirona), os
quais apresentaram forte atividade citotoxica para as linhagens de leucemia
promielocitica aguda (HL-60) e de carcinoma de mama triplo-negativo (MDA-MB-
231), respectivamente, tornando-se relevante a avaliacdo dos efeitos que levaram a
citotoxicidade nessas linhagens. O objetivo do trabalho foi investigar efeitos
apoptoticos e o perfil de expressédo de genes integrantes das vias intrinseca (BAX e
BCL-2) e extrinseca (caspase-8) da apoptose, bem como de um gene de resisténcia
a apoptose (BIRC-5). Para isso, foi avaliado o efeito de majoranolideo, em quatro
concentra¢gfes, no comprometimento da integridade de membrana plasmatica (MP)
nas células HL-60, através do ensaio de viabilidade celular por 7-AAD. Para
quantificar a caspase-3, ativada por dimero de desidrogoniotalamina, em células
MDA-MB-231, utilizou-se o anticorpo PE Rabbit Anti-Active caspase-3. A expressao
génica foi analisada nas duas linhagens em estudo, tratadas com seus respectivos
compostos, seguindo-se o0s passos de extracdo do RNA total, sintese do cDNA e
posterior quantificacdo relativa por PCR em tempo real (RT-gPCR). Os dados de
expressao génica foram normalizados pelo gene constitutivo (B-actina e calculados
com o software CFX Manager 3.1 (Bio-Rad). Apdés 48 h de tratamento, o
majoranolideo, na concentracdo de 50 pM, causou permeabilizacdo de MP em
células HL-60, caracterizando inviabilidade/morte celular. Nesse mesmo periodo, o
composto causou up-regulacdo de BAX e caspase-8 (pré-apoptéticos), além de
down-regulacdo em BIRC-5 (antiapoptético), sugerindo uma possivel ativacdo das
vias intrinseca e extrinseca da apoptose. Para células MDA-MB-231, ap0s 48 horas
de tratamento foi encontrada ativacao significativa de caspase-3 com dimero de
desidrogoniotalamina (63 pM), bem como up-regulacdo de BAX, sem efeitos
significativos para os demais genes em estudo. Os resultados obtidos somam-se
aos conhecimentos disponiveis sobre os efeitos citotoxicos dos compostos
majoranolideo e dimero de desidrogoniotalamina em células leucémicas e de cancer
de mama, respectivamente, e impulsionam estudos subsequentes dessas espécies
e de outras plantas do Cerrado, na busca de compostos bioativos anticancer.

Palavras-chave: Lauraceae, Apoptose, HL-60, MDA-MB-231, RT-qPCR,
Expresséo génica.



Effects of cytotoxic compounds from Lauraceae on apoptosis induction and
gene expression in neoplastic cells in vitro

Kamylla Fernanda Souza de Souza
ABSTRACT

Responding to the growing demand for knowledge related to cancer treatment,
Mezilaurus crassiramea and Aniba heringeri (Lauraceae) — plant species found in the
Cerrado biome in Mato Grosso do Sul state, Midwest Brazil — were investigated for
cytotoxicity against neoplastic cells. The guided study of extracts and phases led to
the isolation of two compounds - majoranolide (butanolide) and
dehydrogoniothalamine dimer (styrylpyrone) — which exhibited strong cytotoxic
activity against acute promyelocytic leukemia (HL-60) cells and triple-negative breast
cancer (MDA-MB-231) cells, respectively. These findings justified evaluating the
effects that manifested as cytotoxicity against these cell lines. The purpose of the
present study was to investigate apoptotic effects and the expression profile of genes
that play a role in the intrinsic (BAX and BCL-2) and extrinsic (caspase-8) pathways
of apoptosis, as well as of an apoptosis resistance gene (BIRC-5). To this end, the
effect of majoranolide at four concentrations on the impairment of plasma membrane
integrity in HL-60 cells was assessed using the 7-AAD cell viability assay. PE rabbit
anti-active caspase-3 antibodies were employed to quantify caspase-3 activated by
dehydrogoniothalamine dimer in MDA-MB-231 cells. To examine gene expression,
cells of both lines were treated with their respective compounds, with subsequent
total RNA extraction, cDNA synthesis, and relative quantification by real-time PCR
(RT-gPCR). Gene expression data were normalized to the constitutive B-actin gene
and calculated using CFX Manager 3.1 software (Bio-Rad). After 48 h of treatment,
majoranolide at 50 yM caused plasma membrane permeabilization in HL-60 cells,
characterizing cell inviability/death. Within the same period, the compound caused
upregulation in BAX and caspase-8 (both pro-apoptotic), as well as downregulation in
BIRC-5 (antiapoptotic), suggesting a possible activation of the intrinsic and extrinsic
pathways of apoptosis. For MDA-MB-231 cells, significant activation of caspase-3
with dehydrogoniothalamine dimer (63 uM) and upregulation of BAX were observed
after 48 h of treatment, without significant effects on the remaining genes
investigated. The results obtained add to the knowledge base available on the
cytotoxic effects of majoranolide and dehydrogoniothalamine dimer in leukemic and
breast cancer cells, respectively, encouraging further investigation of these botanical
species and other plants from the Cerrado biome as part of the search for bioactive
anticancer compounds.

Keywords: Lauraceae, Apoptosis, HL-60, MDA-MB-231, RT-qgPCR, Gene
expression.
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1 INTRODUCAO

Uma das principais dificuldades na diminuicdo da morbimortalidade
causadas pelo cancer € o tratamento. A maioria das terapias existentes sdo pouco
especificas no intuito de matar ou controlar o crescimento de células neoplasicas e
causam danos as células normais, gerando efeitos colaterais desagradaveis e
nocivos. Além da baixa especificidade, recidivas e farmacorresisténcia sdo outros
problemas enfrentados na terapéutica do cancer. Essa problemética estimula a
busca por moléculas potentes e seletivas que possam ser usadas como
medicamentos direta ou indiretamente (KAMB; WEE; LENGAUER, 2007; WHO,
2017).

