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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

DIOGO GOMES GARCIA

A Na’, K" ATPase (NKA) atua na manutencdo do potencial de membrana das
células e em mecanismos de transducéo de sinal. Alteracfes na atividade da NKA
sdo importantes em muitos processos biolégicos e patoldgicos. A NKA pode ser
inibida pelo alcool perilico (POH), um monoterpeno utilizado no tratamento de
tumores, incluindo cerebrais. Neste trabalho, determinamos que o POH também
atua sobre cascatas de sinalizagdo, moduladas via NKA, que controlam a
proliferacdo e/ou morte celular. Foi avaliado o efeito do POH e do PA seu principal
metabolito, sobre a atividade da NKA em duas linhagens de células de glioblastoma
(GBM) humano (U87 e U251), células ndo tumorais de astrdcitos de camundongo e
da linhagem (VERO). Nossos resultados, baseados na avaliacdo da atividade da
NKA por incorporacio do Rb*, o qual mimetiza o K*, mostraram uma sensibilidade &
inibicdo pelo POH semelhante entre os quatro tipos de células (ICso U887 2 mM,;
U251 1,8 mM; VERO 2,4 mM e astrécitos de camundongo 1,4 mM), enquanto o PA
nao apresentou efeito. Sabe-se que nos GBMs existe uma superexpressdo da
subunidade a; da NKA, situada na estrutura das cavéolas que € provavelmente
responsavel pelo papel sinalizador atribuido a essa enzima, especialmente em
relacdo aos mecanismos apoptoticos. Comparamos a Vviabilidade celular,
determinando a atividade da enzima lactato desidrogenase presente no
sobrenadante das células tratadas por 24 h com POH e PA. O PA nao alcancou
efeito citotoxico igual ou superior a 30% nas células mesmo na concentracdo
elevada de 4 mM. Ja o POH reduziu, de maneira dependente da concentragéo, a
viabilidade das células (ICso U87 1,1 mM; U251 1,4 mM; VERO 0,9 mM e astrocitos
de camundongo 1,4 mM). Na analise por western blot, 1,5 mM de POH ativou a
proteina c-Jun N-terminal quinase (JNK), nas células U87, U251 e nos astrocitos de
camundongo (incubacao de 30 min). O uso do inibidor Src quinase (dasatinibe) e a
deplecdo colesterol da membrana celular com metil B-ciclodextrina reduziram a
ativacdo da JNK1/2 induzida pelo POH nas células U87, indicando a possivel
participacdo do complexo NKA-Src (presente nas cavéolas), nesta via de
sinalizacdo. POH (1,5 mM) aumentou a liberacdo da interleucina IL-8, detectada por
ELISA, no sobrenadante das células U251 (24 h incubacéo), indicando possivel
estratégia destas células para evitar o efeito citotéxico do POH. Resultados obtidos
com citometria de fluxo mostram que a inibicdo da JNK1/2 (pelo inibidor JNK V)
reduz a apoptose ocasionada pelo POH nas células de GBM, indicando o
envolvimento desta proteina na morte celular programada. Os resultados obtidos
mostram que o mecanismo de sinalizacdo celular mediado pela NKA pode ter um
importante papel no mecanismo de acéo antitumoral do POH em células de GBM.
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ABSTRACT
PhD THESIS
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The Na*, K" ATPase (NKA) acts in keeping the cell membrane potential and in signal
transduction mechanisms. Modifications in the activity of this enzyme are important in
physiological and pathological processes. The NKA is inhibited by perillyl alcohol
(POH), a monotherpene used in the treatment of tumors, including brain tumors. In
this work, we also show that POH acts in signaling cascades associated to NKA,
controlling cell proliferation and/or cellular death. We evaluated the effect of POH and
of its main metabolite (perillic acid - PA) on the NKA activity in cultured glioblastoma
cells (GBM) U87 and U251 and on non-tumor cells (mouse astrocytes and VERO
cells). NAK activity was measured by non-radioactive Rb* incorporation by cells (Rb*
is a K" substitute). Our results showed a similar sensitivity for the four cells types
tested (ICsp U887 — 2 mM; U251 - 1,8 mM; VERO - 2,4 mM and mouse astrocytes -
1,4 mM). Perillic acid did not show any effect in any cell type. In GBMs, it is known
that NKA a; subunit is super expressed. This isoform is embedded in caveolar
structures and is probably responsible by the signaling properties of this enzyme in
apoptosis mechanisms. Cell viability was measured by lactate dehydrogenase in cell
supernatants of POH treated cells. The maximum PA cytotoxic effect obtained was
30% even at 4 mm. However, POH reduced dose dependently cell viability, (ICso U87
- 1,1 mM; U251 - 1,4 mM; VERO - 0,9 mM and mouse astrocyte - 1,4 mM).
Considering the western blot analysis, 1,5 mM POH activated the c-Jun N-terminal
Kinase (JNK), on U87, U251 and in mouse astrocytes after 30min incubation.
Dasatinib (an inhibitor of Src Kinase) and methyl B-ciclodextrin (which promotes
cholesterol depletion in cell membranes) reduced JNK1/2 activation induced by POH
in U87 cells, indicating the participation of NKA-Src complex seen in caveolar
structure in this mechanism. 1,5mM POH after 24h incubation increase interleukin IL-
8 in U251 cell supernatant, and this may indicate a possible strategy to avoid the
cytotoxic effect of POH. Results obtained by flux cytometry showed that the inhibition
of JNK1/2 (by the inhibitor JNK V) reduced apoptosis consequent to POH
administration in GBM cells, indicating the involvement of this protein in programmed
cellular death. Our results seem to indicate that a signaling mechanism mediated by
NKA may have an important role in anti-tumoral action of POH in GBM cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 Na*, K*'-ATPase
1.1.1 Definicdo e aspectos funcionais e estruturais

A adenosina trifosfatase ativada por soédio, potassio e magnésio (Na*, K*-
ATPase; bomba de sodio; EC 3.6.1.3) foi descoberta em nervos de patas de
caranguejos por Jens Skou em 1957, que recebeu o Prémio Nobel em Quimica por
seu trabalho quarenta anos depois. Trata-se de um complexo proteico associado a
membrana plasmatica encontrado em células animais, que atua acoplando a energia
estocada na molécula de ATP ao transporte de jons Na* e K" através da membrana
celular. Para cada trés ions Na* bombeados para fora da célula, dois ions K* s&o
bombeados para dentro. Este transporte produz um gradiente quimico e elétrico
através da membrana celular, o qual € essencial para manter o potencial de
membrana das células e para a atividade excitavel do musculo e células nervosas
(Skou, 1957; 1965; 2004).

O gradiente de Na* é utilizado para direcionar numerosos processos de
transporte, incluindo a translocacao de glicose, aminoacidos e outros nutrientes para
as células, além da manutencdo da estabilidade osmotica (Albers, 1967; Preiss e
Banaschak, 1979). Além da sua funcdo na homeostasia i6nica, a Na*, K" ATPase
também apresenta um papel na sinalizacao celular (Jaitovich e Bertorello, 2006) e
em eventos relacionados & apoptose, como altera¢cdes no nivel de K* intracelular.
Diversas doencas, que se apresentam com alteracdo na atividade e/ou expressao
da Na*, K*-ATPase, provocando mudancas na fungdo enzimatica, poderiam disparar
a morte celular programada (Yu, 2003; Panayiotidis et al., 2006). A funcdo de
sinalizacdo da Na*, K ATPase também pode desempenhar um papel importante

para a funcéo cardiovascular e no controle da presséao sanguinea (Aperia, 2007).

A macromolécula enzimatica funcional é composta de subunidades o (112-
kDa) e B (55-kDa), interagindo ndo covalentemente (Jgrgensen, 1982). A
subunidade y, um membro da familia das proteinas de membrana denominadas

FXYD (10-kDa), foi identificada inicialmente em células do tdbulo renal (Therien et

1



al., 2001). A Figura 1.1 mostra um modelo do complexo enzimético inserido na

membrana plasmatica.

A subunidade o, que tem sido elucidada a partir de vérios estudos de
cristalografia (Shinoda et al. 2009; Toyoshima et al. 2011), é a subunidade catalitica
da enzima. Apresenta dez dominios hidrofébicos transmembranares, contendo todos
os sitios de ligantes que estimulam ou inibem a atividade enzimética. Os ligantes
necessarios para a fosforilacdo da enzima interagem nos sitios da subunidade a,
localizados na superficie citoplasmatica da membrana, enquanto que os ions K*
necessarios para a hidrolise enzimética e os inibidores classicos desta enzima
(glicosideos cardiacos) ligam-se a superficie extracelular (Mobasheri et al., 2000;
Shinoda et al. 2009).

A subunidade B tem um simples dominio hidrofébico transmembranar e sua
superficie extracelular é altamente glicosilada. A funcdo desta subunidade € de
orientar e estabilizar a subunidade o nha membrana, além de regular a afinidade
desta pelo ion K e pelos glicosideos cardiacos. A presenca da subunidade B é

essencial para o funcionamento enziméatico (Abriel et al., 1999; Shinoda et al. 2009).

Quanto a isoforma v, a ultima a ser descoberta, € um proteolipidio presente
principalmente em células renais. Atua como reguladora da subunidade aq,
modulando a afinidade da enzima por diferentes ligantes (Béguin et al., 1997,
Therien et al., 2001; Shinoda et al. 2009) e causando um efeito direto e positivo

sobre a velocidade maxima da hidrélise de ATP (Cortes et al., 2006).
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Figura 1.1: Esquema da insercdo da Na®*, K*-ATPase na membrana plasmaética. Sao
apresentadas as subunidades o (com seus sitios para Na*, K*, ATP e glicosideos
cardiacos — (OUA) ouabaina), as subunidades 3 (glicoproteinas) e as subunidades vy.
Esta também indicado o transporte de 3 Na* e 2 K™ por ATP hidrolisado, bem como

as concentracgOes fisioldgicas destes ions dentro e fora da célula (Burth, 1997).



A Na*, K'-ATPase é um membro da classe das ATPases do tipo P. Estas tém
ciclos cataliticos semelhantes, envolvendo a participacdo intermediaria da enzima
sob a forma fosforilada. Na fosforilagdo, a molécula proteica sofre uma transicao
conformacional de hélice a para folha B (Jargensen, 1986; Kihlbrandt, 2004). A
transicdo conformacional resulta em fosforilacdo da enzima por ATP em presenca de
Mg** e fons Na* e a desfosforilacdo em presenca de ions K* (Mobasheri et al., 2000;
Kaplan, 2002). Um modelo deste ciclo reacional estd mostrado na Figura 1.2. Trés
fons Na’ ligam-se a enzima (estado E;) no lado citoplasmatico e a enzima é
fosforilada pelo ATP. Uma mudanca conformacional ocorre (estado E) e os sitios de
ligacdo ao sodio s&o expostos para a superficie extracelular. Os trés ions Na* sdo
liberados e os dois ions K*, extracelulares, ligam-se a enzima. A desfosforilagdo com
nova ligacdo de ATP ocorre acompanhada por mudanca conformacional (retorno ao
estado E;), permitindo que os ions K* sejam liberados no citoplasma (Mobasheri et
al., 2000; Kaplan, 2002; Kuhlbrandt, 2004, Toyoshima et al. 2011).
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Figura 1.2: Etapas do ciclo de atividade da Na*, K*-ATPase. Na figura superior sido
mostradas as duas conformacdes (E; e E,) e suas interacées com Na*, ATP, Mg?* e
K*. Abaixo, é indicado o mecanismo de acdo de glicosideos cardiacos (OUA) -
ouabaina, que paralisam a reagdo enzimatica na etapa E, — fosforilada (Burth,

1997).



1.1.2 Isoformas da Na*, K'-ATPase

A Na', K'-ATPase existe como mudltiplas isoenzimas, que aparecem em todo
o corpo de maneira tecido-especifica, resultantes das combinacfes de diferentes
isoformas das subunidades o e 3. Nos seres humanos existem diferentes isoformas
para ambas as subunidades: a (o1, o, az € ag) € B (B1, B2 € B3) (Blanco et al., 1998).
A combinac&do mais comum é ay, o, oz 0U a4 com By (Blanco, 2005; Toyoshima et al.
2011).

