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RESUMO

O céncer € uma das principais causas de morte e apresenta importantes indices de
morbidade em todo o mundo. Gliomas s&o os tumores primarios malignos mais comuns e
letais em adultos, e embora sejam estudados ja ha muito tempo, os avancos tecnoldgicos nao
se traduziram em ganhos terapéuticos reais, de forma que a sobrevida dos pacientes com esse
diagndstico continua muito baixa. Dessa forma, a pesquisa de novas formas de terapia e
farmacos se apresenta como uma necessidade para a implementacdo de um tratamento
realmente eficaz. As glutation S-transferases (GST) sdo enzimas multifuncionais que atuam
na detoxificacdo celular por catalisarem a conjugacdo de compostos exdgenos com 0
tripeptideo glutation (GSH). Como esta reagdo também pode ocorrer com moléculas de agente
terapéuticos, a expressao destas enzimas, principalmente a isoforma 7, estd relacionada com
aquisicdo de resisténcia a quimioterapia no cancer, tornando-a um alvo na busca por novos
farmacos. No presente trabalho, o 8-metoxipsoraleno (8-MOP), um derivado do psoraleno de
uso clinico rotineiro no tratamento de doencas da pele, é apresentado como possivel
promissor agente antineoplasico por demonstrar atividade inibitéria da GST-n e
antiproliferativa em um modelo in vitro de glioma. O estudo adotou uma abordagem que
associa técnicas quimicas, bioquimicas e celulares. Analises de cinética enzimatica foram
feitas utilizando-se o0 GSH e o cloro 2,4-dinitrobenzeno (CDNB) como substratos e o
conteddo de GSH intracelular foi visualizado por coloragdo com monoclorobimano (MCB).
As técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espetrofotometria auxiliaram no
estabelecimento dos detalhes do mecanismo de acdo. Para a avaliagdo da atividade
antitumoral, células de glioma murino (C6) e humano (GL-15) foram usadas, além de
astrocitos de rato como controle de células normais. A acdo do 8-MOP na viabilidade,
proliferacdo, migracdo, expressdo de proteinas, morfologia e tipo de morte celular foi avaliada
através de variadas técnicas. O composto inibiu competitivamente (aumentou Km sem alterar
Vmax) a atividade enzimatica, ligando-se ao sitio H da enzima. O 8-MOP agiu como
quimiossensibilizante, potencializando o efeito de farmacos como etoposideo e temozolomida
em células tumorais. Além disso, reduziu a proliferacdo celular de forma tempo- e
concentracdo-dependente, e induziu alteracdes morfolégicas e apoptose quando em altas
concentracBes. Ndo foi observada morte celular por necrose. As células normais ndo foram
afetadas nas mesmas proporcGes das tumorais. Adicionalmente, derivados cumarinicos
estruturalmente relacionados ao 8-MOP apresentaram atividade similar, ou mesmo superior, a
deste. Assim, o 8-MOP apresenta-se como um prototipo para novo agente para o tratamento,
ndo apenas de glioma, mas do cancer de uma forma geral, podendo ainda ser Gtil no
tratamento de outras doencas com falhas terapéuticas ligadas a GST.



ABSTRACT

Cancer is an important cause of mortality around the world. Gliomas are the most
common and lethal primary malignant brain tumors, and have been studied for a long time.
Nevertheless, the impact of technological advances on clinical outcome has not been
satisfactory, and the available drugs are not able to provide significant increase on the survival
of patients. Then, researches to find new therapeutic approaches, treatments and drugs are
necessary. The Glutathione S-transferases (GSTs) are multifunctional enzymes which play a
key role in cellular detoxification. Due to its ability to promote conjugation between drugs
and the tripeptide glutathione (GSH), its expression is related to drug resistance, specially the
isoform n (GSTP1-1), that plays a crucial role in cancer chemoprevention and
chemoresistance and is a key target for anticancer drug development. In this work we
presented, for the first time, the 8-methoxypsoralen (8-MOP), a psoralen derivative clinically
used in skin diseases treatment, as a novel promising antitumor drug for acting as GST-n
inhibitor and anti-proliferative agent. The approach was the association of chemical,
biochemical and cellular techniques. Enzymatic kinetic analysis were performed in vitro using
GSH and chloro-dinitrobenzene (CDNB) as substrates and cellular content of GSH was
visualized by monochlorobimane (MCB) staining. Chromatographic and spectrophotometric
techniques were used for elucidation of detailed mechanism of action. In order to investigate
antitumor activity, rat glioma C6 cells and human glioblastoma GL-15 cells were used in
tests, as well as rat astrocytes for comparison. The action of 8-MOP on cell viability,
proliferation, migration, morphology, specific protein expression, and type of cell death was
evaluated by several techniques. The drug inhibited dose-dependently and competitively
(increased Km but did not change Vmax) the enzyme activity, binding to the H-site of GST-x.
8-MOP acted as chemosensitizer, increasing the effect of the drugs etoposide and
temozolomide on tumor cells. Also, this drug reduced tumor cell proliferation in vitro time-
and dose-dependently, and induced apoptosis and changes on cell morphology when used at
high concentrations. No necrosis was observed. The normal astrocytes were not affected to
the extent that tumor cells were. Additionally, coumarin derivatives structurally related to 8-
MOP presented similar, or stronger, effects. Therefore, the 8-MOP is a prototype for new
chemosensitizer and anti-cancer drug design, and could also be useful for treatment of other
diseases with failure of therapy related to GST.
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INTRODUCAO

Cancer ¢ um termo utilizado para designar neoplasias classificadas como malignas;
assim, por definicdo, todo cancer apresenta caracteristicas de malignidade como capacidade
de invasdo e metastase (com raras excec¢des), e achados histopatoldgicos como anaplasia e
auséncia de limites definidos com tecido normal (ROBBINS et al., 2000). Embora seja dificil
precisar o significado de neoplasia, uma definicdo classica sugerida ha mais de meio século
continua abordando suas principais caracteristicas ao descrevé-la como “massa anormal de
tecido, cujo crescimento ultrapassa e ndo é coordenado com o dos tecidos normais e persiste
na mesma maneira excessiva depois da interrupcdo dos estimulos que deram origem a
mudanga” (WILLIS, 1952).

O cancer apresenta elevadas taxas de morbi-mortalidade em todo o mundo, e apesar
de ser uma doenga muito antiga (DAVID & ZIMMERMAN, 2010), vem sendo tratada como
uma epidemia no mundo desenvolvido (CAVALLI, 2009). No Brasil, as estimativas mais
atuais para incidéncia de cancer prevéem aproximadamente meio milhdo de novos casos
somente no ano de 2011 (INCA, 2011)

Segundo os dados mais recentes disponiveis, neoplasias constituem a segunda
principal causa de 6bito no Brasil, se desconsideradas mortes violentas ou por acidentes,
perdendo apenas para doencas cardiovasculares (DATASUS, 2011), seguindo assim, a
tendéncia mundial (DAVID & ZIMMERMAN, 2010). Dentre os tipos de cancer que mais
matam, estdo os tumores no encéfalo (figura 1). Fica, portanto, evidente, a relevancia que tem
o0 cancer, particularmente os tumores do sistema nervoso central (SNC), como problema de
salde publica, principalmente se for levado em consideracdo a possibilidade dos dados

expostos estarem sob efeito do fendmeno de sub-notificacéo.



15

A B

Traquéia, Bronquios
e Pulmdes Mama

Outras x
p Préstata

Localizagdes

Traquéia, Bronquios
Outras e Pulmdes
LocalizagBes Clon e Reto

Vesicula Biliar Estomago

Colo do ttero

Esofago

L i )
s ' Estomago
Clon e Reto linfatico .

Neoplasia Maligna
Pancreas Figado e vias biliares sem Especificacdo de
intrahepaticas Localizagdo

Cavidade Oral Figado e vias

Encéfalo Neoplasia Maligna . biIiargs-
sem Especificagdo intrahepaticas
de Localizagdo

Figura 1. Distribuicdo proporcional do total de mortes por cancer segundo localizag¢do primaria do tumor
em homens (A) e mulheres (B) no Brasil para o periodo entre 2004 e 2008. Tumores no encéfalo foram
responsaveis por 3,8% e 4,8% do total de mortes por cancer entre homens e mulheres, respectivamente. Estes
valores foram de 4,1% e 4,2% considerando-se apenas a regido Nordeste, e 4,4% e 4,3% para 0 estado da Bahia
no mesmo periodo. FONTE: Instituto Nacional do Cancer — INCA.

Dentre os tumores que acometem o encefalo, destacam-se os gliomas como mais
frequentes e agressivos, ainda com prognostico muito desfavoravel, mesmo quando admitidos
todos os recursos terapéuticos disponiveis (NI'YAZI et al., 2011). Tumores sélidos, como o0s
gliomas, dificultam o acesso a maioria dos agentes quimioterapicos, o que impede inUmeros
compostos de atingirem e matarem todas as células tumorais em doses consideradas
terapéuticas. 1sso tem motivado a busca por novos farmacos e tratamentos para esse tipo de
cancer (DASSEUS & ONICIU; KING; PARK et al.; THORPE & RAN, 2007). Além disso, 0
fendmeno de resisténcia a drogas, apresentado por muitos tipos de cancer (BREDEL &
ZENTNER, 2002; FODALE et al., 2011), leva a busca de novos alvos terapéuticos e
compostos que possam agir aumentando a sensibilidade das células tumorais aos farmacos ja
utilizados (GOEL & AGGARWAL, 2010; CAMPOS-ARROYO et al., 2011). A
guimioterapia convencional apresenta efeitos colaterais substanciais (nduseas, vomitos, perda
de cabelo e deficiéncia hematopoiética, resultando em maior risco de infec¢do), e 0s agentes
terapéuticos auxiliares na terapia anti-neoplasica, como fator de crescimento hematopoiético
(Neupogen ®) e antagonistas de receptores de serotonina (Zofran ®) tém o objetivo 6bvio de
amenizar os efeitos colaterais, ndo agindo contra as células neoplasicas em si (KAUVAR et
al., 1998). Fica clara, portanto, a relevancia da pesquisa por novas moléculas candidatas a

farmacos para o tratamento de neoplasias.
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2.1 Gliomas e glioblastoma

Embora o termo “glioma” seja reservado a um tipo especifico de tumor de origem
neuroepitelial segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (LOUIS et
al., 2007), o uso pela comunidade cientifica o consagrou como nome dado a qualquer tumor
astrocitario, oligodendroglial, oligoastrocitario, ependimal, ou do plexo cordide (sub-
classificagdes dos tumores neuroepiteliais) (OSBORN et al., 2011), uma vez que se originam
de células da glia ou seus precursores. O estadiamento sugerido pela OMS considera a
celularidade, atipia nuclear, necrose, figuras mitdticas e proliferacdo microvascular. Este
esquema de classificacdo divide os tumores astrocitarios, mais comuns dentre 0s
neuroepiteliais, em 4 graus de crescente gravidade: grau I (astrocitoma pilocitico); grau Il
(glioma astrocitario); grau Il (astrocitoma anaplastico); grau IV (glioblastoma multiforme, ou
simplesmente glioblastoma), sendo este (ltimo composto de astrocitos neoplasicos
pobremente diferenciados com areas de proliferacdo vascular e/ou necrose (figura 2)
(PHILLIPS et al., 2007).

Figura 2. Aspecto do glioblastoma (glioma grau 1V). A - visdo do tumor por tomografia computadorizada
evidenciando possiveis areas de necrose central; B - visdo macroscopica em peca retirada de paciente ap6s 6bito
por glioblastoma mostrando o efeito da massa tumoral comprimindo estruturas cerebrais; C - perfil
histopatoldgico demonstrando o alto grau de anaplasia do tumor.

FONTE: A) http://www.gfmer.ch/selected_images_v2/detail_list.php?0offset=30&cat1=3&cat3=96&stype=d
acessado em 21/09/2011 as15:05 horas; B) http://brainchemist.wordpress.com/210/11/07/studies-on-long-term-
survival-with-the-glioblastoma-multiforme-gbm/ acessado em 19/09/2011 as 11:22 horas; C) arquivo proprio.
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Gliomas difusos representam a forma mais comum de tumor cerebral primério, sendo
0 glioblastoma (GB) o tumor cerebral mais frequente em adultos (BRENNAN, 2011), com
mediana de sobrevida apds diagndstico entre nove e doze meses (ALPUENTE et al., 2011).
Sobrevida de cinco anos so é alcancada numa taxa de 2% a 5% dos diagnosticados com GB
(FRUEHAUF et al., 2006), e apenas cerca de 35% alcancam 2 anos de sobrevida (PORTER et
al., 2010). A terapia atualmente empregada em pacientes com glioma inclui ressecgéo
cirlrgica, radioterapia e quimioterapia com agentes alquilantes, principalmente as nitrosuréias
carmustina (BCNU) e lomustina (CCNU), além da temozolomida (TMZ), atualmente
apontada como primeira opcdo terapéutica (MRUGALA & CHAMBERLAIN, 2008). No
entanto, o impacto dos avancos tecnologicos, a exemplo da introducdo da TMZ na
terapéutica, ndo foi satisfatério para o prognostico dos pacientes com esse tipo de cancer
(NI'YAZI et al., 2011); nos altimos trinta anos, nenhum aumento significante na sobrevida
desses pacientes foi relatado (NAKADA et al., 2007), motivando a busca por novos alvos
moleculares (YAMANAKA & SAYA, 2009). Esses dados apontam a necessidade de mais
pesquisas na area, que levem ao desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos ou
abordagens terapéuticas mais efetivas.

Supressdo da resposta imunoldgica antitumoral, neovascularizagdo, resisténcia a
estimulos apoptéticos, proliferacdo celular excessiva e capacidade de invasdo de tecidos séo
algumas das caracteristicas abordadas nas pesquisas no tema por contribuirem para o fenotipo
maligno dos gliomas (DE OLIVEIRA et al., 2009). Além de novos farmacos (COSTA et al.,
2001; ARRIETA et al., 2002; PATOLE et al., 2005; BRUYERE et al., 2011), também s&o
estudados métodos alternativos de administracao, transporte e distribuicdo de drogas dentro
do cérebro (DE BOER & GAILLARD, 2007). Mas um grande desafio a ser vencido nesse
campo é o fendmeno de resisténcia apresentado por muitos tumores, principalmente apos a
descoberta das células tipo tronco-tumorais que, frequentemente, sdo menos suscetiveis aos
quimioterapicos (FU et al., 2009). TMZ a 0,5 mM, por exemplo, ndo foi capaz de reduzir a
viabilidade de células tipo tronco de glioblastoma mesmo ap6s 4 dias de tratamento in vitro
(BEIER et al., 2008).

A ocorréncia de resisténcia aos quimioterapicos tem se mostrado um dos problemas
mais frustrantes no campo da oncologia (BREDEL & ZENTNER, 2002). Esta resisténcia
pode estar ligada a diversos fatores (FODALE et al., 2011), dentre 0s quais um gque merece
atencdo especial por apresentar promissores alvos terapéuticos é a expressao de enzimas de
detoxificacdo, a exemplo da Glutation S-transferase (GST; EC 2.5.1.18), pelas células

tumorais (DE MELO, 1991), associadas, principalmente, a resisténcia a agentes alquilantes
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(SCHULTZ et al., 1997). Assim, é grande também a expectativa pelo desenvolvimento de
novos farmacos capazes de driblar este fendmeno, ou seja, moléculas com acgdo

quimiossensibilizante.

2.2 AsGSTsea GST-n

Glutation S-transferases s@o enzimas multifuncionais envolvidas, principalmente,
com metabolismo de fase Il e sistemas antioxidantes celulares, sendo, portanto, responsaveis
por detoxificacdo e protecdo de macromoléculas da acdo de compostos eletrofilicos diversos,
incluindo carcinégenos ambientais, e espécies reativas de oxigénio (ERO) (BAEZ et al., 1997,
DI PIETRO et al., 2010). O papel antioxidante vem da capacidade que tem a enzima de
promover conjugacéo entre radicais livres (especies quimicas com elétron desemparelhado no
orbital de um de seus atomos, o que as tornam muito reativas) e o tripeptideo glutation
reduzido (GSH); ja a acdo detoxificante acorre quando a conjugacéo se da entre uma molécula
exogena relativamente hidrofobica e o GSH, a fim de aumentar a hidrossolubilidade e facilitar
a eliminacdo (OAKLEY, 2011). Essas reacdes de conjugacdo consomem GSH sem recicla-lo,
0 contrario do que ocorre no sistema antioxidante constituido pelas enzimas glutation
peroxidase (EC 1.11.1.9) (que promove reducdo de peroxido de hidrogénio a agua as custas
da oxidacdo de GSH) e glutation redutase (EC 1.8.1.7) (que reduz novamente o GSSG, forma
oxidada do glutation, em uma reacdo dependente de NADPH) (NELSON & COX, 2010). O
GSH é também de fundamental importancia para a manutencdo das fun¢ées metabolicas e na
adaptacdo das células de glioma as condicdes adversas (OGUNRINU & SONTHEIMER,
2010).

As GSTs humanas apresentam polimorfismo, inclusive na populagéo brasileira (ALI-
OSMAN et al., 1997b; MAGNO et al., 2009), e estdo divididas em pelo menos sete classes (a,
u, 7, o, 6, ® e ) de acordo com a estrutura, gene que a codifica, reatividade imunoldgica e
sequéncia de aminoacidos (HAYES et al., 2005), que estdo distribuidas, em diferentes
proporcoes, em células de muitos tecidos do organismo, incluindo as do SNC (JOHNSON et
al., 1993; SAGARA & SUGITA, 2001). Atencdo especial tem sido dada a estas enzimas em
funcdo de uma associacdo direta entre a expressdo e polimorfismo destas e o fendmeno de
resisténcia a drogas, principalmente em casos de cancer (O'BRIEN et al., 2000; GOTO et al.,
2001; GOTO et al., 2002; LO & ALI-OSMAN, 2007; SAU et al., 2010). Existem evidencias,
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inclusive, de associacdo entre polimorfismo de GST e predisposicdo a alguns tipos de tumores
(DI PIETRO et al., 2010).

Apesar de todas as classes de GST estarem, potencialmente, envolvidas no fendmeno
de resisténcia a drogas, a isoforma comumente super-expressa em canceres humanos é a GST-
n (figura 3), também denominada GSTP, produto de gene P1-1 (SAU et al., 2010). Assim
como as demais, esta isoforma admite no sitio H (regido do sitio ativo em que se ligam
moléculas hidrofobicas) uma diversidade de compostos, dentre eles moléculas de farmacos
(CLARK, 1989). A super-expressdo de GST-m esta associada com resisténcia a
quimioterapicos em diversos tipos de tumores, tais como osteossarcoma (PASELLO et al.,
2008), gliomas (FRUEHAUF et al., 2006; SINGH et al., 2010) e cancer de pulmdo (WANG
et al., 2001), alem de relacionar-se com progndéstico negativo em cancer gastrico (WANG et
al., 2007), carcinoma primario de ovario (LU et al., 2011) e também gliomas (ALI-OSMAN
et al., 1997a; KAUVAR et al., 1998; OKCU et al., 2004). Na verdade, a expressao dessa
isoforma da enzima em gliomas, e especificamente em glioblastomas, ja foi extensivamente
demonstrada (ALI-OSMAN et al., 1997a; LO & ALI-OSMAN, 1998; OKCU et al.; LO et al.,
2004; CALATOZZOLO et al., 2005)

NBDHEX

Figura 3. Estrutura tridimensional (PDB ID 31E3) mostrando as duas subunidades formadoras da GST-n
com os respectivos sitios ativos preenchidos com ligantes. No detalhe, o sitio ativo de uma das subunidades
com uma molécula de GSH ocupando o sitio G, e o inibidor 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-iltio) hexanol
(NBDHEX), o sitio H.

Inibicdo da atividade, ou da expressdo, da GST-m demonstrou aumentar a
sensibilidade de células tumorais a agentes quimioterapicos (SAU et al., 2010), colocando
esta isoforma da enzima na posicdo de alvo terapéutico importante na busca de novos agentes

com acdo quimiossensibilizante.
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2.3 GST-m como alvo terapéutico

A descoberta do relevante papel da GST-m no cancer despertou o interesse de
pesquisadores que, desde entdo, tentam desenvolver variadas abordagens baseadas nessa
enzima, como pro-farmacos ativados por ela (JOHANSSON et al., 2011) e mesmo
reguladores de sua expressao (ZHAO et al, 2011), para serem implementadas
terapeuticamente. Mas o fato do efeito protetor da GST estar diretamente relacionado com sua
atividade catalitica, juntamente com o histérico de sucesso de uma série de farmacos que
inibem atividade enziméatica (MAZHAR et al., 2006; PATEL et al., 2010; EDGAR et al.,
2011), apontam a busca de inibidores de GST-n como a estratégia mais plausivel para o
desenvolvimento de um novo farmaco.

Ja ha muito tempo se publicam estudos apontando o potencial dos inibidores de GST
como agentes quimiossensibilizantes (HALL et al., 1989; BLADEREN & OMMEN, 1991;
TEW, 1994; SCHULTZ et al., 1997; KAUVAR et al., 1998; TOWNSEND & TEW, 2003). O
primeiro inibidor usado com esta finalidade foi o &cido etacrinico (AE), que apresentava as
desvantagens de falta de seletividade e forte efeito diurético (DEVULDER et al., 1977).
Posteriormente, a sintese de andlogos de GST com auxilio de abordagens computacionais
levaram ao surgimento do y-glutamil-S-(benzil)cisteinil-R(-)-fenilglicinadietil éster (TER
199), agente gquimiossensibilizante com relativa seletividade para a GST-n e sem efeitos
diuréticos (LYTTLE et al., 1994), embora com parametros farmacocinéticos, como a baixa
meia-vida, desfavoraveis para o melhor aproveitamento terapéutico desse composto
(KAUVAR et al., 1998). O y-glutamil-(S-benzil)cisteinil-D-fenilglicina (TER 117) € outro
inibidor seletivo da isoforma © da GST (OAKLEY et al., 1997), mas esta demonstrada
também sua atividade na inibicdo da enzima glioxalase I (JOHANSSON et al., 2000). Ja o
fator de necrose tumoral-a (TNF-a), também se mostrou capaz de inibir GST, mas apresentou
seletividade pela isoforma o da enzima (BENBRAHIM-TALLAA et al., 2002). Esteres de
tocoferol, alguns flavonoides e derivados do 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (a exemplo do
NBDHEX) também sdo capazes de inibir GST-r (HAAFTEN et al., 2001; VAN ZANDEN et
al., 2003; VAN ZANDEN et al., 2004; RICCI et al., 2005; REYES & ZAKHARYAN, 2006),
embora carecam de testes clinicos que demonstrem utilidade terapéutica.

O potencial de tratamentos baseados na modulagdo de GST também ja estd bem
evidente para gliomas. Polimorfismo de GST-rx foi associado, por exemplo, a maior sobrevida
em pacientes com astrocitoma anaplasico, o que pode ser explicado pela menor atividade

associada a um gendtipo de GST-n que aumenta a eficacia da quimioterapia (KILBURN et
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al., 2010). O aumento na expressdo e atividade dessa enzima, promovido pelo kaempferol,
também explica a resisténcia a cisplatina que esse flavonoide pode provocar em células
tumorais (NAKATSUMA et al., 2010). A expressdo de GST-x ja foi associada a resisténcia
de gliomas a drogas (FRUEHAUF et al., 2006) e progndstico desfavoravel, principalmente
em casos de glioblastoma (OKCU et al., 2004; LO et al., 2004; CALATOZZOLO et al.,
2005).

Embora a enzima O°-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT, EC: 2.1.1.63)
seja o fator mais frequentemente associado a resisténcia em glioblastoma (MRUGALA et al.,
2008), algumas observacdes experimentais sugerem que a inibicdo da atividade de GST
aumenta a resposta de células desse tipo de tumor a agentes alquilantes de forma mais
eficiente que a inibicdo da MGMT (JUILLERAT-JEANNERET et al., 2008). Apesar de todas
as evidéncias, a literatura atual é escassa de trabalhos que testem inibidores de GST-n como
alternativa terapéutica para gliomas.

O fato é que, independentemente do tipo de cancer, as tentativas de uso de drogas
que tém como alvo a GST até entdo ndo resultaram em tratamentos efetivos (MAHAJAN &
ATKINS, 2005), o que faz deste um campo aberto e promissor para pesquisas que visem 0

desenvolvimento de novos farmacos.

2.4 Cumarinas, psoraleno e 8-metoxipsoraleno

Cumarinas constituem uma grande classe de substancias encontradas em fungos e
bactérias, mas principalmente em plantas, oriundas da fusdo do benzeno com o anel a-pirona.
A derivados cumarinicos séo atribuidas atividades anti-inflamatoria, hipoglicemiantes, anti-
alérgica, hepatoprotetora, antitrombdtica, antioxidante, antiviral e anticarcinogénica
(KOSTOVA, 2005; ARONSON, 2009). Atividade quimiopreventiva contra cancer tambem ja
foi sugerida para essa classe (IRANSHAHI et al., 2008). A 7-hidroxicumarina foi capaz de
inibir a liberacdo da ciclina D1, a qual é super-expressa em muitos tipos de cancer (LACY &
O’KENNEDY, 2004). Além disso, estd demonstrado que cumarinas anticoagulantes inibem
metéstase em diversos modelos animais (KOSTOVA, 2005). Devido a baixa toxicidade de
muitos desses derivados cumarinicos, além da estrutura quimica simples, ha crescente
interesse em explorar combinacdes de cumarinas antimitéticas e agentes quimioterapicos a
fim de aumentar a eficacia e reduzir a toxicidade (KOSTOVA, 2005).
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O psoraleno é constituido pelo nucleo cumarinico (benzopinona) com o anel furano,
e seus derivados (furanocumarinas) também sdo alvo de muitas pesquisas (MURAKAMI et
al., 2001, POLIGONE & HEALD, 2010; SCAFFIDI et al., 2011). Efeitos antiproliferativos
em diversas linhagens de células tumorais humanas foram atribuidos a furanocumarinas (KIM
et al., 2007), que podem interferir em diversos processos celulares, como crescimento e
diferenciacdo (LACY & O’KENNEDY, 2004). O 8-metoxipsoraleno (8-MOP), tambeém
conhecido como xantotoxina, € um desses derivados (figura 4 A) ja com aplicacdo clinica,
com uso topico e oral (TZANEVA et al., 2009), no tratamento de doencas de pele como
eczema e psoriase (ENGIN & OGUZ, 2005).

O 8-MOP é utilizado em um conjunto de esquemas terapéuticos conhecido como
terapia PUVA (psoraleno associado a radiagdo ultra-violeta A) (DARDALHON et al., 2007;
CAO et al., 2008). Essa terapia consiste na administracdo oral de derivados de psoraleno com
posterior ativacdo destes por meio de irradiacdo ultravioleta de comprimento de onda longo
(tipo A) diretamente na pele (figura 4 B). Tal procedimento garante maior atividade do
farmaco nas células da pele, embora ndo seja isento de efeitos adversos. A terapia PUVA,
apesar de usada ha mais de trés décadas (HERFST & DE WOLFF, 1982), esta associada, por
exemplo, com aumento do risco de desenvolvimento de carcinoma de células escamosas
(STERN & LAIRD, 1994).