A atividade anticancer de um composto pode ser identificada em ensaios de
citotoxicidade em células neoplasicas. O cultivo celular torna possivel o screening de
compostos naturais ou sintéticos. Esse modelo experimental também é a base para
ensaios mais especificos, que elucidam o mecanismo de acdo de um bioativo,
caracterizando o tipo de morte celular e vias bioquimicas envolvidas em seu efeito
citotébxico (CHIDLEY et al, 2016; FRESHNEY, 2016; HAMBURGER,;
HOSTETTMANN, 1991; SHOEMAKER, 2006). Uma das técnicas que pode ser
utilizada para avaliar esse efeito é a transcricdo reversa seguida da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR). A partir dela, é possivel quantificar o
RNA mensageiro transcrito de genes de interesse em amostras biologicas (BUSTIN,
2000), possibilitando o estudo, por exemplo, da expressado de genes apoptoticos.

Diversos sdo os tipos de morte celular, bem como os mecanismos que
levam uma célula a se tornar inviavel. Um dos tipos de morte celular programada
desejado para um efeito terapéutico anticancer € a apoptose (GALI-MUHTASIB et
al., 2015; GALLUZZI et al., 2018; WONG, 2011). Essa, compreende um processo
seletivo natural de remocado fisiolégica de células e desempenha um papel
importante no equilibrio entre replicacdo e morte celular. E ativada quando héa
ameacas impedindo que a homeostasia tecidual seja mantida, sendo entdo, um dos
mecanismos de defesa do organismo (ICHIM;TAIT, 2016; DASGUPTA et al., 2017).

Dentre os compostos bioativos sdo destacados os produtos naturais.
Newman e Cragg (2016) enfatizam que ao menos metade de todos os

medicamentos anticancer, desenvolvidos desde 1940, sdo produtos naturais e seus
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derivados. Os vegetais possuem uma diversidade quimica de estruturas e grupos
funcionais que o0s permite produzir numerosos compostos organicos que Ss&o
estudados, entre outras finalidades, para o desenvolvimento de farmacos (PAN et
al., 2013; VIEGAS; BOLZANI; BARREIRO, 2006).

A familia Lauraceae € conhecida pela riqueza de seus metabdlitos
secundérios. Sao relatados 52 géneros com 2.750 espécies, sendo que no Brasil
encontram-se aproximadamente 22 géneros com 390 espécies (ALVES; SARTORI,
2009) e dentre estas estdao Aniba heringueri Vattimo-Gil e Mezilaurus crassiramea
(Meissner) Taubert ex Mez.

M. crassiramea € conhecida como canela-branca, cumbuquinha, itauba-
abacate e canela-de-goias, sendo encontrada no Cerrado do Planalto Central
Brasileiro (MORAES, 2005). O composto rubrenolideo foi isolado das folhas dessa
espécie e apresentou citotoxicidade em varias linhagens neoplasicas (TOFOLI et al,
2016). Outro butanolideo, majoranolideo, foi isolado dos frutos dessa espécie
(TOFOLI, 2018). Frente a linhagem de leucemia promielocitica aguda (HL-60), os
dois compostos apresentaram forte atividade citotoxica com 50% de inibicdo do
crescimento celular (Glso) de 0,8 uM para rubrenolideo (FILIPPIN, 2016) e 0,41 uM
para majoranolideo (HEEMANN, 2018).

A. heringeri, é popularmente conhecida como canela de remédio ou pau-
louro sendo encontrada no Cerrado e na Caatinga (MORAES, 2005; MORS et al.,
1962). Essa espécie apresentou citotoxicidade frente a varias linhagens neoplasicas
(TOFOLI, 2013). Trés estiril-pironas — desidrogoniotalamina e dois dimeros desse
composto — foram avaliados em teste de citotoxicidade frente a vérias linhagens
neoplasicas. Um de seus dimeros apresentou Glso de 4,4 uM em células de mama
triplo-negativo (MDA-MB-231) (PEREIRA, 2017).

Os resultados de citotoxicidade de majoranolideo e do dimero de
desidrogoniotalamina despertaram o interesse em avaliar a expressdo de genes
relacionados a apoptose contribuindo para o conhecimento do mecanismo de agao

gue levou ao seu efeito citotoxico nas linhagens em que foram mais ativos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

Centenas de doengas possuem em comum células anormais, com
proliferagdo descontrolada, que adquirem imortalidade e capacidade de extrapolar o
seu tecido de origem, alcancando e invadindo outros tecidos e o6rgdos. Essas
doencas sao genericamente denominadas cancer (INCA, 2017; WHO, 2018).

Hanahan e Weinberg (2017), ao revisar as marcas registradas (hallmarks)
do céancer (Figura 1), listaram oito capacidades biol6gicas adquiridas por células
neoplasicas ao longo do processo de progressdo maligna; sao elas: manter
constante a sinalizacdo proliferativa; burlar as sinalizacbes dos genes supressores;
resistir & morte celular; permitir a imortalidade replicativa reativando a telomerase;
induzir a angiogénese criando novos vasos para a manutencdo do tumor; invadir
outros tecidos e causar metastase; desregular o metabolismo energético e celular;
evitar a defesa imunoldgica. A instabilidade do genoma devido as mutacfes e a
inflamacdo promovida pelo tumor facilitam a aquisicdo dessas oito caracteristicas

pelas células.

Figura 1 — Caracteristicas biolégicas do cancer.
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Fonte: HANAHAN; WEINBERG, p. 8, 2017 (modificado).
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A homeostasia celular e tecidual pode ser comprometida devido a multiplos
fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos (internos e externos) que interfiram na
replicacio do DNA, causando alteragbes genéticas, epigenéticas e/ou
cromossOmicas. Essas alteragcdes culminam na oncogénese, processo composto
pelos estagios de iniciacdo, promocgdo, progressdo e manifestacdo do tumor
(VINEIS; STEWART, 2016; FOUAD; AANEI, 2017).

O cancer é considerado um problema de saude publica, principalmente nos
paises em desenvolvimento, devido a grande morbidade e mortalidade e o impacto
que elas causam na economia dos paises. Em 2015, foram contabilizadas 8,8
milhdes de morte pela doenca em nivel mundial o que torna essa doenca a segunda
maior causa de mortes (WHO, 2018). Para 2017 e 2018, o Instituto Nacional de
Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA) estimou a ocorréncia de
aproximadamente 1 milh&o e 200 mil novos casos de cancer no Brasil.