As quatro isoformas o sdo expressas de maneira distinta em diferentes
tecidos ao longo do desenvolvimento do organismo. A isoforma o4 ocorre na maioria
dos tecidos, enquanto que a o, predomina no musculo esquelético e também foi
detectada (em menor quantidade) no cérebro e coracdo. A isoforma oz esta limitada
essencialmente ao tecido nervoso e ao coracdo e a a4 € encontrada principalmente
nos testiculos e espermatozoides. Estas isoformas tém diferentes propriedades
funcionais com respeito a afinidade por ligantes como Na* e ouabaina, embora a
funcdo essencial de transporte de ions seja a mesma (Blanco e Mercer, 1998,
Blanco et al., 2000, Mobasheri et al., 2000; Kaplan, 2002; Wang e O’Doherty, 2012).
O tecido renal parece expressar unicamente a isoforma oy, embora Barlet-Bas et al.
(1993) tenham detectado a presenca, também, da isoforma oz em segmentos de

tubulos renais isolados.

Nos seres humanos, as isoformas oy, o € az compartiiham um elevado grau
de semelhanca (aproximadamente 87%), enquanto que a o4 € bastante distinta,
apresentando uma homologia de apenas 63% em relacdo a isoforma oy (Blanco,
2005). Entre as espécies, as isoformas séo, pelo menos, 85% idénticas (Reinhard et
al., 2013).

As isoformas p; e B, sdo as predominantes nas células de mamiferos, sendo
a 1 expressa ubiguamente, enquanto que a 3, aparece principalmente no tecido
nervoso. A isoforma P3 foi identificada no musculo esquelético, pulmédo e

principalmente no tecido nervoso (Appel et al., 1996).

Até o momento, sete membros da familia de proteinas FXYD (subunidade vy)
foram descritos (FXYD1-7) (Toyoshima et al. 2011). Este grupo de proteinas pode

ser encontrado associado & bomba de Na* e K" principalmente no coracao, figado e
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musculo esquelético (FXYD1), tubulos renais (FXYD2 e FXYD4), utero, pele e
estdbmago (FXYD3), tecidos cancerosos (FXYD5), diversos tecidos normais (FXYD6)
e cérebro (FXYD7) (Mijatovic et al., 2007a). Os dados acima estdo resumidos na
tabela 1.1.

Tabela 1.1: Distribuicdo das isoformas da Na*, K*-ATPase nos tecidos humanos.

Isoformas Tecidos
o Todos
o Musculo esquelético, cérebro e coracdo
o3 Tecido nervoso e coragéo
Ol Testiculos e espermatozoides
B1 Todos
B2 Cérebro
Ba Principalmente no tecido nervoso
FXYD1 Coracéo, figado e musculo esquelético
FXYD2 e 4 Tabulos renais
FXYD3 Utero, pele e estdbmago
FXYD5 Tecidos cancerosos
FXYD6 Diversos tecidos normais
FXYD7 Cérebro

1.1.3 Regulacdo da Na*, K*'-ATPase

A ampla distribuicdo da Na*, K'-ATPase e o seu envolvimento em importantes
funcdes fisiolégicas sugerem que alteragcbes na atividade enzimatica, quer seja por
fatores enddgenos, quer por acdo de xenobioticos, possa ter importante papel em
muitos processos bioldgicos e patoldgicos, tais como: a modulagédo da contratilidade
cardiaca ou a liberacdo de neurotransmissores (MacGregor e Walker, 1993;
Buckalew, 2005). A modificacdo da atividade enzimética pode ocorrer em resposta a
mudancas na regulacdo da velocidade de expressao de isoformas e/ou modulagéo

por inibidores ou ativadores (Kaplan, 2002).



A Na’, K'-ATPase pode ser regulada por diferentes mecanismos (ver Figura
1.3), incluindo a fosforilagéo direta da enzima por quinases, tais como PKA, PKG ou
PKC em varios residuos de serina na sequéncia proteica; o aumento da
concentracdo intracelular de sédio ou extracelular de potassio modificando a
atividade da bomba; associacéo direta ou indireta com elementos do citoesqueleto,
tais como ancorina e actina, que direcionam a enzima para 0 compartimento
apropriado da membrana; o nivel de ATP, especificamente uma reducao intracelular,
que pode reduzir a atividade da bomba; e inibidores enddgenos circulantes, tais
como ouabaina, horménios corticosterdides e peptideos. Hormbénios e fatores de
crescimento atuam indiretamente sobre a enzima ou por inducdo da expressao
génica (aldosterona, corticosterona, cortisol, hormonio tireoidiano) ou por indugéo de
modificacdes pos-traducdo de enzimas a partir de um pool pré-existente (insulina,
glucagon, EGF, vasopressina, catecolaminas). A acdo deste Ultimo grupo de
hormbnios e fatores de crescimento € mediada por receptores na membrana
plasmatica e segundos mensageiros. Estes também podem atuar regulando o
namero de enzimas ancoradas na membrana, regulando a insercao (exocitose) ou
captacdo (endocitose) da Na*, K ATPase. Este tipo de regulacdo é o protétipo da

adaptacao rapida as mudancas ambientais (Rossier et al., 1987).

A regulacdo hormonal pode, em curto prazo, afetar diretamente o
comportamento cinético da enzima ou, em longo prazo, alterar a sintese ou a

degradacdo da enzima (Panayiotidis et al., 2006).
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Figura 1.3: Esquema da regulacdo da Na*, K'-ATPase. Adaptado de Panayiotidis e
colaboradores (2006).



1.2 Na*, K*-ATPase como um transdutor de sinal

Além do seu funcionamento como uma bomba de ions, a Na*, K*-ATPase tem
sido apresentada também como um transdutor de sinal (Reinhard et al., 2013). Sua
funcd@o na sinalizagéo intracelular parece ter sido adquirida na evolucao através da
incorporacdo de muitos dominios que interagem com proteinas e ligantes (Xie e Cai,
2003). Esta enzima pode interagir, nas cavéolas - uma subfracdo da membrana
plasmatica contendo niveis elevados de colesterol, glicoesfingolipidios e
esfingomielina (Razani et al.,, 2002), com diferentes proteinas de sinalizacao,
incluindo Src tirosina quinase (Xie e Cai, 2003), PKC, PKA e PI3K (Therien e
Blostein, 2000); e esté ligada a caveolinas, que sao proteinas ancoradouras de 21 —
24 kDa, associadas a membrana plasmatica (Liu et al., 2003; Wang et al., 2004).
Nos mamiferos, existem trés diferentes genes para caveolina, resultando em seis

isoformas, que sdo expressas de forma tecido-especifica (Williams e Lisanti, 2004).

O estudo do efeito de ligantes na estrutura da bomba de Na* e K tem
mostrado que a interacdo da Na®, K'-ATPase com Src quinase, EGFR e outras
proteinas, forma um microdominio de sinalizacao - sinalossoma (Figura 1.4), restrito
as caveolas (Haas et al., 2000; Liu et al., 2003; Xie e Cai, 2003; Wang et al. 2004,
Pierre e Xie, 2006; Liang et al., 2007; Li e Xie, 2009). Esses achados suportam a
proposta de que a ativagido do complexo Na*, K*-ATPase-Src € o ponto inicial para a
sinalizagdo, a partir da interagdo da ouabaina com a enzima, para o EGFR e outras
vias de sinalizacdo intracelular. Sendo assim, a ligacdo da ouabaina a Na®*, K'-
ATPase regula a interacdo entre esta enzima e a caveolina e estimula a Src quinase
citoplasmatica. A Src ativada, transativa EGFR, o qual recruta proteinas
adaptadoras, dando seguimento a ativagdo da cascata via Ras-MAPKs (Haas et al.,
2000; Li e Xie, 2009). Estes eventos resultam em mudancas na expressao de
multiplos genes, além da regulacdo da concentracdo de Ca?" intracelular (Aizman et
al., 2001). Oscilagdes de Ca®" intracelular ativam NFkB. Este fator de transcricdo
pluripotente ativa genes que modulam a proliferacéo celular, apoptose e desenvolve
respostas do sistema imune (Miyakawa-Naito et al., 2003). Além disso, a ativagédo de
Src estimula outras vias, incluindo o aumento na producdo mitocondrial de espécies
reativas de oxigénio (ROS), sendo este considerado um importante passo na
inducdo da apoptose (Xie e Cai, 2003). Entretanto, a resposta final da sinalizacéao
intracelular ativada por glicosideos cardiacos € dependente do tipo de tecido celular,

tempo de exposicao e concentracdo da droga (Mijatovic, et al., 2007a). A funcéo de
10



transducéo de sinal da Na*, K*-ATPase parece ocorrer através de propriedades que
s&o independentes de sua fun¢do como uma bomba de ions (Liang et al., 2007). E
importante notar que o efeito da ouabaina sobre a Src é independente de mudancas

nas concentracdes intracelulares de Na* e K* (Xie e Cai, 2003; Pierre e Xie, 2006).
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Figura 1.4: Esquema da formacéo do sinalossoma. Adaptado de Xie e Cai (2003).
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1.3 Na*, K"-ATPase, MAPKs e Interleucinas

A ativacdo da sinalizacdo de MAPKs €& conhecida por apresentar um papel
critico na regulacdo celular, levando a respostas imunes, proliferacdo e
diferenciacdo celular. As proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKS)
formam uma familia de proteinas quinases serina/treonina responsavel pela maioria
das respostas celulares a citocinas e sinais externos de estresse, e sao cruciais para
a regulacdo da producdo de mediadores inflamatorios. Todos os trés principais
membros da familia MAPK — quinase regulada por sinal extracelular (Erk), quinase c-
jun N-terminal (JNK) e p38 foram relatados como responsaveis pela producdo de
citocinas inflamatorias, dentre elas, as interleucinas (IL) IL-1[3, IL-6, IL-8 e fator de
necrose tumoral (TNF-a) (Qu et al.,, 2012). Erk e p-38 podem desempenhar um
importante papel na ativagéo prejudicial da microglia na lesao cerebral aguda. JNK é
ativada por citocinas pro-inflamatoérias e estresse celular, e desempenham um papel

essencial na regulacéo da resposta inflamatéria (Qu et al., 2012).

Em geral, Erk ativada controla a proliferacéo e diferenciacao celular. Por outro
lado, a sinalizacdo de JNK e p38 estimulada regula a proliferagéo celular, invaséao,
sobrevivéncia, migracdo, parada do crescimento e apoptose. A funcdo particular
regulada por MAPK é dependente do tipo celular e do tipo e duracdo do estimulo
(Uddin et al., 2008; Kim et al., 2013).

Os astrécitos sao as principais células gliais no sistema nervoso central e séo
fundamentais para a manutencdo do ambiente homeostatico. Também
desempenham um papel importante na regulacdo imune, atuando como uma fonte
de quimiocinas, citocinas e moléculas de adesédo (Kim et al., 2013). Assim, 0s
astrocitos ativados desempenham um papel importante como células inflamatorias

ou imunorreguladoras no sistema imune do sistema nervoso central.

Os GBMs, tumores oriundos dos astrocitos, sao de natureza altamente
inflamatoria, porque estao infiltrados pela microglia e rodeados por um conjunto de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e IL-1.
Estas citocinas sdo susceptiveis de promover a expansdo do GBM pela super
expressao de outros mediadores pro-tumorigénicos, como por exemplo, IL-6 e IL-8.
A IL-8 amplifica o microambiente inflamatério e propriedades quimiotaticas e

angiogénica. Enquanto a IL-6 é mitogénica para células tumorais, e ambos TNF-a e
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IL-1 B induzem a expressdo de metaloproteases de matriz (MMPs) aumentando o

potencial de invasdo do GBM (Grivennikov et al., 2010; Yeung et al., 2012).

1.4 Glicosideos cardiacos e a Na*, K'-ATPase

Os glicosideos cardiacos (digitalicos) sdo compostos ja conhecidos ha mais
de duzentos anos e sdo considerados os inibidores classicos da Na®, K'-ATPase

(Prassas e Diamandis, 2008).

Os principais glicosideos cardiacos derivados de plantas incluem digitoxina,
digoxina, ouabaina, oleandrina e proscilaridina, que sdo extraidos de plantas das
familias Scrophulariaceae, Apocynaceae e Asparagaceae (Digitalis purpurea,
Digitalis ianata, Strophanthus gratus, Nerium oleander e Urginea maritima)
(MacGregor e Walker, 1993). Varios glicosideos cardiacos ja foram encontrados em
animais, como por exemplo, o bufadienolideo isolado a partir do veneno de sapos
(Bufo sp.) (Steyn e van Heerden, 1998).