Figura 4. Estrutura do 8-MOP (A) e foto demonstrativa de cabine para terapia PUVA (B).
FONTE: http://medicoweb.com/skin-health/puva-therapy acessado em 23/09/2011 as 14:40h.
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Apesar dos dados expostos, evidéncias apontam atividade de derivados de psoraleno
mesmo na auséncia de irradiacdo (RODIGHIERO, 1996), o que representa um bom indicio de
que ainda h& o que se explorar do potencial terapéutico desses compostos, uma vez que nao ha
registro do uso de 8-MOP como agente antitumoral, embora muitos derivados da cumarina
apresentem tal atividade in vitro (LACY & O’KENNEDY, 2004; KOSTOVA, 2005;
DONNELLY et al., 2008; BELLUTI et al., 2010; DEVJI et al., 2011), dentre estes, algumas
furanocumarinas (LEE et al., 2003; KIM et al., 2007).
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OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial uso terapéutico, através de abordagens in vitro, do composto 8-

MOP para o tratamento do cancer, especificamente de gliomas.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o potencial do 8-MOP em inibir atividade da enzima glutation S-
transferase m e, se encontrada a atividade inibitoria proposta, caracterizar o0 mecanismo de
inibic&o.

b) Testar a acdo quimiossensibilizante do 8-MOP frente a diferentes quimioterapicos.

c) Estudar os efeitos do tratamento com 8-MOP na viabilidade de células tumorais de
glioma e comparar com os efeitos em células normais do SNC de rato.

d) Caso seja identificada morte celular nos grupos tratados, investigar o tipo de morte
induzida pelo tratamento.

e) Investigar alteraces nos seguintes parametros celulares promovidos pelo 8-MOP:
morfologia, capacidade de migracdo, composicdo ultraestrutural e expressao de marcadores
prognosticos, para avaliar seu potencial como protoétipo de quimioterapico.

f) Testar, sob as mesmas condi¢bes, compostos quimicamente relacionados ao 8-
MOP quanto a citotoxicidade em células normais e tumorais, a fim de estabelecer relacdes

entre estrutura e atividade bioldgica.
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METODOLOGIA

4.1 Modelos de estudo e sumario metodologico

A fim de se alcangar 0s objetivos propostos, dois modelos experimentais distintos
foram adotados, um visando o estudo da atividade inibitéria da molécula sobre a acdo
catalitica da GST-m, outro visando o estudo da agdo antitumoral in vitro do mesmo composto.

No primeiro modelo a enzima purificada comercialmente adquirida (Sigma®), ou
presente em lisado celular, teve sua atividade catalitica mensurada in vitro atraves do
acompanhamento espectrofotométrico de uma reacao por ela catalisada, a conjugacéo entre os
substratos 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e GSH, cujo produto absorve a 340 nm (VAN
HAAFTEN et al., 2001). Alteraces na atividade e nos parametros cinéticos apos adicdo da
droga no meio reacional foram registradas e devidamente analisadas. O mecanismo de acéo
foi estabelecido por estudo de cinética enzimatica (avaliacdo de atividade em diferentes
condicGes de concentragdo de substrato) e com uso de técnicas de espectrofotometria e
cromatografia (para identificar a formacdo de conjugados com GSH). A avaliacdo do
conteddo citoplasmatico de GSH através do teste do monoclorobimano (MCB) em cultura de
células tumorais também foi empregada no estudo do mecanismo de acéo.

Ja o segundo modelo consistiu na avaliacdo dos efeitos do tratamento de células em
cultura com a droga. Para isso, foram utilizadas duas linhagens de células de glioma, uma
murina (C6) e outra humana (GL-15) bem caracterizada (BOCCHINI et al., 1991), além de
cultura priméria de astroglia de ratos Wistar como controle de células normais. A ideia de
utilizar C6 e celulas normais do sistema nervoso central vem da tentativa de avaliar se 0s
efeitos encontrados possuem alguma seletividade e as células de origem humana foram
incluidas a fim de se averiguar se tais efeitos seriam restritos a espécie (SOLETT] et al., 2008;
GERHARDT et al., 2009). Células normais do sistema nervoso central humano ndo foram
utilizadas como controle devido a implicagdes técnicas e éticas da implantagcdo de culturas
desse tipo. Foram avaliadas: citotoxicidade pelo teste do MTT em diferentes condigdes e por
dosagem de proteinas totais, atividade antiproliferativa pelo teste de exclusdo do azul de
Tripan (LOUIS & SIEGEL, 2011) e formacdo de colbnia, interferéncias na densidade e
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morfologia celular por microscopia (contraste de fase e eletronica de varredura), modificagoes
ultra-estruturais por microscopia eletrénica de transmisséo, interferéncia na migragéo celular,
interferéncia no ciclo celular pelo teste de incorporacdo do iodeto de propidio (IP) e inducédo
de apoptose por marcagdo com anexina V e coloragdo do nucleo com agente intercalante. A
expressao de proteinas foi visualizada por meio de imunomarcacdo e quantificada, quando
necessario, por western imunoblot ou citometria de fluxo. Algumas moléculas estruturalmente
relacionadas foram acrescentadas ao estudo em sua fase final para permitir inferéncias acerca

da relagéo estrutura atividade.

4.2 Metodologia detalhada

4.2.1 Avaliacéo in vitro da atividade de GST-n

A atividade catalitica da enzima GST-n foi mensurada pelo metodo descrito por van
Haaften e colaboradores (VAN HAAFTEN et al, 2001) com algumas modificacdes.
Sumariamente, a reacdo entre os compostos CDNB e GSH catalisada pela GST (GST-n a 0,1
U/mL), em tampdo de fosfato de potéassio a 100 mM (pH 6,5 e 25°C) foi monitorada
espectrofotometricamente através do aumento de absorbancia em 340 nm, indicativo de
formacdo do produto 2,4-dinitrofenil-S-glutation (DNP-SG, do termo em inglés), durante trés
minutos. Unidades de absorbancia foram convertidas para concentracdo de DNP-SG como
descrito por Mannervik e Guthenberg (MANNERVIK & GUTHENBERG, 1981). Correcao
para a reacao espontanea de formacdo de DNP-SG foi feita abatendo-se a taxa de reacdo de
formacdo desse produto na auséncia da enzima. Para avaliacdo da atividade inibit6ria do 8-
MOP, este foi adicionado ao meio reacional. O efeito do 8-MOP na formacéo espontanea do
produto também foi descontado e o veiculo deste (DMSO concentracdo final de 0,5% v/v)

esteve presente em todos 0s grupos.

4.2.2 Estudos de cinética enzimética de GST-n

A atividade enzimatica para concentracdes de substratos iguais a 1 mM na auséncia e

na presenca da droga em concentragOes crescentes (0,025 - 0,150 mM) foi mensurada e

expressa como percentual de atividade em relagdo ao controle (sem 8-MOP). Procedeu-se,
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entdo, a regressdo nao linear dos dados, gerando a equaco logaritmica com R? superior a 0,9
usada para o célculo do Clsy (concentracdo que inibe em 50% a atividade enzimética nas
condigdes adotadas). Para investigar o mecanismo de inibicdo foi realizado o estudo de
cinética enzimética, em que a velocidade de reacdo de formagdo do conjugado DNP-SG
(coeficiente angular da equacéo de reta que descreve a formacao desse conjugado em funcgéo
do tempo) foi mensurada para diferentes concentragcbes de CDNB, quando a concentragédo de
GSH permaneceu fixa em 1 mM, e para diferentes concentracbes de GSH, quando a
concentracdo de CDNB permaneceu fixa também em 1 mM. Os dados foram organizados em
graficos e, considerando-se que, apesar de bi-substrato, a enzima catalisa a reacdo de
conjugacdo randomicamente (SATOH, 1995), submetidos a regressdo nao linear segundo a
equacdo de Michaelis-Menten (1)

Q) Vo = Vmax [S]
Km + [S]

em que Vo representa velocidade inicial da reacdo catalisada pela enzima, Vmax velocidade
méaxima, S substrato e Km uma constante cinética correspondente a concentracdo de substrato
gue conduz a enzima a catalise na metade da velocidade maxima. A partir da regressao 0s
valores de Vmax e Km aparentes foram calculados e comparados com aqueles encontrados
para 0 mesmo experimento feito na presenca de 0,1 mM de 8-MOP. Os dados foram também
apresentados na forma de grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk para melhor
representacdo grafica do mecanismo de inibicdo. Cinco experimentos independentes foram

realizados para garantir que o padrdo de inibicdo é reprodutivel.

4.2.3 Espectrofotometria na regido do Ultravioleta/visivel

Os espectros de absor¢do das solugbes contendo CDNB com GSH ou 8-MOP com
GSH na presenca e na auséncia de GST-n foram feitos com auxilio de um espectrofotometro
aberto UV-Vis HP®, modelo 8452. Foram usadas cubetas de quartzo de 1cm de caminho
optico. As medidas foram gravadas para analise comparativa e confec¢do dos gréficos. Trés

experimentos independentes foram efetuados.
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4.2.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise cromatografica dos compostos CDNB, 8-MOP e produtos da reagdo destes
com GSH (catalisada por GST-n) foram efetuadas por CLAE de acordo com descri¢Ges
prévias na literatura especializada (WANG & JIANG, 2006; VAIDYA & GERK, 2007) com
pequenas alteracdes. O sistema de separacdes Alliance® HPLC 2695, com dupla deteccdo
simultanea por absorgdo UV-Vis foi usado nos testes. Os dados foram coletados e analisados
pelo software Empower 2 chromatography (Waters®). Ambas as analises (CDNB/GSH e 8-
MOP/GSH) foram feitas em fase reversa, utilizando-se uma coluna C18 com 3,9 x 150 mm x
5 um (XTerra MS - Waters®) e uma pré-coluna de 3,9 x 20 mm (C18, XTerra MS — Waters).
As amostras foram filtradas por membranas de celulose (0,45 um) antes da injecdo no
cromatografo e a temperatura das colunas foi mantida em 25°C durante todo o processo. Para
a analise das solucbes contendo CDNB, uma mistura de acido acético a 1% e acetonitrila
(80:20 v/v) foi usada como fase mével, com um fluxo de 1 mL/min e a deteccédo foi feita
simultaneamente em 280 e 340 nm. J& a analise das solu¢des contendo 8-MOP foi feita em
esquema de gradiente de eluicdo (tabela 1) também com fluxo de 1 mL/min e a detec¢éo feita

simultaneamente em 248 e 301 nm.

TEMPO  ACN (%) MeOH (%) H20 (%)

0 5 15 80
2 5 30 65
3 5 70 25
6 5 15 80

Tabela 1. Gradiente de eluicao para andlise cromatogréfica por CLAE das solucbes contendo 8-MOP. O
tempo (em minutos) indica 0 momento em que houve cada troca de eluente. ACN: acetonitrila, MeOH: metanol,
H20: agua ultra-pura.

4.2.5 Calculo do valor tedrico de logP

As estruturas quimicas foram desenhadas em 2D e convertidas para 3D usando o
pacote Chemoffice® versdo 10.0. Os valores tedricos de coeficiente de particdo n-
octanol/agua (logP) foram calculados com auxilio da ferramenta on-line logP Calculator,
disponivel no site da Universidade de Massachusetts (University of Massachusetts Boston

General Biology) através do endere¢co eletrdnico  http://intro.bio.umb.edu/111-
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112/OLLM/111F98/newclogp.html. Para os calculos, 0 método weighted foi escolhido e as
seguintes condices admitidas: [CI'] = [Na] = [K] = 0.1 mol/dm®. O logD (taxa de equilibrio
das concentracdes de todas as espécies de uma molécula em n-octanol comparada as mesmas
espécies na fase aquosa) também foi calculado para conjugados com GSH em seus
respectivos pontos isoelétricos.

4.2.6 Cultura de células tumorais

Células da linhagem C6 de glioma de rato e GL-15 de glioblastoma humano foram
cultivadas em placas plasticas de 10 cm de diametro, especificas para esse fim, a 37°C em
meio de Eagle modificado por Dubelcco (DMEM) suplementado com acido pirtvico (1mM),
L-(+)-glutamina (2mM), NaHCO3; (44mM), 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB), penicilina
(100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), em atmosfera imida com 5% de CO,. O meio de
cultura foi trocado a cada dois dias. Para os testes, as células foram tripsinizadas e semeadas
em placas de 96 ou 24 pocos ou 35mm de diametro, de acordo com o teste a ser realizado
(oportunamente descrito), com densidade e confluéncia variavel, também a depender do
objetivo do teste. Todas as células, estocadas em nitrogénio liquido até o momento do
lancamento em placa, foram usadas no maximo até a sexta passagem, as que atingiram
passagens superiores foram descartadas, a fim de garantir a homogeneidade dos grupos e

méaxima reprodutibilidade dos resultados.

4.2.7 Cultura primaria de astrocitos

Culturas primarias de astrocitos de rato foram feitas de acordo com o método
descrito por Cookson e Pentreath (COOKSON & PENTREATH, 1994), com as modificacdes
introduzidas pela equipe do Laboratério de Neuroquimica e Biologia Celular (LabNg) da
Universidade Federal da Bahia - UFBA (SILVA et al., 2008). Fémeas de ratos wistar foram
coletadas no biotério do Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS)
da UFBA, no maximo 24 horas ap0s o0 nascimento e, depois de sacrificadas, tiveram
removidos os hemisférios cerebrais em condicGes estéreis. Apds a remocao das meninges e
disseccdo do material, as células foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes das células

tumorais. No dia seguinte ao do estabelecimento da cultura, as células da microglia foram
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excluidas por meio de agitagdo mecanica da placa de cultura, tal procedimento garante uma
cultura com alto percentual de células astrocitérias, embora ndo garanta a pureza em relagéo a
contaminagdo com células da microglia, 0 que ndo representou um inconveniente uma vez
que as culturas primarias foram utilizadas unicamente como controle de células cerebrais
normais para a acdo da droga. De qualquer forma, tais células normais foram nomeadas, por
conveniéncia, de “astrocitos” ao longo de todo o trabalho. As culturas foram mantidas em
estufa, com 5% de CO, e a 37°C até completa diferenciacdo e confluéncia da placa (cerca de
duas semanas), quando entdo foram tripsinizadas e lancadas em placas de 24 ou 96 pocos ou
de 3,5 mm de didmetro, com as quais foram efetuados os testes.

4.2.8 Dosagem de proteinas totais

A quantidade de proteinas totais foi medida com trés diferentes finalidades: avaliar a
celularidade apoOs tratamento com a droga, padronizar a quantidade de proteinas a serem
depositadas no gel para eletroforese, quando foi o caso, e expressar corretamente atividade
enzimatica em cata tipo celular. No primeiro caso, os extratos de proteinas foram feitos por
adicao de tampao de lise especifico (SDS 2% (p/v), EGTA a 2 mM, ureia a 4 M, Triton X-100
0,5% (v/v), e tampdo Tris-HCI a 62,5 mM (pH 6.8), suplementado com 0,1% de inibidor de
protease - Protease Inhibitor Cocktail, Sigma®) nas placas lavadas com PBS. Nos outros
casos o tampao de lise usado foi simplesmente solucdo de hidroxido de sédio 1N (20 minutos
de incubacdo). A dosagem de proteinas foi feita por meio de utilizacdo de kit especifico
baseado no método de Lowry e colaboradores (LOWRY et al., 1951) segundo instrucdes do
fabricante (DC protein assay reagent kit; Bio-Rad®, Hercules, CA, USA).

4.2.9 Avaliacdo da atividade de GST celular

A atividade enzimatica total de GST celular foi feita segundo os mesmos principios
expostos no item 4.2.1. Um lisado de células tumorais (GL-15) foi preparado a partir de
culturas confluentes por adicdo de 1,5 mL de &gua destilada ultra-pura seguida de vigorosa
agitacdo por trinta minutos e centrifugacdo a 5000 g por dez minutos. O sobrenadante foi
coletado e congelado a -70°C até o uso. Para os testes de atividade esse lisado (0,15 mL para

1 mL de solugdo final) substituiu a adicdo da enzima purificada. A quantidade total de
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proteinas foi medida com kit especifico (DC protein assay, Bio-Rad®, Hercules CA EUA)
segundo instrucbes do fabricante e a atividade enzimatica entdo calculada como unidades de
absorbancia/seg/mg de proteinas, e expressa como percentual do grupo controle. O teste foi
feito na presenca de concentracdes crescentes de 8-MOP e o veiculo (0,5 % de DMSO) esteve

presente em todos 0S grupos.

4.2.10 Imunocitoquimica

A expressdo das proteinas GFAP, vimentina, nestina e GST-m nas células foi
avaliada atraves de imunocitoquimica. Para tal, as celulas em cultura foram permeabilizadas
em metanol a -20°C por dez minutos, bloqueadas com solugéo de ASB a 2% por dez minutos,
lavadas com PBS e incubadas com a solucé@o de anticorpo primario (tabela 2) por uma hora
sob leve agitacdo. Depois disso, foram novamente lavadas com PBS por trés vezes e
incubadas com anticorpo secundario especifico (tabela 2) por doze horas, no escuro. Por fim,
foram novamente lavadas e observadas por microscopia de fluorescéncia usando-se um
microscopio Olympus® modelo AX70, com filtro adequado (tabela 2). Os ndcleos foram
corados com o agente intercalante Hoechst 33258 (incubacdo no escuro com solucdo de
Hoechst 33258 a 2,5 pg/mL em PBS por cinco minutos seguida de tripla lavagem com PBS) e
observados no mesmo microscépio com filtro ultravioleta (ex/em 340/510 nm). Imagens
foram capturadas através de sistema de camera digital acoplada ao microscépio (CoolSNAP-
Pro cf color camera — Cybernetics®) e software especifico (Image-Pro Discovery 4.5.1.29 -
Cybernetics®). O tempo de exposicao foi mantido constante para todas as imagens do mesmo
marcador e determinado por comparacdo com controles negativos (células incubadas apenas

com os anticorpos secundarios).
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Anticorpo primario Fabricante (';::,',','f,‘x; Anticorpo secundério St Filtro
Santa Conjugated Alexa
rabbit polyclonal IgG anti GFAP e 1:400 Fluor® 546 goat anti- 1:400 Verde

rabbit IgG — Invitrogen®
Saiita Conjugated Alexa
rabbit polyclonal IgG anti nestin 1:500 Fluor® 546 goat anti- 1:400 Verde
Cruz® : :
rabbit IgG — Invitrogen®
Conjugated Alexa
mouse polyclonal IgG anti Santa . Fluor® 488 goat anti-
5 5 1:400
vimentin Cruz® mouse [1gG —
Invitrogen®
Conjugated Alexa
1:500 Fluor® 546 goat anti- 1:400 Verde
rabbit IgG — Invitrogen®

1:500 Vermelho
rabbit polyclonal IgG anti Santa
GSTP1/2 Cruz®

Tabela 2. Anticorpos utilizados para marcacGes imunocitoquimicas

4.2.11 Teste do monoclorobimano para avaliacdo de deplecado de GSH

A avaliacdo do contetdo de GSH intracelular foi feita através da reagdo com
monoclorobimano (MCB), reagente que atravessa livremente a membrana plasmatica integra
e sofre conjugacdo com GSH catalisada por diversas isoformas de GST, dando origem a um
conjugado fluorescente quando irradiado com luz ultravioleta. Para o teste, apds tratamento
por trinta minutos com 8-MOP ou CDNB, as células foram lavadas trés vezes com PBS e
incubadas com 400 pL de meio contendo 1 mM de MCB, durante 40 minutos. Apos o periodo
de incubacdo, as células foram novamente lavadas com PBS sendo cobertas com laminulas
usando glicerina 80 % como liquido de montagem. As placas foram entdo observadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 51 - URA2, San Jose, USA. Faixa de excitacéo:
330-385 nm; faixa de emissdo: 420 nm) e as imagens capturadas com uma camera Olympus
BX-2 adaptada ao microscopio com sessenta milisegundos de exposi¢do. A intensidade da

fluorescéncia é proporcional a quantidade de GSH presente.

4.2.12 Avaliacdo da viabilidade celular pelo teste do MTT

A viabilidade celular foi mensurada através do método de reducdo do brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT). O teste baseia-se na capacidade que tém
as células viaveis de metabolizar, através das desidrogenases mitocondriais, o MTT, de
coloracdo amarela, em um produto (formazan) de coloragdo purpirea (MOSMANN, 1983). A

técnica foi realizada em placas de 96 pocos. As celulas foram langadas com densidade de 31 x
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10° cell/lcm? nas placas e depois de 72 horas (para testes em placa confluente) ou 24 horas
(para testes em placa sub-confluentes) submetidas aos tratamentos de interesse, por tempo
determinado. Depois disso 0 meio de cultura foi trocado e o MTT, dissolvido em tampéo
fosfato (PBS), adicionado em cada poco (1 mg/mL). Ap6s duas horas de incubacdo, as células
foram lisadas pela adicdo de 100 pL de duodecil sulfato de sodio (SDS) a 20% (p/v) em
dimetilformamida a 50% (v/v). Para quantificacdo da viabilidade, a placa foi submetida a
espectrofotometria e a absorbancia medida em um comprimento de onda de 595 nm, usando
um leitor de microplacas (THERMO PLATE®, modelo TP-reader — tipo B). Um poco
contendo meio de cultura e MTT, porém sem células, foi usado como branco, e o valor de
absorbancia deste foi descontado de todos os outros. Todos 0s experimentos constaram de um
grupo controle em que as células foram tratadas apenas com os veiculos das substancias
testadas. Altos valores de absorbancia, indicando presenca de formazan, foram relacionados
positivamente a elevada viabilidade. Os dados foram expressos relativamente como
percentual do grupo controle sem tratamento, cuja média, ou mediana (a depender da
distribuicdo dos dados), corresponde a 100% de viabilidade, e foram submetidos as analises

estatisticas adequadas, incluindo calculo de Clso por regresséo néo linear, quando foi o caso.

4.2.13 Microscopia de contraste de fase

Todas as culturas foram acompanhadas com microscopia de contraste de fase, que
também foi usada para avaliacdo de celularidade (densidade celular na cultura) e morfologia
celular. Imagens foram adquiridas atraves de camera digital de alta resolucdo (SNOY®
Cyber-shot 12.2 mp) acoplada ao microscépio invertido. Uma régua micrométrica foi

fotografada em mesmo aumento para confeccao da barra de escala das fotomicrografias.

4.2.14 Teste de exclusdo do corante azul de Tripan

A contagem de células em suspensdo pode ser usada como método direto de
avaliacdo de proliferagdo. Para isso, o corante azul de Tripan foi utilizado a fim de distinguir
celulas vidveis das ndo vidveis (estas ultimas se coram de azul na presenca do corante por
apresentarem lesfes na membrana plasmatica). Nos experimentos, células foram cultivadas

em placas de 3,5 cm de diametro e tratadas com 8-MOP a 0,4 mM por 48 horas ou a 0,02 mM
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a cada dois dias, por dez dias (no ensaio de longa duracdo com culturas com baixa densidade
celular, n=5) ou ainda com DMSO 0,5%, v/v (controle). Depois dos tratamentos, 0 meio de
cultura foi coletado e as células removidas por tripsinizacdo (incubacdo com solucdo de
tripsina a 0,05% em PBS com EDTA a 20% por cinco minutos). Entdo as células foram
centrifugadas, juntamente com o sobrenadante, a 600 g por oito minutos. O sedimento foi
ressuspendido em volume conhecido de PBS no qual foi adicionado o corante para uma
diluicdo final de 0,05%. Dez minutos depois a contagem foi realizada com auxilio de
hemocitémetro segundo instrucbes do fabricante (Optik Labor Frischknecht — Haupstrasse,
Balgach). No caso dos experimentos de longa duracédo (dez dias de tratamento), uma vez que
a quantidade de células ndo viaveis variou entre os grupos tratado e controle, o percentual de
inibicdo de proliferacao foi calculado seguindo a equacgéo 2

(2)  {AVc—[AVi+ (Ni- No)l/ AVc}100

em que AV, = variagcdo no numero de células viaveis no controle entre o primeiro e o0 décimo
dia; AV¢= variacdo no numero de células tratadas entre o primeiro e o décimo dia; N =
celulas néo viaveis tratadas no décimo dia e N = células n&o viaveis no controle no décimo
dia.

4.2.15 Avaliacdo do tipo de morte celular

Apos os tratamentos, as células cultivadas em placas de Petri (35 mm de diametro)
foram tripsinizadas e centrifugadas (1000g por 3 minutos) juntamente com o sobrenadante.
Apos a centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 300 pL de PBS e incubadas,
durante 15 minutos, com anexina V-FITC e iodeto de propidio (IP) de acordo com o
protocolo estabelecido pelo fabricante (Annexin-V FITC-Kit, BioSource, Camarillo, E. U. A).
A anexina V é uma proteina com propriedades de ligacdo a fosfatidilserina. Em células
normais a fosfatidilserina esté localizada na regido interna da membrana plasmatica. Durante
0 processo de apoptose a fosfatidilserina é translocada para a regido externa da membrana,
ficando exposta a marcadores celulares como a anexina-V. Entretanto, recomenda-se a
utilizacdo de IP, que marca as células necrosadas, ou em estigio tardio de apoptose,
permitindo a diferenciacdo dos dois processos. As células ndo-apoptéticas ndo sdo marcadas

nem por anexina-V, nem por IP. A analise quantitativa foi efetuada através de citometria de
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fluxo, com auxilio do software Cell quest 3.1f para FACSort (Becton Dickinson San Jose, E.
U. A.). Foram usados para as analises os detectores FL-1 para aquisi¢des dos dados
correspondentes a marcagdo com anexina V e o FL-2 para IP.

4.2.16 Visualizacdo de condensacéo e/ou fragmentacéo nuclear

Condensacéo e fragmentagdo dos nucleos foram evidenciadas através de observagdo
em microscopia de fluorescéncia (microscopio Olympus® modelo AX70) com filtro ultra-
violeta (340 nm) apds coloracdo com o agente intercalante Hoechst 33258. As culturas foram
submetidas aos tratamentos de interesse e depois fixadas com metanol a -20°C por 30
minutos, lavadas com PBS por trés vezes a temperatura ambiente, incubadas, ao abrigo da luz,
com solucdo de Hoechst 33258 a 2,5 pg/mL em PBS por cinco minutos, e novamente lavadas
trés vezes com PBS antes de serem levadas para analise no microscopio. Imagens foram
capturadas através de sistema de camera digital acoplada ao microscopio (CoolSNAP-Pro cf
color camera — Cybernetics®) e software especifico (Image-Pro Discovery 4.5.1.29 -
Cybernetics®). O tempo de exposicdo foi mantido constante para todas as imagens e foram
considerados condensados os nlcleos que apresentavam mais de uma tonalidade de azul apés

regulagem de contraste para 90%.

4.2.17 Teste de ciclo celular

O percentual de células em cada fase do ciclo celular foi estimado a partir da leitura,
por citometria de fluxo, da intensidade de fluorescéncia das células, permeabilizadas, apds
incubacdo com IP. Para isso, as células, apds os tratamentos de interesse, foram tripsinizadas,
suspensas em etanol a -20°C, no qual permaneceram por uma hora para permeabilizacao;
depois foram tratadas com RNAse (0,001 U/mL em PBS) por uma hora para degradacdo do
RNA e, em seguida, incubadas com solucdo de IP de acordo com instrucdes do fabricante
(Annexin-V FITC-Kit, BioSource, Camarillo, E. U. A) e analisadas por citometria de fluxo.
Os resultados foram expostos na forma de histograma com a intensidade de fluorescéncia (que
é proporcional ao conteldo de DNA, que, por sua vez, varia com a fase do ciclo) na abscissa.