As principais ferramentas de controle da doenca sdo a prevengao e o
tratamento. A prevencdo consiste em evitar as causas, diminuindo exposicdo a
fatores de risco relacionados ao estilo de vida dos individuos; e diagnosticar
precocemente a doenca, incentivando a busca por exames de rastreamento de
forma que o diagndstico seja feito na fase assintomética da doenca. O diagndstico
precoce influencia diretamente os tipos de tratamentos aos quais 0 paciente sera
submetido, bem como as possibilidades de cura do mesmo. As modalidades
terapéuticas frequentemente utilizadas consistem em cirurgia, radioterapia,
guimioterapia, transplante de medula (INCA, 2017; WHO, 2018). O progresso na
descoberta e desenvolvimento das terapias € notorio, mas o0s indices de
morbimortalidade continuam aumentando (GALI-MUHTASIB et al., 2015).

A problemética que envolve o tratamento, especialmente a quimioterapia,
consiste basicamente em trés fatores: recidivas locorregionais e/ou metastéticas,
farmacorresisténcia e baixa especificidade. As terapias sdo pouco seletivas na
finalidade de matar as células neoplasicas ou controlar sua proliferagdo, e causam
efeitos colaterais nocivos as células normais. Essas complicacbes sdo eminentes e
estimulam estudos relacionados as moléculas com atividade potente e seletiva, que
sirvam diretamente como farmacos ou possam ter sua estrutura otimizada pela
guimica medicinal (GUIDO et al., 2010; KAMB; WEE; LENGAUER, 2007; LONGLEY;
JOHNSTON, 2005; MITRA; MISHRA; LI, 2015).
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2.2 PRODUTOS NATURAIS

Os beneficios do uso de produtos naturais sdo conhecidos desde a
antiguidade. A partir de vegetais, na area da saude humana, se destacam as
tinturas, chas, cataplasmas e outras formulagcbes de ervas (DIAS; URBAN;
ROESSNER, 2012). A evolucdo dos conhecimentos mais especificos em
Agronomia, Botanica, Quimica, Farmacologia, Toxicologia e Biologia Molecular,
aprimorou a descoberta de inUmeras propriedades curativas ou toxicas sendo que 0
sucesso na purificagdo de moléculas foi imprescindivel para o desenvolvimento da
industria  farmacéutica (BALUNAS; KINGHORN, 2005; VIEGAS; BOLZANI;
BARREIRO, 2006; BRANDAO, 2010; PINTO, et al. 2002).

O estudo quimico de produtos naturais se baseia na diversidade estrutural e
nos grupos funcionais presentes nas milhares de moléculas encontradas na
natureza. Muitos medicamentos de uso comercial s&o derivados direta ou
indiretamente de vegetais, micro-organismos, organismos marinhos e invertebrados
terrestres. A maior fonte de substancias ativas usadas na terapéutica, incluindo o
cancer, sdo os vegetais e esse fato esta relacionado ao grande numero de
metabolitos produzidos nesse reino (BOLZANI, 2016; PAN et al., 2013; YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001). De 1940 até o final de 2014, Newman e
Cragg (2016) relataram 175 moléculas aprovadas para o tratamento de cancer,
sendo que 85 delas sédo produtos obtidos de fontes naturais ou derivados

diretamente destes. Daquelas 175, apenas 25% sao totalmente sintéticas.

2.3 ESTUDO DE COMPOSTOS CITOTOXICOS

2.3.1 Cultura de células

A pratica de cultivar células in vitro permite que sejam realizados ensaios
bioldgicos como testes de citotoxicidade e de biologia molecular. Essa ferramenta é
muito utilizada para evidenciar o efeito dos compostos sobre as células cultivadas e,
através dos resultados obtidos, ser possivel a descoberta de novos compostos
bioativos (FRESHNEY, 2016; HOUGHTON et al., 2007).

A vantagem do uso da cultura de células esté relacionada ao conceito dos

3R's estabelecidos por Russell e Burch (1956) nos principios da técnica
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experimental humana: 1) reducdo (Reduction), 2) refinamento (Refinement) e 3)
substituicdo (Replacement) cuja finalidade € diminuir os ensaios in vivo reduzindo o
uso de animais na fase de screening (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004:
GOLDBERG, 2010).

Essa ferramenta demonstra boa reprodutibilidade, facilidade na execucao e
baixo custo em relagéo a sua relevancia cientifica (HAMBURGER; HOSTETTMANN,
1991; SKEHAN et al., 1990). Outra vantagem é que condicfes fisiolégicas podem
ser mantidas como, por exemplo, o controle do pH, temperatura, niveis de CO: e
umidade. Isso permite o estudo do comportamento da célula em diferentes
condicdbes bem como a exposicdo das células a concentracdes definidas de
amostra-teste (FRESHNEY, 2016). Dessa forma, a cultura de células € um

importante modelo no desenvolvimento de farmacos anticancer.

2.3.2 Ensaios de avaliacdo da morte celular

No decorrer do estudo com moléculas bioativas, é importante a elucidar o
mecanismo de acdo do composto nas células. Quando evidenciado o efeito
citotoxico, deve-se avaliar se este efeito leva a morte celular e analisar as vias
envolvidas por meio de técnicas como analises morfoldgicas e bioquimicas. Essas
andlises contribuirdo para a elucidacdo completa do mecanismo de acao. Muitas
moléculas derivadas de produtos naturais tém bioatividade relatada, mas o
mecanismo de acdo que leva a essa atividade permanece desconhecido, sendo
esse um trabalho longo e desafiador (CHIDLEY et al., 2016; PAN et al., 2013).

A morte celular ocorre quando a célula perde irreversivelmente a integridade
da membrana plasmética (MP), ou quando suas organelas e moléculas sé&o
completamente fragmentadas, ou ainda quando seu metabolismo se encontra
diminuido. Sendo assim, os ensaios de morte celular sdo subdivididos em dois
grupos: os que avaliam a integridade fisica das células e os que avaliam o
metabolismo e sinalizac&o celular (GALLUZZI et al., 2015; KEEP et al., 2011).