Estes compostos consistem de um nucleo esteréide ligado a um ou mais
residuos de agucar no C3 e um anel lactona no Cy7 (Figura 1.5). Os varios tipos de
radicais de acUcar e lactonas proporcionam um grande numero de glicosideos
cardiacos que, com base no seu anel de lactona, pode ser dividido em dois
subgrupos: cardenolideos, que contem um anel butirolactona insaturado com cinco
membros; e bufadienolideos, que contem um anel pirona insaturado com seis
membros. Grupos de acucares e de lactonas sdo orientados com uma conformacéao
cis A/B e C/D em relagdo ao nuacleo esterdide. Os acgucares ligados, tais como a
glicose, galactose, manose, ramnose e digitalose, determinam as atividades
farmacodindmicas e farmacocinéticas de cada glicosideo cardiaco (Cerella et al.,
2013).
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Figura 1.5: Caracteristicas estruturais dos glicosideos cardiacos (Cerella et al.,
2013).
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Uma preparacao de digitalicos, feita a partir de Digitalis purpurea, foi utilizada
pela primeira vez para o tratamento de insuficiéncia cardiaca congestiva por William
Withering em 1785. Atualmente, os digitalicos, principalmente a digoxina, sdo
utilizados em todo o mundo no tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca,
por serem 0S mais potentes agentes inotropicos (que aumentam a forca de
contracao cardiaca) conhecidos. Seus efeitos sdo mediados pela capacidade destes
compostos em inibir a bomba de Na’ e K' ao ligarem-se especificamente a
subunidade o, na superficie extracelular da membrana, bloqueando a enzima no
estado conformacional E, fosforilado (Rose e Valdes Jr., 1994; Buckalew, 2005;
Wasserstrom e Aistrup, 2005) - (Ver Figura 1.2).

O mecanismo proposto para o efeito inotropico dos glicosideos cardiacos €
iniciado com a inibicdo da Na®*, K*-ATPase, o que leva a inibicdo do efluxo de Na®,
causando um aumento na concentracao intracelular deste ion. Isto altera a atividade
do trocador Na*/Ca?*, causando uma elevacdo transitoria de Ca®" citoplasmatico e,
portanto, maior contratilidade do musculo cardiaco. A elevacdo da concentracédo
intracelular de Ca®* pode também ser a responsavel pela sintomatologia observada
na intoxicacdo por estas drogas (MacGregor e Walker, 1993; Hauptman e Kelly,
1999; Schwinger et al., 2003; Wasserstrom e Aistrup, 2005).

A presenca de um sitio altamente conservado de ligacédo de alta afinidade na
subunidade o para a ouabaina sugere a existéncia de moduladores enddgenos
circulantes que controlem a atividade da Na®, K*-ATPase, ligando-se ao sitio da
ouabaina. A existéncia de tais ligantes poderia ter implicacdes em muitos processos
fisiologicos, tais como na modulacdo da contractilidade cardiaca, excrecao renal de
Na®, sensibilidade a insulina, hipertensdo, neurotransmissdo e alteragdes no
crescimento e proliferacdo celular (MacGregor e Walker, 1993; Buckalew, 2005;

Weidemann, 2005).

Véarios compostos semelhantes aos glicosideos cardiacos tem sido
identificados a partir de diversos tecidos e fluidos corporais de mamiferos, os quais
podem servir como ligantes da Na*, K*-ATPase (Hamlyn et al., 1991; Bagrov et al.,
1998). Entre os candidatos a inibidores da Na*, K*-ATPase, o composto endogeno
semelhante a ouabaina produzido pela glandula adrenal é o mais extensivamente
estudado (Nicholls et al.,, 2009). Porém existem evidéncias sugerindo que o
hipotalamo também produz uma substancia semelhante a ouabaina (Tymiak et al.,
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1993; Wang et al., 2002). Dados da literatura indicam que os niveis plasmaticos de
compostos enddgenos semelhantes a ouabaina estdo aumentados em Varios
estados patolégicos, incluindo insuficiéncia cardiaca congestiva (Gottlieb et al.,
1992), hipertensdo (Manunta et al, 1999) e hipertrofia do ventriculo esquerdo
(Skoumal et al., 2007).

1.5 Na*, K*-ATPase e o cancer

O transporte de muitos substratos, tais como glicose e aminoacidos, pelas
células de mamiferos é dependente de Na’. Este jon atua como um co-substrato
para o transporte e/ou para o gradiente eletroquimico fornecendo energia para a
acumulacio ativa de nutrientes. Uma vez que a manutencio do gradiente de Na* é
dependente da atividade da Na’, K'-ATPase, existe uma relacdo entre o

crescimento celular e a atividade desta enzima (Shen et al., 1978).

Mudancas no transporte de ions através da membrana celular sé&o
importantes na tumorigénese, e ja estdo presentes mesmo antes de evidéncias
morfologicas do tumor (Weidemann, 2005). A transformacdo em uma célula maligna
€ dada pela alteracdo da superficie da membrana celular, tal qual mudancas no
mecanismo de absorgéo, que afetam as concentracdes internas de nutrientes que
regulam o crescimento da célula. Um aumento na carga de Na' através da
membrana celular, por um aumento da permeabilidade deste ion, pode levar ao
aumento da atividade da Na®, K*'-ATPase como parte da tumorigénese. Com a
transformacéo neoplasica, este aumento no transporte Na* facilitaria 0 aumento do

transporte de nutrientes (Shen et al., 1978).

Ndo s6 a atividade da Na', K'-ATPase difere entre as células normais e
tumorais. Uma reducdo na densidade de Na*, K*-ATPase na membrana plasmatica
de células tumorais, bem como uma alteragdo na expressao (supressao ou inducao)

de isoformas, ocorrem nas células neoplasicas (Weidemann, 2005).

Estudos realizados ha trinta anos, utilizando células de sarcoma e
comparando-as com os fibroblastos, demonstrou uma densidade reduzida de
receptores de ouabaina, ou seja, Na*, K'-ATPase, na membrana plasmatica de

células malignas (Latzkovits et al., 1983). Estes resultados foram confirmados por
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um estudo com pacientes com cancer urotelial (bexiga), revelando um padrao
bifasico distinto de expressdo de subunidades a e B da Na’, K'-ATPase com
diminuicdo significativa na expressao de ambas as subunidades em tumores de
grau | em relacdo aos tecidos morfologicamente normais. Porém, tumores de alto
grau exibiram um aumento na expresséao, sugerindo que a reducdo na expressao de
subunidades da Na®, K'-ATPase pode ter ocorrido nos estagios iniciais do
desenvolvimento do tumor, sendo a expressdo das subunidades e a atividade da
enzima aumentados durante a progressao do tumor (Espineda et al. 2003).

Com relacdo as alteracdes na expressdo de isoformas, a presenca de
proteinas FXYD associadas a tipos especificos de cancer afeta a funcédo da bomba
de sddio. Por exemplo, a FXYD3 (um marcador de tumor mamario que medeia a
diminuicdo na afinidade aparente da Na*, K'-ATPase por Na’ e K*) é altamente
expressa em cancer de mama e prostata e; a FXYD5 (relacionada aos canais
ibnicos) esta expressa em Varios tipos de cancer, mas somente em poucos tipos de

tecidos normais (Geering, 2006).

Além disso, tem sido reportado que a expressao da isoforma [(; esta
frequentemente reprimida em células de cancer epitelial derivadas de pancreas, rim,
cbélon e mama. Esta reducdo na expressdo de B1 esta correlacionada com um
aumento da expressdo do factor de transcricdo Snail conhecido por regular
negativamente a proteina caderina-E. Como resultado da reducédo na expressao de
caderina-E, estas células de cancer epitelial destacam-se umas das outras,
parecendo ser essencial para estas células serem capazes de se tornarem

invasivas individualmente (Espineda et al. 2004; Rajasekaran et al., 2005).

Alguns trabalhos apontam para a supresséo ou estimulacdo da expresséo de
isoformas da subunidade a, principalmente a; e as, de acordo com o tipo de cancer

em questao (Mijatovic et al., 2008).

Uma anadlise detalhada da expressdo de subunidades a revelou uma
diminuicdo na expresséo de isoformas a; € um aumento na expressao de as no
processo de transformacédo tumoral de células de adenocarcinoma prostatico
(Mobasheri et al., 2003), bem como em cancer de colon e reto (Sakai et al., 2004).
Por outro lado, a isoforma a; estd super expressa em outros tipos de cancer,

incluindo, cancer de pulmédo de ceélulas ndo pequenas (Mijatovic et al., 2007b),
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carcinoma de células renais (Seligson et al., 2008), glioma (Lefranc et al., 2008) e

melanoma (Mathieu et al., 2009).

1.6 Glicosideos cardiacos e o cancer

Os efeitos dos glicosideos cardiacos sobre a atividade da Na*, K'-ATPase e o
uso dessas drogas na terapia de doencas cardiovasculares tém sido amplamente
divulgados. No entanto, desde o inicio da Idade Média, o extrato da planta Nerium
oleander (espirradeira) ja era usado no tratamento do cancer, documentado a partir
de varios locais geograficamente separados como Egito, Venezuela, Cuba e india
(Moss, 1998).

Na década de 60, a inibicdo do crescimento de células neoplasicas in vitro por
glicosideos cardiacos foi relatada (Shiratori, 1967). Porém, a primeira evidéncia
epidemioldgica para o efeito anticancer dos glicosideos cardiacos foi reportada por
Stenkvist em 1979. O estudo dele indicou que amostras de tecidos de cancer de
mama retiradas de pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva tratados com
glicosideos cardiacos, exibiram mais caracteristicas benignas do que amostras de
tecidos de cancer de pacientes controle que ndo foram tratados com glicosideos
cardiacos (Stenkvist, 1979). Além disso, cinco anos depois da mastectomia, a taxa
de recorréncia para o grupo tratado foi 9,6 vezes menor do que para 0 grupo
controle (Stenkvist, 1980). Observacfes em longo prazo constataram que a terapia
com glicosideos cardiacos reduziu significativamente a taxa de mortalidade por
cancer de mama (Goldin e Safa, 1984; Stenkvist, 1999).

Além disso, Haux e colaboradores (2001) publicaram um estudo analitico-
descritivo sobre os efeitos antineoplasicos de glicosideos cardiacos sobre a
leucemia e canceres do trato renal/urinario. Este estudo indicou que as doses de
glicosideo cardiaco que séo ativas contra o cancer sdo semelhantes as
concentracbes plasmaticas terapéuticas encontradas em pacientes cardiacos

tratados com estas drogas.

Essas observagfes clinicas estabeleceram o efeito benéfico dos glicosideos
cardiacos para terapia contra o cancer (Lépez-Lazaro et al., 2005). Embora estes

agentes parecam ser seguros nas doses utilizadas para o tratamento de disturbios
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cardiacos, evidéncias adicionais ainda sdo necessarias antes que estes compostos

sejam utilizados clinicamente (Haux et al., 2001).

Esta questdo € critica, pois os glicosideos cardiacos podem ter efeitos
opostos com doses diferentes. Por exemplo, proscilaridina A, digoxina e ouabaina,
na concentracdo de 30 nmol/L, estimulam a proliferacdo de fibroblastos humanos
pela ativacdo de ERK1/2, enquanto estas drogas induzem apoptose nas mesmas
células na concentracdo de 300 nmol/L, detectada pelo aumento na concentracao

intracelular de Ca** e ativacdo de caspase-3 (Winnicka et al., 2010).

Além do exposto acima, o fato da Na*, K'-ATPase também atuar como um
transdutor de sinal despertou novos interesses nas propriedades anticancer dessas
drogas (Kometiani et al., 2005). Estudos adicionais in vivo e in vitro confirmaram
essas observacoes iniciais e a primeira geragao de drogas anticancer baseadas em
glicosideos cardiacos encontra-se em ensaios clinicos (Winnicka et al., 2006;
Mijatovic et al. 2007b; Prassas e Diamandis, 2008).

1.7 Apoptose induzida por inibidores da Na*, K*-ATPase

O termo apoptose € utilizado para descrever os processos morfolégicos que
levam & morte celular programada. E um processo ativo e definido, que desempenha
um papel importante no desenvolvimento de organismos multicelulares e na
regulacdo e manutencdo das populacdes de células nos tecidos em condicdes

fisiol6gicas e patolégicas (Lawen, 2003).

Nas ultimas trés décadas, tem sido mostrado que os glicosideos cardiacos
sdo capazes de inibir a proliferacdo celular e possuem valiosa atividade citotoxica
contra diferentes linhagens de células tumorais, sendo o fator principal dos efeitos
anticancer ocasionado através da apoptose (Rovinski et al., 1987; Haux, 1999;
Johansson et al., 2001; Zhao et al., 2011; Cerella et al., 2013; Babula et al., 2013).