Foram testadas exposi¢des por diferentes periodos de tempo e diferentes concentracoes.
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4.2.18 Teste de formagéo de colonia

Para o teste de formagdo de colonias, placas de 24 pogos foram usadas. Cada poco
recebeu, inicialmente, uma camada basal de meio de cultura sélido (0,2 mL contendo 0,5% de
agarose de baixo ponto de fusdo), uma intermediaria semi-sélida (0,2 mL contendo agarose de
baixo ponto de fusdo a 0,35%) na qual se dispersavam as células (400 por po¢o), adicionadas
quando o meio atingia 38°C, e uma terceira camada apenas de meio liquido contendo a droga
nas concentracdes escolhidas ou o veiculo. A camada liquida foi reposta a cada dois dias,
sempre contendo droga ou veiculo, até se completar o periodo de duas semanas (devido ao
maior periodo de exposicdo, 0 DMSO foi usado a 0,001%), quando as col6nias foram coradas
por incubacdo por 30 minutos com solucdo de violeta de genciana a 10% para observagdo em
microscopio optico. A aquisi¢cdo de imagens foi feita com uma maquina fotografica de alta
resolucdo acoplada ao microscépio. O numero de colbnias foi contado varrendo-se toda a
extenséo do poco sob 0 microscopio e o didmetro médio foi calculado medindo-se, através de
comparagdo com régua milimétrica fotografada em mesmo aumento, o didmetro maximo e o
perpendicular de cada colbnia e calculando-se a média entre estas duas medidas. Um total de
dez campos aleatdrios de cada um dos seis pogos de cada grupo foi fotografado para este

procedimento.

4.2.19 Microscopia eletronica de varredura

As culturas, feitas sobre laminulas tratadas com poli-L-lisina em placas de 24 pocos,
foram submetidas aos tratamentos de interesse por tempo determinado pelo desenho
experimental. As células foram entdo fixadas em glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e
tampao cacodilato de sddio 0,1M, pH 7,4, sob refrigeracdo, por 24 horas, depois das quais
foram lavadas com o mesmo tampédo cacodilato de sodio (3 banhos de 5 minutos) seguido de
tetréxido de 6smio 1% em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, por 30 minutos a temperatura
ambiente. Depois de mais trés lavagens com tampéo cacodilato, o material foi submetido a
desidratacdo por lavagens sucessivas com etanol em percentual crescente em 4&gua,
finalizando o processo com etanol puro, foi entdo submetido a secagem por ponto critico,
metalizacdo em ouro (20 nm), montagem em STUBS e observados em microscopio eletrénica
de varredura JSM 6390 LV Low Vacum - JEOL (EUA).



37

4.2.20 Microscopia eletronica de transmisséo

As culturas, em placas de 3,5 cm de diametro, foram submetidas aos tratamentos de
interesse por tempo determinado pelo desenho experimental. As células foram entdo
tripsinizadas, centrifugadas e ressuspendidas em glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e
tamp@o cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,4, sob refrigeracdo, para fixagdo por 24 horas, depois
das quais foram lavadas com o mesmo tampéo cacodilato de sédio (3 banhos de 5 minutos)
seguido de tetroxido de ésmio 1% + ferricianeto de potassio 0,8% + cloreto de célcio 5mM
em tampdo cacodilato de s6dio 0,1M, por uma hora a temperatura ambiente. Depois de mais
trés lavagens com tampdo cacodilato, o material foi submetido a desidratagdo por lavagens
sucessivas com acetona em percentual crescente em agua, finalizando o processo com acetona
pura. Cada etapa foi sucedida de centrifugacdo para que ndo houvesse perda de células. As
etapas seguintes foram: substituicdo gradual da acetona por resina polybed (overnight, a
temperatura ambiente), impregnacdo com resina pura por 8 horas, também a temperatura
ambiente, e emblocamento em molde especifico identificado por trés dias a 60°C. Foram
entdo feitos cortes ultrafinos (em ultra-microtomo) das amostras para observacdo em
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss EM109 e as imagens foram adquiridas atraves do
software Soft Imaging Viewer (Soft Imaging System GmbH, Olympus, Hamburgo,

Alemanha).

4.2.21 Quantificacdo da expressao de proteinas

A expressdao de GFAP foi analisada através da técnica de western imunoblot. Para
iSS0, 0S extratos proteicos das culturas de astrocitos conseguidos para dosagem de proteinas
totais (item 5.2.9) foram submetidos a eletroforese (200V por 45 minutos em gel de SDS-
poliacrilamida 12%). As proteinas retidas nos géis foram entdo transferidas para membranas
de fluoreto de polivinilideno (PVDF, Immobilon-P, Millipore) empregando-se uma diferenca
de potencial de 100 V por 1 hora. As membranas foram bloqueadas com tampao Tris-salino
(Tris HCI 2mM, NaCl 15mM, pH 7,5) com 0,05% (v/v) de Tween 20 (TBS-T) contendo 5%
de leite em pé desnatado por 1 hora, incubadas com os anticorpos primarios de interesse
(Tabela 2, anti-GFAP, diluigdo: 1:1000) por 1 hora, lavadas trés vezes com TBS-T, incubadas
com os anticorpos secundarios (Tabela 2, diluicdo de 1:5000) por 45 minutos e, finalmente,

reveladas com Kit especifico (BioRad) segundo especificacbes do fabricante. A mesma
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quantidade de proteina da cada grupo foi submetida a eletroforese, o que foi confirmado com
coloragcdo das membranas com Ponceau red (Sigma). A quantificagdo foi efetuada por meio
de andlise densitomeétrica com auxilio do software ImageJ 1.33u (Wayne Rasband, National
Institute of Health, USA). A andlise da mudanca na expressdo de vimentina, por sua vez, foi
avaliada por citometria de fluxo. Tara tal, as células, apds tratamento de interesse, foram
tripsinizadas, permeabilizadas em metanol a -20°C por dez minutos, bloqueadas com solugéo
de ASB a 2% por dez minutos, lavadas com PBS e incubadas com a solucdo de anticorpo
primario (tabela 2, anti-vimentina) por uma hora sob leve agitacdo. Depois disso, foram
novamente lavadas com PBS por trés vezes e incubadas com anticorpo secundario especifico
(tabela 2) por doze horas, no escuro. Por fim, foram novamente lavadas e a suspensdo em PBS
levada para o citbmetro para quantificacdo. Cada etapa descrita acima, como as lavagens
consecutivas, foram sucedidas de centrifugacao para recuperacdo da amostra. Os dados foram
expressos em histograma no qual o deslocamento horizontal no eixo das abscissas

(logaritmico) representa aumento na intensidade da marcacéo.

4.2.22 Teste de migracao

Para o teste de migracdo as células tumorais foram cultivadas, nas mesmas condicdes
ja expostas, em placas de 24 pocos. As culturas foram acompanhadas até entrarem em
confluéncia, quando o SFB foi retirado para impedir a proliferacdo; 24 horas depois uma leséo
linear na regido central da monocamada de células foi feita com auxilio de ponteira plastica
estéril (para 200 pL). Os pocos foram entdo divididos em grupos controles (tratados com
meio apenas ou com DMSO a 0,5%) e grupo tratado (8-MOP a 0,4 mM). A ocupacdo da
regido lesionada pelas células foi monitorada por microscopia de contraste de fase até o
surgimento dos primeiros sinais de citotoxicidade, quando o experimento foi interrompido.
Imagens foram adquiridas conforma explicado no item 4.2.13 e submetidas a analise

qualitativa.

4.2.23 Analise estatistica dos dados

Todos os dados gerados receberam tratamento estatistico adequado, sendo expressos

como média e erro médio padrdo, ou mediana e percentil. A escolha da medida de tendéncia
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central e das medidas de disperséo foi feita de acordo com a distribuicdo dos dados em um
histograma de frequéncia. Como o nimero amostral ndo foi superior a 20 em nenhum dos
testes, a distribuicdo foi considerada normal se satisfizesse as seguintes condicdes: Apresentar
assimetria no intervalo entre -1 e +1 e curtose no intervalo entre -2 e +2; e considerada ndo
normal se satisfizesse as seguintes condicGes: Nao passar em qualquer dos testes de
normalidade (teste de Shapiro-Wilk ou teste de D’Agostino e Pearson) ou apresentar
assimetria ou curtose fora dos intervalos citados.

Para conjuntos de dados representados por média (portanto, com distribuicdo
normal), testes estatisticos paramétricos foram usados nas comparagdes entre grupos tratados
e controles, enquanto testes ndo paramétricos foram usados para aqueles representados por
mediana (com distribuicdo ndo-normal). O teste usado para cada anélise esta especificado na
apresentacdo dos resultados; os mais utilizados foram os paramétricos t de Student ndo
pareado para analise binaria, One-Way ANOVA (seguido do teste de Dunnett) para maltipla
comparagdo com apenas um parametro variavel e Two-Way ANOVA (seguido do teste de
Bonferroni) para multipla comparacdo com dois parametros variaveis, e 0s ndo paramétricos
de Mann-Whitney para analise binaria ou de Kruskal-Wallis (seguido do teste de Dunns) para
multipla comparacéo.

O software GraphPad Prism, versdo 5.00 para Windows (GraphPad Software, San
Diego California USA) foi utilizado nas analises.

Regressdes ndo lineares, como a utilizada para calculo de Clsy, foram feitas
utilizando-se modelos de equacdo logaritmica da biblioteca do programa e sO foram
consideradas para efeito de calculos quando o coeficiente de regresséo (R?) foi superior a 0,9.

Os valores de p adotados como estatisticamente significantes nas analises foram

aqueles superiores a 0,05.
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% RESULTADOS

A primeira abordagem experimental adotada consistiu simplesmente em avaliar a
atividade enzimatica da GST-n humana purificada através do monitoramento da reagdo entre
seus substratos GSH e CDNB, de modo a estudar o efeito do 8-MOP sobre tal atividade. Os
testes demonstraram claramente a agdo inibitéria do 8-MOP (figura 5A). O efeito foi
concentracdo-dependente e apontou um valor de Clsy de 0,092 mM, calculado através de
regressdo ndo-linear dos dados provenientes de experimentos com concentracdes crescentes
de 8-MOP (entre 0,025 e 0,150 mM) expressas na forma de logaritmo das mesmas afim de

facilitar os célculos de regresséo, efetuados a partir da equacéo 3
(3) A ={137,97/[1+10®73409C8136386)11 69 72 (R?=0.9238)

na qual A corresponde a atividade enzimatica (em percentual do controle) e C a
concentracdo de 8-MOP (figura 5B).
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Figura 5. Demonstragdo da acéo inibitdria de GST-n do 8-MOP. A - Inibicdo concentragdo-dependente da
atividade da enzima por 8-MOP mensurada através medida espectrofotométrica da formacao do conjugado DNP-
SG. p = 0,0153 (teste de Kruskal-wallis) * = p < 0,05 comparado com o grupo controle (teste de Dunns; n=3). B
- Regressdo ndo linear (R?= 0,9238) usada para calcular o valor da Cls, (0,092 mM). Os dados estdo expressos
em percentual da atividade enzimética (velocidade de formagdo do produto) no controle, que foi de 11,49
pmol/min.mg.
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Para obter informac0es a respeito da natureza da inibicdo promovida pelo 8-MOP foi
efetuado o estudo de cinética enzimética através da mensuracdo da atividade de GST-n em
concentragdes variaveis de substratos na presenca e na auséncia do inibidor. Quando o CDNB
foi o substrato variavel, o0 8-MOP ndo promoveu modificacdo significativa no valor de Vmax
aparente, mas aumentou significativamente, de 0,30 para 0,68 mM, o valor de Km aparente
(figura 6A), fazendo as retas que representam o comportamento da enzima com e sem inibidor
se cruzarem no eixo das ordenadas do grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk (figura

6B), 0 que caracteriza uma inibicdo do tipo competitiva.
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Figura 6. Avaliacdo de cinética enzimética para GST-n (0,1 U/mL) com GSH como substrato de
concentracdo fixa (1 mM) e CDNB como substrato de concentragdo variavel, na auséncia e presenca de 0,1
mM de 8-MOP. Os dados foram submetidos a regressio segundo a equacio de Michaelis-Mentem (R? = 0,9874
na auséncia e 0,9545 na presenca de 8-MOP) (A) para calculo dos valores de Km e Vmax (0,30 + 0,05 mM e
11,58 + 0,77 pmol/min.mg, respectivamente, na auséncia de 8-MOP e 0,68 + 0,04 mM e 11,71 + 3,10
umol/min.mg, respectivamente, na presenca da droga). A comparacdo dos valores indica uma inibicdo do tipo
reversivel competitiva, que pode ser facilmente visualizada no gréafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk (B).
Os graficos representam cinco experimentos individuais.

No entanto, quando o substrato variavel foi o0 GSH, o 8-MOP foi capaz de diminuir
significativamente tanto o valor de Km aparente, de 0,25 para 0,09 mM, quanto o da Vmax
aparente, de 11,36 para 4,70 (figura 7A). No grafico duplo reciproco de Lineweaver-Burk, as
retas que representam o comportamento da enzima com e sem inibidor apresentam-se

aproximadamente paralelas (figura 7B), o0 que caracteriza uma inibi¢do do tipo incompetitiva.
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Figura 7. Avaliacdo de cinética enzimatica para GST-r (0,1 U/mL) com CDNB como substrato de
concentracdo fixa (1 mM) e GSH como substrato de concentracdo variavel, na auséncia e presenca de 0,1
mM de 8-MOP. Os dados foram submetidos & regresséo segundo a equacéo de Michaelis-Mentem (R?= 0,9733
na auséncia e 0,9736 na presenca de 8-MOP) (A) para calculo dos valores de Km e Vmax (0,25 + 0,08 mM e
11,36 + 1,31 pmol/min.mg, respectivamente, na auséncia de 8-MOP e 0,09 + 0,02 mM e 4,7 + 0,21
umol/min.mg, respectivamente, na presenca da droga). A comparagdo dos valores indica uma inibicdo do tipo
reversivel incompetitiva, que pode ser facilmente visualizada no gréfico duplo reciproco de Lineweaver-Burk
(B). Os graficos representam cinco experimentos individuais.

Assim, e possivel afirmar que o 8-MOP age como inibidor competitivo da GST-x,
ligando-se na mesma regido do sitio ativo da enzima onde se ligam também os substratos
hidrofobicos (sitio H), como o CDNB, e deixando livre o sitio para ligacdo do GSH (sitio G).
Diante dessa constatacdo, € preciso considerar a possibilidade de que o 8-MOP seja ele
proprio um substrato para a enzima, com maior afinidade que o CDNB (figura 8). Se essa
hipdtese fosse confirmada, o 8-MOP ainda teria potencial uso como inibidor, mas teria sua
poténcia reduzida uma vez que seria consumido na formacdo de um conjugado com GSH
através de reacdo catalisada pela GST-n. Ainda se esta hipdtese fosse verdadeira, seria
possivel detectar a formacdo de tal conjugado; dessa forma, uma maneira de investigar se o 8-
MOP age como substrato ou exclusivamente como inibidor da enzima seria 0 estudo da
formacdo do suposto conjugado entre este e 0 GSH. Tal produto hipotético serd aqui chamado
de 8-MOP-SG, por analogia ao conjugado formado entre GSH e CDBN (DNP-SG).
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Figura 8. Esquema de dindmica de reac¢@es proposto para explicar o mecanismo de inibi¢cdo da GST-x pelo
8-MOP. Segundo o esquema, pode ou ndo haver formacdo de um conjugado entre 8-MOP e 0 GSH, pois se o 8-
MOP for substrato para a enzima, se comportaria como inibidor competitivo.

O grupo funcional reativo do GSH é o grupo sulfidrila (- SH), que reage com
carbonos B segundo o mecanismo de adi¢cdo de Michael (figura 9). Assim, o sistema de
ligacGes duplas conjugadas que se estende também ao anel furano seria comprometido com a
reacdo com GSH, ainda que a reacdo ocorresse em qualquer outro ponto da molécula que nédo
o carbono f. Esta modifica¢do estrutural promovida pela reacdo com GSH mudaria o perfil de
absorcdo de energia do 8-MOP (CLAYDEN et al., 2008), que absorve bem na regido do

ultravioleta justamente devido ao sistema conjugado.
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T

Figura 9. Mecanismo de reagdo proposto para a formagao do conjugado entre 8-MOP e GSH (8-MOP-SG).

Partindo desse pressuposto, a andlise dos espectros de absorcdo na regido de
ultravioleta e visivel foi usada na tentativa de se detectar a formacdo de 8-MOP-SG. O mesmo
experimento foi realizado com o CDNB para validar a metodologia; para este Gltimo, a adi¢éo
de GSH na presenca da enzima reduz o pico de absor¢do em 250 nm (reflexo do consumo
desse substrato na reacdo de conjugacdo) e faz surgir um novo pico em 340 nm, regido de
absorcdo do produto DNP-SG (figura 10A). No entanto, 0 mesmo ndo aconteceu com o 8-
MOP, que ndo teve seu espectro de absorcdo alterado pela adicdo de GSH e enzima, nédo

apontando evidéncias da formacao de 8-MOP-SG (figura 10B).
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Figura 10. Espectro de absor¢cao UV-Vis das solucfes de 8-MOP + GSH (azul) e CDNB + GSH (laranja)
na auséncia (A) e presenca (B) da GST-w a 0,1 U/mL. A adicio de GSH néo altera o perfil de absor¢do das
drogas, como visto pela comparagdo com os espectros das solu¢des de CDNB (C) e 8-MOP (D) em tampéo
apenas. Ja a presenca da enzima modifica o padrdo de absorcéo da solucdo de CDNB + GSH, mas ndo a de 8-
MOP + GSH, sugerindo a formacéao de um conjugado (Abs = 340 nm) no primeiro caso, mas ndo no segundo.

As evidéncias espectrofotométricas sdo suficientemente consistentes para refutar a
hipdtese de que o 8-MOP é substrato da GST-x, no entanto, na tentativa de elucidar da forma
mais inconteste possivel o0 mecanismo de acdo dessa droga, uma nova abordagem foi adotada.

E muito bem estabelecido que nas conjugacdes de moléculas exdgenas com GSH,
durante o metabolismo de drogas, por exemplo, os conjugados formados sdo mais
hidrossoluveis que o composto original, o que torna sua eliminacdo mais facil. Assim, o 8-
MOP-SG, se formado, seria mais hidrofilico que o 8-MOP, o que pode ser constatado pela
analise dos valores teoricos de coeficiente de particdo n-octanol/agua (logP). O mesmo,

obviamente, ocorre para o substrato CDNB (figura 11).
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Figura 11. Representacdo tridimencional dos compostos CDNB (A) e 8-MOP (C) e seus respectivos
conjugados com GSH (B e D) com os valores teéricos de logP. A conjugacdo com GSH, como era esperado,
baixou sensivelmente o logP dos compostos, implicando no aumento de sua solubilidade em &gua. Para as
espécies quimica que possuem ponto isoelétrico os valores de logD estdo também representados.

Diante dessa caracteristica de maior hidrofilicidade dos conjugados, é possivel
promover a separacdo destes, numa mistura, por meio de métodos cromatograficos
tradicionais, e foi esta a abordagem complementar a espectrofotométrica que permitiu atestar
a auséncia do 8-MOP-SG no meio reacional. Os experimentos de CLAE mostram claramente
0 surgimento do pico (com menor tempo de retencdo, como era de se esperar) correspondente
ao DNP-SG no cromatograma do CDNB em meio contendo GSH e enzima, mas um pico
unico no cromatograma do 8-MOP, mesmo na presenca da GSH e GST-xn (figura 12). Uma
vez que a mistura (8-MOP+GSH+GST-n) foi ainda incubada por periodos de tempo
superiores a um més e 0 cromatograma permaneceu inalterado (dados ndao mostrados), é
possivel afirmar que se 0 8-MOP-SG é mesmo formado, a constante de equilibrio da reacédo

de formacdo é tdo baixa que o produto é indetectéavel.
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Figura 12. Evidéncias cromatograficas da auséncia do conjugado 8-MOP-SG. A - Cromatograma (CLAE)
da solucdo de CDNB+GSH, na auséncia e presenca da enzima com dupla deteccdo (ajustadas para os picos de
méaxima absorcdo observados no espetro UV-Vis), demonstrando a formacéo do conjugado DNP-SG com menor
tempo de retencdo (surgimento do segundo pico). B - Cromatograma da solucdo de 8-MOP+GSH, sob mesmas
condicBes de anélise, no qual ndo se nota surgimento de um segundo pico indicativo da presenga do conjugado.
No detalhe, representagéo das estruturas moleculares dos compostos.
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Os dados até entdo reunidos permitem concluir que o 8-MOP é um inibidor
competitivo da GST-m, ao passo em que ndo ¢ substrato dessa enzima, pois ndo sofre
conjugacdo com GSH.

No entanto, h que se considerar que um composto que apresenta atividade inibitdria
de uma enzima isolada, ndo necessariamente apresentard a mesma atividade no ambiente
celular; assim sendo, 0 mesmo teste de atividade de GST foi realizado com lisado de células
tumorais da linhagem GL-15 (glioblastoma humano), partindo-se do pressuposto de que,
contendo o lisado além da GST-x, diversos componentes citoplasmaticos, seria um meio
reacional mais proximo do intracelular. Os testes, realizados em condi¢Ges saturantes de
substrato (figura 13 A), mostraram atividade concentracdo-dependente do 8-MOP em inibir
atividade de GST (ja que o CDNB néo ¢ substrato exclusivo da isoforma =n) (figura 13 B).
Além disso, a marcacdo imunocitoquimica sugeriu um aumento na expressdo de GST-n apds
tratamento das células com a droga (figura 13 C-D), mas quando foi avaliada a atividade
enzimatica no lisado de células tratadas por uma hora ou um dia, ndo foi constatado aumento
(figura 13 E). Com estes testes, descartamos a possibilidade de o uso da enzima em sua forma
purificada ter favorecido a atividade inibitoria do 8-MOP.

Apesar das células tumorais usadas expressarem GST-n (figura 14 A), certamente
outras isoformas da enzima também estdo presentes, das quais o0 8-MOP poderia ser substrato,
0 que comprometeria sua eficacia. Para avaliar essa hipdtese, partiu-se do seguinte principio:
Se 0 8-MOP for conjugado com GSH por acdo de qualquer GST, a célula sera depletada de
GSH uma vez que a reacédo de conjugacdo ¢ irreversivel. O teste do monoclorobimano (MCB)
foi entdo usado para avaliar o conte(do de GSH intracelular, que reduziu significativamente
depois do tratamento das culturas com o substrato CDNB, mas ndao com 8-MOP, indicando
que este ndo funciona como substrato de qualquer isoforma de GST presente na célula
tumoral (figura 14 B-F).
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Figura 13. Efeito do 8-MOP na atividade catalitica de GST em lisado de células de glioblastoma humano
da linhagem GL-15. A taxa de reacdo de conjugacdo entre CDNB e GSH (substratos da GST) aumentou
proporcionalmente & concentracdo dos substratos até saturagdo (A). A linha representa a regressao nao-linear dos
dados (R?=0,9770). Os testes de inibicao foram feitos em condicdes saturantes (substratos a 1 mM), e mostraram
que o 8-MOP apresenta acao inibitdria concentragdo-dependente também no lisado de células (B). Os dados ndo
apresentaram disribuicdo normal, sendo assim analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
(excluindo-se o primeiro grupo) seguido do teste de multiplas comparacfes de Dunn. * = p < 0,05 and ** = p <
0,01. Como CDNB néo ¢ substrato exclusivo da isoforma =, é possivel que a agdo do 8-MOP se estenda a outras
isoformas, de qualquer maneira, as células marcaram positivamente para GST-n em imunocitoquimica (C), e
apesar do tratamento com 8-MOP a 0,1 mM em cultura por 24 horas parecer aumentar a expressdo dessa
isoforma (D), ndo ouve diferenca estatisticamente significativa na atividade de GST de lisados de células
tratadas quando comparados com os de células ndo tratadas (E).
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Figura 14. Teste do monoclorobimano (MCB) para deteccéo de deplecdo de glutation reduzido (GSH). As
celulas usadas (GL-15) expressam GST-m (A). Em condi¢oes controle (B e C), hd abundincia de GSH
intracelular (fluorescéncia azul). O tratamento com CDNB, substrato da GST-n, depleta o0 GSH (D); o mesmo
ndo acontece apds tratamento com 8-MOP em concentracdo equimolar (E) ou oito vezes superior (F).

As células da linhagem GL-15 sdo extremamente resistentes a diversos
quimioterapico, como é o caso da temozolomida (TMZ) (figura 15), agente alquilante de
escolha para o tratamento de gliomas. Por essa razdo esta linhagem foi escolhida, afinal, o
motivo da busca de um inibidor de GST-x ¢ a possibilidade de usar tal inibidor para aumentar
a sensibilidade das células tumorais aos quimioterapicos, dando a este um carater
quimiossensibilizante. Dessa forma, o proximo passo logico seria a avaliacdo da acdo de
quimioterapicos convencionais sobre as células, sozinhos, e quando associados ao 8-MOP.
Essa avaliacdo foi efetuada através da medida de viabilidade celular pelo teste do MTT apds
o0s tratamentos, bem como observacao do aspecto das culturas por microscopia de contraste de
fase. Os resultados apontaram que o 8-MOP age, de fato, como quimiossensibilizante para
uma das drogas reconhecidamente substrato da GST-mn (etoposideo), e também para a

temozolomida (figura 16).
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Figura 15. Viabilidade celular (avaliada pelo teste do MTT) de células da linhagem GL-15 apds 72 horas
de tratamento com TMZ em concentragdes crescentes. As células foram resistentes a acdo da droga mesmo

na elevada concentracdo de 2 mM. O veiculo (DMSO 0,5%) estd presente em todos os grupos, incluindo
controle, e ndo alterou a viabilidade celular (dados ndo mostrados).
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Figura 16. Avaliacéo da atividade quimiossensibilizante do 8-MOP (avaliada pelo teste do MTT). Dentre as
drogas que sdo reconhecidamente substratos da GST-n, doxorrubicina (A) vincristina (B) e etoposideo (C),
apenas o etoposideo teve a atividade em células GL-15 aumentada pela adicdo do 8-MOP a 0,05 mM,
especialmente nas concentragfes de 0,001 e 0,1 mM. 8-MOP também sensibilizou as células & acdo de
temozolomida (D), que reduziu a viabilidade em 17,4% e 16% nas concentracbes de 0,6 e 1 mM,
respectivamente. Os dados apresentaram distribuicdo normal e foram analisados pelo teste two-way ANOVA,
seguido do pos-teste de Bonferroni. * = p < 0,05, e ** = p < 0,01 para diferencgas entre 0s grupos com e sem 8-
MOP com mesma concentracdo de droga; # = p < 0,01 para diferencas entre o grupo analisado e o controle
tratado apenas com 8-MOP. O veiculo (DMSO 0,5%) puro ou com 8-MOP a 0,05 mM néo alteraram a
viabilidade celular (E). As fotomicrografias de contraste de fase mostram reducédo de celularidade e alteragdes
morfoldgicas nas células tratadas com etoposideo e TMZ, intensificadas pelo co-tratamento com 8-MOP 0,05
mM.