A citometria de fluxo é amplamente utilizada na avaliacdo de morte celular
sendo possivel mensurar simultaneamente multiplas caracteristicas morfologicas e
bioquimicas da célula; entre essas, tamanho, granulosidade, potencial de
membrana, fragmentacdo e quantidade de DNA, quantidade de proteinas e

externalizacdo da fosfatidilserina. Nesse método s&o utilizados corantes ou
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anticorpos monoclonais de moléculas localizadas no exterior (MP) e interior das
células (ADAN, et al 2017; VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000).

A analise da integridade de membrana plasmatica nas células inviaveis pode
ser feita pelos corantes vitais ou de exclusdo. Entre esses, estdo 0os que medem a
cor, como o azul de tripan (STROBER, 2015), vermelho neutro (REPETTO; ZURITA,
2008) e eosina (WAHEED; GUPTA 2000) e os que emitem fluorescéncia, como por
exemplo o 7-aminoactinomicina D (7-AAD) (GOUGEON, 2002; LECOEUR; DE
OLIVEIRA-PINTO; ZEMBRUSKI et al, 2012). Os fluor6foros podem ser
quantificados por citometria de fluxo o que torna a avaliagdo mais robusta em
relacdo aos corantes colorimétricos analisados por microscopia 6ptica. Coloracfes
diferenciais para analisar o tipo de morte celular também séo utilizadas, mesclando
iodeto ou brometo de etideo com laranja de acridina ou Hoechst (CROWLEY;
MARFELL; WATERHOUSE, 2016; KASIBHATLA et al, 2006).

2.3.3 Expresséao génica por RT-gPCR

Uma das andlises bioquimicas que auxilia na elucidacdo do mecanismo de
acdo é a avaliacdo dos genes expressos por um organismo, apés tratamento com
um determinado composto. Alteracfes na expressdo génica sao determinadas por
vias de sinalizacdo complexas, compostas por genes e proteinas. Essas alteracdes
podem ser detectadas pela andlise da quantidade de genes transcritos em RNA
mensageiro (RNAm) que devem levar a sintese de produtos génicos funcionais, ou
seja, proteinas. A regulacdo da expressdo génica em eucariotos pode ser efetuada
nos niveis de transcricdo, pos-transcricdo, traducdo e poés-traducdo e, portanto,
avaliacbes em mais de um nivel podem ser efetuadas a fim de se obter uma
resposta concreta sobre alteracdes na expresséo génica (ALBERTS et al, 2017).

A andlise de expressdo génica a nivel transcricional é feita pela amplificacdo
do RNAm transcrito sob diferentes condicbes experimentais através da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR). Na PCR convencional o
produto deve ser analisado apds a reacéo por eletroforese; enquanto que na gPCR,
o produto amplificado é quantificado durante a reacédo, por meio da adicdo de um
corante ou sonda que emitem sinais fluorescentes capturados pelo equipamento,
obtendo-se resultados em tempo real (BUSTIN, 2000; HIGUCHI et al., 1992; HEID et
al., 1996; LOCKEY; OTTO; LONG, 1998).
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Sendo o RNAm uma molécula instavel, altamente labil, anteriormente a
reacdo de qPCR, deve ser realizada a sintese de DNA complementar (cDNA) pela
enzima transcriptase reversa (RT). Durante as etapas (Figura 2) de processamento
da amostra para uso da RT-gPCR, sdo necessarios alguns passos para a
otimizacdo das reacdes, entre as quais; tratamento do RNA extraido com DNase
para eliminar a contaminacédo por DNA gendmico (gDNA); evitar contaminag&do por
RNase, se possivel, utilizar solu¢des tratadas com pirocarbonato de dietila (DEPC);
verificacdo da integridade do RNA; uso de quantidade padronizada de RNA na
transcricdo reversa; analise da eficiéncia da reacdo e dos primers; e uso de
quantidade padronizada de cDNA na reagdo de gPCR (BUSTIN et al., 2009;
HUGGETT et al., 2005; GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1996).

Figura 2 — Etapas da RT-qPCR.
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A emissao de sinal fluorescente pode ser feita por corantes ligantes de DNA
como o SYBR® green ou por sistemas de sondas e primers especificos como a
TagMan®. O sistema SYBR® green se liga ao sulco menor da dupla fita de DNA e,
guando ele esta intercalado ao DNA, sua fluorescéncia é aumenta, conforme a
amplificacdo do DNA. Esse tipo de ensaio é considerado mais simples, de menor
custo, mas devido a sua baixa especificidade € necessario analisar a curva de
melting da reagcdo para se verificar a amplificacdo de produtos inespecificos. O
ensaio com TagMan® permite uma especificidade maior, por ser utilizada uma sonda
marcada em sua extremidade 5’ por um reporter fluorescente e por um quencher,
silenciador de fluorescéncia, na extremidade 3’. A sonda hibridiza de maneira
especifica a uma das fitas do cDNA alvo e durante a extensao da fita no sentido 5’-3’
pela Taq polimerase o reporter é clivado e separado de seu silenciador (quencher), e
a fluorescéncia € entdo emitida (GINZINGER, 2002; MORRISON; WEIS; WITTWER
1998).

A quantificacdo de cDNA por RT-gPCR pode ser absoluta ou relativa. A
guantificacdo absoluta mensura o numero de coépias de cDNA (ou seja, que
representam o RNAm transcrito). A base para determinar a quantidade absoluta é a
curva padrdo, que deve ser realizada com parametros especificos, de forma que se
possa detectar o maior e/ou menor numero de cépias possiveis. A quantificacdo
relativa avalia alteragdes entre dois grupos experimentais distintos, sendo um deles
a amostra controle; por exemplo, células tratadas versus células ndo tratadas ou
células neoplasicas versus células normais. A relacdo de maior (up) ou menor
(down) expressdo do RNAm transcrito é calculada a partir da expressdo basal
determinada pela amostra controle e pela normalizagcdo da técnica que é feita
utilizando-se um controle enddégeno. Para isso, genes enddgenos (housekeeping),
integrantes do metabolismo ou da estrutura celular sdo utilizados por apresentarem
menor variacdo em sua expressdo. A variacdo do nivel de expressao desses genes
deve ser avaliada, uma vez que essa expressao deve se manter praticamente
constante  independentemente das condigbes experimentais aplicadas
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; VANDESOMPELE et al., 2002).