Os cardenolideos ouabaina (Panayiotidis et al., 2010), digitoxina (Haux,
1999), digoxina (Winnicka et al., 2010), oleandrina (Raghavendra et al., 2007) e o
mais recentemente investigado UNBS1450 (Juncker et al., 2011), induzem apoptose

em células de diferentes tipos de cancer. Dados semelhantes foram encontrados
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com os bufadienolideos: bufalina (Yu et al., 2008), cinobufagina (Xu et al., 2011) e
proscilaridina A (Winnicka et al., 2007).

Outros mecanismos de apoptose induzidos por glicosideos cardiacos tem
sido reportados, tais como: a atenuacao da via NFKB, uma “via chave” com efeitos
antiapoptotico e pro-proliferativo (Manna et al., 2000), o aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (Newman et al., 2006) e a ativacdo de MAPKSs, dentre
elas a JNK (proteina quinase c-Jun N-terminal) e a AP-1 (proteina ativadora — 1)
(Okamoto et al., 1997; Wang et al., 2009).

A ativacdo da via apoptotica intrinseca (mitocondrial) ocorre em todos os
estudos mencionados acima. Com a via intrinseca ativada, consequentemente, a
liberacdo de citocromo c (proteina associada a membrana interna da mitocdndria,
essencial na cadeia transportadora de elétrons) e perda do potencial de membrana
mitocondrial foram documentadas (Huang et al., 2012; Tailler et al., 2012).

Estudos adicionais demonstram a habilidade dos glicosideos cardiacos de
afetar a via apoptética extrinseca, inicializada pela ligacdo dos receptores de morte
(Fas e TNFR) e receptores de interferon e TRAIL aos seus ligantes na membrana
plasmatica da célula. O tratamento com ouabaina combinado com FasL ou TRAIL

potencializou a apoptose (Panayiotidis et al., 2010; Dong et al., 2011).

Ambas as vias apoptéticas (intrinseca e extrinseca) ativadas pelos
glicosideos cardiacos estdo relacionadas, principalmente, com a ativacdo de
caspase-3 (Wannicka et al., 2010). Embora a cascata proteolitica das caspases
tenha um papel central na resposta apoptoética, sua ativacéo é fortemente regulada
por uma variedade de outros factores. A familia de proteinas Bcl-2 € conhecida por
desempenhar um papel crucial na a regulacdo da apoptose como pontos de
checagem entre a superficie da célula e os sinais de morte internos, formacéo do

apoptossoma e ativacao de a cascata de caspase (Burlacu, 2003).

No entanto, a apoptose ndo € o unico tipo de morte celular provocada pelos
inibidores da Na*, K*-ATPase. Alguns glicosideos cardiacos s&o capazes de induzir
autofagia, morte celular lisossomal com degradacédo dos componentes celulares em
vacuolos autofagicos dentro da célula a morrer, principalmente, pela acédo de
proteinas proteossomais (Chowdhury et al., 2006; Babula et al., 2013).
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O UNBS1450 induz a morte celular autofagica em células de cancer de
pulmdo de células ndo pequenas (Mijatovic et al.,, 2006) e em células de
glioblastoma (Lefranc e Kiss, 2008; Lefranc et al.,, 2008). JA4 a oleandrina e a
bufalina, induzem autofagia, respectivamente, em células humanas de céancer do

pancreas e colon (Newman et al., 2007; Xie et al., 2011).

1.8 Compostos anticancer inibidores da Na*, K*-ATPase

Um esforco tem sido feito para modificar a estrutura de glicosideos cardiacos
para aumentar sua citotoxicidade e existem diferentes abordagens para melhorar
esta propriedade (Heasley, 2012). Duas delas estdao baseadas na modificagcdo do
radical acucar (lyer et al., 2010) e na combinacdo dos glicosideos cardiacos com
outros compostos usados nha terapia anticancer, tais como derivados baseados em
platina (Ahmed et al., 2009; Felth et al., 2009). A mais importante abordagem esta
baseada na modificacdo do esqueleto basico dos glicosideos cardiacos, modificando
0Ss grupamentos hidroxila existentes, afetando significativamente a atividade
biolégica destas drogas (Babula et al., 2013).

Trés derivados de ouabaina, digoxina e proscilaridina A contendo um
grupamento carboxila no lugar de um radical lactona foram sintetizados e tiveram a
sua atividade citotdéxica avaliada em células de cancer de mama. Estes compostos
perderam a capacidade de aumentar a concentracdo intracelular de Ca®* e de
exercer efeitos adversos sobre o coracédo, mas foram capazes de reduzir a sintese
de DNA, aumentar a atividade de caspase-3 e inibir as topoisomerases | e Il destas
células (Winnicka et al., 2008).

Derivados semi-sintéticos de glicosideos cardiacos também tiveram suas
propriedades citotoxicas testadas. O cardenolideo semi-sintético UNBS1450 (19-
hidroxi-2"-oxovoruscarina derivado da 2"-oxovoruscarina isolada da Calotropis
procera, Apocynaceae) € ativo em ceélulas cancerosas que expressam diversas

formas de resisténcia a multiplas drogas (Mijatovic et al., 2009).

O UNBS1450 além de ser uma molécula com propriedades citotoxica e
antiproliferativa muito potentes (Mijatovic et al., 2007b), também é um potente

inibidor da atividade da enzima Na®, K'-ATPase, indicando uma estreita ligacio
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entre esta enzima e regulacao do ciclo celular, proliferacdo e apoptose, inclusive em
células resistentes a multiplas drogas (Mijatovic et al., 2007b; Juncker et al., 2009;
Mijatovic et al., 2009).

Comparado com outros compostos de referéncia, como o taxol, irinotecano,
oxaliplatina, mitoxantrone e temozolomida, o UNBS1450 é mais potente contra o
cancer de pulmédo das células ndo pequenas, o cancer de prostata refratario e
glioma (Juncker et al., 2009; Mijatovic et al., 2009; Babula et al., 2013).

Entretanto, o uso de inibidores da atividade da Na*, K'-ATPase na terapia
anticancer tem sido avaliado com compostos que ndo estdo relacionados com o0s
glicosideos cardiacos, como por exemplo, o monoterpeno alcool perilico que é
utilizado no tratamento de varios tumores malignos, incluindo os glioblastomas
(Garcia et al., 2010).

Abordagens inovadoras para combater varios tipos de canceres associados
com prognaosticos ruins envolvem a inibicao de varios tipos de canais iénicos, e uma
atencdo especial tem sido dada a subunidade a; da Na*, K*-ATPase pelo grupo do
Dr. Robert Kiss - ver item 1.5 (Mijatovic et al., 2007b; Lefranc et al., 2008; Mathieu et
al., 2009; Mijatovic et al., 2012a; Mijatovic et al., 2012b). Recentemente, com a
nossa colaboracdo, este grupo adotou uma estratégia farmacolégica que consistiu
em analisar o efeito inibitério na atividade da Na®, K'-ATPase de seis compostos
originais que foram ativos na inibicdo do crescimento de células neoplasicas in vitro,
em especial contra as células de gliomas resistentes a apoptose (Lefranc et al.,
2013).

Esses achados sugerem que novos agentes anticancer baseados na Na*, K*-
ATPase possam ser desenvolvidos. Esses compostos seriam baseados nédo apenas
na funcdo da bomba de sddio na transducao de sinal, com os glicosideos cardiacos
e seus derivados como possiveis candidatos, mas também com o0 uso de agentes
terapéuticos que afetam diretamente a expressdo de subunidades desta enzima
(Mijatovic et al., 2009).
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1.9 Glioblastoma multiforme (GBM)

Diferentes tipos de tumores gliais (gliomas) tém sido identificados e
classificados de acordo com os tipos celulares predominantes no tecido tumoral. Os
tumores astrociticos (originados de astrdcitos) correspondem a aproximadamente
75% dos casos de gliomas e apresentam uma subclassificagdo por graus, que
variam de | a IV, quanto a malignidade. O grau | denominado astrocitoma pilocitico &
considerado um tumor benigno e o glioblastoma multiforme (GBM) é caracterizado
como grau IV, dado ao seu elevado grau de malignidade (Vescovi et al., 2006;
Ohgaki e Kleihues, 2007). A classificagdo proposta pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), utilizada como padrdo de classificacdo internacional de tumores

astrociticos, apresenta as diferentes classes existentes (Tabela 1.2).

Tabela 1.2: Classificagdo dos tumores astrociticos. Estabelecida pela OMS,
em 2002.

Origem do tumor Classificacao

Astrocitoma pilocitico (grau I)
. Astrocitoma difuso (grau II)

Astrocitico _ o
Astrocitoma anaplasico (grau 1)

Glioblastoma (grau 1V)

O GBM é o mais frequente e maligno tumor cerebral humano. E caracterizado
como um astrocitoma de alto grau por apresentar capacidade infiltrante e auséncia
de limitacdo. As células tumorais dos GBMs apresentam um modelo de distribuicéo
tecidual difuso no cérebro, que impede a retirada total cirargica do tumor, tornando o
prognéstico para o GBM bastante desanimador, pois a sobrevida média, quando
combinadas radioterapia e quimioterapia, € de aproximadamente 14,6 meses
(Vescovi et al., 2006). Estas células ajustam sua forma e volume rapidamente ao
invadirem o parénquima cerebral, sendo essencial para este processo a atividade de
mecanismos de transporte de ions (Lefranc, et al., 2008). Outro fator importante que
direciona a invasao de células transformadas € o microambiente inflamatorio. A

inflamacé@o cronica contribui para o aumento de citocinas inflamatérias, que
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favorecem a migracdo e invasdo das células neoplasicas na carcinogénese
(Grivennikov et al., 2010).

Os GBMs podem ser classificados em primarios, quando se manifestam
rapidamente, ndo havendo evidéncia de lesdo maligna precursora e acometem
pessoas com idade média de 55 anos; ou secundéarios, quando se desenvolvem
mais lentamente, a partir da progressdo de um astrocitoma de grau Il ou Ill e
acometem preferencialmente adultos jovens, com idade média de quarenta anos
(Ohgaki et al., 2004).

Apesar destes tipos de tumores serem pouco diferenciados, ainda mantém
caracteristicas que permitem sua classificacdo histolégica, sendo este o método
diagnostico atualmente utilizado para a escolha da terapia mais adequada e
determinacdo do progndéstico. Entretanto, a determinacdo do grau de malignidade
pode variar com o observador, ndo garantindo a objetividade necessaria para um
diagnostico preciso (Louis et al., 2001). Melhorias significantes tém sido reportadas
nesta area com o advento da classificacdo diagndstica molecular, onde a
superexpressao do receptor de EGF e mutagcdes no gene TP53 ocorrem na
evolucdo de glioblastomas primarios e secundarios, respectivamente (Louis, 2006;
Louis et al., 2007).

As estratégias terapéuticas convencionais utilizadas na atualidade que tem
por objetivo a erradicacdo do tumor sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. A
guimioterapia baseia-se na aplicacdo de compostos que levem a inibicdo do
crescimento ou a morte da célula cancerosa. Porém, a capacidade das células
tumorais em evadir-se da morte celular, bem como sua resisténcia a quimioterapia,
constituem um desafio para a clinica. Por esse motivo, existe um grande interesse
na identificacdo de novos compostos que sejam efetivos no tratamento de pacientes
gue nao respondem aos quimioterapicos disponiveis. Os terpenos, por exemplo, sdo
compostos naturais com propriedades antimitoticas que podem ser usados nesses

casos (Belanger, 1998).
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1.10 Alcool perilico

Novas drogas quimioterapicas tem sido desenvolvidas, sendo a maioria
originada de fontes naturais, como os vegetais. Os terpenos sdo exemplos de tais
compostos com propriedades antimitéticas de grande interesse médico (Belanger,
1998; Fernandes et al., 2005). Esses hidrocarbonetos sao classificados de acordo
com o numero de unidades isoprénicas formadoras em: hemiterpenos (Cs, 1 unidade
isoprénica), monoterpenos (Cip, 2 unidades isoprénicas), sesquiterpenos (Cis, 3
unidades isoprénicas), diterpenos (C,, 4 unidades isoprénicas) e politerpenos (Cs),
(McGarvey e Croteau, 2005).

Monoterpenos tendem a ser altamente volateis e frequentemente constituem
0s componentes primarios de 0Oleos essenciais, a fragrancia principal das plantas,
utilizados em perfumes e como aromatizantes para cosmeéticos e alimentos (Boik,
2001). O limoneno (Figura 1.6) € um monoterpeno monociclico presente em cascas
de frutos citricos, principalmente de limdo e laranja. Este composto de baixa
toxicidade possui atividade quimiopreventiva e quimioterapéutica contra varios tipos
de tumores, devido a sua capacidade de inibir a isoprenilacdo pos-traducional de
GTPases, incluindo membros da familia Ras. A isoprenilacdo é importante para a
associacdo das GTPases com a membrana plasmatica, tornando estas proteinas
capazes de atuarem na via de sinalizacdo requerida para o0 crescimento e
proliferacéo celular (Gelb et al., 1995; Holstein e Hohl, 2003; Nakada et al., 2007).