Como foram efetuados testes prévios com o 8-MOP sozinho a fim de se escolher a
concentracdo que seria utilizada na associa¢do com os quimioterapicos, um efeito de reducao
na viabilidade celular em concentragcbes acima de 0,1 mM foi encontrado (dados ndo

mostrados). Uma vez que se tratam, como ja foi mencionado, de células altamente refratarias
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aos efeitos dos agentes farmacoldgicos convencionais, esse achado apontou uma possivel
atividade antitumoral intrinseca do 8-MOP de utilidade terapéutica. Para melhor caracterizar
essa atividade, dois outros tipos celulares foram acrescentados ao estudo: células de glioma de
rato da linhagem C6 e células astrogliais também de rato, aqui referidas simplesmente como
astrocitos, como controle de células normais (ja que o uso de um controle adequado desse tipo
de células humanas foi impraticavel). A primeira avaliacdo feita foi o impacto do tratamento
com 8-MOP em diferentes concentrac6es e por diferentes periodos de tempo, através do teste
do MTT. Os resultados apontaram um efeito citotoxico (ou citostatico, ja que o teste usado
ndo permite a discriminacdo) relativamente seletivo, uma vez que as células tumorais das duas
linhagens foram sensiveis a acdo do 8-MOP em todas as concentracdes testadas mesmo com
apenas 24 horas de exposi¢do, enquanto reducdo na viabilidade das culturas de astrocitos so
foi vista depois de 48 horas de tratamento na concentracdo de 0,4 mM. O efeito foi
concentracdo-dependente (figura 17). Além disso, os resultados sugerem que as células de
origem humana sdo mais sensiveis a acdo da droga que as de rato, demonstrando, inclusive,
uma resposta tempo-dependente que nao fica clara para as células C6.

Como a atividade inibitdria de GST-n foi comprovada para o 8-MOP, foi investigado
se a expressao diferencial dessa enzima nas linhagens usadas era capaz de explicar a
seletividade da acdo; no entanto, todas elas expressaram GST-n visualmente na mesma
intensidade, embora a atividade de GST total tenha sido mais pronunciada nos astrécitos
(figura 18).
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Figura 17. Analise da viabilidade celular (pelo teste do MTT) de células de glioblastoma humano (GL-15),
glioma murino (C6) e astrocitos normais de rato apo6s tratamento com 8-MOP em concentracdes
crescentes em trés tempos de exposicdo. Todas as concentracdes testadas reduziram significativamente a
viabilidade das células tumorais nos trés tempos (24, 48 e 72 horas), enquanto os astrdcitos so tiveram sua
viabilidade diminuida apds 48 horas de exposicdo a 0,4 mM de 8-MOP. Os dados apresentaram distribui¢do
normal e foram analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA, seguido do teste de Dunnett para
multiplas comparag@es. * = P < 0,05 para comparagdo com respectivo controle.
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Figura 18. Atividade relativa de GST por tipo celular. A atividade catalitica foi mensurada em lisados de
celulas e expressa em relacdo ao conteldo protéico total dos respectivos lisados. Os dados apresentaram
distribuicdo normal e foram analisados por one-way ANOVA seguido do teste de Bonferroni para multiplas
comparacfes. *** = p<0,001 para diferenca em relacdo a atividade nos astrécitos. Ndo houve diferenca
significativa entre a atividade de GST em GL-15 e C6. No detalhe, imunocitoquimica para GST-n (marcagdo em
vermelho) e marcagéo dos ndcleos (em azul) nas trés linhagens.

Testes adicionais foram realizados com o intuito de investigar a natureza da reducéo
da viabilidade celular promovida pelo 8-MOP. O primeiro deles foi a medida da quantidade
de proteinas totais nas placas apds o tratamento, por 48 horas, com concentracGes crescentes
da droga. Tal analise reflete a celularidade (densidade celular) das culturas. Mais uma vez, a
acdo do 8-MOP foi muito mais evidente para as células tumorais, principalmente as de

glioblastoma humano (figura 19).
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Figura 19. Avaliagdo do efeito do tratamento com 8-MOP sobre a celularidade através da determinagao
de proteinas totais. Uma reducdo concentracdo-dependente da quantidade de proteinas foi vista nas culturas de
células tumorais tratados com 8-MOP, de forma mais evidente para células GL-15. Nas culturas de astrocitos
tratadas ndo houve reducdo significativa do contetdo total de proteinas. Os dados apresentaram distribuicdo
normal e foram analisados estatisticamente por one-way ANOVA seguido do teste de Dunnett para multiplas
comparages. * = p < 0,05 para comparagao com o respectivo controle.

O segundo teste efetuado foi 0 de contagem direta do niamero de células viaveis pelo
teste de exclusdo do corante azul de Tripan. Os resultados apontaram uma reducdo
significativa no namero de células tumorais viaveis promovida pelo tratamento com 8-MOP,
e mais uma vez ndo houve impacto sobre as culturas de astrdcitos (figura 20 A). Porém,
quando foram contadas as celulas ndo viaveis ndo houve diferenca significativa entre os
grupos controle e tratado, com excec¢do das células GL-15, mas mesmo nesse caso 0 pequeno
aumento no namero de células inviaveis ndo explica a grande reducdo no nimero de viaveis
(figura 20 B). Assim, deduz-se que o 8-MOP, apesar de um potencial citotdxico, interfere

principalmente na proliferacdo celular.
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Figura 20. Analise da atividade anti-proliferativa e citotdxica do 8-MOP por teste de exclusédo do corante
azul de Tripan. 2x10° células foram semeadas em cada placa de cultivo e imediatamente tratadas com 8-MOP a
0,4 mM ou DMSO a 0,5% (veiculo da droga). A reducéo da atividade proliferativa indicada pela diminuigéo do
numero de celulas vidveis foi evidenciada nas culturas de células tumorais tratadas com 8-MOP, mas ndo nas de
astrécitos (A). Nas células tumorais humanas o tratamento aumentou também o percentual de células coradas
pelo azul de Tripan (B) de 4,1 (2,6 — 6,3)% para 10,9 (9 — 12,7)%. Os dados ndo apresentaram distribuicéo
normal, sendo portanto analisados pelo teste estatistico ndo paramétrico Mann-Whitney. * = p < 0,05 para
comparagao com o respectivo controle.

Como até entdo apenas concentracdes relativamente elevadas haviam sido testadas,
foi adotado um novo desenho experimental, usando baixa concentracdo de 8-MOP adicionada
as culturas em intervalos regulares de tempo (48 horas) durante dez dias, no intuito de simular
uma situacdo de terapia real. A acdo anti-proliferativa do composto foi novamente avaliada
pelo teste de exclusdo do Tripan ao final do periodo e os resultados apontaram que tal acéo é
preservada mesmo com esse esquema de tratamento, e novamente confirmaram a relativa

seletividade do 8-MOP por células tumorais (figura 21).
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Figura 21. Avaliagcdo do efeito anti-proliferativo do tratamento com 8-MOP a baixa concentracdo por
periodo estendido. Culturas de células tumorais e de astrocitos foram tratadas por 10 dias com 8-MOP a 0,02
mM (acrescentados a placa a cada 2 dias). O percentual de células em relagcdo ao primeiro dia foi maior nos
grupos controle que nos tratamentos com 8-MOP, exceto para as culturas de astrocitos, nas quais o efeito néo foi
observado. Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal (n=5) sendo, portanto, analisados estatisticamente

pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. * = p < 0,05 para comparagdo com o respectivo controle.

Apesar do efeito anti-proliferativo demonstrado (tabela 3), ndo se pode negligenciar
a acao citotoxica do 8-MOP, portanto, partiu-se para a investigacao do tipo de morte celular

provocada por altas concentracdes deste.

6 GL-15 ASTROCITOS
DMSO 8-MOP DMSO 8-MOP DMSO 8-MOP
Celulas Viaveis 10.000 10.000 10.000 10.000 20.000 20,000
(dia do langamento)
Células Viaveis 278.000 166,000 38.000 27.000* 74.000 82.000
(décimo dia) (242.000-367500) (93.000-247.500) (32.000-47.000)  (23.500-31.500)  (53.000-89.000)  (61.000-95.000)
Células Viaveis (%) 89,3 79 97,8 100 88 89,6
(décimo dia) (85,2-93,3) (73.3-92) (95,8-100) (92,1-100) (76,3-94,1) (87,5-96.,6)
Células Inviaveis 31.000 27.000 1.000 0 10.000 6.000
(décimo dia) (17.500-64.000) (20.000-43.000) (0-2.000) (0-2.500) (5.500-16.000) (3.000-12.000)
Células Inviaveis (%) 10,7 209 2.2 0 12 10,3
(décimo dia) (6.7-14,8) (8-26,7) (04,2) (079) (6-23.6) (34-12,5)

Tabela 3. Dados do teste de exclusdo do azul de Tripan ap6s 10 dias de tratamento com 8-MOP a 0,02
mM. O percentual de inibi¢do de proliferacdo foi de 57,7%, 40,4% para C6 e GL-15, respectivamente, e -5,2%
(ndo significativo) para astrdcitos. Os valores foram representados por mediana com percentis (25%, 75%). * =p
< 0,05 quando comparado com controle ndo-tratado (Mann-Whitney test).

O teste utilizado nessa etapa do estudo foi o de dupla marcacdo com anexina V e
iodeto de propidio, e a quantificacdo por citometria de fluxo mostrou que a pouca morte

celular provocada pelo tratamento ndo ocorre por necrose, mas sim apoptose (figura 22).
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Figura 22. Avaliacdo do tipo de morte celular promovida pelo tratamento (48 horas) com 8-MOP a 0,4
mM em comparag¢do com o tratamento apenas com o veiculo da droga (DMSO 0,5% v/v). Néao h4 evidéncia
de necrose ou apoptose tardia (quadrantes superiores esquerdo e direito, respectivamente), mas um percentual de
células morreram por apoptose (quadrante inferior direito) em todos os grupos tratados com a droga.

Alguns achados morfolégicos corroboram com esses resultados, como células com
blebbing (figura 23 A) e nucleos condensados e fragmentados (figura 23 B-G) encontrados,

esporadicamente, em todas as culturas tratada com 8-MOP.
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Figura 23. Fotomicrografia de célula (GL-15 tratada com 8-MOP a 0,4 mM por 48 horas) com morfologia
tipicamente apoptética em contraste de fase (A). Células com mesmo aspecto foram encontradas também nas
culturas de C6 e astrdcitos submetidas ao mesmo tratamento (ndo mostradas). Em B, C e D, véem-se os nucleos
de astrécitos, C6 e GL-15 (respectivamente), em condicOes controle, corados com o agente intercalante Hoechst
33258. Em E, F e G, nlcleos das mesmas células ap6s o tratamento citado. Ndo foram encontrados nicleos
fragmentados nas culturas de astrécitos tratadas. Tais achados, apesar de presentes nas culturas de células
tumorais, foram raros, o que inviabilizou a quantificacao.

Identificado o tipo de morte celular promovida pela droga, coube entdo a analise do
efeito antiproliferativo, seja por seu significado terapéutico, seja porque este mostrou se
sobrepor ao efeito citotoxico. Essa analise foi primeiramente feita através da avaliacdo do
percentual de células em cada etapa do ciclo celular em culturas tratadas e em condi¢bes
controle. Os testes demonstraram que nenhum dos esquemas terapéuticos adotados param o
ciclo em qualquer de suas fases, pois ndo ha acuimulo de células em nenhuma delas ap6s 0s

tratamentos (figura 24).
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Figura 24. Estudo da distribuicdo das células nas fases do ciclo celular ap6s tratamento, por crescentes
periodos de tempo, com diferentes concentracdes de 8-MOP. Em A é possivel observar dados representativos
dos seis experimentos independentes realizados e a quantificagdo do percentual de células em Sub-G1, G1/S e
G2/M, da esquerda para a direita, respectivamente. O nimero de eventos registrado pelo equipamento foi
interpretado como nimero de células coradas pelo iodeto de propideo. Em B, os dados de todos os experimentos
reunidos mostrando que ndo ha diferenca significativa entre grupo tratado e controle em nenhuma das culturas e
tempo utilizados.
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J& que, apesar de reduzir sensivelmente a proliferacdo, o 8-MOP ndo interrompe o
ciclo celular, foi levantada a hipdtese de que a droga ndo impede, mas torna mais lento o
processo de divisdo celular. Se tal hipotese fosse verdadeira, o efeito da droga deveria ser
mais notavel na cultura de C6 que na de GL-15, uma vez que a taxa de proliferacdo da
primeira é maior que a da segunda, quando o que foi observado foi justamente o oposto.
Porém, hd que se levar em consideracdo que os testes foram feitos em condicGes que
possivelmente mascaram tal efeito, ja& que as culturas tratadas estavam confluentes, e a
reducdo de espaco para adesdo nesse caso pode, por si s6, reduzir a proliferacdo celular,
inclusive no grupo controle. Por conta disso, a avaliagéo de viabilidade celular pelo teste do
MTT foi repetida em duas condigOes distintas: em culturas confluentes (figura 25 A) e em
culturas sub-confluentes (figura 25 B), e apresentaram os resultados esperados, fazendo das
células C6, de proliferacdo mais rapida, as mais sensiveis a acdo do 8-MOP.

n A 0 B

~ 100- -} -} { T .. 100 -} . -} * . ) [8-MOP]
: { B (15, s { i 03 0mM

£ I £ g, £ [3J02mM
§ 504 g 50 = 0,3mM
g § /| 04 mM
g 0 § 0

AST cé GL-15 AST cé GL-15

Figura 25. Avaliacdo da viabilidade celular pelo teste do MTT em culturas tratadas com concentragdes
crescentes de 8-MOP por 48 horas. Em A, culturas tratadas apds 72 horas de lancamento (confluentes). Em B,
culturas tratadas ap6s 24 horas de lancamento (sub-confluentes). Os dados apresentaram distribuicdo normal,
assim, foram expressos como média e desvio padrdo e analisados estatisticamente pelo teste one-way ANOVA,
seguido do teste de Dunnett para multiplas comparag@es. * = P < 0,05 para comparagdo com respectivo controle.

A reducdo na proliferacdo celular ficou ainda mais evidente quando as culturas
envolvidas nesse mesmo experimento (em sub-confluéncia) foram observadas por

microscopia de contraste de fase (figura 26).



63

DMSO (0,5%) 8-MOP (0,2 mM)

% ’/ ; c e

O
=
O
O i
14
-
(7))
<

Figura 26. Microscopia de contraste de fase mostrando densidade celular e alteragdes morfolégicas apos
48 horas de tratamento de culturas inicialmente sub-confluentes com 8-MOP em diferentes concentragges.
Os efeitos sdo nitidamente mais visiveis nas culturas de células tumorais que nas de células normais.

Como os resultados até entdo expostos corroboram com a hipotese de que a droga
desacelera a divisdo celular, sem, contudo, prova-la de fato, decidiu-se, para tal, pelo uso do
teste de formacdo de colbnia. O teste foi realizado apenas com as células tumorais murinas
(C6), ja que as células de origem humana (GL-15) ndo formaram col6nias adequadamente sob
as condicbes experimentais estabelecidas. Os resultados mostraram claramente que o
tratamento com 8-MOP ndo reduz significativamente o nimero de coldnias ao final do
periodo de avaliacdo, evidenciando auséncia de citotoxicidade nas concentracdes usadas, mas
reduz de forma significativa o tamanho destas, comprovando o efeito antiproliferativo do

composto (figura 27).
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Figura 27. Resultado do teste de formacao de colénia com células C6. Em A, B, C e D véem-se 0 aspecto
macroscépico dos pogos sem tratamento e tratados com DMSO 0,001% v/v, 8-MOP a 20 uM e 8-MOP a 0,1
mM, respectivamente. Em E, F, G e H, aspecto microscopico das colénias sob os mesmos tratamentos. Nao
houve diferenga no nimero de col6nias formadas nos grupos tratados em relacdo ao grupo controle (1), mas o 8-
MOP reduziu significativamente o didmetro médio destas (J). Os dados referentes ao nimero de coldnias ndo
apresentaram distribuicdo normal, foram portanto representados por mediana e analisados estatisticamente pelo
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis (excluindo-se o primeiro grupo) seguido do teste de mudltiplas
comparagdes de Dunn. Ja os dados referentes ao didmetro médio das col6nias apresentaram distribui¢do normal,
sendo entdo representados por media e analisados pelo teste one-way ANOVA, seguido do teste de Dunnett para
maltiplas comparagdes. ** = P < 0,01 e *** = P < 0,001 para comparagdo com o controle. As diferencas nas
colorag@es das colbnias sdo artefato técnico e néo refletem viabilidade celular. Nos grupos tratados com 8-MOP,
a concentracdo de DMSO também foi de 0,001%.

Como pdde ser visto na figura 29, altas concentracbes de 8-MOP nao apenas
reduzem a celularidade nas culturas como também induzem alteragcbes morfolégicas nas
celulas remanescentes. A fim de melhor caracterizar tais alteracGes essas células foram
submetidas a analise por microscopia eletrénica de varredura (figura 28), que revelou que a
droga promove retracdo do citoplasma e modificagdes na membrana plasmatica das células
tumorais, aumentando nestas a quantidade e extensdo de filopodios, sem, contudo, mudar
visivelmente a morfologia dos astrdcitos. Tais estruturas (filopddios) podem também ser

facilmente visualizadas por microscopia eletrénica de transmissao (figura 29).
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Figura 28. Eletromicrografias de varredura das células C6, GL-15 e dos astrocitos em condigdes controle e
apos 48 horas de tratamento com 8-MOP a 0,4 mM. A e B mostram células C6 tratadas apenas com DMSO a
0,5% v/v e 8-MOP, respectivemante. Nos detalhes, aspecto, visto em maior aumento, da superficie e da borda

das células aderentes.
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Figura 28. C e D mostram células GL-15 tratadas apenas com DMSO a 0,5% v/v e 8-MOP, respectivemante.
Nos detalhes, aspecto, visto em maior aumento, da superficie e da borda das células aderentes.
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Figura 28. E e F mostram astrocitos tratados apenas com DMSO a 0,5% v/v e 8-MOP, respectivemante. Nos
detalhes, aspecto, visto em maior aumento, da superficie e da borda das células aderentes.
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8-MOP 0,4 mM

Figura 29. Eletromicrografias de transmissdo das células tumorais mostrando altera¢cdes na membrana
plasmatica apos tratamento com 8-MOP a 0,4 mM por 48 horas. As setas indicam projec@es da membrana
plasmaética que formam estruturas semelhantes a filopddios; tais estruturas surgem na superficie das células C6 e
aumentam em numero e extensao na das células GL-15 apds tratamento com 8-MOP.

Como os filopddios podem estar envolvidos, dentre outras coisas, no processo de
migracao celular e, portanto, invasdo do tumor, foi imprescindivel coletar alguma informacao
cerca da acao do 8-MOP na capacidade de migracdo. Inesperadamente, a droga diminuiu o
potencial migratério em cultura de ambas as células tumorais (figura 30).

A analise ultra-estrutural revelou ainda que o tratamento com 8-MOP aparentemente
aumenta a quantidade de vactolos autofagicos e figuras de mielina no citoplasma das células.
Além disso, foram encontradas algumas células com padrdo incomum de compactacdo de

cromatina, o que pode ser indicio de processo apoptotico (figura 31).
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Figura 30. Teste de migragdo (visualizagdo por microscopia de contraste de fase) em células tumorais
tratadas com 8-MOP a 0,4 mM ou veiculo (DMSO 0,5%). Néao houve diferenca entre os grupos controle
(meio de cultura apenas) e controle de veiculo (DMSO 0,5%). As fotomicrografias sdo representativas de quatro
replicatas.
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DMSO 0,5%

8-MOP 0,4 mM
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Figura 31. Eletromicrografias de transmissdo mostrando modificacbes ultra-estruturais em células
tumorais e normais ap6s tratamento com 8-MOP em comparagdo com o controle tratado apenas com
veiculo (DMSO 0,5%). * = padrdo alterado de compactacdo de cromatina, # = vaclolos autofagicos, & =
figuras de mielina.
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Apesar da microscopia eletronica de varredura ndo apontar mudangas morfologicas
substanciais nos astrocitos, é preciso levar em consideracdo a capacidade que tém certas
substancias, principalmente em concentracfes elevadas, de promover a ativacao astrocitéria,
uma resposta celular as injarias teciduais (incluindo aquelas de natureza quimica) que pode
impactar negativamente na possivel acdo terapéutica do 8-MOP. Astrocitos ativados, dentre
outras caracteristicas (como mudanca da morfologia, o que ndo foi observado), aumentam sua
expressao de GFAP (do inglés glial fibrillary acid protein). A expressao dessa proteina foi
entdo investigada por meio de imunocitoquimica (figura 32 A-B) e quantificada por western-
blot seguido de analise densitométrica (figura 32 C), ndo mostrando alteracdo apds tratamento

com a droga.
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Figura 32. Expressdo de GFAP por astrdcitos em cultura em condic6es controle (A) e apds tratamento
com 8-MOP a 0,4 mM por 48 horas (B). Ndo houve aumento da expressdo da proteina ap6s tratamento com a
droga (o que seria indicio de ativacdo astrocitéria), como pdde ser confirmado pelo western blot (C).

Ainda considerando o potencial do 8-MOP como futuro agente terapéutico de
aplicacdo clinica, outra consideracdo a se fazer € se esse composto modificaria o perfil de
expressdo de marcadores de prognostico da doenca, como fazem outras substancias testadas
em modelos in vitro semelhantes. Para glioma, trés importantes marcadores de progndstico
sdo as proteinas vimentina, nestina e a propria GFAP. No estudo da expressdo desses trés
marcadores apenas as células de origem humana marcaram positivamente para dois deles
(vimentina e GFAP), sendo que apenas um sub-grupo marca positivamente para a vimentina

(figura 33).



72

Figura 33. Imunomarcacdo para vimentina (verde), GFAP (vermelho) e marcacéo de nucleo (azul) em
células GL-15. A proteina vimentina é expressa por um subgrupo de células dessa linhagem (B).
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O tratamento, porém, ndo alterou a expressdo de GFAP nessas células (dados nédo

mostrados), mas teve algum efeito sobre as células positivas para vimentina: O 8-MOP néo
modificou o nimero de células expressando essa proteina, mas aumentou a quantidade de
vimentina expressa por célula, o que foi visualizado através do aumento de intensidade de

fluorescéncia, demonstrado também por citometria de fluxo (figura 34).
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Figura 34. Expressao de vimentina por células GL-15 antes (A) e depois (B) do tratamento com 8-MOP. A
andlise por citometria de fluxo confirma o aumento na intensidade da marcacdo sem, contudo, demonstrar
aumento no percentual de células marcadas (C). Em D, E e F sdo mostrados, respectivamente, o gate de andlise,
o controle negativo incubado apenas com o anticorpo secundério e a comparagdo da intensidade de fluorescéncia

nos grupos controle e tratado.
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Uma vez caracterizada a acdo do 8-MOP, e ja que este demonstrou interessante
potencial antitumoral in vitro, partiu-se para a investigacdo da relevancia de grupamentos
quimicos da estrutura molecular dessa droga. Para isso, foram adquiridos comercialmente
compostos relacionados ao 8-MOP, mas sem a metoxila no carbono 8 ou sem esta e o anel
furano (figura 35 A-B). Foram estudados também compostos de origem natural isolados de
Metrodorea mollis (figura 35 D-F) ndo psoralénicos, mas com uma metoxila no carbono 7
que deixa um atomo de oxigénio praticamente na posicdo daquele do anel furano, e um
derivado de psoraleno tri-metilado de uso clinico (figura 35 G). Apesar de estruturalmente
relacionados, 0s compostos divergem em caracteristicas extremamente relevantes para
atividade bioldgica, como propriedades fisico-quimicas e mesmo diferentes grupamentos

potencialmente farmacoforicos.

UMBELIFERONA

& B C D E ~ F
mc m- m \:m: \: - © \; - o - - o
/.'.
CUMARINA PSORALENO  8-MOP M | | TRIMETILPSORALENO

OSTOL COUMURRAYINA

1,78 1,94 1,78 1,63 3,35 3,20 2,95

Figura 35. Derivados cumarinicos estruturalmente relacionados ao 8-MOP e valores tedricos de logP para
cada composto.

O teste do MTT foi utilizado como triagem de atividade bioldgica dos compostos,
que foram usados em concentragcdes crescentes por 48 horas em culturas sub-confluentes das

trés linhagens celulares utilizadas no estudo (figura 36).
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Figura 36. Avaliagdo da redugdo de viabilidade de células tumorais e normais medida pelo teste do MTT
apos tratamento de culturas sub-confluentes com derivados cumarinicos por 48 horas. Resultado dos testes
com 0s compostos cumarina e psoraleno. Os dados estdo expressos em média e erro normal padrdo ou mediana e
percentis, de acordo com a distribuicdo, e foram analisados por os testes estatisticos adequados para cada caso
(ver item 5.2.24). * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 para compara¢do com grupo tratado apenas com
veiculo (DMSO 0,5%).
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Figura 36. Resultado dos testes com 0s compostos 8-MOP e metoxi umbeliferona. Os dados estdo expressos em
média e erro normal padrdo ou mediana e percentis, de acordo com a distribuicdo, e foram analisados por os
testes estatisticos adequados para cada caso (ver item 5.2.24). * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 para
comparagao com grupo tratado apenas com veiculo (DMSO 0,5%).
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Figura 36. Resultado dos testes com os compostos ostol e coumurrayina. Os dados estdo expressos em média e
erro normal padrdo ou mediana e percentis, de acordo com a distribuicdo, e foram analisados por os testes
estatisticos adequados para cada caso (ver item 5.2.24). * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 para
comparacao com grupo tratado apenas com veiculo (DMSO 0,5%).
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Figura 36. Resultado dos testes com o composto trimetilpsoraleno. Os dados estdo expressos em media e erro
normal padrdo ou mediana e percentis, de acordo com a distribuicdo, e foram analisados por 0s testes estatisticos
adequados para cada caso (ver item 5.2.24). * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 para comparagdo com

grupo tratado apenas com veiculo (DMSO 0,5%).
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Aparentemente o ndcleo cumarinico sozinho ndo apresenta atividade consideravel,
ao passo que o psoraleno ndo metoxilado é ativo tanto para células tumorais como para 0s
astrocitos. Se, no entanto, o anel furano é retirado da estrutura, mas o atomo de oxigénio
preservado, como na estrutura da metoxiumbeliferona, a atividade permanece restrita as
células tumorais. Além disso, a presenca de grupamentos polares, como prenila ou metila,
parece potencializar o efeito. Porém, de forma geral, todos os derivados cumarinicos

apresentaram atividade mais consideravel nas células tumorais que nas normais (figura 37).
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Figura 37. Perfil de toxicidade de derivados cumarinicos nas diferentes linhagens. As curvas sdo resultado
de regressdo ndo linear dos dados apresentados na figura 39. O trimetilpsoraleno ndo foi representado por
apresentar acdo em escala de concentragdo muito inferior & dos demais compostos. Tempo de tratamento: 48
horas (culturas sub-confluentes). MUBF = metoxiumbeliferona, PSR = psoraleno, COUMUR = coumurrayina,
CUM = cumarina.