A RT-gPCR se mostra uma técnica robusta na deteccédo e amplificacdo dos
cDNAs provenientes de transcritos de RNAm, por ser especifica e sensivel a
guantidades minimas de acidos nucleicos (BUSTIN et al. 2009; HEID et al., 1996;
LOCKEY; OTTO; LONG, 1998).
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2.4 MORTE CELULAR - APOPTOSE

A morte celular ocorre por estimulos variados podendo desencadear uma
morte celular programada (MCP) ou levar a uma morte instantanea e catastrofica,
também chamada de morte celular acidental (MCA). Alguns dos estimulos que
desencadeiam a MCP sao: radiacdo ultravioleta, drogas, privacdo de fatores de
crescimento, danos ao DNA, estresse oxidativo, excesso de célcio no citosol e
acumulo de proteinas malformadas e mal dobradas no reticulo endoplasmatico.
Estimulos extremos como alta pressédo, temperatura ou forca osmotica; variacdes
extremas de pH e tensdes de cisalhamento culminam em MCA (FUCHS; STELLER,
2015; GALLUZZI et al, 2015).

Uma das principais funcées da MCP é manter o equilibrio entre replicacédo e
morte celular, eliminando células que de alguma forma possam representar risco ao
organismo. S&o processos muito bem regulados, que ndo causam maleficios para
as demais células e tecidos, sendo eficientes na manutencdo da homeostasia
tecidual (FUCHS; STELLER, 2015).

Células neoplasicas adquirem capacidade de sobrevivéncia através de
mutacdes genéticas ou alteracbes epigenéticas, nas quais vias de sinalizacdo
relacionadas a MCP sédo afetadas. A capacidade de um composto em reativar ou
reparar o mecanismo molecular danificado em células com divisdo e sobrevivéncia
anormais fazendo com que elas se autodestruam, é essencial para o tratamento do
cancer. Frequentemente associa-se a acdo de agentes antineoplasicos a MCP,
principalmente a apoptose (DE BRUIN e MEDEMA, 2008; GUAMAN-ORTIZ;
ORELLANA; RATOVITSK 2017).

GALLUZZI et al (2018), em sua revisdo mais recente, apresentaram as
recomendacdes do Comité de Nomenclatura sobre Morte Celular de 2018
esclarecendo todos os tipos de MCP ja descritos. Aqui o enfoque sera dado ao tipo
de MCP denominado apoptose.

As caracteristicas observadas na morfologia de uma célula apoptotica
incluem  encolhimento  citoplasmético, condensagdo nuclear (pyknosis),
fragmentacao internucleossomal do DNA, ondulagbes (blebbing) na membrana
plasmatica, exposicdo de fosfatidilserinas e formacdo de corpos apoptéticos, que

sdo capturados por células vizinhas com atividade fagocitaria e posteriormente
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digeridos em lisossomos (GALLUZZI et al., 2018; WYLLIE, KERR; CURRIE, 1980;
TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008).

2.4.1 Familias de genes BCL-2 e IAP

Duas familias de genes/proteinas responsaveis pela regulacdo da apoptose
sao identificadas em células de mamiferos — a familia de proteinas do linfoma de
células B2 (BCL-2) e a familia de proteinas inibidoras de apoptose (IAP). Em
conjunto, esses genes e proteinas compdem vias de sinalizacdo que convergem na
efetivam a morte celular ou que impedem que a morte aconteca.

A familia BCL-2 é constituida por genes que codificam principalmente
proteinas integrantes da via intrinseca da apoptose. Nessa familia existem duas
categorias, classificadas em dois grupos, de acordo com seu dominio de homologia
(BH). Ao primeiro grupo pertencem proteinas de dominio BH-Unico, ao qual
pertencem proteinas pro-apoptéticas que estdo relacionadas ao inicio da via,
captando sinais de estresse intracelular. No segundo grupo encontram-se as
proteinas multi-BH, que apresentam trés ou quatro regides de homologia e podem
ser de carater anti ou pro-apoptético. As interacBes entre as proteinas dos dois
grupos determinam a ativacdo ou inibicdo da apoptose (ASHKENAZI; SALVESEN,
2014).

As proteinas pro-apoptéticas de dominio BH-Unico sdo BAD, HRK, BMF e
BIK (sensibilizadoras), bem como BIM, BID, PUMA e NOXA que tem fungéo de
ativar as proteinas de dominio multi-BH — BAX, BAK. A proteinas com carater anti-
apoptético sdo BCL-2, BCL-XL, MCL-1, BCL-W, BFL-1 que podem inibir o
funcionamento tanto de proteinas BH-Unico quanto proteinas multi-BH (ASHKENAZI;
SALVESEN, 2014; LETAI, 2017; HARDWICK; YOULE, 2009).

Proteinas sentibilizadoras e ativadoras captam sinais de danos a célula
como, por exemplo, a violagdo de pontos de checagem do ciclo celular; danos ao
DNA e ativagdo de oncogenes. ApoOs captar esses estimulos letais, as proteinas BIM
e BID ativam as proteinas efetoras pro-apoptoticas BAX e BAK, ao mesmo tempo
que proteinas anti-apoptéticas como BCL-2 e BCL-XL sdo impedidas de funcionar.
Esse circuito de eventos, em conjunto, leva a permeabilizagdo da membrana

mitocondrial (MOMP) pela formacg&o de poros, permitindo a liberagdo de substéancias
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que dardo continuidade a cascata de sinalizacdo culminando na morte celular
(Figura 3) (LETAI, 2017).

Figura 3 — Circuito basico de regulacéo da apoptose pela familia BCL-2.
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Fonte: LETAI, p. 297, 2017 (modificado).