A alta dose de limoneno (1000 mg/Kg/dia) necessaria para os efeitos
benéficos tem limitado seu uso. Por este motivo, outros monoterpenos passaram a
ser investigados, principalmente seus metabdlitos alcool perilico (POH) e &cido
perilico (PA) (Figura 1.6). Em humanos, aproximadamente 40% do limoneno é
metabolizado a PA. O POH também é metabolizado a PA, porém numa taxa mais

alta, quando comparada com a do limoneno (Boik, 2001).

O POH e o PA também sé&o inibidores da isoprenilacdo da proteina Ras,
atuando desta forma, no controle da proliferagéo celular (Holstein e Hohl, 2003), na
ativacado das vias pro-apoptoticas e bloqueando o ciclo celular de diferentes células
tumorais, além de aumentar a expressao da proteina pré-apoptética Bax (Xu, et al.,
2004; Fernandes, et al., 2005; Yeruva et al., 2007; Chaudhary et al., 2009).
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Limoneno Alcool perilico Acido perilico

Figura 1.6: Estrutura quimica dos monoterpenos: limoneno, POH e PA. Adaptado de
Holstein e Hohl (2003).
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O POH, um monoterpeno monaociclico hidroxilado também encontrado
principalmente nos 6leos essenciais de perila (Perilla frutescens), lavanda, horteld,
sélvia, sementes de aipo, bergamota selvagem, gengibre e cerejas, por possuir uma
atividade antitumoral mais potente, € considerado como uma substancia com
potencial atividade regressora de diferentes tumores, incluindo mamarios,
pancreaticos e cerebrais (Yuri, et al., 2004; Da Fonseca et al., 2006a; 2006b; 2008 e
2011; Matos et al., 2008). Apresenta também efeito radiossensibilizador (Rajesh et

al., 2003) e significante inibicdo angiogénica (Loutrari et al., 2004).

Estudos clinicos (Fase /1) encontram-se em andamento com a administracao
oral de POH a pacientes portadores de diferentes tumores malignos (Ripple et al.,
1998; 2000; Hudes et al., 2000; Murren et al., 2002; Azzoli et al., 2003; Morgan-
Meadows et al., 2003; Bailey et al., 2004), dentre eles, cancer de prostata (Liu et al.,
2003), cancer de mama (Stearns et al., 2004; Bailey et al., 2008) e cancer de
pancreas (Matos et al., 2008). Nenhuma evidéncia de toxicidade hepatica, renal ou
neurobiolégica tem sido relatada. Porém foram observados efeitos colaterais

afetando o trato gastrointestinal.

De acordo com essas evidéncias, estudos clinicos da administracdo por
inalacdo de POH (Fase II) com pacientes portadores de gliomas malignos recidivos
tem sido desenvolvidos. Estes estudos tém mostrado o efeito antitumoral, com
diminuicdo da morbidade, melhora do quadro clinico-laboratorial, diminuicdo
significativa da massa tumoral e aumento da sobrevida (maior que 18 meses) em
varios pacientes, além de reduzir consideravelmente os efeitos colaterais que afetam
o trato gastrointestinal, apresentando somente irritacdo local da mucosa nasal. (Da
Fonseca et al., 2006a; 2006b; 2008; 2009 e 2011).

Tumores recorrentes geralmente sao resistentes a quimioterapia padrdo com
temozolomida, um agente alquilante de DNA. Uma vez que os glioblastomas se
tornam resistente ao temozolomida, as opc¢des disponiveis de tratamento ficam
limitadas. O POH foi citotéxico para uma variedade de linhagens de células de
glioma, incluindo as resistentes ao temozolomida. O POH também serviu como um
agente quimiossensibilizante, reforcando a capacidade citotoxica do temozolomida
(Cho et al., 2012).
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1.11 Alcool perilico e Na*, K'-ATPase

Estudos realizados por nosso grupo demonstraram a capacidade do alcool
perilico em inibir a atividade da enzima Na®*, K'-ATPase em preparacdes purificadas
de rim e cérebro de cobaio, com maior especificidade para a isoforma al presente
no tecido renal. Ensaios utilizando homogeneizados brutos destes mesmos 6rgaos
demonstraram um perfil de inibicAo semelhante, indicando certa seletividade do
POH pela Na*, K*-ATPase (Garcia et. al, 2010).

O efeito inibitério, causado pelo POH, na atividade da Na*, K*-ATPase, foi
reversivel e estudos cinéticos definiram a inibicdo como n&o-competitiva para Na* e
K*, porém acompetitiva para ATP. Numa inibi¢&o do tipo acompetitiva, o inibidor ndo
se liga diretamente a enzima, mas sim ao complexo enzima-substrato, neste caso,
ao complexo enzima-ATP. Além disso, foi demonstrado que, ao contrario dos
glicosideos cardiacos, o POH atua na fase | do ciclo catalitico da Na*, K*-ATPase, o
qual se inicia com a ligacdo de ATP a enzima. Embora uma interacéo direta do POH
com um sitio definido da enzima possa ter sido demonstrada, ndo € possivel
descartar a possibilidade de que o POH ligue-se ao microambiente lipidico que

envolve enzima, mesmo em sua forma purificada (Garcia et al., 2010).

Duelund e colaboradores (2012) observaram que o limoneno e o POH
alocam-se, preferencialmente, no ambiente hidrofébico da membrana, mostrado
pelos seus grandes coeficientes de particAo da membrana. Estes terpendides
interferem com as transicdes de fase de membranas modelo, indicando que a sua
presenca na membrana modifica as propriedades globais da membrana modelo.
Sugerindo que o limoneno e o POH exercem, pelo menos, parte dos seus possiveis
efeitos bioldgicos, dentre eles, a inibicdo da Na*, K'-ATPase através de um efeito na

membrana plasmatica.

Drogas que inibem a atividade da enzima Na®, K'-ATPase podem ter um
importante papel no tratamento do cancer, fazendo desta enzima um alvo para a
terapia anticancer (Aperia, 2007), especialmente, a subunidade a;, em células de
glioblastomas resistentes a apoptose (Lefranc et al., 2008; Lefranc e Kiss, 2008).
Devido a isso, uma analise acerca da atuacdo do POH nas funcdes celulares
envolvidas na diferenciacdo e na morte celular, moduladas via Na*, K*-ATPase, séo

necessarias.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar se o POH pode atuar sobre a ativacdo da proteina JNK, através da

interacdo entre este monoterpeno e a enzima Na', K'-ATPase, modulando a

proliferagao e/ou morte celular.

2.2 Objetivos especificos

>

Determinar o efeito do POH e do PA, seu principal metabdlito, sobre a
atividade da Na*, K'-ATPase em células de GBM humano (linhagens U87 e
U251), células ndao tumorais como astrdcitos de camundongo e células de rim

de macaco verde africano (VERO).
Determinar o efeito do POH, PA e OUA sobre a viabilidade celular de
astrocitos de camundongo, VERO, U87 e U251 e comparar com o efeito

inibitorio destas drogas na atividade da Na*, K'-ATPase.

Verificar o efeito do POH na liberacdo de citocinas pro-inflamatorias pelas
células de GBM humano das linhagens U87 e U251.

Verificar o efeito do POH na ativacdo da proteina JNK nas células de
astrocitos de camundongo, VERO, U87 e U251.

Avaliar o efeito dos compostos metil B-ciclodextrina e dasatinibe na ativacao

da proteina JNK pelo POH nas células de GBM humano da linhagem U87.

Avaliar o efeito do agente inibidor da proteina JNK na inducéo de apoptose

mediada pelo POH nas células de GBM humano das linhagens U87 e U251.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo e manutencédo das células

Células das linhagens de GBM humano U87-MG (U87) e U251 e células nao
tumorais oriundas da cultura de astrécitos de camundongos e da linhagem de rim de
macaco verde africano (VERO) foram utilizadas nos experimentos realizados neste
trabalho.

As linhagens de células U87 e VERO foram cultivadas em meio DMEM
(Gibco). A linhagem U251 foi cultivada em meio DMEM-F12 (Gibco). Ambos os
meios de cultura foram enriquecidos com 10% de soro fetal bovino inativado (Gibco),
antibioticos (100 U/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina) (LGC) e 2,25¢g/L
de NaHCOs;. As culturas foram mantidas em estufa a 37°C e 5% de atmosfera de
CO,. As trés linhagens de células foram cedidas pela Dra. Lidia M. F. Amorim
(Universidade Federal Fluminense).

As células eram repicadas duas vezes por semana, em fluxo laminar (Tox -
Modelo FLV — Série 491) previamente limpo com éalcool 70% e iluminado por luz UV
por 30 minutos. ApGs desprezar o meio, as células eram lavadas por duas vezes
com PBS/EDTA (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO, 1,8 mM,
EDTA 0,03 mM, pH 7,4 ajustado com HCI) e mantidas por 5 minutos com tripsina
(Gibco) 0,25% a 37°C. Ap6s a soltura total das células, meio de cultura era

adicionado e as células repicadas na concentracéo de 2x10* células/cm?.

As culturas de células astrocitarias foram cedidas pela Dra. Flavia C. A.
Gomes (Universidade Federal do Rio de Janeiro) e preparadas como descrito
previamente por seu grupo (Gomes et al., 1999). As células foram obtidas a partir de
camundongos sui¢os neonatos. Para isso, as estruturas cerebrais foram removidas
e as meninges delicadamente retiradas. O tecido foi mecanicamente dissociado com
auxilio de pipeta Pasteur. A densidade de plaqueamento utilizada foi 3x10° células
por poco de 16 mm de diametro e 3x10° células por poco de 35 mm de diametro,
sobre as placas previamente cobertas com poli-lisina (50 pg/ml, Sigma). As culturas
foram mantidas em meio DEMEM-F12 (Invitrogen), contendo 2 mM de glutamina,

penicilina/estreptomicina (100 U/mL) (Invitrogen), suplementado com 10% de soro
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fetal bovino (Invitrogen) por aproximadamente 7 dias na estufa a 37°C e 5% de CO,.
O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias. Apés a cultura atingir a confluéncia, as
células foram submetidas as passagens com o intuito de se gerar culturas
purificadas de astrocitos. Este protocolo resulta em uma cultura constituida de mais
de 95% de células GFAP positivas.

3.2 Captacio de Rb”*

A determinacédo da atividade da enzima Na* K* ATPase em cultura de células
U87, U251, VERO e astrocitos de camundongos foi realizada segundo o nosso
grupo (Garcia et al. 2010), adaptado de Gill e colaboradores (2004) e Dos Santos e
colaboradores (2009), através da quantificagdo de Rb*, o qual mimetiza o K7,
incorporado pelas células. Para a realizacdo dos experimentos, placas de cultura
celular de 24 pocos (U87, U251, VERO e astrocitos de camundongos) foram
utilizadas com uma concentracdo de 3x10° células/poco e incubadas por 24 horas a
37 °C em atmosfera de 5% de CO,, para que as células pudessem aderir a placa.
Apoés 24 horas, todo meio de cultura presente na placa foi removido e 0s pocos
lavados com 1,0 mL de tampéao fosfato (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO,
10 mM, KH,PO4 1,8 mM, pH 7,4 ajustado com HCI). Em seguida, foi adicionado 1,0
mL de solucédo de Hank (NaCl 136,9 mM, MgSO,4 0,8mM, NaHCO3; 5mM, Na;HPO,
0,33 mM, NaH,PO, 0,44 mM, CaCl;, 1,5 mM, Glicose 3 mM, Hepes 5 mM e RbCl 5,4
mM) por poco com as diluicbes de POH (Sigma) contendo concentracdes
equivalentes a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 4,0 mM ou OUA (Sigma) e PA (Sigma) nas
concentracédo de 0,5 mM e 4,0 mM respectivamente. Controles negativos contendo
ou ndo o veiculo (DMSO 0,1% v/v, Sigma) também foram realizados. As células
foram novamente incubadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO, por 30
minutos. Decorrido este tempo, os poc¢os foram lavados 3 vezes com 1,0 mL de
PBS. ApOs o término da terceira lavagem, as células foram lisadas com a adicao de
0,6 ml de SDS (0,15% p/v) por poco. Uma aliquota de cada amostra foi

encaminhada para a quantificagdo do Rb".