Além da atividade de reducédo da viabilidade celular (ndo foi investigado se por acéo
citotoxica ou citostatica), alguns dos compostos também promoveram alteracGes visiveis na

morfologia das células tumorais (figura 38).
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Controle Metoxiumbeliferona (0,2 mM) Ostol (0,2 mM) Psoraleno (0,3 mM)

100 gm 100 pm

Controle Metoxiumbeliferona (0,6 mM) Ostol (1 mM) Psoraleno (0,4 mM)

Figura 38. Fotomicrografias de contraste de fase mostrando alteracGes morfolégicas promovidas pelo
tratamento de culturas de células tumorais com as drogas metoxiumbeliferona, ostol e psoraleno. Tempo
de tratamento: 48 horas (culturas sub-confluentes).

O 8-MOP, portanto, além de apresentar grande potencial para aplicacédo
farmacoldgica devida a sua propriedade quimiossensibilizante via inibicdo da GST-n e a sua
atividade anti-tumoral intrinseca, com capacidade de, dentre outras coisas, reduzir a taxa de
proliferacdo celular, pode ser um mero representante de toda uma nova classe de derivados
cumarinicos com atividades bioldgicas de grande interesse. A acdo mais acentuada de alguns
desses derivados testados contra células tumorais aponta, inclusive, para a possibilidade de

compostos diferentes do 8-MOP com maior potencial terapéutico.
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DISCUSSAO

A super-expressao de GSTs em muitos tipos de tumores inspira uma série de estudos
com pro-farmacos (ativados por GST) na tentativa de uma acdo relativamente seletiva contra
células tumorais (PEZZOLA et al., 2010; JOHANSSON et al., 2011; KOGIAS et al., 2011),
além de agentes capazes de regular negativamente a expressao dessas enzimas (ZHAO et al.,
2011) ou, principalmente, possiveis inibidores da atividade catalitica das GSTs, alvejando
contornar a resisténcia a quimioterapia apresentada por estes tumores (CUI et al., 2008;
TENTORI et al, 2011). No entanto, atualmente ainda ndo se tem nenhuma estratégia
terapéutica calcada nessa abordagem que se apresente consistente o suficiente para justificar
sua implementacdo na pratica clinica. Em um estudo de fase I, por exemplo, a pré-droga
ativada por GST conhecida cohossainmo brostalicina demonstrou sérios efeitos colaterais
hematoldgicos (CAPONIGRO et al., 2010). O acido etacrinico (figura 39), classico inibidor
de algumas isoformas de GST, ja chegou a ser utilizado terapeuticamente na sensibilizacéo de
tumores a acdo citotdxica de agentes alquilantes, mas teve sua utilizacdo clinica desencorajada
também devido a efeitos colaterais importantes (QUESADA-SORIANO et al., 2011).

Diante desse cenario, em que se mostra necessaria a busca por alternativas no
tratamento baseado em GST, este trabalho apresenta o 8-MOP, um composto de estrutura
relativamente simples, como um promissor inibidor da isoforma © dessa enzima (isoforma
mais frequentemente associada a resisténcia em tumores), embora ndo seja descartada a
possibilidade dessa substancia agir também sobre outras isoformas.

Apesar de ser esta a primeira vez que se descreve atividade inibitéria de GST para
um derivado de psoraleno, achados recentes ja apontavam evidéncias de tal atividade. Desde
meados da Ultima década ja se viam na literatura especializada trabalhos propondo algumas
pequenas moléculas de origem natural como quimiomoduladores por terem tendéncia em
inibir GSTs (HAYESHI et al., 2007), como é o caso da esculetina, um derivado cumarinico
estruturalmente semelhante ao 8-MOP que inibiu GSTs de origem vegetal (HOSSAIN et al.,
2009). Outro indicio da relacdo entre psoralenos e GST ¢é o fato do polimorfismo de GSTs

influenciar no resultado da terapia PUVA com 8-MOP, embora concentra¢des plasmaticas da
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droga ndo tenham sido associadas aos diferentes genotipos de GST-n (IBBOTSON et al.,
2011).

O 8-MOP reduziu, in vitro, a atividade da GST-n humana de forma concentra¢do-
dependente, reduzindo também a atividade total de GST em lisado de células de glioblastoma
humano. Nestas células, por mais que a droga pareca ter induzido uma expressdo mais
acentuada da enzima, ndo houve aumento na atividade da GST total, o que poderia ser
explicado pela acdo inibitéria em si, ou por uma reducdo proporcional da expressdo de outras
isoformas. Ainda que esta Ultima hip6tese ndo tenha sido estudada, se 0 8-MOP promovesse
aumento da atividade da GST-x tornaria as células ainda mais resistentes aos quimioterapicos,
e justamente o contrério foi observado; assim, os achados imunocitoquimicos ndo invalidam o
potencial terapéutico do composto.

Estudos de cinética enzimatica demonstraram que tal inibicdo é do tipo reversivel
competitiva para concentrac6es fixas de glutation reduzido, o que indica que a droga age no
sitio ativo da enzima, ocupando especificamente o sitio H (de ligacdo de substratos
hidrofobicos), mas apesar disso, ndo é um substrato, pois ndo sofre conjugacdo com GSH,
como comprovam os dados espectrofotométricos e cromatogréaficos.

Testes adicionais apontaram, ainda, que o composto ndo € substrato de outras
isoformas presentes nas células tumorais, pois ndo promove deplecdo de GSH intracelular.
Em tais testes foi usado o agente monoclorobimano (MCB), que também € substrato de
diversas isoformas de GSTs (EKLUND et al., 2002), apresentando fluorescéncia quando
conjugado com o GSH. Assim, a fluorescéncia observada reflete, ndo apenas o conteudo
citoplasmatico de glutation reduzido, mas tambeém a atividade das GSTs (UBLACKER et al.,
1991). Como foi possivel observar fluorescéncia apos tratamento com o inibidor 8-MOP,
presume-se que essa droga apresente certa seletividade de acdo, ndo inibindo todas as
isoformas da enzima, ou simplesmente confirma-se o carater reversivel e competitivo da
inibicdo, pois, ap6s o tratamento, as células sdo lavadas antes da adicdo de elevada
concentracdo do MCB.

N&o sdo recentes as pesquisas por inibidores efetivos de GST para uso na terapia do
cancer. Ha& quase duas décadas estudos clinicos ja apontavam o potencial do acido etacrinico
como modulador de resisténcia a drogas (LACRETA et al., 1994). Ao mesmo tempo, 0
inibidor seletivo da GST-n TER-117 foi sintetizado (LYTTLE et al., 1994), mas ndo obteve
muito sucesso como agente terapéutico, ndo havendo estudos recentes com esta droga. Algum
tempo depois, outros inibidores seletivos de GST-n demonstraram ser capazes de reverter a

resisténcia a drogas em colangiocarcinomas (NAKAJIMA et al.,, 2003), mas talvez o
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composto mais promissor nesse campo seja 0 NBDHEX (PARKER et al., 2008) (figura 39),
um representante da nova classe de derivados do 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD) que
apresenta a vantagem de ndo ter acdo GSH-peptideomimética (RICCI et al., 2005). O grande
problema dos inibidores com acdo GSH-peptideomiméticas € que estes, assim como 0S
conjugados de compostos exdgenos com GSH, sdo reconhecidos e eliminados pelas bombas
de efluxo de drogas, principalmente a MRP 1 (multi-drug resistance protein), o que reduz sua
eficiéncia terapéutica (DEPEILLE et al., 2005).

O NBDHEX aumentou a eficacia do agente alquilante temozolomida em um modelo
in vivo de melanoma (TENTORI et al, 2011), revertendo parcialmente também a
quimiorresisténcia em células de osteossarcoma (PASELLO et al., 2008).

Moléculas com comprovada acdo inibitoria da GST-m (figura 39) comumente
compartilham caracteristicas como peso molecular relativamente baixo e moderada
hidrofobicidade, como € o caso do acido etacrinico, cloranbucila, o proprio NBDHEX e a

vitamina E, cujo ndcleo guarda, inclusive, certa semelhanga com o ndcleo cumarinico.
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Figura 39. Estrutura molecular de inibidores de GST-x.

Talis caracteristicas estdo também presentes no 8-MOP, e garantem ao composto, que
também é um inibidor ndo peptideomimético, maior facilidade em atravessar membranas
biologicas. A simplicidade estrutural fala ainda a favor de uma sintese mais accessivel.

Outra vantagem importante do 8-MOP frente aos demais inibidores é a possibilidade
de execucdo de testes em humanos em curto prazo, uma vez que ja existem ensaios clinicos
com essa droga, ainda que para outras finalidades terapéuticas (BERROETA et al., 2010). De
fato, estudos clinicos com derivados do psoraleno sdo realizados desde os anos 1970, e o
perfil de toxicidade de muitos desses compostos em humanos ja € bem conhecido (SEHGAL
et al., 1975).
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Compostos conjugados com GSH, como ja& mencionado, podem ser eliminados do
meio intracelular por acdo de bombas de efluxo. Ja foi demonstrado que a co-expressao de
GST-m ¢ MRP1 esta associada a resisténcia aos agentes quimioterapicos doxorrubicina,
vincristina e etoposideo (O’BRIEN et al, 2000; DEPEILLE et al., 2005). A agdo
quimiossensibilizante do 8-MOP foi testada para cada uma dessas drogas em células de
glioblastoma humano, e para TMZ, agente de escolha na quimioterapia desse tipo de cancer,
sendo efetivo quando coadministrado com esta Gltima e com o etoposideo. Uma possivel
explicagdo para a auséncia da acdo com as outras duas drogas pode estar no fato de que o
mecanismo de agdo quimissensibilizante se baseia na inibicdo competitiva da enzima, razéo
pela qual a efetividade pode nédo ser observada com drogas para as quais a GST tem menor
Km. Assim, uma futura aplicacdo clinica deve ser precedida de testes com associacdo com
diversos quimioterapicos e em diversos tipos de cancer, a fim de se descrever as condigdes em
que a resposta sera satisfatoria.

Mais interessante que o esperado efeito de aumentar o potencial citotdéxico do
etoposideo, no entanto, foi a sensibilizacdo a acdo da TMZ. Este resultado surpreende por
duas razdes: Primeira, por ter se usado uma linhagem totalmente refrataria a essa droga, de
forma que o 8-MOP ndo aumentou uma resposta, mas sim tornou possivel um efeito antes
inexistente. Segunda, porque ndo ha relatos de que a TMZ seja substrato da GST-n. Tal
resultado ndo é, contudo, contraditorio, visto que muitas células que super-expressam essa
enzima sdo realmente resistentes a drogas sobre as quais ela ndo atua cataliticamente
(MCILWAIN et al.,, 2006; TEW et al., 2011), o que é verdade também para celulas de
glioblastoma (LO et al., 2004). Essas drogas, apesar de ndo serem substratos para GST, tém
seus mecanismos de acdo ligados a inducdo de apoptose por vias especificas que podem ser
moduladas negativamente pela GST-n (0 que explica a relacdo entre a expressdo dessa € a
resisténcia).

De fato, a GST-n pode ligar-se a proteina c-Jun N-terminal cinase, mais conhecida
como JNK, impedindo a fosforilacdo desta e, consequentemente, bloqueando sua atividade
cinase sobre c-Jun e toda a via apoptotica (ou de proliferacdo/diferenciacdo) dependente deste
(TOWNSEND, 2007) (figura 40). A oligomerizagdo da GST-m a desliga da JNK,
desbloqueando a via que, tendo sido disparada por estimulos apoptoticos, levara a morte
celular (LABORDE, 2010). A formagdo do dimero influencia negativamente na atividade
catalitica da enzima (BERNARDINI et al., 2000), e diversos inibidores da atividade de GST-
n, incluindo o proprio acido etacrinico, também promovem essa oligomerizacdo, de forma

reversivel ou ndo, a depender da natureza do inibidor (SANCHEZ-GOMEZ et al., 2010).
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Figura 40. Funcéo ndo enzimatica da GST-r. Esquema demonstrativo do papel regulatério da GST-n na
via da JNK para inducéo de apoptose ou proliferacado celular.

Inibidores de GST podem ainda ter outras utilidades terapéuticas além da
sensibilizacdo a quimioterapia, seja pela potencial atividade mieloproliferativa, pelas
implicacbes na resposta ao estresse oxidativo, ou até mesmo na melhoria da abordagem
terapéutica de doencas infecciosas, ja& que possivelmente essa enzima tenha um papel
importante na resisténcia a antiparasitarios como a cloroguina (MAHAJAN & ATKINS,
2005). A GST pode, ainda, ter importante papel na etiologia de outras doencas, incluindo
doencas neurodegenerativas, esclerose multipla e asma (TEW, 1994; BAEZ et al., 1997;
MAPP et al., 2002), e esta também envolvida na biossintese de metabdlitos importantes do
acido araquidénico, tais como prostaglandinas e leucotrienos, mediadores inflamatérios, de
forma que a modulacdo desta enzima poderia ainda ser atil no controle dos niveis dessas
substancias (BLADEREN & OMMEN, 1991).

Além da acdo inibitoria de GST-x, ou talvez por causa dessa a¢do, o 8-MOP também
apresentou outra interessante atividade biolégica. Os testes de MTT com placa confluente e
dosagem de proteinas totais deixaram claro que o 8-MOP apresenta um efeito citotoxico que
exibiu relativa seletividade para as células tumorais usadas no modelo, e dentre estas, para as
de origem humana. Ja os resultados do ensaio do azul de Tripan, teste muito utilizado como
pardmetro de avaliagdo tanto de viabilidade quanto de proliferacdo celular (CAVALIERI et
al., 2004, BETTI et al., 2006; AMENDOLA et al., 2009), sugerem que a reducdo na

viabilidade se deve a uma atividade antiproliferativa da droga, que inclusive pode ser
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visualizada em tratamento de longa duragdo com baixas concentracdes, o que fala a favor do
uso terapéutico do 8-MOP. Tal interpretacdo vem do fato de que o pequeno percentual de
ceélulas mortas encontrado ndo justificaria a marcante reducdo no nimero total de células ao
fim do periodo de tratamento. De qualquer forma, o tipo de morte foi investigado, e percebeu-
se que o 8-MOP pode induzir apoptose, ndo sendo detectada morte por necrose, caracteristica
apontada pela literatura corrente como indicativa de potencial antitumoral (CALL et al.,
2008), principalmente se a molécula exibe concomitantemente, como é o caso, propriedade
antiproliferativa (BERNARDI et al., 2008).

O mecanismo molecular de inducéo de apoptose quando em altas concentragdes pode
estar relacionado com a atividade inibitéria de GST-=n, devido a relagdo ja citada entre esta
enzima e vias apoptoticas. Atividade pro apoptdtica ja foi descrita para outros inibidores de
GST (TURELLA et al., 2005). O préprio NBDHEX, por exemplo, demonstrou atividade
citotoxica via ativagdo da via JNK/c-Jun (TREGNO et al., 2009).

Apesar de apresentar maior atividade relativa de GST total, a expressdo da isoforma
n da enzima nos astrocitos foi comparéavel a expressao nas células tumorais, o que responde
pela auséncia de seletividade na promoc¢do de apoptose pela droga. Quando se considera o
efeito de inibir a proliferacdo celular, no entanto, fica claro que as células de glioma sdo mais
susceptiveis, provavelmente por apresentarem ciclo celular mais rapido, com mitoses mais
frequentes que em células normais, o que demonstra, uma vez mais, que o efeito anti-
proliferativo do 8-MOP se sobrepde ao indutor de apoptose.

Corroborando com essa idéia, quando testes em culturas sub-confluentes foram
realizados o padrdo de citotoxicidade se inverteu, as células de glioma de rato (C6)
demonstraram maior sensibilidade ao 8-MOP que as de glioblastoma humano (GL-15), o que
pode ser explicado pelo fato de células C6 se multiplicarem mais rapidamente que GL-15,
sofrendo assim maior impacto de um composto com atividade anti-proliferativa. Além disso,
é comum que linhagens de tumores de rato sejam mais sensiveis a drogas que linhagens de
tumores humanos (WOLFF et al., 1999).

O estudo do efeito do 8-MOP sobre a distribuicdo das células nas diferentes fases do
ciclo, bem como o teste de formacdo de colbnia, sugerem que a droga ndo interrompe o ciclo
celular, mas torna mais lento o processo de multiplicacdo, o que pode fazer desse composto
um quimioterapico mais seguro, ja que alguns dos efeitos colaterais das drogas antitumorais
vém do fato de muitas destas promoverem parada do ciclo celular (BRUNTON et al., 2006).

Atividade anti-proliferativa é um interessante efeito biolégico que faz de uma

substancia uma potencial droga anti-cancer, por isso tal efeito é extensivamente pesquisado
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em diversas moléculas utilizando-se modelos de culturas de células tumorais, por exemplo, de
glioma (BRAGANHOL et al., 2006; PRADO et al., 2007; WANG et al., 2009). Muitos
derivados da cumarina ja foram apresentados como candidatos a novos agentes para
tratamento de cancer (LACY & O’KENNEDY, 2004). Dentre os diversos efeitos atribuidos a
estes derivados, o antitumoral aparece em alguns trabalhos (KOSTOVA, 2005; BELLUTI et
al., 2010; DEVJI et al.,, 2011). Furanocumarinas (derivados do psoraleno) isoladas de
Angelica dahurica, por exemplo, apresentaram atividade anti-proliferativa in vitro (KIM et
al., 2007), e para o 5-metoxipsoraleno (5-MOP) ja foram demonstradas atividades inibitoria
do crescimento e promotora de apoptose (LEE et al., 2003). Novobicina, outro composto
cumarinico, apresentou atividade anticancerigena por se ligar a chaperona Hsp90
(DONNELLY et al., 2008). Além disso, cumarinas vem sendo quimicamente ligadas a
oligonucleotideos antisense para aumentar a captacdo e distribuicdo celular destes em
métodos para tratar tumores (KONG-BELTRAN & WICKRAMASINGHE, 2010).

Apesar do envolvimento direto da GST-n na proliferagdo celular (HE et al., 2011),
mecanismos de acdo alternativos podem explicar a acdo antiproliferativa do 8-MOP, como
acdo direta no DNA, por exemplo. Os derivados de psoraleno, como é o caso do 8-MOP,
possuem natureza hidrofobica e estrutura aromatica planar que possibilita a intercalacdo entre
pares de bases nitrogenadas no DNA, preferencialmente nos sitios 5’-TA-3" (CAO et al.,
2008; WU et al., 2009). A irradiacdo com ultra-violeta (UVA: 320-400 nm) da molécula
intercalada leva a formacdo de monoadutos e diadutos (ligagcdes cruzadas entre as fitas de
DNA, ou ICL, do inglés interstrand DNA cross-links) (figura 41) (RODIGHIERO, 1996),
alem de fotoadutos na membrana fosfolipidica (ZARESBSKA et al., 2000). Esta ¢é a base do
mecanismo da terapia PUVA. A formagdo de ICL também pode ser causada por agentes
alquilantes bifuncionais, classe de quimioterapicos usada no tratamento de muitos tipos de
cancer (ZHENG et al., 2006).

Figura 41. Estrutura de ICL formado pelo 8-MOP ap6s irradiacdo com ultravioleta ligando as timidinas
das duas fitas de DNA. Os anéis de desoxirribose e os grupamentos fosfato foram excluidos do esquema
juntamente com o restante das fitas para facilitar visualizacdo (adaptado de CAO et al., 2008).
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No entanto, a simples intercalacdo de moléculas planares, mesmo sem a formagéao de
ICL, pode interferir na conformacdo helicoidal do DNA, dificultar a implantacéo da forquilha
de replicagéo e atrapalhar o processo de divisdo celular, de forma que agentes intercalantes
vem sendo usados farmacologicamente, ndo apenas como antineoplasicos, mas também
antiparasitarios, antibioticos e antifangicos (PALCHAUDHURI & HERGENROTHER,
2007). Isso poderia explicar a atividade apresentada pelo 8-MOP no modelo estudado, que
ndo incluiu radiacéo ultra-violeta.

De fato, algumas furanocumarinas exibiram atividade bioldgica, incluindo
antiproliferativa, mesmo no escuro (sem irradiacdo) (RODIGHIERO, 1996). Existem,
inclusive, evidencias de que o préprio 8-MOP interfira na taxa de proliferacdo de células de
linfoma T também na auséncia de radiagido UV (BARTOSOVA et al., 2006). Outros
derivados cumarinicos, especialmente pirrolocumarinas, também reduziram a proliferacéo
celular no escuro, mas nesse caso, conjectura-se que devido a interagdes com a topoisomerase
(GUIOTTO et al., 1995; DIWAN & MALPATHAK, 2009).

Se a acdo do 8-MOP, medida pelo teste classico do MTT, for comparada com a acgéo
da temozolomida (TMZ) em células de glioma, vé-se claramente que a resposta das células
C6 a esse agente alquilante (DE OLIVEIRA et al., 2009) € menos pronunciada em relacdo ao
8-MOP. Ja as células GL-15 (de origem humana), séo totalmente resistentes a acdo da TMZ,
mas respondem ao tratamento com o derivado psoralénico. Na verdade, o 8-MOP na
concentracdo de 0,2 mM, por exemplo, foi mais efetivo contra GL-15 que a mesma
concentracdo de TMZ, sob mesmas condi¢cdes de tratamento, foi para células de glioma das
linhagens GOS-3 e U-87, sensiveis a droga (PATEL et al., 2008). Além disso, 1 mM de TMZ
reduziu em 49,83% (em média) a viabilidade de células de gliomas de seis pacientes
(PEDEBOSCQ et al., 2007), enquanto 0,4 mM de 8-MOP reduziu em 41,68%, sob mesmas
condic@es de tratamento, a viabilidade de GL-15, além de apresentar efeito mesmo em baixa
concentracdo (0,02 mM) quando aumentado o tempo de exposicao.

Apesar do melhor resultado, a mais alta concentracdo de 8-MOP usada (0,4 mM)
ainda estd abaixo da concentracdo plasmatica que pode ser atingida pela TMZ (2 mM)
(FRUEHAUF et al., 2006), e apesar da concentracdo plasmatica do 8-MOP em terapia PUVA
estar na ordem de uM e até nM (TEGEDER et al.,, 2002), estudos de farmacocinética
demonstraram que concentragcdes plasmaticas tdo altas quanto 1 mM podem ser alcangadas
com seguranca (BILLARD et al., 1995). O maior obstaculo farmacocinético imposto contra
drogas que agem em tumores cerebrais, porém, ndo é tanto a concentracdo plasmaética, quanto

0 acesso ao sitio de localizagdo do tumor, protegido pela barreira hemato-encefélica (BHE)
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(NAKAMURA et al., 2011). O gemcitabine (analogo de nucleosideo), por exemplo, apesar do
efeito citotoxico em células C6, possui uma baixa disponibilidade para o tecido cerebral, 0
que limita seu uso como quimioterapico para tratamento de tumores do SNC (WANG et al.,
2009). O valor de logP, comumente usado como preditor da capacidade de um composto em
atravessar a BHE (ZERARA et al., 2009), calculado para o 8-MOP fala a favor da boa
disponibilidade deste para as células tumorais in situ. Além das evidéncias tedricas, achados
experimentais e clinicos também apontam para a capacidade desse composto de vencer a
BHE, como a acdo anticonvulsivante em modelo animal (LUSZCZKI et al., 2010) e
desordens neuroldgicas e a¢bes no sistema nervoso central (insbnia, depressdo, enxaqueca,
disfuncdo visual etc.) em pacientes em uso da droga para outras finalidades terapéuticas
(VERNASSIERE et al., 2006).

O estudo da morfologia celular demonstrou que a seletividade da a¢&do do 8-MOP em
células tumorais ndo se restringe ao fato destas proliferarem mais rapidamente que as
normais; a retracdo citoplasmatica e formacdo de estruturas de membrana semelhantes a
filopddios induzida pela droga parecem ser fenémenos ligados a uma via de sinalizacéo
exclusiva, ou preponderante, nas células de glioma, j& que tais achados nao se reproduziram
nos astrocitos. Os filopodios, porem, por mais que déem informacdes importantes sobre
possiveis vias envolvendo filamentos de actina do citoesqueleto que poderiam sofrer
modulagdo pela droga (SCHAFER et al., 2010), sdo frequentemente, mas ndo
necessariamente, associados a capacidade de migracdo das células (ARJONEN et al., 2011).
Para avaliar, portanto, se 0 8-MOP poderia aumentar o potencial migratorio (e possivelmente
a capacidade de invasdo do tumor) o teste de migracdo foi feito com as células tumorais.
Surpreendentemente, a droga teve o efeito oposto, dificultando, aparentemente, 0 movimento
das células na placa de cultura.

Esta aparente reducdo na taxa de migracdo celular pode estar relacionado com a
atividade inibitoria de GST-n ja demonstrada. Evidéncias experimentais apontam que esta
enzima pode influenciar positivamente, de forma direta, fendbmenos como migracdo e
proliferacdo celular (LABORDE, 2010); em um experimento in vitro para avaliar migracao de
células tumorais utilizando a mesma metodologia aplicada neste trabalho, foi demonstrado
que o tratamento das culturas com GST-n exdgena aumenta a taxa de migracdo, no mesmo
trabalho verificou-se que as enzimas permanecem ligadas a superficie celular, levando a
sugestdo da existéncia de um receptor para GST (HE et al., 2011).

A andlise ultra-estrutural, por sua vez, mostrou que o 8-MOP aumenta a taxa de

autofagia nas células tumorais. O efeito ndo foi notado nos astrocitos porque nestes a taxa de
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autofagia j& estava elevada mesmo em condigdes controle (0 que pode representar um artefato
da técnica utilizada, na qual o descolamento das células é feito por tripsinizacéo,
procedimento que afeta principalmente células de alto poder aderente, como o0s astrocitos).
Apesar dessa limitacdo, a comparacdo entre grupos controle e tratado, entre as células
tumorais, chama atencdo para mais este efeito do 8-MOP. Ja foi demonstrado que a propria
TMZ induz formagdo de autofagossomos (KANZAWA et al., 2004), e inclusive, que
compostos que aumentam o potencial dessa droga, aumentam também a taxa de autofagia,
como foi demonstrado por analise ultra estrutural para a associacdo de talidomida e TMZ no
tratamento, in vitro, de células de glioma da linhagem U251-MG (GAO et al., 2009).
Recentemente, vias de autofagia vém sendo apontadas como alvos interessantes para a busca
de novos agentes atitumorais (MESCHINI et al., 2011).

Estes achados reforcam o potencial antitumoral do 8-MOP, mas apesar da acédo
seletiva demonstrada, outro fendmeno deve ser levado em consideracdo: a ativacao
astrocitaria.

Astrocitos, como os utilizados nesse estudo, podem tornar-se reativados mediante
estimulos lesivos de natureza fisica ou quimica, apresentando, quando nesse estado, alta taxa
de proliferacdo (gliose), mudanca do perfil metabdlico, na morfologia e na expressdo de
algumas proteinas. Nessas condic@es, 0s astrocitos podem interferir na homeostasia do tecido
e levar a danos diversos em células normais (HAMBY & SOFRONIEW, 2010). A presenca
de uma droga pode promover a ativacdo astrocitaria, o que pode ser identificado através da
imunomarcacdo da proteina GFAP (SILVA et al., 2007); assim, essa marcacdo foi feita em
astrécitos tratados com 8-MOP, ainda que os achados de microscopia ja sugerissem que tal
ativacdo ndo ocorresse. A droga nao alterou a expressdo de GFAP, demonstrando, cada vez
mais, um perfil de seguranca adequado para futura aplicacdo in vivo.