Genes codificantes de proteinas inibidoras de apoptose (IAP) integram a
segunda familia de genes relacionada a esse tipo de morte. Em humanos, 0s
principais genes pertencentes a familia IAP sdo XIAP, c-IAP1 e 2 e survivina (BIRC-
5). As proteinas codificadas por esses genes possuem em sua estrutura regides de
repeticdes IAP baculovirus (BIR) e um dominio de recrutamento de caspases. Essas
proteinas atuam recrutando as caspase para inibi-las e impedir a apoptose
dependente da mitocondria. Proteinas liberadas durante a permeabilizacdo da
membrana mitocondrial denominadas SMAC/DIABLO (segunda proteina ativadora
de caspase derivada da mitocondria / proteina de ligacdo direta a IAP) regulam a
acado das IAP’s. Dessa forma, para que a apoptose ocorra, € necessario que as
SMAC/DIABLO se liguem as IAP’s e impegam seu funcionamento (ALTIERI, 2015;

DASGUPTA et al, 2017; SINGH, 2015; TAMM,1998).
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2.4.2 Caspases

As caspases sdo peptidases aspartato-especificas dependentes de cisteina
(cysteine-dependent aspartate-specific protease) e, portanto, agem clivando
proteinas especificas apos residuos de aspartato com uso de cisteina para catalisar
essa clivagem (POP; SALVESEN, 2009).

Entre outras funcdes, as caspases desempenham papel fundamental na
execucdo da apoptose. No ser humano, elas s&o divididas em dois grupos:
iniciadoras e executoras de morte. No primeiro grupo estao incluidas as caspases (-
2-8-9-10), que estdo localizadas no apice da via de sinalizacdo (a montante), e
funcionam ativando as caspases pertencentes ao segundo grupo — caspases (3-6-
7). Também chamadas de efetoras, elas se encontram no decorrer da via, ou seja, a
jusante (DASGUPTA, et al., 2017; ICHIM; TAIT, 2016).

As caspases sao sintetizadas em formas precursoras inativas, chamadas pro-
caspases; sua ativacao pode ser advinda de auto-catalizacdo ou de clivagem por
outras enzimas. As pro-caspases iniciadoras (-8 e -9) normalmente sdo monémeros
inativos e passam a ser ativas apés a dimerizacdo. Ao receber sinalizacbes
especificas, as pré-caspases sdo reunidas e a proximidade entre elas facilita a
formacdo dos dimeros e a autoclivagem necesséria para a estabilizacdo do dimero
tornando-se ativas. Ja as pro-caspases executoras (-3 -6 e -7) sdo compostas por
um domino amino-terminal e duas subunidades. Sua ativacdo depende da clivagem
dessas subunidades para formar uma estrutura dimerizada funcional. As caspases
executoras ndo fazem auto-catalizacdo e necessitam de clivagem pelas caspases
iniciadoras. Esse mecanismo serve como controle, ja que a ativacdo de uma Unica
caspase executora pode levar a ativagdo das demais pois elas executam clivagem
entre si (DASGUPTA et al., 2017; MCILWAIN; BERGER; MAK, 2013).

2.4.3 Vias apoptoticas

Duas principais vias de sinalizacdo bioquimica da apoptose sao relatadas
(Figura 4). A via extrinseca € iniciada por sinais externos enviados, por exemplo,
pelo fator de necrose tumoral (TNF) ou Fas que s&o ligantes especificos de
receptores de membrana plasmatica. Ao se ligar, o ligante desencadeia uma

mudanca de conformacdo em seu receptor, resultando no recrutamento de proteinas
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para a formacao do complexo de sinalizacdo indutor de morte (DISC) que sinaliza
para atrair a pro-caspase-8 (ASHKENAZI; SALVESEN, 2014). Apos a clivagem e
liberacdo da caspase-8 ativa ela podera ativar diretamente as caspases executoras
(-3 e -7) ou ativar indiretamente por meio da via intrinseca. Nesse caso, a proteina
BID é clivada para a liberagéo de tBID, proteina iniciadora que por sua vez, ira ativar
BAX.

A ativacdo da via intrinseca na maioria das vezes nédo depende de ligantes
externos. Os danos internos, ao prejudicarem a homeostasia celular, sdo captados e
convergem para desencadear a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e a
criacdo de poros por BAX e BAK. Entre outras moléculas, o citocromo-c é liberado
para o citoplasma e, juntamente com fator de ativacdo da protease apoptotica 1
(APAF-1), formam o apoptossomo. Esse complexo funciona recrutando caspase-9
para sua ativacdo e, a seguir, ocorre a ativagdo das caspases executoras 3 e 7.
Moléculas denominadas SMAC/DIABLO também séo liberadas dos poros
mitocondriais e agem impedindo o funcionamento das IAP’s para que a apoptose

aconteca.

Figura 4 — Vias de sinalizacdo extrinseca e intrinseca da apoptose.
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Fonte: ICHIM; TAIT, p. 540, 2016 (modificado).
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Essas reacBes bioquimicas levam a fragmentacdo das organelas e
moléculas celulares, visto que essas caspases executoras funcionam como
peptidases e clivam alvos especificos para que outras peptidases sejam liberadas.
Um exemplo é a clivagem de poli ADP-ribose (PARP) que é responsavel por manter
as enzimas DNases inativas. Apos clivado, PARP perde a funcéo de inativar as
DNAses que, na forma ativa, passam a clivar o DNA nuclear para fragmenta-lo
(DASGUPTA et al., 2017; ICHIM; TAIT, 2017).

Uma outra forma da regulacdo da via intrinseca apoptética é o gene
supressor de tumor p53. Esse gene exerce um efeito pré-apoptético apos detectar
danos ao DNA. Nesse caso, o ciclo é parado na fase G1 através de sinalizacdes
entre ciclinas e CDKs bem como as proteinas P21 e Prb que leva a liberacdo de
P53, fator de transcricdo de PUMA, NOXA e BAX dentre outros genes (NAKANO;
VOUSDEN, 2001; ODA et al., 2000; VILLUNGER et al., 2003).