A quantificacdo do Rb" foi realizada no Instituto de Quimica da Universidade

Federal Fluminense, em colaboracdo com o Dr. Ricardo E. Santelli, utilizando o
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Espectrometro de Emissdo Optica com Acoplamento de Plasma Induzido (ICP-OES)

Ultima 2, fornecido pela Jobin Yvon.

3.3 Viabilidade celular

A avaliacdo do efeito citotoxico de diferentes concentracdes de POH, PA e
OUA foi feita através da determinacgdo da atividade da enzima lactato desidrogenase
(LDH), liberada no sobrenadante das células danificadas.

Os experimentos foram realizados em placas de cultura celular de 96 pocos
com concentracdo de 5x10* células por poco utilizando as células U87, U251, VERO
e astrocitos de camundongos. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO,. ApGs 24 horas de incubacdo, as placas foram vertidas e
cada poco lavado com PBS. Apés a lavagem, foram adicionados em cada poco
diferentes concentracdes de POH iguais a 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 4,0mM, PA 4,0
mM, OUA 0,5 mM (exceto no periodo de incubacdo de 24 horas), DMSO 0,1%
(controle negativo) e TRITON X100 0,1% (controle positivo), diluidos em meio
DMEM sem soro. As placas foram novamente incubadas em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% de CO, por 30 minutos ou por 24 horas. Passado o tempo de
incubacdo as placas foram submetidas a uma centrifugacdo de 200xg durante 4
minutos. O sobrenadante foi removido e transferido para tubos tipo Eppendorf
devidamente identificados e estocados sob refrigeracdo, por no maximo trés dias,
para posterior dosagem da atividade de LDH liberada. Em seguida, foram
adicionados 100ul de TRITON X100 0,1% em cada poco das placas, as quais foram
incubadas durante 30 minutos em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de
CO,.Terminado o periodo de incubacdo as placas foram novamente submetidas a
uma centrifugacdo de 200xg por 4 minutos. Os sobrenadantes foram armazenados
em microtubos devidamente identificados e estocados sob refrigeragéo, por no
maximo trés dias, para posterior dosagem da atividade de LDH intracelular. Para a
quantificacdo da atividade da LDH liberada e intracelular utilizou-se a dosagem
colorimétrica (Kit Desidrogenase Lactica - Doles) e a mensuragao da absorvancia foi
realizada a 510 nm em espectrofotdmetro (MicroNal B582).
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3.4 Deteccao da proteina JNK

Placas de cultura celular de 6 pocos foram utilizadas com uma concentracao
de 1x10° células/poco (U87, U251, VERO e astrécitos de camundongos) e
incubadas por 24 horas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO,, para que as células
pudessem aderir a placa. ApGs 24 horas, todo meio de cultura presente na placa foi
removido e o tratamento foi realizado com a adicéo de diferentes concentracfes de
POH (0,1; 0,5; 1,5 mM) e DMSO 0,1%, diluidas em meio DEMEM/DMEM-F12. ApGs
30 minutos de incubacéo a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, todo o contetdo dos
pocos foi removido. Em seguida, as drogas foram retiradas e os pogos lavados com
1,0 mL de PBS. As placas foram colocadas sobre o gelo e foi adicionado o tampao
de lise (170 mM NacCl, 11 mM Tris-HCI, TRITON X-100 1%, coquetel inibidor de
protease e fosfatase (Roche)). As células lisadas foram aliquotadas em tubos tipo
Eppendorf e mantidas no gelo. Em seguida, o tampé&o de amostra (6x) (Tris 25 mM,
Glicerol 40 mL (85% v/v), SDS 28 mM, B-mercapto etanol 20 mL, 120 mg Azul de
bromofenol) foi adicionado e as amostras de células lisadas aquecidas a 100°C por 5
— 10 minutos. Antes da aplicacdo do tampado de amostras, uma aliguota foi retirada

para posterior dosagem de proteinas.

A dosagem de proteinas das amostras foi realizada de acordo com o Método
de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina bovina como padréo, para que
fosse estabelecida uma quantidade fixa de 50 pug de proteina para cada amostra a

ser aplicada no gel de eletroforese.

A eletroforese foi feita em gel vertical de bis-acrilamida 10 % (SDS-PAGE). As
amostras contendo 50 ug de proteina foram aplicadas em cada poco do gel. Em
cada gel foi adicionado padrédo de peso molecular (GE) para posterior localizacdo da
proteina de interesse. Logo apds, as amostras foram submetidas a uma corrida de 2
horas sob a voltagem de 100V utilizando o sistema Mini-PROTEAN® (BIO-RAD).

Terminada a corrida das amostras, as proteinas do gel foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose através do sistema de transferéncia a seco

iBlot® 7-Minute Blotting System (Invitrogen).

Apos a transferéncia, a membrana foi blogueada com tampéao tris salina
tween20 — TBS/T (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 ajustado com HCI, tween20

0,1% v/v) acrescido de leite em p6 desnatado (5% p/v), sob agitacdo, por 1 hora e
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30 minutos. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo monoclonal anti-
phospho-SAPK/IJNK1/2 (Cell Signaling) feito em coelhos, na diluicdo de 1:1.000 sob
agitacao e refrigeracdo por 16 horas. ApoOs este tempo as membranas foram lavadas
trés vezes com solucdo de TBS/T, e as proteinas de interesse foram entéo
identificadas pela incubacdo da membrana por 1 hora e 30 minutos com o anticorpo
secundério contra coelho (KPL), conjugado a enzima peroxidadese, feito em cabras,
na diluicdo de 1:20.000. Os anticorpos (primario e secundario) foram diluidos em

solucéo bloqueadora (TBS/T acrescido de 5% de leite).

Apbés a deteccdo da proteina de interesse (ver proximo paragrafo), a
membrana contendo proteinas foi lavada com TBS/T e incubada por 16 horas com o
anticorpo policlonal anti-SAPK/JNK1/2 (Cell Signaling), na diluicdo de 1:1000 sob
agitacdo e refrigeracdo. Todos os procedimentos seguintes, como lavagem e
diluicdo do anticorpo secundério, foram feitos de acordo com as condi¢cdes
estabelecidas para a incubagé&o anterior.

A deteccédo das proteinas de interesse foi feita com o Kit Amersham™ ECL™
Prime Western Blotting Detection Reagent (GE) e a membrana exposta ao filme de
autoradiografia (Hyperfilm ECL - GE). Os resultados foram analisados pelo programa
Image Master 2D Elite 4.01 (GE) em que as bandas foram digitalizadas e analisadas

por tamanho e intensidade.

3.5 Tratamento com dasatinibe e metil B-ciclodextrina

Para o pré-tratamento, as células U87 foram semeadas em placas de cultura
celular de 6 pocos com uma concentracéo de 1x10° células/poco e incubadas por 24
horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, para que as células pudessem aderir a
placa. Apos 24 horas, todo meio de cultura presente na placa foi removido e o pré-
tratamento foi realizado com a adicdo de meio de cultura puro, metil B-ciclodextrina
7,5 mM (diluida diretamente em meio de cultura - Sigma), dasatinibe 10 nM
(previamente diluido em DMSO — LC laboratories). Apos 30 minutos de incubacédo a
37°C em atmosfera de 5% de CO,, todo o conteudo dos pocos foi removido e as

células seguiram para o tratamento com POH conforme o item anterior.
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3.6 Dosagem de citocinas

Placas de cultura celular de 24 pocos foram preparadas com as células U87 e
U251 na concentracdo de 3x10° células/poco e incubadas por 24 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO,, para que as células pudessem aderir a placa. Apés 24
horas, todo meio de cultura presente na placa foi removido e o tratamento foi
realizado com a adicdo de POH (0,5 e 1,5 mM), DMSO 0,1% ou com o0s controles
positivos (LPS 5 pg/mL e OUA 1 uM) por 1, 6 e 24 horas, diluidos em meio
DEMEM/DMEM-F12. Apéds os periodos de incubagdo a 37°C em atmosfera de 5%
de CO,, as placas foram centrifugadas (200xg — 10 minutos), os sobrenadantes

coletados e armazenados a -20°C.

As dosagens das citocinas IL-18, IL-6, IL-8 e TNFa foram realizadas atraves
da técnica de ELISA, utilizando-se anticorpos monoclonais especificos e exatamente

de acordo com as instrugdes do fabricante dos kits (R&D System).

3.7 Tratamento com inibidor de JNK V e detecc¢ao de apoptose

Para relacionarmos a apoptose induzida pelo POH com a ativacdo via da
JNK, células das linhagens de GBM humano U87 e U251 foram pré-tratadas com o
inibidor da ativacdo de JNK1/2/3 (1,3-Benzotiazol-2-il-(2-((2-(3-piridinil)etil)amino)-4-

pirimidinil)acetonitrila), chamado de inibidor JNK V, antes do tratamento com POH.

No pré-tratamento, as células U87 e U251 foram semeadas em placas de
cultura celular de 24 pocos com uma concentracdo de 2,5x10° células/poco e
incubadas por 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, para que as células
pudessem aderir a placa. Apds 24 horas, todo meio de cultura presente na placa foi
removido e o pré-tratamento foi realizado com a adicdo de meio de cultura puro e
0,5 uM de inibidor de JNK V (previamente diluido em DMSO). Apdés 30 minutos de
incubacdo a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, todo o conteudo dos pocos foi
removido e o tratamento foi realizado com a adicdo de DMSO 0,1%, DMSO 0,1% em
conjunto com inibidor de JNK V 0,5 yM, POH 1,5 mM e POH 1,5 mM em conjunto
com inibidor de JNK V 0,5 uM, diluidos em meio DEMEM/DMEM-F12. Apés 24 horas
de incubacéo a 37°C em atmosfera de 5% de CO,, as placas foram centrifugadas a
200xg por 10 minutos e as células foram lavadas com PBS/EDTA. Apo0s esta etapa,
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as células foram destacadas pela adi¢ao de 200 yL de tripsina 0,25% diluida em 10x
em PBS/EDTA. Para paralisar a agdo da tripsina, foi adicionado 300 yL da solucéo
de albumina bovina em PBS (5% p/v). Em seguida, células foram centrifugadas a
200xg por 10 minutos e lavadas com PBS gelado. As células foram suspensas em
100 uL de tampéo de ligacdo de anexina (puro, s6 com anexina V-FITC, s6 com
iodeto de propidio (IP) ou com anexina V-FITC + IP) segundo as especificacdes do
kit de detecgéo de apoptose TACS Annexin V-FITC (R&D Systems) e incubadas por
15 minutos protegidas da luz e em temperatura ambiente. Por ultimo, foi adicionado
400 pL de tampao de ligagdo de anexina (puro) e as amostras foram avaliadas em
citbmetro de fluxo BD Accuri C6 (BD Biosciences) e as andlises foram realizadas
com o programa do préprio aparelho (BD Accuri software), a partir de 10.000

eventos (células) adquiridos.

3.8 Andlise estatistica

A andlise estatistica, assim como os graficos foram feitos utilizando-se o
Programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software Inc. EUA). A existéncia de
diferencas significativa entre dois grupos foi testada pelo teste de t de Student. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do POH e do PA na atividade da Na*, K*-ATPase

O alcool perilico (POH), monoterpeno substancialmente encontrado em
diversos vegetais, apresenta a capacidade de induzir apoptose em células de cancer
(Xu, et al., 2004; Fernandes, et al., 2005; Yeruva et al., 2007; Chaudary et al., 2009)
e é utilizado na terapia de diferentes neoplasias, incluindo os gliomas (Da Fonseca
et al., 2006a; 2006b; 2008 e 2011). Estes efeitos causados pelo POH podem estar,
pelo menos em parte, relacionados com a inibicdo da atividade da Na*, K*-ATPase,
ja que este monoterpeno é um inibidor desta enzima (Garcia et al., 2010; Duelund et
al., 2012).

Como primeiro passo no estudo da propriedade inibitéria do POH sobre a
proliferacdo de células de glioma, n6s avaliamos a atividade da Na*, K*-ATPase em
células tumorais e ndo tumorais baseando-se na incorporacéo de Rb* pelas células
na auséncia e na presenca de OUA 0,5 mM. A utilizacdo de Rb" n&o radioativo tem
se mostrado reprodutivel em substituir o K* e sensivel para a determinacédo da
atividade enzimatica (Gill et al., 2004; Dos Santos et al., 2009; Garcia et al., 2010).

A atividade da Na*, K'-ATPase presente nas células foi inibida pelo POH (0,5,
1,0, 1,5, 2,0, 3,0 e 4,0 mM), de maneira dose dependente, durante 30 minutos de
incubacéo (Figura 4.1).