Além de ser indicativo de ativacdo das células da glia, GFAP, bem como outras
proteinas de filamento intermediario, como vimentina e nestina, sdo consideradas marcadores
de progndstico. Enquanto a expressdo de GFAP indica células menos indiferenciadas e parece
proteger da disseminacdo das células do tumor pelo liquido cefalorraquidiano (MINAMI et
al., 1993; MASLEHATY et al., 2011), a marcacao positiva para vimentina e nestina, proteinas
expressas normalmente por células em estagios iniciais de diferenciacdo, sdo indicativos de
um desfecho clinico menos favoravel (TROG et al., 2006; ZHANG et al., 2008). A
modulacdo dessas proteinas esta envolvida ndo apenas na determinacdo da morfologia celular,
como na capacidade de migragdo das células tumorais (ZHOU & SKALLI, 2000). O 8-MOP

ndo alterou o padrdo de expressdo dessas proteinas, com exce¢do da vimentina em células
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GL-15. O aumento na expressdo dessa proteina, no entanto, provavelmente deva-se a acao
antiproliferativa do 8-MOP, j& que a reducdo da densidade celular na cultura é por si s6 um
estimulo para tal expressdo, que ocorre também apds tratamento com quimoterapicos
classicos (TROG et al., 2008). As células C6 ndo expressaram vimentina.

Todos os resultados apresentados fortalecem a hipétese de que o 8-MOP tem grande
chance de se tornar um prot6tipo importante no desenho de novas drogas antitumorais. O
efeito dessa droga sob irradiacdo UV ja é bem estabelecido, e apesar de ja estarem em estudos
pré-clinicos e clinicos o uso de terapia fotodindmica (ativacdo de drogas in situ por irradiacao)
em tumores cerebrais (STYLLI & KAYE, 2006; WILSON & PATTERSON, 2008), e até
mesmo nano-cintiladores funcionalizados com psoralenos (SCAFFIDI et al., 2011), a
descricdo de efeito bioldgico dessas furanocumarinas mesmo sem a irradiacdo
(RODIGHIERO et al., 1996) corrobora com a idéia do uso independente da etapa de ativacéo.
Alem disso, métodos alternativos de administragdo in situ de drogas podem potencializar
ainda mais a acdo desses novos agentes terapéuticos (HART et al., 2011; NAKAMURA et al.,
2011).

O 8-MOP foi colocado na posi¢do de prototipo uma vez que o entendimento da
relacdo entre estrutura quimica e atividade biologica pode guiar a sintese ou isolamento de
compostos semelhantes com atividade ou caracteristica farmacocinéticas mais adequadas para
posteriores testes clinicos. Dalla Via e colaboradores demonstraram que modificacdes
estruturais no 8-MOP originaram compostos com potencial antiproliferativo mais elevado,
inclusive na auséncia de radiacdo UV (DALLA VIA et al., 2009). O composto noscapina, que
apesar de ndo ser um derivado cumarinico apresenta semelhancas estruturais com o 8-MOP,
também foi capaz de inibir o crescimento de células de glioma resistentes a TMZ (JHAVERI
et al., 2011). Diante disso, derivados cumarinicos estruturalmente mais simples que o 8-MOP
foram testados quanto a atividade citotoxica em culturas sub-confluentes de células tumorais e
normais. Derivados de psoraleno sdo comumente encontrados em plantas (SANTOS et al.,
2008; PARAST et al.; HEINKE et al., 2011), e dado o imenso potencial destas como fontes
de novas drogas (LI & VEDERAS, 2009; KARIKAS, 2010), cumarinas isoladas da casca da
raiz da planta nativa Metrodorea mollis foram incluidas nessas analises.

Os testes mostraram que o anel furano é essencial para a atividade do 8-MOP, pois a
benzopirona sozinha ndo apresentou efeito citotoxico significativo. Além disso, a auséncia da
metoxila no carbono 8 (formando o psoraleno) torna o composto mais toxico, mas também
menos seletivo, agindo também sobre as células normais, embora nestas, as concentracdes

necessarias para que se note o efeito sejam mais altas. Os compostos metoxiumbeliferona,
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ostol e coumurrayina, de origem natural, apesar de ndo possuirem o anel furano na estrutura,
tém uma metoxila que deixa o oxigénio em posi¢cdo muito parecida & do oxigénio do furano
no psoraleno, sendo que dois deles sdo prenilados no carbono 8; tais compostos apresentaram
atividade em concentracgdes inferiores as efetivas de 8-MOP, conservando a seletividade por
células tumorais, com destaque para o ostol e a metoxiumbeliferona, para os quais a agdo
concentragdo-dependente nas células tumorais ficou ainda mais notavel. Além disso, 0s
compostos com maior valor de logP apresentaram atividade mais pronunciada, provavelmente
devida a maior biodisponibilidade. Dentre estes, o trimetilpsoraleno, que também tem uso
clinico regulamentado (JILLSON, 1981) apresentou atividade em concentracdes cem vezes
menor que as do 8-MOP.

Alguns compostos (ostol, metoxiumbeliferona e psoraleno) foram ainda capazes de
induzir mudancas morfologicas significativas nas células tumorais em determinadas
concentragdes. Estudos complementares serdo necessarios para esclarecer se tais
modificagdes na forma das células sdo acompanhadas de mudancas fenotipicas quanto ao
estado de diferenciacdo ou expressdo de marcadores prognosticos, o que poderia implicar em
reducdo da agressividade do tumor. De qualquer maneira, esses resultados abrem uma
perspectiva notavel de se descrever ndo apenas um novo quimioterapico, mas toda uma classe

de farmacos derivados de cumarina com atividade antitumoral.
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CONCLUSOES

A atividade inibitoria de GST-n, aqui pela primeira vez atribuida ao composto 8-
metoxipsoraleno, € uma importante ferramenta capaz de auxiliar no tratamento, ndo apenas de
tumores resistentes as terapias convencionais, mas de tantas outras doengas em cujo curso esta
enzima tem algum papel relevante. O mesmo composto apresentou, ainda, atividade
antitumoral, com potencial para se tornar uma alternativa estratégica aos agentes terapéuticos
em uso. Sumariamente, da colecdo de dados apresentada, as principais conclusdes a que se

pode chegar sdo de que o 8-MOP:

- Inibe, reversivel e competitivamente, a GST-n humana, interagindo no sitio H da
enzima, ndo sendo, contudo, metabolizado por esta, 0 que representa a descoberta de um novo

inibidor ndo GSH-peptideomimético.

- Age como quimiossensibilizante para alguns dos agentes quimioterapicos em uso
(temozolomida e etoposideo), podendo ser associado em concentracfes sub-toxicas a estes

para melhorar a resposta de células tumorais.

- Possui acdo antiproliferativa in vitro, e indutora de apoptose quando em altas
concentracdes, mostrando ainda acdo relativamente seletiva para células de glioma quando
comparada com astrocitos normais, além de promover outras alteracdes celulares restritas as

células tumorais.

- Pode representar o primeiro exemplar de uma nova classe de compostos
cumarinicos com atividade antitumoral, uma vez que moléculas estruturalmente relacionadas
apresentaram indicios de atividade semelhante, ou melhor, quando submetidas a testes in

vitro.

Vale ressaltar que os efeitos foram encontrados em modelos experimentais que nao

incluem irradiacdo com luz ultravioleta (como normalmente é feito em tratamentos que
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envolvem derivados de psoraleno), e que o amplo conhecimento que se tem sobre a seguranca
e 0s parametros farmacocinéticos, ndo apenas do 8-MOP, mas tambeém de outros derivados de
psoraleno, fruto de décadas de uso clinico, deixa esses compostos muito mais préximos de
testes em humanos que venham a confirmar a efetividade dos efeitos aqui propostos.

Por fim, usar expressdes como “cura” ou “tratamento revolucionario” para se referir
a este conjunto de resultados seria, certamente, tdo ingénuo quanto irresponsavel; mas
subestimar o potencial que tém eles de promoverem um avango real no tratamento de uma
série de doencas com historico de falhas terapéuticas, talvez represente um erro ainda maior.
H4, portanto, a perspectiva de aprofundamento dos testes com os derivados cumarinicos a fim
de que se chegue ao melhor prot6tipo para possivel melhoramento quimico e inicio de testes
em modelos in vivo, que se confirmarem a marcante atividade antitumoral aqui proposta,
justificardo ensaios clinicos controlados na tentativa de desenvolver um novo produto

biotecnologico de grande impacto tanto para os pacientes quanto para a ciéncia brasileira.
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ABSTRACT

The Glutathione S-transferases (GSTs) are multifunctional enzymes which play a key role in cellular
detoxification. Because of its ability to promote conjugation between drugs and the tripeptide glutathione, its
expression is related to drug resistance, specially the isoform n (GSTP1-1), that plays crucial roles in cancer
chemoprevention and chemoresistance and is a key target for anticancer drug development. In this work we
presented, for the first time, the 8-methoxypsoralen (8-MOP), a psoralen derivative clinically used in skin
diseases treatment, as a novel promising GST-n inhibitor by using association of chemical, biochemical and
cellular techniques. 8-MOP inhibited competitively the enzyme activity despite it is not a substrate, and binds to
the H-site of GST-n. 8-MOP also increased the effect of the drugs etoposide and temozolomide on cells from
human glioblastoma, which is a kind of cancer that represents a challenger for conventional therapy.
Additionally, 8-MOP reduced tumor cells viability, showing a potential intrinsic antitumor activity since GST-n
is also involved in apoptosis regulation. Then, a new therapeutic use as chemosensitizer, and also possibly as

chemotherapeutic agent, is proposed for this old drug.

Keywords: 8-methoxypsoralen, glioblastoma, GST, cancer
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INTRODUCTION

The Glutathione S-transferases (GSTs; EC 2.5.1.18) are multifunctional enzymes which are mainly
involved in phase Il metabolism and antioxidant cell systems; they play a key role in cellular detoxification and
protecting macromolecules from reactive electrophiles, including reactive oxygen species and environmental
carcinogens [1]. Human GSTs are divided into three major families: mitochondrial, peroxisomal/microsomal and
cytosolic, that is subdivided into seven distinct classes (a, y, @, ¢, 0, @ and {) according to physical structure of
the genes, immunological crossreactivity and amino-acid sequences [2]. Special attention has been given to these
enzymes since they are strongly associated with drug resistance, remarkable in cancer [3], because of its ability
to promote conjugation between drugs and the tripeptide glutathione. It is well known that genetic polymorphism
of GST is related to drug resistance [4], and the resistance to several classes of chemotherapeutic agents
promoted by GST overexpression were already experimentally demonstrated [5]. There are also many works
showing association between GST polymorphisms and predisposition to cancer [1].

Despite virtually all classes of GSTs are involved in chemorresistence, the most highly expressed GST
isoenzyme in various human cancerous and precancerous tissues is GST-n [3]. Overexpression of this class of
GST was associated with drug resistance in tumors like osteosarcoma [6] and lung cancer [7] and poor
prognosis in gastric cancer [8], primary ovarian carcinoma [9] and gliomas [10]. Then, inhibition of Pi-class
GST activity or inhibition of its expression, has been shown to increase the tumor sensitivity to many drugs [3].
Indeed, many inhibitors and pro-drugs targeted to glutathione S-transferases have been developed for a long
time, but the clinical effectiveness of this molecules are poor and do not justify therapeutic use [11], what leads
us to look for new effective inhibitors.

Diffuse gliomas are the most common form of primary brain tumor, and glioblastoma (highest
malignant glioma) is the most frequent brain tumor in adults [12]. The glioblastoma (GB) is also the most
aggressive brain tumor and represents 2% of all diagnosed cancers, with a median overall survival between 9 and
12 months [13]. The current standard of care in patients with GB involves maximal safe surgical resection,
radiation therapy and adjuvant chemotherapy with the alkylating agent temozolomide [14]. Nevertheless the
impact of technological advances on clinical outcome has not been satisfactory [15]; one reason for the
unsuccessful therapy is chemoresistance. The enzyme O(6)-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) is
the most frequently associated factor to temozolomide resistance in glioblastomas [14], however, there are
experimental observations suggesting that inhibition of GST increases the response of glioblastoma cells to
alkylating agents better than the inhibition of MGMT [16]. Association between overexpression of GST-r and
drug resistance in malignant glioma cells was already experimentally demonstrated [17]. In fact, expression of
GST-m in gliomas, especially glioblastoma, has been extensively shown and this expression is associated with
poor prognostic [10, 18, 19]. Despite these evidences, the GSTs inhibition approach has not been tested for this
kind of cancer in the current literature.

In this work we presented 8-methoxypsoralen (8-MOP) (Fig. 1), a psoralen derivative clinically used in
skin diseases treatment [20], as a novel promising GST-=n inhibitor, pointing considerations about its mechanism

of action, and showing its potential for cancer therapy by using an in vitro model of glioblastoma.
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METERIALS AND METHODS

Assay of glutathione S-transferase activity

GST activity was measured as described by van Haaften [21] with modifications. In short, the reaction
of 1 mM GSH with 1 mM CDNB catalyzed by GST (GSTP1-1 at 0.1 U/ml or 0.15 mL of lysate of human
glioma cells in 100 mM potassium phosphate buffer, pH 6.5, at 25°C) was monitored spectrophotometrically by
recording the increase in absorbance at 340 nm. Absorbance Units were converted to concentration of DNP-SG
(the conjugate of GSH and CDNB) as described by Mannervik and Guthenberg [22]. A correction for the
spontaneous reaction was made by monitoring formation of DNP-SG in the absence of enzyme. For inhibitory
effect analysis increasing concentrations of 8-MOP were used. In the test with lysate of glioma cells, total
protein content was measured (Dc protein assay, Bio-Rad®, Hercules CA USA) and relative GST activity was
calculated as reaction rate (Absorbance Units/seg)/mg of protein, and expressed as percentage of control group.
8-MOP was dissolved in DMSO with a final concentration of 0.5% (v/v); this solvent was present in all groups
and did not affect GST activity. Effect of each concentration of 8-MOP in spontaneous formation of DNP-SG
was also discounted by monitoring the reaction in the presence of the drug and absence of enzyme. For ICs
calculation data were expressed as percentage of activity in control (group with no 8-MOP) and non-linear
regression was performed. To study the inhibitory mechanism substrate concentrations (CDNB or GSH) were
varied (when GSH concentration was varied the CDNB concentration was kept at 1 mM and vice versa). Five
indetenpend experiments were performed with and without 8-MOP at a concentration near the 1Cs. Vmax and
Km values were calculated by non-linear regression following the Michaelis-Mentem mode and mechanism
visualized by Lineweaver-Burk plot.

UV-Vis —spetrophotometry

Electronic absorption spectra of solutions containing CDNB with GSH or 8-MOP with GSH in the
presence or absence of GST-n were recorded using a
Hewlett-Packard model 8452 A recording spectrophotometer using 1cm quartz cells and compared to CDNB
alone and 8-MOP alone spectra. For calculate reaction rate the kinetic mode (pseudo-first order) was selected
and increasing of absorption at 340 nm was monitored for 3 min. (time between measurements 10 sec.) in water-
jacketed quartz cells, at 30°C, containing reagents for tests of glutathione S-transferase activity. Unit of rate was

transformed from absorbance unit/seg to pmol/min.mg.

High performance liquid chromatography analyses

Chromatographic analyses of CDNB/CDNB-conjugate and 8-MOP/8-MOP-conjugate were performed

according to previous description in literature [23, 24] with modifications. Alliance® HPLC system 2695
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separations module with the 2487 dual wavelength ultraviolet absorbance detector was used in chromatographic
analyses. Data were collected and analyzed by the Empower 2 chromatography data software (Waters). A 3.9 x
150 mm x 5 um C18 column (XTerra MS - Waters) and a 3.9 x 20 mm pre-column (C18, XTerra MS - Waters)
were used. The samples were pre-filtered through cellulose membrane (0.45 pm) and the column temperature
was maintained at 25°C. For CDNB/DNP-SG, 1% acetic acid and acetonitrile (80:20, v/v) was used as the
mobile phase at a flow rate of 1 mL/min and detection was performed simultaneously at 280 and 340 nm.
Determination of 8-MOP/”’8-MOP-SG” was performed with gradient elution as shown (Table 1) at a flow rate of
ImL/min and detection was performed simultaneously at 248 and 301 nm. A good separation achieved within

12 min under both chromatographic conditions used.

Theoretical logP value calculation

Structures were designed in 2D and converted to 3D by using the softwares ChemDraw 10.0 and
Chem3d 10.0, respectivaly. Theoretical log P and log D values were calculated using on-line tool LogP
Calculator available in the University of Massachusetts Boston General Biology web site
(http://intro.bio.umb.edu/111-112/0OLLM/111F98/newclogp.html). For calculation, the method weighted was

chosen and the following condition was admitted: [CI] = [Na'] = [K'] = 0.1 mol/dm®.

Cell culture and preparation of cytosolic protein extract

Human glioblastoma GL-15 cells [25] were cultured at 37°C in Eagle's medium modified by Dulbecco
(DMEM), supplemented with 1mM pyruvic acid, 2mM L(+)-glutamine, 44mM NaHCO3, 10 % fetal bovine
serum, 100 UI/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin in a humidified atmosphere of 5 % CO; and 95 % air.
The culture medium was changed every 2 days. In order to evaluate activity of GST from GL-15 cells, confluent
cultures in 10mm dishes were lysated with 1mL of distillated water under vigorous sheik for 30 min. The extract

was centrifuged at 5,000 g (10 min) and supernatant stored at -70°C until use in GST activity assays.

Cell viability measurement and microscopic analysis

In order to evaluate the chemosensitizer potential of 8-MOP cells were seeded in 96-well plates at a
density of 31 X 10% cell/cm? cultured for 24h and treated for 48h with increasing concentrations of
chemotherapeutic drugs in the presence or absence of 0.05 mM 8-MOP, which was added 2 hours before
treatments. Both drugs and 8-MOP were dissolved in DMSO (final concentration 0.5% v/v). Cell viability was
measured by the MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) method [26]. In short,
after treatment the MTT reagent dissolved in PBS was added to each well (1 mg/mL). Following additional 2 h
incubation, 100 pL of SDS (50 % DMF and 20 % SDS in water) was added to breach the cells and to dissolve

the formazan crystals, the absorbance was then measured at 595 nm of wavelength using a microplate reader
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(THERMO PLATE, model TP-reader — type B). Wells without cells were used as blanks and were subtracted as
background from each sample. To access cytotoxicity of 8-MOP, GL-15 cells were treated with increasing
concentrations of it for 72 hours under the same described conditions and viability also measured by MTT assay.
Cell growth after long-term (10 days) exposure to low dose 8-MOP was evaluated by Trypan blue exclusion
assay [27] in Petri dishes (35mm in diameter), at low cell density (3.86 X 10%), using a hemocytometer to count
the viable cells; and expressed as percentage of cells in the first day. DMSO at 0.5% was used as vehicle control.
In the long-term experiment 0.02 mM 8-MOP was added during each medium change. Changes in cell
morphology were observed by contrast phase microscopy and pictures were taken using a high resolution digital

camera.

Immunocytochemistry

GST-n expression in GL-15 cells was attested by immunostaining using anti-GSTP1-1 antibody. The
cells were permeabilized in methanol at -20°C for 10 min and incubated with the primary antibody (rabbit
polyclonal 1gG anti GSTP1/2 — Santa Cruz®, 1:500) for 1 h. Subsequently, cells were rinsed three times with
PBS, incubated with the secondary antibody (Conjugated Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit IgG — Invitrogen®,
1:400) and finally observed by fluorescence microscopy (Olympus AX70 microscope — green filter). A 20°/0,40
objective was used. For nucleus staining, cells were incubated with 2.5 pg/mL DNA dye Hoechst 33258 in PBS
for 10 min at room temperature and rinsed three times with PBS. Then, they were analyzed by fluorescence
microscopy (Olympus AX70 microscope — ex/em 340/510 nm). The CoolSNAP-Pro cf color camera and the
software Image-Pro Discovery version 4.5.1.29 (both from Media Cybernetics, Inc) were used to take the
pictures. For negative control cells were incubated with only secondary antibody under the same conditions

exposed above.

Evaluation of content of intracellular reduced glutathione

Monochlorobimane (MCB) assay [28] was used to evaluate GSH depletion. After 30 minutes exposition
to 8-MOP (0.05 mM and 0.4 mM) and CDNB (0.05 mM), GL-15 cells were washed three times with PBS and
incubated with 1 mM MCB in medium with 1% ethanol for 40 minutes. DMSO at 0.5% (vehicle of 8-MOP) was
present in all treated cultures. Control groups were cells treated with vehicle only or not treated at all. After the
incubation time, cells were washed again with PBS and observed by fluorescence microscopy (Olympus BX 51 -
URAZ2, San Jose, USA). The fluorescence mirror unit Olympus U-MWU2 was selected to observe cells. This
mirror unity excites the fluorochrome in the band between 330 —385 nm, it has a dichromatic mirror (400 nm),
and an emission filter of 420 nm. Photographs were taken using an exposure time of 60 msec for all samples by

an Olympus BX-2 camera attached to the microscope.
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Statistics analysis

The Statistics analyses were performed with the software GraphPad Prism version 5.00 for Windows.
Data were showed as mean with SEM or median with range according to their distribution, analyzed by Shapiro-
Wilk normality test and Skewness (normal: <1 or >-1) and Kurtosis (normal: <2 or >-2) calculation Also
according to the distribution, parametric or non-parametric statistic test were chosen. The most appropriate test
for each experiment was used and this information is in the respective captions. At least three independent

experiments were done for each assay.

RESULTS

GST-=z inhibitory activity of 8-MOP

Glutathione S-transferase activity was concentration-dependently inhibited by 8-MOP (Fig. 2a). The
inhibitory effect of 8-MOP was fitted to Eq. (1):

(1) A = {137.97/[1+10@734LooC8136386)1y 69 77 (R?=0.9238)

in which A corresponds to GST-r activity (in percentage of control) and C is the 8-MOP concentration (Fig. 2b).
The calculated ICs, (concentration of 8-MOP able to inhibit 50% of GST-rn activity) was 0.092 mM.

To obtain information on the nature of the inhibition, measurement of GST-n activity was performed
with variable concentrations of either CDNB or GSH in the presence of 0.1 mM 8-MOP. The enzyme shows
characteristic Michaelis Menten behavior towards both substrates; but the inhibitor presented a double behavior.
A competitive inhibition pattern was observed when 0.1 mM 8-MOP was tested toward varying concentrations
of CDNB (Fig. 2c-e). The presence of 8-MOP increased calculated Km value from 0.30 mM to 0.68 mM, but it
did not change significantly the calculated Vmax value, indicating that both, inhibitor and substrate (CDNB) link
to the same region of the active site. However, when 0.1 mM 8-MOP was tested toward varying concentrations
of GHS both Km and Vmax values decreased, from 0.25 mM and 11.36 pmol/min.mg to 0.09 mM and 4.70
umol/min.mg, respectively, what can be interpreted as uncompetitive inhibition (Fig. 2f-h), indicating that

inhibitor and substrate (GSH) link to different sites in the enzyme or different regions of the active site.

Mechanism of action

It is well known that GST-x catalyzes conjugation between CDNB (Fig. 3a) and GSH to form DNP-SG

(Fig. 3b). Since 8-MOP inhibits competitively the activity of this enzyme, we hypothesized that 8-MOP could be
a substrate, just as CDNB. If it is true, a new compound (8-MOP-SG) (Fig. 3d and Supplementary Fig. 1) would
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be formed. UV-Vis spectrophotometric analysis clearly showed the generation of DNP-SG (that has a different
absorption spectrum when compared to CDNB) by addition of GST-x in presence of GSH. In contrast, addition
of enzyme in 8-MOP/GSH contenting solution did not change its absorption profile, suggesting no alteration in
the 8-MOP structure (Fig. 3e-f). The presence of GSH alone did not modified both CDNB and 8-MOP spectrums
(Supplementary Fig. 2).

To certify that 8-MOP-SG is not present in the solution, HPLC was carried out using maximal
absorbance values for each solution to detection. Again, DNP-SG was identified in a retention time (RT) lower
than CDNB, but a single peak is present in the chromatogram for 8-MOP/GSH plus GST-x, with the same RT of
solution without enzyme (Fig. 3g-h), that is the RT of 8-MOP alone. The theoretical log P value for CDNB and
log D value for DNP-SG are 2.46 and -3.14, respectively (Supplementary Fig. 3a-b), what justifies the lower RT
of DNP-SG. On the other hand, log P value for 8-MOP is 1.78 (justifying its low RT when compared to CDNB)
and the log D value for 8-MOP-SG is -2.58 (Supplementary Fig. 3c-d), but no peak in a very low RT, as
expected, was visualized in the chromatogram.

Changes in absorption and chromatographic profiles were the same 1 hour (data not shown) and 30 days
(Fig. 3e-h) after GST-x addition. Then, the evidences support the idea that 8-MOP-SG is not formed, or it is

formed in a very low extent.

Effects os 8-MOP in a cell system

8-MOP was also able to inhibit GST activity in cytosolic protein extract of tumor cells (Fig. 4a-b). First,
kinetics parameters of GST activity on cell lysate were accessed (Fig. 4a). Michaelis Menten classic equation
could not be used and Km and Vmax calculation could not be performed since there were not only one isoform

of GST present in the lysate. Then, data was analyzed by non-linear regression and fitted to Eq. (2):
(2) R=0,02628 + (0,27962/(1+101:3#4%544521C)y - (R2=0 9770)

in which R corresponds to reaction rate and C is the concentration of substrates (GSH and CDNB). Substrates
concentrations greater than 0.5 mM saturated the enzyme amount present in the volume of lysate used (0.15
mL). Saturating conditions (substrates at 1 mM) were used to investigate GST activity inhibition by 8-MOP,
which shows concentration-dependent pattern (Fig. 4b). Immunodetection confirmed expression of GST-rn in
human glioblastoma GL-15 cells (Fig. 4c). Additionally, treatment with 0.05 mM CDNB for 15 minutes depleted
intracellular reduced GSH, as expected, but 8-MOP did not promote GSH depletion even at high concentration

(0.4 mM), giving support to our hypothesis that 8-MOP does not conjugate with GSH (Fig. 4d-h).

Pharmacological potential of 8-MOP

To investigate evidences of chemosensitizer action of 8-MOP, cells from human glioblastoma (GL-15)

were exposed to some chemotherapeutic agents in the presence or absence of a sub-toxic concentration of 8-
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MOP. The drug increased susceptibility for etoposide, which is a recognized substrate for GST-x, but not for
doxorubicin and vincristine (Fig. 5a-c). Also, in presence of 8-MOP, high concentrations of temozolomide lead
to decreases of cell viability greater than 15% in these cells that are totally resistant to this agent (Fig. 5d and
Supplementary Figure 4). 8-MOP alone had not detectable effect (Fig. 5e). The effects, accessed by MTT assay,
were clearly visualized by phase contrast microscopy that shows reduction of cellularity and morphological
changes promoted by the associations (Fig. 5).

When cultures were treated with 8-MOP for 72 hours, concentrations greater than 0.05 mM promoted
reduction of viability that reached 25% (Fig. 6a). A low concentration of this drug was also effective for
reducing cell proliferation accessed by trypan blue assay after 10 days exposition (Fig. 6b). Microscopic finds

suggest that 8-MOP promotes tumor cell death, possibly through apoptosis (Fig. 6).