Existem outras formas de inicio e/ou execucdo da apoptose. A via intrinseca,
dependente de sinais de estresse interno, pode ocorrer de maneira dependente ou
independente de caspases. Quando independente, a execucdo da apoptose é
realizada, por AIF (fator indutor de apoptose), endonuclease-G e proteina
dependente de alta teperatura A2 (HTRA-2). Ja a ativacdo da via extrinseca
geralmente ocorre por receptores especificos de morte, mas pode ser iniciada por

ligantes especificos em outros receptores (GALLUZZI et al, 2012).

2.5 BIODIVERSIDADE VEGETAL DE MATO GROSSO DO SUL

Ocupando quase metade da América do Sul, o Brasil possui sete zonas
biogeograficas terrestres (biomas) que o torna o pais com a maior biodiversidade do
mundo. S&o elas: Cerrado, Mata Atlantica, Amazonia, Caatinga, Pampa, Pantanal e
Zona Costeira e Marinha, sendo que os dois primeiros pertencem unicamente ao
territorio brasileiro (MMA, 2017).

Aproximadamente 46 mil espécies vegetais ja foram identificadas no pais.
Essas espécies apresentam carater diversificado, devido as caracteristicas
geoldgicas e climaticas intrinsecas de seu bioma de origem. A diversidade de
espécies, bem como as particularidades de cada bioma possibilitam estudos
relacionados aos numerosos metabdlitos gerados no reino vegetal (FLORA DO
BRASIL, 2018; PIMENTEL et al., 2015).
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O Estado de Mato Grosso do Sul (MS) apresenta uma enorme
biodiversidade, por abrigar trés biomas distintos — a Mata Atlantica, o Pantanal e o
Cerrado — que abrangem, respectivamente, 14%, 25% e 60% do territério estadual
(IBGE, 2004). Ao contabilizar e caracterizar as colecdes botanicas pertencentes ao
estado, Alves et al. (2016) indicaram 4213 espécies de plantas distribuidas em 1299
géneros e 246 familias.

O cerrado é a mais rica savana tropical do mundo e o segundo maior bioma
do pais e detém mais de 11.600 de plantas nativas ja catalogadas distribuidas em
aproximadamente 90 familias de angiospermas e gimnospermas (DA SILVA;
BATES, 2002; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017; RIBEIRO; WALTER,
2008). Em Mato Grosso do Sul, um levantamento feito por Bueno et al. (2018)
demonstrou a consideravel rigueza da flora arb6rea do Cerrado do estado.
Enfatizaram ainda que, apesar dos baixos indices de coleta, 546 espécies arbdreas
de 255 géneros e 84 familias botanicas foram registrados.

Garcez et al. (2016) relatam o estudo quimico e a avaliacdo de atividade
biolégica em extratos de aproximadamente 120 espécies de dez familias do estado
de Mato Grosso do Sul. No estudo especifico de bioativos contra o cancer in vitro, a
cultura de células vem sendo utilizada em estudos multidisciplinares das areas de
Quimica, Farmécia e Biologia (BOGO et al., 2010; BRANDAO et al., 2013;
CANDIDO-BACANI et al., 2015; GARCEZ et al., 2005; MACIEL; PINTO; VEIGA,
2002; MATOS et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2016; MICHELETTI et al., 2011;
SIMIONATTO et al., 2011; TOFOLI et al., 2016; FILIPPIN et al., 2018; LIMA e SILVA
et al.,, 2018). Dentre as familias de plantas estudadas encontra-se a familia

Lauraceae.

2.5.1 Familia Lauraceae

Laurdceas sdo encontradas em regibes tropicais e subtropicais,
principalmente nas Américas e na Asia. Essas plantas sdo lenhosas, em sua grande
maioria, e as arvores podem chegar a 50 metros de altura. Possuem folhas simples
e flores actinomorfas com pétalas pequenas de varias cores. Nessa familia
encontram-se 52 géneros com 2.750 espécies, sendo que no Brasil sdo relatados
aproximadamente 22 géneros com 390 espécies que habitam florestas pluviais,
restingas e o Cerrado (ALVES; SARTORI, 2009; EDRALLI, 1987; MORAES, 2005;
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VAN DER WERFF; RICHTER, 1996). Varias espécies apresentam atividades
biologicas como analgésica, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antioxidante e
citotoxica (ADEYEMI; OKPO; OGUNTI, 2002; YAMAGUCHI et al., 2011; RAMOS et
al., 2012; LOIZZO et al., 2007; SIMIC, 2004). Em sua ampla gama de espécies,

encontram-se Mezilaurus crassiramea (Figura 5-A) e Aniba heringueri (Figura 5-B).

Figura 5 — Plantas da familia Lauraceae. A) Folhas e frutos de Mezilaurus crassiramea. B) Frutos e
folhas de Aniba heringueri.

A)

Fonte: TOFOLI, 2018; Neotropical Plants Image Database, Disponivel em:
https://www.kew.org/science/tropamerica/imagedatabase/largel/cat_single1-212.htm

Os extratos e fases de particdo dessas espécies foram avaliados quanto a
sua atividade anticancer in vitro e seletividade em linhagens de células neoplasicas
humanas: carcinoma de mama (MCF-7), carcinoma de préstata (PC-3), carcinoma
de rim (786-0), carcinoma de célon (HT-29), melanoma humano (UACC-62) e ovario
com fenotipo de resisténcia (NCI/ADR-RES) (MARTINS, 2014).

M. crassiramea apresentam folhas s&o ovaladas, apice arredondado, base
atenuada, possuem pelos concentrados nas nervuras. E observado nessa e nas
demais espécies do género Mezilaurus o agrupamento das folhas na extremidade,
os ramos e flores em cachos (GOMES-BEZERRA; SOARES-SILVA; GOMES, 2011).
Nessa espécie sdo encontrados metabdlitos secundarios policetidicos, os

butanolideos, caracterizados por conterem uma lactona ciclica derivada do acido 4-
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hidroxibutanoico. Tais compostos também estdo presentes em outras espécies da
familia Lauraceae com atividades antiproliferativa e indutora de apoptose ja
descritas (CHEN et al., 2007; CHEN et al., 2008; SHEN et al., 2011).