As concentracdes capazes de inibir em 50% (ICs) a atividade enzimatica nas
linhagens de GBM humano U251 e U87 foram semelhantes (1,8 mM e 2,0 mM,
respectivamente) e bem proximos ao valor (1,5 mM), anteriormente encontrado pelo
Nnosso grupo utilizando outra linhagem de células de GBM humano, a A172 (Garcia
et al., 2010). Nestas trés linhagens de GBM humano, o POH inibiu totalmente a

captacdo de Rb* na concentragdo de 4,0 mM.

Para a linhagem nao tumoral VERO, o valor foi ligeiramente mais elevado (2,4
mM) e nao alcancou 100% de inibicdo com 4,0 mM. Entretanto, esta diferenga nos
valores de ICsy ndo foi significativamente diferente, 0 que era de se esperar, uma

vez que células renais e de GBM expressam a mesma isoforma da subunidade a da
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Na®, K*-ATPase, a isoforma a; (Blanco, 2005; Mijatovic et al., 2007b), pela qual o

POH apresenta um maior grau de seletividade (Garcia et al., 2010).

Além de utilizarmos a célula VERO para avaliarmos comparativamente o
efeito do POH entre as células tumorais e ndo tumorais, utilizamos astrécitos de
camundongos, dada a dificuldade em utilizar culturas humanas de células
astrocitarias ndao tumorais. O ICsy do POH para essas células foi de 1,4 mM e a
captacdo de Rb* foi completamente inibida ja na concentragdo de 2,0 mM. Isto pode
ser explicado pelo fato destas células expressarem, principalmente, as isoformas a,
e az da Na’, K'-ATPase, as quais sdo mais sensiveis ao efeito inibitério do POH
(Blanco, 2005; Garcia et al., 2010).

O efeito do acido perilico (PA), o principal metabdlito produzido rapidamente
no organismo humano apds administracdo de POH também foi verificado (Figura
4.2).

O PA ndo mostrou nenhum efeito sobre a atividade da Na®, K'-ATPase
presente nas células avaliadas, mesmo na alta concentracdo de 4,0 mM. De fato,
este resultado nao foi surpresa porque, anteriormente, o PA na concentracdo de 5
mM mostrou menos de 20% de inibicdo sobre a atividade da Na*, K'-ATPase

purificada a partir de rim e cérebro de cobaia (Garcia et al., 2010).

As doses de POH aplicadas a pacientes em condicfes experimentais variam
na faixa de gramas/m? de superficie corporal por dia, em varias doses, por via oral
(Azzoli et al, 2003) e na ordem de 220 mg/dia, divididos em 4 doses por via
intranasal (Da Fonseca et al., 2008). No entanto, os baixos valores plasmaticos de
POH nédo podem ser medidos com precisdo, apenas 0s niveis de seus metabdlitos
(PA e &cido diidroperilico) sdo detectaveis, talvez em funcéo da rdpida degradacéo
do POH (Bailey et al. 2004). Desta forma, é vantajosa a sua administracdo em
relacdo aos glicosideos cardiacos, pois a sua rapida metabolizacdo diminuiria o0s
efeitos adversos indesejaveis na funcdo cardiaca. E curioso notar que as doses
terapéuticas usadas de POH sdo bastante superiores aquelas usadas para

glicosideos cardiacos, com a mesma finalidade (Lopes-Lazaro et al., 2005).
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Figura 4.1: Efeito do POH sobre a atividade da Na®, K'-ATPase presente nas
células das linhagens (A) U251, (B) U87, (C) VERO e (D) nos astricitos de
camundongo. As células foram tratadas com POH (0,5 — 4,0 mM) por 30 minutos. A
atividade foi a diferenca entre a incorporacdo de Rb* em auséncia e presenca de 0,5
mM de ouabaina. Cada ponto é a média + DP de, pelo menos, quatro experimentos

diferentes em triplicata.
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Figura 4.2: Efeito do PA sobre a captacdo de Rb* pelas células das linhagens (A)
U251, (B) U87, (C) VERO e (D) astrocitos de camundongo. As células foram tratadas
com PA (4,0 mM) por 30 minutos. Nenhuma diferenca significativa foi observada. Os

valores sdo a média + DP de, pelo menos, quatro experimentos diferentes em
triplicata.
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4.2 Efeito citotoxico do POH, do PA e da OUA em 30 minutos

Para averiguarmos se o efeito da inibicdo (total ou parcial) da captacédo de
Rb" pelas células (U251, U87, VERO e de astrécitos de camundongo) foi real ou se
foi provocada pela morte celular, foi realizada a avaliacdo da viabilidade celular. As
células foram incubadas por 30 minutos, em presenca de diferentes concentracdes
de POH, PA e ouabaina (OUA). A morte celular foi determinada pela medida da
atividade da enzima LDH liberada no sobrenadante das culturas tratadas e néo

tratadas.

O POH so6 diminuiu significativamente a viabilidade celular na concentracao
de 4,0 mM (Figura 4.3), mostrando que a reducdo na captacdo de Rb* deve ter
ocorrido através da inibicdo da atividade da Na*, K* ATPase, e ndo devido a morte
destas células.

Da mesma forma, a OUA (Figura 4.4) e o PA (Figura 4.5), nas concentracdes
usadas (0,5 mM e 4,0 mM, respectivamente), ndo promoveram alteracdo na
viabilidade celular.
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Figura 4.3: Efeito do POH sobre a viabilidade das células das linhagens (A) U251,
(B) U87, (C) VERO e (D) dos astrocitos de camundongo. As células foram tratadas
com POH (0,5 — 4,0 mM) por 30 minutos e a atividade da LDH liberada foi
guantificada. Cada ponto € a média + DP de, pelo menos, trés experimentos
diferentes. *** p < 0,001 vs. o grupo controle (DMSO 0,1%).
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Figura 4.4 Efeito da ouabaina sobre a viabilidade das células das linhagens (A)
U251, (B) U87, (C) VERO e (D) dos astrocitos de camundongo. As células foram
tratadas com OUA (0,5 mM) por 30 minutos e a atividade da LDH liberada foi
quantificada. Nenhuma diferenca significativa foi observada. Cada ponto € a média *

DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes.
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Figura 4.5: Efeito do PA sobre a viabilidade das células das linhagens (A) U251, (B)
uU87, (C) VERO e (D) dos astrécitos de camundongo. As células foram tratadas com
PA (4,0 mM) por 30 minutos e a atividade da LDH liberada foi quantificada.
Nenhuma diferenga significativa foi observada. Cada ponto é a média = DP de, pelo

menos, trés experimentos diferentes.
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4.3 Efeito citotoxico do POH e do PA em 24 horas

Estudos sugerem que novos agentes anticincer baseados na Na®, K'-
ATPase possam ser desenvolvidos. Desta forma, compostos semelhantes ou néo
aos glicosideos cardiacos, capazes de afetar a atividade da Na®, K'-ATPase,
tiveram suas propriedades citotoxicas testadas (Ahmed et al., 2009; Felth et al.,
2009; Mijatovic et al., 2009; lyer et al., 2010; Heasley, 2012; Babula et al., 2013).

Para analisarmos o efeito citotoxico do POH e do PA, as células de GBM
humano (U251 e U87) e as ndo tumorais (VERO e astrdcitos de camundongo) foram
tratadas por um periodo de 24 horas, com diferentes concentracdes de POH (0,5,
1,5, 2,5 e 4,0 mM) e com uma alta concentracdo de PA (4,0 mM). A viabilidade
celular foi mensurada atraves da atividade da enzima LDH liberada no sobrenadante
das culturas tratadas com POH e PA.

Como mostrado na Figura 4.6, o POH apresentou potencial citotoxico sobre

todas as linhagens de células utilizadas neste estudo.

Tanto as células tumorais quanto as células ndo tumorais tiveram sua
viabilidade significativamente diminuida ja na concentracdo de 0,5 mM e de acordo
com o aumento na dose de POH, comparado com as células tratadas com o veiculo
(DMSO 0,1%). A concentracdo de POH capaz de inibir a proliferagcdo das células em
50% (ICso) foi calculada e ndo foi significativamente diferente entre os tipos
celulares. Na média, o ICs foi de 1,2 mM + 0,24. Nas células VERO o ICs, foi de 0,9
mM e nos astrécitos de camundongo o ICs foi de 1,4 mM. Nas linhagens de GBM
humano o ICs, foi de 1,4 e 1,1 mM para as células U251 e U87, respectivamente.
Resultados semelhantes foram obtidos por Cho e colaboradores (2012), onde o ICsg
foi na faixa de 1,6 — 1,8 mM de POH, utilizando as linhagens U87, U251 e a LN229
(uma outra linhagem de células de glioma humano), mesmo tendo utilizado

metodologia diferente.

No entanto, o PA (Figura 4.7) diminuiu a viabilidade destas células com

menor intensidade em comparagcdo com o POH.
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Figura 4.6: Efeito do POH sobre a viabilidade das células das linhagens (A) U251,

(B) U87, (C) VERO e (D) dos astrdcitos de camundongo. As células foram tratadas
com POH (0,5 — 4,0 mM) por 24 horas e a atividade da LDH liberada foi quantificada.

Cada ponto é a média = DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. * p < 0,05;
**p <0,01; ** p <0,001 vs. o grupo controle (DMSO 0,1%).
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Figura 4.7: Efeito do PA sobre a viabilidade das células das linhagens (A) U251, (B)
uU87, (C) VERO e (D) dos astrécitos de camundongo. As células foram tratadas com
PA (4,0 mM) por 24 horas e a atividade da LDH liberada foi quantificada. Cada ponto
€ a média £ DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. * p < 0,05; ** p < 0,01
vs. 0 grupo controle (DMSO 0,1%).
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4.4 Efeito do POH na ativacdo da proteina JNK

Devido a sua atuacdo na sinalizacdo celular, modulando funcdes celulares
fundamentais como proliferacio, diferenciacido e apoptose, a Na*, K'-ATPase tem
sido vista como um alvo para drogas, em especial, para aquelas com atividade
antitumoral (Kometiani et al., 2005; Aperia, 2007; Babula, 2013).

Diversos trabalhos tem relacionado a acdo de glicosideos cardiacos com a
inducdo de apoptose em diferentes células tumorais (Haux, 1999; Lopez-Lazaro et
al., 2005; Mijatovic et al., 2007a; Prassas e Diamandis et al., 2008; Ark et al., 2010;
Cerella et al., 2013). Estes dados abrem espac¢o para que outras substancias, que
alterem a atividade da Na*, K*-ATPase, possam ser avaliadas quanto a ativacio de

vias de sinalizacdo que levam a apoptose.

Neste ponto, € importante enfatizar que o POH induz a apoptose em
diferentes células tumorais, incluindo as células de glioma. No entanto, o exato
mecanismo de acdo desta droga é desconhecido (Rajesh et al., 2003; Fernandes et
al., 2005). Por outro lado, o POH € um inibidor que apresenta certa especificidade
especialmente para a isoforma a; da Na*, K" ATPase (Garcia et al., 2010) e sabe-se
gue nos glioblastomas existe uma super-expressdo desta isoforma, situada na
estrutura das caveolas, atuando como moduladora nos mecanismos que levam a
apoptose, migracdo e proliferacdo celular (Lefranc et al., 2008; Lefranc e Kiss,
2008).

Considerando os fatos ja discutidos, verificamos através da técnica de
western blot a ativacdo da JNK, uma das principais proteinas da via das MAPKs que

comandam o crescimento e/ou a morte celular (Uddin et al., 2008).

As células de GBM humano da linhagem U87 foram tratadas por 30 minutos
com crescentes doses de POH (0,1, 0,5 e 1,5 mM). Os resultados mostram que o
POH aumentou a p-JNK1/2 nestas células de maneira dependente da concentragédo
(Figura 4.8).

O mesmo tratamento foi dado as células de GBM humano da linhagem U251,
porém os experimentos foram realizados com o POH nas concentracdes de 0,5 e
1,5 mM, ja que a concentracdo de 0,1 mM nao produziu nenhum efeito significativo

na linhagem U87. No entanto, nestas células o POH aumentou significativamente a
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expressao de p-JNK1/2 somente na concentracdo de 1,5 mM (Figura 4.9).

Resultados similares aos encontrados com as células U251 foram obtidos
com o0 uso de astrocitos de camundongo, onde somente a concentracdo de 1,5 mM

de POH aumentou significativamente a ativacdo da JNK1/2 (Figura 4.10).

Ja em relacdo as células VERO, o POH ndo aumentou significativamente a p-
JNK1/2 (Figura 4.11).