DISCUSSION

The overexpression of GSTs in many kinds of tumors encourages studies with agents able to promote
down regulation of these enzimes [29], GST-actived pro-drugs aiming selective action [30, 31, 32] and GSTs
inhibitors aiming overpass drug resistance [33, 34]. However, nowadays, there is no GST-based approach
consistent enough to be adopted as clinical adjuvant therapy. In a phase | clinical study the GST-actived pro-dug
brostallicin showed hematologic toxicity [35]. Ethacrynic acid was the first GST inhibitor, acting as substrate of
some isoenzymes of GST, it was utilized to sensitize cancer cells to the cytotoxic effect of alkylating agents.
However, a number of substantial side effects such as a marked diuresis have discouraged the use of this
molecule in clinical practice [36]. We presented 8-methoxypsoralen (8-MOP), a coumarin derivative, as a
promising GST-x inhibitor, although we do not exclude the possibility that it inhibits other GSTs. 8-MOP is a
known drug that has been orally and topically used for decades in the treatment of skin disease like psoriasis and
eczema [37].

8-MOP dose-dependently reduced human GST-x activity in vitro and also decreased total GST activity
in cytosolic extract of human glioblastoma cells. To access the mechanism of action, enzyme kinetic assays were
performed and pointed a competitive pattern of inhibition with 8-MOP occupying the hydrophaobic binding site
(H-site) of the enzyme, keeping the glutathione binding site (G-site) free. Since inhibition is competitive, 8-MOP
could simply act as a substrate. To show that it is not truth, spectrophotometric analyses were carried out. The
psoralen is conjugated system in a ring that extends to the aromatic furan ring, including the carbonyl group.
With the addition of glutathione, via the sulfur atom, the conjugated system involving the furan ring is lost,
affecting the energy of the orbitals involved in the length of links, hence there is a change in the range of
absorption in the UV [38]; despite we have predicted the most probable structure for an 8-MOP/GSH conjugate,
this phenomenon would occur whatever the atom with the thiol group of GSH reacted with, but no changes in
the UV-Vis spectrum was observed. This analysis is enough to prove that there is no detectable formation of 8-
MOP-SG, nevertheless we carried out chromatographic analyses that confirmed the find.

Finally, the results from experiment with monochlorobimane (MCB) suggest that 8-MOP does not act
as substrate of GST from any class, since no GSH depletion occurred at all. Whereas conjugation of MCB with
GSH is catalyzed by many cytosolic GSTs [39], the MCB assay also reflects the GST activity [28], and then the
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results also confirm the reversible nature of the inhibition (since after washing it is possible to visualize
fluorescence) or suggests that 8-MOP does not inhibit all cytosolic GSTs, presenting any selectivity.

The search for effective GSTs inhibitors for use in cancer therapy is not recent. Almost two decades
ago, clinical studies indicate ethacrynic acid as candidate of modulator of drug resistance [40]. At the same time,
the selective GST-rn inhibitor TER-117 was synthesized [41], but there are no recent studies with this. Other
GST-z specific inhibitors were able to revert multiple drug resistance in cholangiocarcinoma [42], but maybe the
most promising compound is the non-GSH peptidomimetic 6-(7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol-4-ylthio)hexanol
(NBDHEX), a representative molecule of a new class of 7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole (NBD) derivatives [43].
The GST-rn specific inhibitor NBDHEX increased temozolomide efficacy in an in vivo model of malignant
melanoma [33] and were also effective in overcoming drug resistance in osteosarcoma cell lines [8]. 8-MOP is a
low molecular weight hydrophobic compound that easily crosses the cell membrane; it is also a non-
peptidomimetic GST inhibitor, characteristics that made NBDHEX a promising new therapeutic possibility.
Also, 8-MORP is structurally simpler than NBDHEX, what facilitates its synthesis. Another advantage of 8-MOP
is the possibility of short-term clinical using. There are no clinical trials with NBDHEX, in the other hand, there
are a number of clinical trials with 8-MOP, that is already clinically used [44]. In fact, clinical studies with
psoralen derivatives, including 8-MOP, were realized since the late 70, and its toxicity in humans is well known
[45]. Despite it is the first time that GST inhibitory activity is attributed to a psoralen derivative molecule, there
are previous evidences of this activity: Esculetin, a coumarin derivative structurally related to 8-MOP, showed
inhibitory activity for some vegetal GSTs [46], and some small natural compounds had been proposed as
chemomodulators due to its tendency to inhibit GSTs [47].

GSH conjugates (and also peptidomimetic GST inhibitors) are eliminated by efflux pumps. Co-
expression of GST-x and the efflux pump MRP1 (multi-drug resistance protein 1) is associated with resistance to
doxorubicin, vincristine and etoposide [5, 48]. 8-MOP was tested as chemosensitizer in cultures of human
glioblastoma cells when co-administered with this drugs and the standard agent temozolomide (TMZ), and it was
effective for TMZ and etoposide, what is probable due to its GST-rn inhibitory action. 8-MOP reduced GST
activity in cells lysate, but the substance used in the test (CDNB) is not a GST-=n specific substrate, then it is
possible that 8-MOP inhibits other isoforms of GST. Immunodetection showed that GL-15 express GST-n
anyway. It was documented that GST-n polymorphisms is associated with survival in anaplastic glioma patients;
an explanation is that lower activity GST genotypes will allow more prolonged exposure of tumor cells
chemotherapeutic agents [49]. The increase in expression and activity of GST-Pi in glioma cells promoted by
flavonoid kaempferol is also believed to be the cause of resistance to cisplatin induced by this flavonoid [50].

Besides improve etoposite activity and make GL-15 responsive to temozolomide, 8-MOP showed
intrinsic toxic action against these tumor cells. Indeed, besides its active role in the detoxification of antitumor
drugs, GSTs ,especially GST-r, are also involved in the regulation of apoptosis through the inhibition of the c-
Jun-N-terminal kinase (JNK) signaling pathway, what is responsible for resistance toward drugs which are not
substrates for GSTs in tumor cells those overexpress this enzyme [51, 52]. It is also truth for glioblastoma [19].
In fact, intrinsic proapoptotic activity was also described to GST inhibitors [53]. NBDHEX, for example, showed
cytotoxic effect by activation of INK/c-Jun pathway [54]. The toxic effects also suggest that 8-MOP really cross
the plasmatic membrane, what was expected seeing log P value predicted for it (1.78). This intrinsic antitumor
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activity is now under investigation; the apoptosis promoting activity of 8-MOP was already confirmed (data not
shown).

In conclusion, we have shown new application for a well established drug. 8-MOP can represent a
molecule of a novel class of GST inhibitors. The therapeutic potential of these inhibitors is not restricted to
cancer treatment, these inhibitors could also have application in treatment of infectious diseases since GST
activity has been reported in many pathogenic parasites [11]; and ours results also have implications for current

treatment using 8-MOP, like PUVA (psoralen plus ultraviolet A) therapy.
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FIGURE CAPTIONS

Fig. 1 Molecular structure of 8-methoxypsoralen, a furanocoumarin also called Xanthotoxin

Fig. 2 Dose-dependent inhibition of GST-x activity by 8-MOP (A) and non-linear regression (R?= 0.9238) used
to calculate ICso (0.092 mM) (B). Michaelis-Mentem (R*=0.9874 without 8-MOP and 0.9545 with 8-MOP) (C)
and Lineweaver-Burk (D) plots and reaction dynamics scheme (E) showing competitive inhibition of human
GST-n towards CDNB by 8-MOP. The Km and VVmax of the enzyme for CDNB were 0.30 mM (SD=0.05) and
11.58 umol/min.mg (SD=0.77) respectively. After 0.1 mM 8-MOP treatment these values were 0.68 mM
(SD=0.06) and 11.71 pmol/min.mg (SD=3.10). Michaelis-Mentem (R?*=0.9733 without 8-MOP and 0.9736 with
8-MOP) (F) and Lineweaver-Burk (G) plots and reaction dynamics scheme (H) showing uncompetitive
inhibition of human GST-x towards GSH by 8-MOP. The Km and Vmax of the enzyme for GSH were 0.25 mM
(SD=0.08) and 11.36 pmol/min.mg (SD=1.31) respectively. After the same treatment these values were 0.09
mM (SD=0.02) and 4.70 pmol/min.mg (SD=0.21). The enzyme was used at 0.1 U/mL. The graphs are

representative of five individual experiments

Fig. 3 CDNB, DNP-SG and 8-MOP structures (A, B and C, respectively) and the supposed compound generated
from conjugation of 8-MOP with GSH, here hamed 8-MOP-SG (D). The conjugation with GSH in B and D
significantly reduced the Log P value calculated to the molecules. Spectrophotometric evidences of presence of
DNP-SG, but not 8-MOP-SG, in the absorption spectrums of CDNB plus GSH and 8-MOP plus GSH in the
absence (E) and in the presence (F) of GST- n. The maximum absorbance values for the solutions
CDNB/GSH/enzyme and 8-MOP/GSH/enzyme (250nm, 340nm and 248nm, 301nm, respectively) were used for
chromatographic detection of the conjugates. DNP-SG was detected (G). However, there are no evidences of 8-
MOP-SG in the solution (H), leading to the conclusion that 8-MOP-SG is not formed or it is formed in a very

low extent, or keeps attached to the active site

Fig. 4 Effect of 8-MOP on catalytic activity of GST from human glioblastoma cells. The rate of the reaction of
conjugation between GST substrates CDNB and GSH, in presence of cytosolic protein extract of GL-15 cells,
increased according to these substrates concentration until saturation (A). Line represents non-linear regression
(R?=0.9770) of the data. Substrate concentrations of 1mM (saturated conditions for the volume of extract used)
were chosen to evaluate inhibitory effect of 8-MOP, that showed concentration-dependent pattern (B). Data did
not present normal distribution and were analyzed by Kruskal-Wallis nonparametric test (excluding first group)
followed by Dunn’s Multiple Comparison test *p < 0.05 and **p < 0.01. GL-15 cells labeled positively to GST-
n (C). MCB assay reveled that intracellular reduced GSH was present in control conditions (D,E) and was

depleted by addiction of CDNB (F), but not by addition of 8-MOP at low (G) or high (H) concentration

Fig. 5 Effect of 8-MOP in the susceptibility of GL-15 cells to chemotherapeutic agents. Among drugs those are
classical substrates for GST-m, doxorubicin (A), vincristine (B) and etoposide (C), 8-MOP acted as
chemosensitizer only for etoposide, what was statistically significant at 0.001 mM and 0.1 mM. GL-15 cells also

become more sensible to high concentrations of temozolomide (TMZ) after treatment with 8-MOP (D), 0.6 mM
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and 1 mM TZM plus 0.05 mM 8-MOP significantly reduced cell viability in 17.4% and 16%, respectively. Data
were from MTT assay and presented normal distribution and were analyzed by Two-way ANOVA and
Bonferroni post-test. *p < 0.05 and **p < 0.01. #p < 0.01 compared to group treated with 8-MOP alone in the
experiment with TMZ. Values are means (+ SEM). Neither vehicle nor 8-MOP alone changed cell viability
when compared to non-treated control group (E), these groups were represented separately to avoid
compromising statistical analysis. The pictures show reduction of cellularity and morphological changes

promoted by the associations. In the graphs, each point denotes the means of eight measurements

Fig. 6 Effects of 8-MOP on human glioblastoma GL-15 cells viability. 72h treatment with 0.05, 0.1 and 0.2 mM
8-MOP promoted a decrease of 16.87% (+ 3.10), 19.14% (+ 2.84) and 24.9% (+ 2.98), respectively, on GL-15
viability evaluated by MTT assay (A). Data presented normal distribution and were analyzed by One-way
ANOVA (excluding first group) and Dunnett’s Multiple Comparison post-test. **p < 0.01 and ***p < 0.001.
Values are means (+ SEM). Comparison between controls (white bars), those are statistically equal, were done
by using t-test. Long-term exposure to low dose of 8-MOP (10 days, 0.02 mM) also resulted in reduced cell
proliferation evaluated by trypan blue exclusion assay (B). The number of cells increased 380% (320,470) in
control conditions against 270% (235,315) in 8-MOP treated group. Data did not present normal distribution and
were analyzed by Mann Whitney nonparametric test. Values are median (25% percentile, 75% percentile). The
pictures (C,D) show morphological changes suggesting apoptotic cells (arrows) in cultures treated with 0.2 mM
8-MOP for 72h

Table 1 Scheme of gradient elution for chromatographic (HPLC) analyses of solutions containing 8-MOP
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Supplementary Figure 1

Mechanism of reaction proposed to formation of the compound 8-MOP-SG. The
business end of glutathione is the thiol (SH) group, which is added to the B-carbons
in carbonyl compounds by Michael addition. Molecules present absorption peak on
ultraviolet radiation only if the energies of possible electronic transitions are in the
same order of magnitude as the UV region. As the extent of conjugation increases,
decreases the energy difference between HOMO (highest occupied molecular
orbital) and LUMO (lowest unoccupied molecular orbital), thus increasing the
range of wavelengths in the spectrum in the UV region. The psoralen is conjugated
system in a ring that extends to the aromatic furan ring, including the carbonyl
group. With the addition of glutathione, via the sulfur atom, the conjugated system
involving the furan ring is lost; affecting the energy of the orbitals involved in the
length of links, hence there is a change in the range of absorption in the UV, which
was not observed in our experiments.

Supplementary Figure 2

Absorption spectrums of CDNB and 8-MOP in the absence of GSH.

Supplementary Figure 3

Molecular modeling for theoretical log P calculation for
CDNB, 8-MOP, DNP-SG and the supposed 8-MOP-SG. The
conjugation with GSH lowered the log P values, as expected,
resulting in increased water solubility.

DNP-SG(B) | 8-MOP(C) | “8-MOP-SG” (D)

2.46

-0.74

178
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Supplementary Figure 4

Cell viability (assessed by MTT assay) of GL-15 cells after 72 hours of
treatment with TMZ at increasing concentrations. The cells presented
extreme resistance toward the drug even at the high concentration of 2
mM. The vehicle (DMSO 0.5% v/v) is present in all groups, including
control, but did not affected cell viability (data not shown).
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ABSTRACT

Cancer is an important cause of mortality around the world. Gliomas are the most common and lethal
primary malignant brain tumors, and have been studied for a long time. Nevertheless, the usual drugs are not
able to provide significant increase on the survival of patients. Then, researches to find new drugs are necessary.
The purpose of this study was to evaluate the antiproliferative and apoptosis-inducing activities of the
furanocoumarin-derivative 8-methoxypsoralen (8-MOP) against glioma cell lines without photoactivation. This
compound is commonly used in the treatment of skin diseases combined with UV light irradiation. Rat glioma
C6 cells and human glioblastoma GL-15 cells were used in tests, as well as rat astrocytes for comparison. Cell
viability was measured by the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay;
changes on cellularity were evaluated by phase contrast microscopy and quantified by total protein content
measurement. The trypan blue dye exclusion assay and colony formation test were used to analyze cell
proliferation. Flow cytometry was used for elucidation of the kind of cell death and for cell cycle analyses.
Morphological changes were accessed by electron microscopy and proteins expression was studied using
immunolabeling techniques. 8-MOP reduced cell viability and cellularity, time- and dose-dependently, more
efficiently in tumor than in normal cells. The compound also showed considerable antiproliferative effect against
tumor cells and induced cell death by apoptosis. However, 8-MOP did not interfere in the cell cycle and also did
not promote increase of markers associated to bad prognostic. No necrosis was observed. Coumarin derivatives
structurally related to 8-MOP were screened for its antitumor potential and presented different patterns of
biological activity, from these experiments it is possible to suggest the relevance of each part of 8-MOP
molecular structure for antiproliferative action. Therefore, 8-MOP is a good prototype of new anti-glioma drug.
Furthermore, its effect was demonstrated in the absence of UV irradiation, which leads to a perspective of more
safe treatments with psoralen derivatives. The results also point coumarin derivatives as a possible new source of
anticancer agents.

Keywords: coumarins, glioblastoma, glioma, 8-methoxypsoralen
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INTRODUCTION

Gliomas, tumors of neuroepithelial tissue, are the most common primary brain tumors in adults. They
are currently classified as astrocytic, oligodendroglial, ependymal or choroid plexus tumors, according to
morphological appearance. Grading is performed using a scale, from low (I) to high (IV, or glioblastoma
multiforme), according to hallmarks of the tumor histological aberrations (Nakada et al., 2007). This kind of
tumors has been studied for a long time; nevertheless the impact of technological advances on clinical outcome
has not been satisfactory. Usual drugs are not able to provide significant increase on the 5-year survival rates
(2% to 5%) (Fruehauf et al., 2006). The 2-year observed survival rate for gliomas was 35% in the United States
based on follow-up data of cancer registry cases diagnosed from 1985 to 2005 (Porter et al., 2010).

Suppression of antitumoral immune surveillance, neovascularization, resistance toward apoptotic
stimuli, excessive proliferation and disseminated tumor growth significantly contribute to the malignant
phenotype of human gliomas (de Oliveira et al., 2009). The drug resistance is also an important cause of poor
clinical outcomes (Bredel et al., 2002), and then new therapeutic approaches, treatments and drugs are necessary.
This reality has been a motivation to a large number of publications, many of these using in vivo and, mainly, in
vitro (using cell culture) models (Costa et al., 2001; Arrieta et al., 2002; Patole et al., 2005). Assessment of in
vitro drug response may assist the clinician in stratifying patient treatment regimens (Fruehauf et al., 2006). In
addition, cytotoxic/antiproliferative screening models provide important preliminary data to select possible new
antitumor drugs. Improved understanding of the biochemical and molecular determinants of glioma has provided
valuable insights into the underlying biological features of the disease, as well as illuminating possible new
therapeutic targets (Yamanaka and Saya, 2009).

Several herbal medicines contain a wide variety of coumarins that have been used to treat vitiligo, and
have many different pharmacological effects in vivo, including hypoglycemic effects, antischistosomal effects,
and inhibition of nephrolithiasis (Aronson, 2009). The 8-methoxypsoralen (8-MOP), also called xanthotoxin, is a
furanocoumarin (derivative of psoralen) that has been widely employed for many years, combined with
irradiation with long-wavelength UV light (PUVA), to treat patients with vitiligo and psoriasis. FDA also
approved it for the treatment of cutaneous T cell lymphoma (Cao et al., 2008). Photosensitizers and
photodynamic therapy have been used in both pre-clinical and clinical studies for the treatment of brain tumors
(Wilson and Patterson, 2008). However, there are descriptions of biological activity of some derivatives of
psoralen even without UV irradiation (Rodighiero, 1996). Moreover, cytotoxic and antiproliferative effects have
been attributed to furanocoumarins (Kim et al., 2007). Actually, some coumarins are known to exert anti-tumor
effects and to change significantly cell growth and differentiation (Lacy and O’Kennedy, 2004).
Furanocoumarins, such as 8-MOP, were identified as novel, potent topoisomerase | inhibitors (Diwan and
Malpathak, 2009). Taken together, these data suggest that 8-MOP is a candidate to be tested as a new agent on
glioma chemotherapy.

Several reports describe the effects of potential and known anti-tumor drugs against C6 line, from rat
glioma, and cell lines from human glioma (Wolff et al., 1999; de Oliveira et al., 2009). In this work, C6 cells, as
well as GL-15, an established and well characterized cell line from human glioblastoma (Bocchini et al., 1991),
were used to evaluate the antiproliferative and apoptosis-inducing potential of 8-MOP. Another serious problem

in cancer chemotherapy is nonspecific toxicity against normal and tumoral cells, and so there is a current
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tendency to use normal cells as part of these in vitro models to search new prototypes of medicines (Cavalieri et
al., 2004; Bernardi et al., 2008; Soletti et al., 2008; Gerhardt et al., 2009). Therefore, the effects of 8-MOP were

also studied on rat primary cultures of astrocytes to compare results.

METHODOLOGY

Cell cultures

Human glioblastoma GL-15 cells and rat glioma C6 cells were cultured at 37 °C in DMEM,
supplemented with 1 mM pyruvic acid, 2 mM L(+)-glutamine, 44 mM NaHCO;, 10 % fetal bovine serum, 100
IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin in a humidified atmosphere of 5% CO, and 95% air. Primary
cultures of astrocytes from Wistar rats were performed according to a previously described method (Silva et al.,
2008), and kept under same conditions. The culture medium was changed every 2 days. All the used cultures did
not differ in more than six passages. The cells were seeded in Petri dishes of 35 mm in diameter or 96-well plates
(according to the used test), at a density of 3.1 x 10* cells/cm?, 72 h prior to treatments, except for proliferation
assays using Trypan blue dye and phase contrast microscopy analysis, in which 8-MOP and DMSO were added
during the seeding of cells. The study was conducted according to guidelines of the institutional animal ethics
committee (Federal University of Bahia — Brazil), and the animals were from the in-house colony of the

Laboratory of Neurosciences, Institute of Health Sciences, Federal University of Bahia — Brazil).

Cell viability analysis by the MTT assay

Cell viability was measured by the classic MTT method. Cells were cultured in 96-well plates,
submitted to the treatment with 0.2, 0.3, and 0.4 mM 8-MOP or with 0.5 % DMSO (vehicle) and incubated for
24, 48, or 72 h. Concentrations above 0.4 mM are greater than the solubility of the compound in the culture
medium. Thereafter, the MTT reagent dissolved in PBS was added to each well (1 mg/mL final concentration).
Following additional 2-h incubation in a humidified atmosphere of 5 % CO, and 95 % air, 100 pL of 20 % SDS
in 50 % DMF was added to lyse cells and to dissolve formazan crystals. The absorbance was then measured at
540 nm using a microplate reader (THERMO PLATE, model TP-reader — type B). Wells without cells were used
as blanks. The 8-MOP does not interfere with this technique since it was not able to convert MTT to formazan

(data not shown). Results were expressed as a percentage of controls.

Phase contrast microscopy

Cells were seeded in Petri dishes (35 mm in diameter), and 0.5% DMSO or 8-MOP (0.2 - 0.4 mM)
were immediately added. After 72 h the medium was changed to improve the visibility. Cells in culture were

observed after treatments using an inverted phase contrast microscope (NIKON Eclipse TS100) and
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photographed with a digital camera (Coolpix 4300, 4.0 megapixels, NIKON, Japan) to perform a qualitative

analysis of cellularity. A 20x objective was used.

Measurement of total proteins

Total protein content in culture is directly related to the number of cells. In order to perform the
measurement of total proteins after a 48h-exposure to 8-MOP, cells were cultured in Petri dishes (35 mm in
diameter) and were treated with 0.2, 0.3, or 0.4 mM 8-MOP. The vehicle (0.5% DMSO) was present in all
groups, including the control. After treatment, cells were rinsed twice with PBS and dissolved in 0.5 mL of 1 M
NaOH for 20 min at room temperature with gentle shaking. The amount of total proteins in an aliquot of the
extract was determined by the method of Lowry (Lowry et al., 1951) with a DC protein assay reagent kit (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA). The experiments were performed in triplicate and results were expressed as a

percentage of control.

Analysis of cell proliferation by Trypan blue dye exclusion assay

Cell counting is a direct way to evaluate proliferation. This technique was carried out by trypan blue
dye exclusion assay in order to distinguish viable and unviable cells. In these experiments cells were seeded in
Petri dishes (35 mm in diameter) and treated with 400 uM 8-MOP for 48 h, or 20 uM 8-MOP every two days for
10 days (low cell density, n = 5), 0.5 % DMSO was used as control. After treatments, the culture medium was
collected, and cells were removed from plates using 0.05 % trypsin, 20 % EDTA in PBS for five minutes. Cells
were harvested and centrifuged at 168 g for six minutes. Then, the supernatant was discarded, the pellet was
suspended and mixed with culture medium, and 0.05% trypan blue was added. Ten minutes after, the cells were
observed, using an optical microscope, and counted in a hemocytometer (Optik Labor Frischknecht —
Haupstrasse, Balgach). Since the percentage of unviable cells varied between treated and control groups, the

percentages of inhibition of proliferation after the long-term exposure were calculated according to equation [1]

{AVc - [AVi+ (U - U]/ AV 3100 (1]

in which AV, = variation on number of viable control cells between first and tenth days; AV, =

variation on number of viable treated cells between first and tenth days; U, = unviable treated cells on the tenth

day; U, = unviable control cells on the tenth day.

Analysis of GFAP expression

GFAP expression was investigated by immunocytochemistry (ICQ) and evaluated by western blotting

(WB) followed by densitometry. For ICQ cells were seeded on Petri dishes (35 mm in diameter) and exposed to
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0.4 mM 8-MOP or 0.5 % DMSO for 48 hours. GFAP was detected using primary rabbit polyclonal 1gG anti
GFAP (Santa Cruz®) in a 1:400 dilution for 1 hour. Subsequently, cells were rinsed three times with PBS, and
incubated with the secondary antibody (conjugated Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit 1gG - Invitrogen®) in the
same dilution. Nuclei were stained by 2.5 pg/mL Hoechst 33258 in PBS. Cells were observed under
fluorescence microscopy. For WB the same groups of cells were washed twice with PBS, harvested, and then
dissolved in 2% (w/v) SDS, 2 mM ethylene glycolbis(2-aminoethylether)-N,N,NO,NO-tetraacetic acid, 4 M urea,
0.5% (v/v) triton X-100, and 62.5 mM Tris-HCI buffer (pH 6.8) supplemented with 0.1% (v/v) of a mixture of
protease inhibitors. The amount of total protein in an aliquot of the extract was determined by using a DC protein
assay reagent kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Forty microgram protein samples were separated by SDS
polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to polyvinylidene fluoride membranes. Membranes were
incubated with 5% powdered skimmed milk in 20 mM Tris buffered saline (pH 7.5) with 0.05% Tween-20
(TBS-T) for 1 hour. After this, membranes were incubated with 1:1000 dilution of the same primary antibody at
room temperature for 1 hour. Membranes were then washed three times with TBS-T and probed with alkaline
phosphatase-conjugated goat anti-rabbit IgG at a 1:5000 dilution. Equal protein loading was confirmed by
staining membranes with Ponceau red or re-probing the original membranes with b-actin antibody.
Immunoreactive bands were detected according to manufacturer’s instructions and densitometric analysis was

performed using the ImageJ 1.33u software.

Cell cycle analysis

Flow cytometry analysis of DNA content was performed to assess the cell cycle phase distribution.
After treatment with 8-MOP at variable concentrations and time, cells were harvested by trypsinization, fixed
with cold ethanol, and stained with propidium iodide (PI). A fluorescence-activated flow cytometer (Becton-
Dickinson, FranklinLakes, NJ, USA) was used for analysis. The software Cell Quest™ 3.1 was used to generate

histograms and determine the cell cycle phase distribution. Experiments were performed in triplicates.