Uma desses butanolideos é o majoranolideo. Esse composto ja foi isolado
da raiz (CHANG et al.,, 2008) e do caule de laurdceas e apresentou atividade
citotéxica em células de carcinoma de pulm&o, mama e colén (MA et al., 1990). Sua
estrutura foi inicialmente descrita como &-lactona (delta-lactona) e apds correcdes
estruturais foram descritas como y-lactonas (gama-lactonas) (FRAGA; TERRERO,
1996). Majoranolideo foi avaliado por Heemann (2018), através de teste de
citotoxicidade utilizando o corante Sulforrodamina-B (SRB) em células aderentes e o
corante 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil brometo de tetrazélio (MTT) em células
nao aderentes. O composto foi testado nas linhagens neoplasicas humanas MCF-7,
HT-29, PC-03, 786-0, carcinoma de mama triplo-negativo (MDA-MB-231), leucemia
promielocitica aguda (HL-60) e em uma linhagem de fibroblasto murino né&o-
neoplasica (NIH-3T3). Na linhagem HL-60 apresentou 50% de inibicdo do
crescimento (Glso de 0,41 pM) e néo foi citotdxico para células NIH-3T3.

A. heringeri € uma das 41 espécies do género Aniba, sendo popularmente
conhecida como canela de remédio ou pau-louro e encontrada no Cerrado e na
Caatinga (MORAES, 2005; MORS et al., 1962). O uso popular, atividades
antimicrobiana e antiparasitaria de espécies do género Aniba ja foram descritas
(MARQUES, 2001).-E relatado para esse género uma subdivisdo fitoquimica com
base no grupo de metabdlitos secundéarios produzidos entre as espécies. Essa
subdivisdo esta relacionada a ecogeografia, de forma que as espécies com carater
primitivo apresentam a sintese de neolignanas e estdo localizadas
predominantemente no centro da Amazonia. O outro grupo, incluindo A. heringueri,
ao alcancar a periferia da Amaz6nia, passou a produzir pironas em substituicdo as
neolignanas. Além de neolignanas e aril ou estiril-pironas, sdo encontrados outros
constituintes quimicos como alcaloides, terpenoides, benzofenonas e flavonoides
(GOTTLIEB; KUBITZKI, 1981a; 1981b).

Pereira (2017), avaliou trés estiril-pironas isoladas de A. heringeri —
desidrogoniotalamina e dois dimeros de desidrogoniotalamina — frente as linhagens
MCF-7, MDA-MB-231, HT-29, PC-03, 786-0, NCI/ADR-RES e a linhagem NIH-3T3,
sendo que um dos dimeros de desidrogoniotalamina apresentou Glso de 4,4 uM na

linhagem MDA-MB-231 e néo foi citotoxico para as células ndo-neoplasicas.



37

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos dos compostos citotoxicos majoranolideo e dimero de
desidrogoniotalamina, isolados de duas espécies da familia Lauraceae na inducéo

de apoptose e na expressdo de genes em células neoplasicas in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o efeito do composto majoranolideo, isolado da espécie Mezilaurus
crassiramea, no comprometimento da integridade da membrana plasmatica em

linhagem de leucemia promielocitica aguda (HL-60);

- Investigar o efeito do composto dimero de desidrogoniotalamina, isolado da
espécie Aniba heringeri, na ativacdo de caspase-3 em linhagem de carcinoma de
mama triplo-negativo (MDA-MB-231);

- Avaliar a expressdo dos genes BAX, BCL-2, BIRC-5 e caspase-8 em HL-60, apos

tratamento com o composto majoranolideo;

- Avaliar a expressao dos genes BAX, BCL-2, BIRC-5 e caspase-8 em MDA-MB-
231, apoés tratamento com o composto dimero de desidrogoniotalamina.
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4 CONCLUSAO

Nesse estudo foi possivel verificar os efeitos de compostos citotoxicos na

inducao de apoptose e na expressao de genes em células neoplésicas in vitro.

Esses efeitos sao:

- O majoranolideo, em baixas concentracdes, ndo comprometeu a
integridade da membrana plasmética de células HL-60 em nenhum dos tempos;
somente apods 48 horas de tratamento, ha maior concentracdo, o composto foi capaz
de causar perda da integridade da membrana plasmatica.

- O dimero de desidrogoniotalamina apés 48 h de tratamento ativou
caspase-3 em células MDA-MB-231.

- O majoranolideo, em 48 h de tratamento, causou up-regulacdo de genes
pro-apoptoticos BAX e caspase-8; down-regulacdo de BIRC-5, relacionado a
resisténcia a morte por apoptose; e nenhum efeito significativo sobre o gene anti-
apoptoético BCL-2. Nao houve alteragdo nos genes no tratamento em 12 e 24 h.

- O dimero de desidrogoniotalamina foi capaz de causar up-regulacdo do
gene pré-apoptético BAX, mas ndo causou altera¢cdes significativas nos genes BCL-
2, caspase-8, BIRC-5.

- A atividade citotéxica em células neoplasicas, aliada aos dados de
expressdo génica sugerem um processo apoptético, um mecanismo de morte
desejavel para agentes quimioterapicos, tornando esses compostos possiveis

candidatos para o tratamento do cancer.
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APENDICES

APENDICE A — Integridade do RNA total extraido.

Integridade das bandas 28S e 18S de RNA ribosomal apés eletroforese em gel de
agarose 1%. Células HL-60 tratadas com majoranolideo em A) 12h; B) 24h; C) 48h;
e C) Ceélulas MDA-MB-231 tratadas com dimero de desidrogoniotalamina.

Fonte: autoria propria; CN1, CN2, CN3 amostras nédo tratadas; T1, T2, T3: amostras tratadas. pb: pares de base;



65

APENDICE B — Eficiéncia da amplificacdo do gene B-actina, GAPDH, BAX, BCL-2,
BIRC-5 e caspase-8.

As curvas e os valores foram gerados no software CFX ManagerﬂvI v.3.1, para
validacdo das reacBes de gPCR. a) Gréafico de regressao linear; b) Curva de

amplificacédo da

diluicdo seriada; c) Curva de melting.
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