Colony formation assay

For the colony formation assay, 24-well plates were used. In each well was deposited a basal layer of
solid medium (0.2 mL of DMEM with 0.5% low melting point agarose), an intermediate semi-solid (0.2 mL of
DMEM with 0.35% low melting point agarose at 38°C) in which the cells were dispersed (400/well), and a third
layer of liquid medium containing the drug (8-MOP) or the vehicle (0.001% DMSO). The liquid layer containing
drug or vehicle was replaced every two days. After two weeks of incubation, the colonies were stained with 10%
gentian violet for observation under an optical microscope. Pictures were taken with a high-resolution camera
attached to the microscope. The number of colonies was counted in six wells for group. The maximum diameter
and its perpendicular for each colony were measured and the final diameter was the mean of these values. A total
of ten random fields in each well was photographed for this procedure.
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Determination of cell death

Cells were cultured in Petri dishes (35 mm in diameter) and exposed to 0.4 mM 8-MOP or 0.5 %
DMSO for 48h. They were trypsinized, centrifuged at 103 g for 3 min, resuspended in 300 uL of PBS and
incubated with fluorescein-5-isothiocyanate (FITC)-Annexin V and propidium iodide (PI) for 15 min according
to manufacturer (annexin-V FITC-Kit, BioSource, Camarillo, U.S.A.). A fluorescence activated flow cytometer
(Becton-Dickinson, San Jose, U.S.A.) was used to examine cells (3 x 10%). FITC-Annexin V, which has a high
affinity for phosphatidylserine on the outer membrane of apoptotic cells, exhibits fluorescence that is measured
in the green channel (FL-1) on flow cytometers. P1, which binds to DNA of necrotic cells or during the late stage
of apoptosis, is measured in the red channel (FL-2) on flow cytometers. Non-apoptotic cells are not stained.
Annexin V labels early apoptotic cells, but Pl does not stain them. Necrotic cells or late apoptotic cells are

double stained. Cells stained only by PI are considered as necrotic ones.

Ultra-structural analysis

Ultra-structural analyses of both surface and cytoplasm of normal and tumor cells treated with 8-MOP
were performed. For transmission electron microscopy, the cells were fixed, after 48h treatment with 8-MOP or
vehicle, in 4% paraformaldehyde (Polysciences) and 2.5% glutaraldehyde (Polysciences) in 0.1 M sodium
cacodylate buffer, pH 7.4, postfixed in 1% osmium tetroxide (Polysciences) and 0.08% potassium ferricyanide in
the same buffer, dehydrated in acetone series, and embedded in Polybed resin (Polysciences). The sections were
observed under a Zeiss EM109 transmission electron microscope (TEM). For scanning electron microscopy, the
cells were cultured on poly-I-lysine treated coverslips and, after same treatments, fixed and postfixed as
described above, dehydrated in ethanol series, dried by the critical point method in a Balzers apparatus, mounted
on stubs, and covered with a 20 nm-thick gold layer. Cells were observed in a JSM 6390 LV Low Vacum -
JEOL (EUA) scanning electron microscope (SEM).

Migration assay

Migratory capacity of the tumor cells was evaluated by Wound-healing assays. The cells were seeded
in the plate wells with or without 8-MOP and grown to 100% confluency. Then, the cell layer was scratched in
the middle of the wells using yellow tips, washed three times with PBS and the cells were grown further in
serum-free medium at 37° C. The wounded monolayer of culture was recorded under inverted microscope at 0

hour, 12 hours, 30 hours, and 60 hours.



144

Analysis of nestin and vimentin expression

Nestin and vimentin expression after treatment with 8-MOP was evaluated by 1CQ (as described for
GFAP detection). The rabbit polyclonal I1gG anti nestin and the mouse polyclonal 1gG anti vimentin (Santa
Cruz®) were used as primary antibodies in dilutions of 1:500 and 1:400, respectively. Secondary antibodies
were the conjugated Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit 1gG and the conjugated Alexa Fluor® 488 goat anti-
mouse 1gG (Invitrogen®) in dilutions of 1:400 and 1:500, respectively. The intensity of staining for vimentin
was quantified by flow cytometry. Cells were harvested by trypsinization, permeabilized with methanol at -20°C
(10 min), centrifuged at 103 g for 3 min, resuspended in 300 uL of PBS and incubated with primary and
secundary antibodies, consecutively, as described for 1CQ. Centrifugation and washing with PBS preceded each
incubation. A fluorescence activated flow cytometer (Becton-Dickinson, San Jose, U.S.A.) was used to examine

cells.

Statistics analysis

Data were tested for normal distribution by the D’ Agostino and Pearson omnibus normality test. Data
were expressed as the mean + SEM or median and ranges according to the distribution. The statistic analysis was
performed using GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA.
The most appropriate statistic test for each experiment was used (the used test is indicated in illustration
legends). Data were expressed as absolute or relative (percentage) values, according to the nature of the assay.
Experiments were performed at least in triplicate. Probability values of p < 0.05 were accepted as indication of

statistically significant difference.

RESULTS

8-MOP reduced cell viability and cellularity more efficiently in tumor than in normal cells

The MTT test showed a significant decrease in cell viability on three cell types, the crescent order of
susceptibility to 8-MOP was astrocytes, C6 and GL-15 (Fig 2 A). After 24h exposure to 0.2 mM 8-MOP, it was
noted a significant decrease on viability of GL-15 and C6 cells of 7.4 + 1.2% and 11.5 + 1.5%, respectively, and
the toxicity increased in a dose-dependent manner. However, no significant decrease was observed in astrocytes.
After 48h exposure, toxicity against astrocytes became evident on cells treated with 0.4 mM. At this time, the
effect on GL-15 cells was more evident. A 72h exposure promoted a maximum effect in the human glioblastoma
GL-15 cells. However, the three tested concentrations also decreased the cell viability of astrocytes after 72
hours. The total protein content measurement suggested that reduction of cell viability are, in this case, resulted

from reduction of cellularity (Fig 2 B).
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Trypan blue dye exclusion assay confirmed the reduction on cell growth after treatment (Fig 2 C).
After 48 hours, the number of GL-15 cells increased 172 + 14% in control conditions and only 46 + 6% in the
treated group. For C6 cells, it increased 188 + 32% in control conditions, while no apparent increase occurred in
treated ones. In astrocytes, an apparent mild effect was observed, but it was not significant. However, the
cytotoxic effect of 8-MOP (C bottom), indicated by the percentage of unviable relative to total cells, was
observed only on GL-15 cells, since its percentage increased from 4.1 (2.6-6.3) % under control conditions to
10.9 (9-12.7) % after treatment. Then, the cytotoxic effect cannot explain the reduction on cellularity. Taken
together, these results suggest that 8-MOP presents anti-proliferative action, and the treatment with this drug do
not affect normal cells to the same extent that it affected tumor ones.

The 10-days exposure to 8-MOP showed that its effect is time-dependent, since 20 uM 8-MOP was
not able to inhibit significantly cell growth after a 48h exposure (data not shown), but it was inhibited after 10
days in glioma cell cultures (Fig 2 D). After this long-time exposure, the percentage of inhibition was calculated
related to the proliferation measured on control conditions (Table 1). These values were 47.7%, 40.4% for C6
and GL-15 cells, respectively, and -5.2% (not significant) for astrocytes. Therefore, the tumor cells had

proliferation inhibited, while normal cells were apparently not sensible to this long-time/low-dose treatment.

Antiproliferative effect of 8-MOP is not related to cell cycle arrest at any phase

Since the effect of 8-MOP is milder in confluent cultures (Fig 3 A) than in sub-confluent ones (Fig 3
B), it is probable that antiproliferative action of 8-MOP is more important than cytotoxicity of this compound
(the proliferation rate is greater in sub-confluent cultures), and is the main responsible for reduction of cultures
viability accessed by MTT assay. Under sub-confluence, C6 cells, those have high mitosis rate, were more
susceptible than GL-15 cells. Phase contrast microscopy clearly showed a decrease on cellularity of tumor cell in
sub-confluent cultures treated with 8-MOP after 48 h (Fig 3 - pictures). Furthermore, the same was not observed
in astrocyte cultures. The largest susceptibility of GL-15 cells to 8-MOP was visually evident. Moreover,
changes in cell morphology was observed. It was more outstanding in GL-15 cells. There was no astrocytes
activation since the expression of GFAP did not change after treatment (Fig 3 C).

However, despite the antiproliferative action, 8-MOP did not influence the cell cycle (Fig 4 A and
Supl Fig 1). In fact, there was no difference in number of colonies between vehicle and drug treated C6 cells, but
treatment with the drug slowed cell division, resulting in smaller colonies, although the proportion of cells in
each phase of the cycle has remained (Fig 4 B-F). The mean diameter of colonies are so different between the

groups that it could be observed macroscopically (Supl Fig 2). GL-15 cells did not form colonies.

8-MOP at high concentration induced cell death by apoptosis, changes in cell morphology and

migratory partner in tumor cells and increased vimentin expression in GL-15 cells

Considering the cytotoxic effect of 8-MOP, beyond its antiproliferative activity, flow cytometry was

performed in order to determine the type of cell death promoted by this agent (Fig 5). Results show that 0.4 mM
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8-MOP induced apoptosis in all kinds of tested cells after 48 h. The number of necrotic cells was not significant
in all groups. Flow cytometry confirmed the toxic effect of acute administration of 8-MOP at high concentration
on astrocytes. Additional finds suggesting apoptotic cells were also documented (Supl Fig 3). The changes in
cellular morphology visualized by phase contrast microscopy were confirmed by SEM in the tumor cells, but
were not evident in astrocytes (Fig 6 A-F). Increasing of filopodia-like structures could be observed in the
surface of tumor cells treated with 8-MOP (Fig 6 G), however, the migratory capacity of these cells was not
affected (Fig 6 H). Autophagic vacuoles and myelin figures were also increased in tumor cells after treatment,
but astrocytes presented these finds even at control conditions (Supl Fig 4).

The 8-MOP was also able to change vimentin expression in GL-15 cells (Fig 7). The increase in the

expression of this proteins was significant (Supl Fig 5). C6 cells did not stained positively to vimentin.

Coumarin derivatives structurally related to 8-MOP presented different patterns of biological
activity.

The MTT assay after 48 hours treatment of sub-confluent cultures was used as screening technique in
order to investigate the antitumor potential of coumarin derivatives structurally related to 8-MOP. In general, all
coumarin derivatives showed more significant activity in tumor cells than in normal ones (Fig 8 and Supl Fig 6).
The coumarin core alone did not show considerable activity, while the non-methoxylated psoralen was toxic for
both tumor cells and astrocytes. If, however, the furan ring is removed from the structure, but the oxygen atom
preserved, as in the structure of metoxiumbeliferona, the activity remains restricted to tumor cells. Moreover, the
presence of polar groups such as methyl or prenyl seems potentiate the effect. Besides decreased cell viability,
some compounds also promoted visible changes in the morphology of tumor cells (Supl Fig 6 - pictures).

DISCUSSION

Antiproliferative activity is an interesting biological effect that makes substances potential antitumoral
drugs, and then this effect has been extensively investigated in tumor cell cultures, like glioma cells (Braganhol
et al., 2006; Prado et al., 2007; Wang et al., 2009). In this work, the antiproliferative activity of 8-MOP was first
demonstrated by the MTT method. A dose-dependent effect was observed against rat glioma C6 cells, human
glioblastoma GL-15 cells and normal rat astrocytes, but it was most strong in tumor cells. Based on data found
for 8-MOP-induced cytotoxicity to C6 cells after 24 h, it seems to be less cytotoxic than gemcitabine, but this
pyrimidine nucleoside analogue has an apparent low availability to the brain tissue, which limits its use (Wang et
al., 2009). In this study, the dose-effect for cell viability by 8-MOP in C6 rat glioma cells also seems to be lesser
when compared to the main agent currently used in the glioma therapy, temozolomide (TMZ), after 48 h (de
Oliveira et al., 2009). However, the existence of a small fraction of human glioblastoma stem cells, which
display strong capability of tumor resistance to TMZ, may be related to the chemoresistance observed in human
gliomas (Fu et al., 2009). TMZ even at 0.5 mM was unable to induce cell death and to reduce the number of

metabolic active glioblastoma stem cells after 4 days of treatment in vitro (Beier et al., 2008). Indeed, in this
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study GL-15 human glioblastoma cell line was more responsive to the in vitro treatment with 0.2 mM 8-MOP for
48 h than the GOS-3 and U-87 MG glioma cell lines were responsive to the treatment with 0.2 mM TMZ also for
48 h (Patel et al., 2008). In fact, GL-15 cells are extremely resistant to TMZ (Supl Fig 7), but 8-MOP could act
on it.

Despite MTT assay is the most frequently used test to determine drug efficacy in vitro (Wolff et al.,
1999), this method provides a quantitative measure of the number of cells with metabolically active
mitochondria, and this metabolic parameter of analysis may represent a bias when data are used to study cell
proliferation, even when experiments using both confluent and sub-confluent cultures are carried out. Then,
microscopic analyses were performed to give qualitative information about cellularity, which was confirmed by
total protein content measurement and trypan blue dye exclusion test. All these tests pointed the antiproliferative
action of 8-MOP. Results from the 10 days exposure (simulating a hypothetic clinic treatment) suggest that
administration of the drug for a long time, even at low concentration, acts on cancer cells. This effect was not
evident for normal astrocytes. Globally, the 8-MOP acted better against tumor than normal cells. Taking account
that astrocytes are not in constant proliferation under physiological situation, tumor cells are more susceptible to
antiproliferative agents than them.

The detailed mechanism of action of 8-MOP remains under investigation, but the studies of cell cycle
distribution and the colony formation test suggest that the drug does not interrupt the cell cycle, but slows down
the multiplication process, which can make this compound a safer agent for chemotherapy, since many of the
side effects of antitumor drugs exists because these drugs promote cell cycle arrest (Brunton et al., 2006).

Psoralens, like 8-MOP, have a hydrophobic nature and a planar aromatic structure, which enables
them to intercalate between DNA base pairs, preferentially at 5°-TA-3’ sites (Cao et al., 2008; Wu et al., 2009).
The irradiation of psoralens intercalated inside the duplex molecule of DNA with UVA (320-400 nm) leads to
formation of monoadducts, diadducts and interstrand DNA cross-links (ICL) (Rodighiero, 1996). Others
photoproducts are generated from interaction between 8-MOP and membrane phospholipids (Zaresbska et al.,
2000). Bifunctional alkylating agents, which constitute a class of compounds used often in cancer chemotherapy,
act by generating ICL (Zheng et al., 2006), that are also believed to be the principal element in PUVA therapy.
However, ICL are not the unique possible mechanism of action; intercalation itself results in a decrease in the
DNA helical twist and lengthening of the DNA. In fact, intercalators have been used extensively as antitumor,
antineoplastic, antimalarial, antibiotic, and antifungal agents (Palchaudhuri and Hergenrother, 2007).

Other mechanisms may also explain antiproliferative effects of psoralens. There are, for example,
multiple mechanisms involved in the growth-inhibitory and apoptosis-inducing effects of 5-methoxypsoralen
(Lee et al., 2003). Despite its application on PUVA therapy, some furanocoumarins exhibit biological activity,
including antiproliferative action even in the dark (Rodighiero, 1996), and other coumarins derivatives,
specifically pyrrolocoumarins, strongly induce antiproliferative effects in the dark, probably by an interaction
with topoisomerases (Guiotto et al., 1995; Diwan and Malpathak, 2009).

Additionally, 1000 uM TMZ after a 72-h incubation promoted death in 24 - 81% (mean: 49.83%) of
glioma cells from six patients, when analyzed by the MTT assay (Pédeboscq et al., 2007). Although we found
that a 72-h incubation with 0.4 mM 8-MOP promoted death on 41.68% of human glioblastoma GL-15 cells, a
low dose-experiment was executed, but for a longer time of exposure, simulating a chronic treatment. A chronic

treatment with low concentrations could prevent toxic effects of an acute high dose administration. Data from
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this experiment showed antiproliferative effects against tumor cells even at low concentration, which suggests
that a clinical therapeutic scheme with 8-MOP could be designed. Moreover, pharmacokinetic studies
demonstrated that plasma concentrations of 8-MOP as high as 1 mM can be achieved safely (Billard et al.,
1995). Also, 8-MOP did not change GFAP expression in astrocytes. The presence of a drug can promote
astrocyte activation, which can be identified by GFAP immunostaining (Silva et al., 2007), under these
conditions, astrocytes may interfere with tissue homeostasis and lead to various damage in normal cells
(Sofroniew and Hamby, 2010).

Another important finding is the apoptosis promoting effect, as well as the absence of necrotic
promoting activity. The literature reports that apoptosis inducers can be useful in the treatment of cancer (Call et
al., 2008). Moreover, compounds able to induce antiproliferative effects in tumor cells without promoting a
necrotic cell death are considered as promising antitumor drugs (Bernardi et al., 2008). In fact, our experimental
model showed more efficient apoptosis induction by 8-MOP in astrocytes, but it occurred at high concentration,
and it is already known that normal cells are usually more sensitive than tumor ones. Many mechanisms are
possible to explain apoptosis induction by 8-MOP, especially if the transcriptional responses, gene inactivation,
and topoisomerase | inhibitory activity induced by it are considered (Murakami et al., 2001; Dardalhon et al.,
2007; Diwan and Malpathak, 2009), but it is important to take account that the form of induced cell death is
dependent on the cell type (Bartosova et al., 2006).

8-MOP also promoted morphological changes in tumor cells. The induction of filopodia-like
structures, for example, indicates possible pathways involving the actin cytoskeleton that could suffer
modulation by drugs (Schéfer et al., 2010). These structures are often, but not necessarily, associated with the
migration capability of cells (Arjonen et al., 2011), however, In this case 8-MOP did not increased cell
migration. Ultra-structurally, there was increasing of myelin figures and autophagosomes after treatment. It has
been shown that TMZ induces formation of autophagosomes (Kanzawa et al., 2004), moreover, compounds that
increase the potential of this drug also increase the rate of autophagy, as demonstrated by treatment of glioma
cell line U251-MG with the association thalidomide/TMZ (Gao et al., 2009). Recently, the process of autophagy
has been identified as interesting targets for anticancer research (Meschini et al., 2001). Because of
morphological changes, expression of the markers GFAP, vimenin and nestin were evaluated. Vimentin and
nestin expression are associated to bad clinical outcome (Trog et al., 2006 and Zhang et al., 2008). C6 cells did
not express any marker, GL-15 stained positively for GFAP, that was not changed for 8-MOP treatment (data not
shown), and vimentin, which increased its expression after treatment. This effect probably due to the
antiproliferative action of 8-MOP, since the reduction of cell density culture is itself a stimulus for vimentin
expression, which also occurs after treatment with traditional chemotherapy (Trog et al., 2008).

Many neurological effects of 8-MOP, as insomnia, headache and dysosmia (Vernassiére et al., 2006)
suggest that this substance is able to cross the brain-blood barrier. This is another favorable argument for the use
of this agent in glioma therapy. 8-MOP (2.3 uM) in the dark slightly affected the cell proliferation of T-
lymphoma cells, and despite the low concentration, this effect was clearly stronger after UV light irradiation
(Bartosova et al., 2006). From this information it is possible to suppose that since an effect was observed in dark,
8-MOP could be much more effective after photoactivation, which opens another perspective for application of
8-MOP in glioma treatment: photodynamic therapy (PDT). Several different techniques have been used to

deliver light to sensitized glioma tissue for PDT (Stylli et al., 2006). In malignant brain tumors, there have been
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several clinical trials of PDT as an adjunctive therapy, including randomized prospective trials in both primary
and recurrent tumors (Wilson and Patterson, 2008).

Our data also pointed coumarin derivatives as a possible new class of antiproliferative agents. In fact,
many classes of coumarin derivatives may be potential candidates for the treatment of cancer (Lacy and
O’Kennedy, 2004). Among the many actions of coumarins, antiproliferative effects stand out (Kostova, 2005).
Furanocoumarins (psoralen derivatives) from Angelica dahurica, for example, demonstrated antiproliferative
activity in vitro (Kim et al., 2007). Novobiocin, another coumarin derivative, exhibited antitumor activity by
binding the molecular chaperone Hsp90 (Donnelly et al., 2008). The compound noscapine, which is not a
coumarin derivative but has structural similarities to the 8-MOP, was also able to inhibit the growth of glioma
cells resistant to TMZ (Jhaveri et al., 2011). Furthermore, coumarins have been used as conjugates groups
chemically linked to modify antisense oligonucleotides in order to enhance their activity, cellular distribution, or
uptake in methods of treating tumors (Kong-Beltran and Wickramasinghe, 2010).

In conclusion, the antiproliferative activity of 8-MOP in glioma cell lines, demonstrated for the first
time in this work, confirm that this substance is a good candidate as new chemotherapeutic agent on glioma

therapy, bringing new perspectives on the use of psoralen derivatives against this serious brain pathology.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Molecular structure of 8-methoxypsoralen, a furanocoumarin also called Xanthotoxin

Figure 2. Analysis of cell viability, performed by MTT assay, after treatment with 8-MOP at
increasing concentrations and times of exposure (A) showed that it promoted a decrease on cell viability in
tumor cells after exposures to 200 uM for 24 h. Toxicity against normal astrocytes was evident only at 400 uM
after 48 h. The protein content measurement confirmed the reduction on cellularity (B). The effect was dose-
dependent. *, P < 0.05 compared to respective controls (One-way ANOVA followed by Dunnett’s Mutiple
Comparison test). The analysis of the antiproliferative effect of 8-MOP was performed by the Trypan blue dye
exclusion assay (C top), the inhibition of proliferation was evident on C6 and GL-15 cells, after 48 hours, but it
was not significant on astrocytes (unpaired t-test was used in each case). The cytotoxic effect of 8-MOP (C
bottom), indicated by the percentage of unviable relative to total cells, was observed only for GL-15 cells. *, P <
0.05 compared to respective controls (Mann-Whitney test). Evaluation of the treatment with 20 uM 8-MOP
every 2 days for 10 days on the cell proliferation, also performed by Trypan blue assay (D), showed no
significant effect on astrocytes. However, the drug reduced proliferation of both glioma cell lines. *, P < 0.05

compared to respective controls (Mann-Whitney test).

Figure 3. Analysis of cell viability, performed by MTT assay, after 48 h exposure of confluent (A)
and sub-confluent (B) cultures to 8-MOP at increasing concentrations. *, P < 0.05 compared to respective
controls (One-way ANOVA followed by Dunnett’s Mutiple Comparison test). The treatment with 8-MOP did
not increased GFAP expression in astrocytes (C). Phase contrast microscopy showed a decrease in cellularity
and changes in cell morphology after treatment with 8-MOP for 48 h (pictures), what was more evident in tumor

cells than in normal ones.

Figure 4. Distribution of the cells in phases of cell cycle after treatments with 8-MOP (A) showing
that the drug do not alter this parameter (there is no significant difference between treated and respective control
groups). The C6 cells formed colonies in medium treated with 0.001% DMSO (B), 20 uM 8-MOP (C) and 0.1
mM 8-MOP (D). The total number of colonies were equal in all groups (E), but the mean diameter of them
reduced concentration dependently after treatment with 8-MOP (F) **, P < 0,01 and ***, P < 0,001 compared to
respective controls (One-way ANOVA followed by Dunnett’s Mutiple Comparison test).

Figure 5. Flow cytometry analysis of cell death after treatment with 0.4 mM 8-MOP for 48 h. The
percentage of cells counted in each quadrant (% Gated) is shown. Quadrants: lower left —non-labeled alive cells;
lower right — cells labeled only with annexin V (apoptosis); upper left — cells labeled only with PI (necrosis);
upper right — double stained cells (necrosis or late apoptosis). Results suggest discrete increasing of apoptotic

cells after treatment in all cell types.
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Figure 6. Electromicrography by scanning electron microscopy of C6 and GL-15 cells and normal
astrocytes under control conditions (A, C and E, respectively) and after 48 h treatment with 0.4 mM 8-MOP (B,
D and F, respectively). It is also showed the zoom of surface and edge of each cell type. The treatment leads to
generation of structures those look like filopodia in the tumor cells, also visible by transmission electronic
microscopy (G), but the 8-MOP did not increased cell migration (H).

Figure 7. Vimentin expression (by immunocytochemistry) in GL-15 cells before (A) and after (B)
treatment with 0.4 mM 8-MOP.

Figure 8. Cell viability (by MTT assay) in normal and tumor sub-confluent cultures after 48h
treatment with coumarin derivatives. Data are expressed in mean + SEM or median and range, according to their
distribution, and were analyzed by One-way ANOVA followed by Dunnett’s Mutiple Comparison test and
Kruskal-Wallis followed by Dunns Comparison test, respectively. * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
compared to respective controls (0.5% DMSQO)

Table 1. Data from 10-days exposition experiment (mean (SEM), N = 5). The percentage of inhibition
of proliferation was 42.4%, 39.4% and -4.9% (not significant) for C6, GL-15 and astrocytes, respectively.
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Figure 5
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Figure 7

Figure 8
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Table 1
c6 GL-15 ASTROCYTES
DMSO 8-MOP DMSO 8-MOP DMSO 8-MOP
""('3: ‘S"s 10,000 10,000 10,000 10,000 20,000 20,000
Total Viable cells 278,000 166,000* 38,000 27,000* 74,000 82,000
(day 10) (42,000-367500)  (93000-247,500)  (32,00047,000)  (23,500-31500)  (53,00089,000) (61,000-95,000)
% of Viable cells 89.3 79 97.8 100 88 8.6
(day 10) (85.2-93.3) (73.3-92) (95.8-100) (92.1-100) (76.3-94.1) (87.5-96.6)
Total unviable cells 31,000 27,000 1,000 0 10,000 6,000
(day 10) (17,500-64,000) (20,000-43,000) (0-2,000) (0-2,500) (5500-16,000)  (3,000-12,000)
% of unviable cells 10.7 20.9 2.2 0 12 10.3
(day 10) (6.7-14.8) (8-26.7) (0-4.2) (0-7.9) (6-23.6) (34-12.5)
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SUPPLEMENTARY MATERIAL
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Supplementary Figure 2

Macroscopic aspect of C6 cells colonies in medium
control conditions (A), vehicle (0.001% DMSO) control
conditions (B) and after treatment with 20 pM 8-MOP (C)
and 0.1 mM 8-MOP (D).
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Supplementary Figure 3

Photomicrograph of GL-15 cell after 48h treatment with 0.4
mM 8-MOP showing morphological changes those suggest
apoptosis (A), these alterations were also visualized in C6 and
astrocytes cultures treated with the same concentration of 8-
MOP. The nucleus were stained with Hoechst 33258 and exhibit
normal aspect in cultures of astocytes, C6 and GL-15 (B, C and
D, respectively) at control conditions, but fragmentation is
present after 48h treatment with 0.4 mM 8-MOP in tumor cells
(Fand G, C6 and GL-15 respectively).
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Supplementary Figure 4

normal and tumor cells after treatment with 8-MOP.
* = odd pattern of
chromatin compaction;

# = autophagic vacuoles;
& = myelin figures.
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Electric Photomicrograph showing ultra-structural changes in
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Supplementary Figure 5

Vimentin expression in GL-15 cells (by flow cytometry) before
(pink) and after (green) treatment with 8-MOP. In A and B are gate
for analyses and control for secondary antibody alone, respectively.
Despite no increase in percentage of labeled cells, the fluorescence
intensity increased after treatment (C). Since the values are in
logarithmical scale, the difference between the mean of
fluorescence in the groups was significant (D).
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Supplementary Figure 7

Cellviability (by MTT assay) of GL-15 cells after 72 hours of
treatment with TMZ at increasing concentrations. The cells presented
extreme resistance toward the drug even at the high concentration of
2mM. The vehicle (0.5% DMSO) is present in all groups, including
control, but did not affected cell viability at this concentration.
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