Estudos com fibroblastos tem revelado que a JNK ativada é suficiente para
provocar a liberacdo de citocromo c independente de caspase e dar sequéncia a
apoptose, sendo apenas requisitada a proteina pré-apoptotica Bax, membro da
familia Bcl2 (Lei et al., 2002). Adicionalmente, o POH aumenta a expressdo de Bax
em células de cancer de pulmédo de células ndo pequenas (Yeruva et al., 2007;
Chaudhary et al., 2009).

Embora a fosforilagdo da JNK pelo POH ainda n&o tenha sido descrita,
Satomi e colaboradores (1999) mostraram que o POH induz aumento na expressao
e na fosforilacdo da proteina c-Jun (envolvida na proliferacdo e apoptose celular) em
células de cancer de mama. Esta fosforilacdo ocorreu de maneira rapida e no sitio
N-terminal normalmente fosforilado pela JNK. Segundo estes pesquisadores, a
ativacdo de c-Jun pelo POH nestas células pode representar uma resposta precoce
pertinente a apoptose. Desta maneira, o POH parece modular a cascata de
sinalizacdo da JNK (Satomi et al., 1999).

Com relacdo a ativacdo de JINK em células de GBM humano, foi
recentemente reportado que a piperlongumine, um alcaléide com propriedades
lipofilicas, naturalmente encontrado em plantas da espécie da Piper longum L. pode
ativar as MAPKs JNK e p-38 levando a apoptose as ceélulas de GBM das linhagens
U87, LN229 e 8MG-BA através do acumulo de espécies reativas de oxigénio (Liu et
al., 2013).
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Figura 4.8: Efeito do POH sobre a ativacédo da proteina JNK1/2 em células U87. As
células foram tratadas com POH (0,1; 0,5 e 1,5 mM) por 30 minutos. O grafico
mostra a analise densitométrica da JNK1/2 fosforilada (p-JNK) relativa a JNK1/2 total
e esta representado em unidades arbitrarias pela razdo entre a densidade das
bandas de western blotting para p-JNK1/2 e JNK1/2 total corrigidas pelo controle. A
figura é representativa de 3 experimentos independentes. O grafico representa a
meédia £ DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. ** p < 0,01; ** p < 0,001

vs. 0 grupo controle (DMSO 0,1%).
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Figura 4.9: Efeito do POH sobre a ativacao da proteina JNK1/2 em células U251. As
células foram tratadas com POH (0,5 e 1,5 mM) por 30 minutos. O grafico mostra a
analise densitométrica da JNK1/2 fosforilada (p-JNK) relativa a JNK1/2 total e esta
representado em unidades arbitrarias pela razdo entre a densidade das bandas de
western blotting para p-JNK1/2 e JNK1/2 total corrigidas pelo controle. A figura &
representativa de 3 experimentos independentes. O grafico representa a média + DP
de, pelo menos, trés experimentos diferentes. * p < 0,05 vs. o grupo controle (DMSO
0,1%).
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Figura 4.10: Efeito do POH sobre a ativagdo da proteina JNK1/2 em astrocitos de
camundongo. As células foram tratadas com POH (0,5 e 1,5 mM) por 30 minutos. O
grafico mostra a analise densitométrica da JNK1/2 fosforilada (p-JNK) relativa a
JNK1/2 total e estd representado em unidades arbitrarias pela razdo entre a
densidade das bandas de western blotting para p-JNK1/2 e JNK1/2 total corrigidas
pelo controle. A figura é representativa de 3 experimentos independentes. O gréfico
representa a média = DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. * p < 0,05
vs. 0 grupo controle (DMSO 0,1%).
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Figura 4.11: Efeito do POH sobre a ativacao da proteina JNK1/2 em células VERO.
As células VERO foram tratadas com POH (0,5 e 1,5 mM) por 30 minutos O gréfico
mostra a andlise densitométrica da JNK1/2 fosforilada (p-JNK) relativa a JNK1/2 total
e esta representado em unidades arbitrarias pela razdo entre a densidade das
bandas de western blotting para p-JNK1/2 e JNK1/2 total corrigidas pelo controle. A
figura é representativa de 3 experimentos independentes. O grafico representa a
média £ DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes.
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4.5 Efeito da metil B-ciclodextrina e do dasatinibe na ativacédo da proteina JNK

A sinalizacdo celular mediada pela Na®, K'-ATPase é inicializada nas
cavéloas, subfracdes da membrana plasmatica ricas em colesterol e esfingomielina,
onde a subunidade a; desta enzima interage com diferentes proteinas sinalizadoras,
principalmente com a Src que € a responsavel pela comunicacdo entre a Na*, K*-
ATPase e outras proteinas. Com o complexo Na* K*-ATPase-Src ativado, diferentes
vias de sinalizacdo séo iniciadas de forma especifica dependendo do estimulo e do
tipo celular, dentre elas, a via das MAPKs (Xie e Cai, 2003; Reinhard et al., 2013).

Para relacionarmos a fosforilacdo da JNK induzida pelo POH com a Na*, K*
ATPase, avaliamos esta ativacdo da JNK na presenca do dasatinibe, um inibidor da
proteina c-Src e de outros membros da familia Src quinase (Ahluwalia et al., 2010), e
da metil B-ciclodextrina, um depletor de colesterol da membrana celular (Giltaire et
al., 2011), no intuito de bloquear a via desta MAPK no sinalossoma, microdominio da

cavéola onde ocorre a formacéo do complexo Na®*, K*-ATPase-Src.

As células de GBM humano da linhagem U87 foram selecionadas para este
experimento por terem apresentado maior ativacdo de JNK, quando tratadas com o

POH, em comparacdo com as outras linhagens de células utilizadas neste trabalho.

As células foram pré-tratadas por 30 minutos com 7,5 mM de metil -
ciclodextrina ou com 10 nM de dasatinibe. Controles sem pré-tratamento também
foram realizados. Posteriormente, o tratamento foi realizado, onde as células foram
incubadas com DMSO 0,1% ou com 1,5 mM de POH durante 30 minutos e a

expressao e a fosforilacdo da JNK1/2 foi detectada por western blot.

O efeito inicialmente provocado pelo POH na ativacdo da JNK1/2 foi
significativamente reduzido pelo dasatinibe, através da inibicdo da famila Src
quinase, e pela deplecdo de colesterol, utilizando a metil B-ciclodextrina (Figura
4.12). Os dois tratamentos parecem impedir a ativacdo da Na®, K* ATPase no
sinalossoma. Estes resultados fortalecem nossa hipotese de que a Na*, K ATPase
esteja diretamente envolvida nos mecanismos que levam a ativagdo da JNK pelo
POH em células de GBM humano, disparando a morte celular através da ativacao
da Na*, K" ATPase no sinalossoma. Juntos, estes resultados mostram que a Na®, K*
-ATPase pode estar envolvida nos mecanismos que levam a ativacao da JNK, pelo

POH, em células de GBM humano (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Efeito do dasatinibe e da metil B-ciclodextrina na ativacdo da proteina
JNK pelo POH em células U87. As células foram pré-tratadas com 10 nM de
dasatinibe e 7,5 mM de metil B-ciclodextrina por 30 minutos. Apds o pré-tratamento,
DMSO (0,1%) ou POH (1,5 mM) foram adicionados. Passados 30 minutos de
incubacgéo, a expressao de JNK1/2 e p-JNK1/2 foi detectada por “western blot”. Os
dados foram representados pela média + DP de, pelo menos, trés experimentos
diferentes. ** p < 0,01 vs. o grupo controle (DMSO 0,1%). T p < 0,01; ¥ p < 0,01 vs.

o grupo controle (POH 1,5 mM sem o pré-tratamento).
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4.6 Efeito do POH na liberacéo de citocinas

A liberacdo de interleucinas (IL) pode ser mediada via ativacdo das MAPKs
(Qu et al., 2012), podendo inclusive, ser induzida por glicosideos cardiacos, através
da enzima Na*, K* - ATPase, em células embrionérias do citotrofoblasto (Uddin et al.,
2008).

Nos glioblastomas, a presenca citocinas pro-inflamatorias esta associada com
0 crescimento do tumor e, consequentemente, com sua malignidade. O fator de
necrose tumoral (TNF-a) e a IL-13 estao relacionados com 0 aumento na expressao
dos mediadores pré-tumorigénicos IL-6 e IL-8. A IL-6 induz a proliferacéo das células
tumorais e IL-8 apresenta propriedades quimiotaticas e angiogénica, além de
amplificar o microambiente inflamatério. (Grivennikov et al., 2010; Yeung et al.,
2012).

Para averiguarmos o efeito do POH na liberacao de citocinas, em especial, as
interleucinas IL-1B, IL-6 e IL-8 e o TNF-a, células de GBM humano das linhagens
U251 e U87 foram tratadas com DMSO 0,1%, POH (0,5 e 1,5 mM) ou com o0s
controles positivos (LPS 5 ug/mL e OUA 1 uM) por 1, 6 e 24 horas. Apés os periodos
de incubacado, os sobrenadantes das células foram recolhidos e as dosagens de

citocinas foram realizadas através da técnica de ELISA.

Durante os trés periodos de incubacao utilizados, o POH (0,5 e 1,5 mM) nao
alterou a liberacéo de IL-18, IL-6 e TNF-a em nenhuma das duas linhagens de GBM.
O mesmo também foi observado com a IL-8 em ambas as linhagens, nas
incubacdes de 1 e 6 horas, e nas de 24 horas, somente com as células U87 (dados
ndo mostrados). No entanto, Cho e colaboradores (2012) encontraram uma
diminuicdo na liberacdo de IL-8 em células U87 apds 48 horas de incubacao,
utilizando 0,6 mM de POH. Por outro lado, um aumento na liberacéo de IL-8 apds 24
horas de incubacéao foi detectado na linhagem U251, apenas na concentracdo de 1,5
mM de POH (Figura 4.13). Este aumento pode ser uma estratégia destas células
para driblar os efeitos provocados pelo POH, uma vez que a IL-8 potencializa
invasao do GBM (Grivennikov et al., 2010; Yeung et al., 2012).
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Figura 4.13: Efeito do POH na liberacdo de IL-8 em células U251. As células foram
tratadas com DMSO 0,1%, POH (0,5 e 1,5 mM) e com diferentes controles positivos
(LPS 5 pg/mL e OUA 1 pM) por 24 horas. Controle sem tratamento também foi
realizado. A deteccdo de IL-8 foi realizada por ELISA. Os dados foram
representados pela média £ DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. ** p <
0,01; *** p < 0,001 vs. o grupo controle (sem tratamento). Tt p < 0,001 vs. o grupo
controle (DMSO 0,1%).

58



4.7 Efeito da inibicdo da JNK na inducéo de apoptose pelo POH

Células de GBM humano séo levadas a apoptose quando tratadas com POH
(Rajesh et al., 2003; Fernandes et al., 2005) e, como mostrado anteriormente, a

ativacdo da proteina JNK parece estar envolvida neste fendémeno celular.

Para avaliarmos o envolvimento da JNK na apoptose induzida por POH,
células de GBM humano das linhagens U87 e U251 foram pré-tratadas, por 30
minutos, com inibidor de JNK V (0,5 pM). Também foram realizados controles sem o
pré-tratamento. Em seguida, o tratamento foi realizado com a adicdo de DMSO 0,1%
ou POH 0,5 mM combinados ou ndo com 0,5 uM de inibidor de JNK V. As células
foram incubadas por 24 horas e a apoptose foi determinada por citometria de fluxo,

através da marcagdo com anexina V-FITC e iodeto de propidio.

A analise da florescéncia do iodeto de propidio e da anexina V-FITC revelou
populacdes de células viaveis e apoptéticas, como mostrado nos respectivos
quadrantes (Figuras 4.14 e 4.16). O quadrante inferior esquerdo de cada ponto
mostra as células viaveis. O quadrante inferior direito e o superior direito
representam apoptose inicial e apoptose tardia ou necrose, respectivamente. O

quadrante superior esquerdo representa a necrose.

As células da linhagem U87 do grupo controle, tratadas apenas com DMSO
0,1%, estdo representadas na Figura 4.14A. O POH (0,5 mM) (Figura 4.14B)
mostrou um aumento significativo na populacédo de células apoptéticas (71% + 6,08)
em comparacao com o grupo controle. Além disso, grupos de células que também
receberam o pré-tratamento, por 30 minutos, com inibidor de JNK V (0,5 pM) e
posterior tratamento durante 24 horas com este mesmo inibidor em conjunto com
DMSO 0,1% (Figura 4.14C) ou com 0,5 mM de POH (Figura 4.14D), foram
avaliados. Neste caso, 36,4% (+ 2,05) das células que foram tratadas com POH e
inibidor de JNK V entraram em apoptose (Figura 4.14D). Este valor foi maior em
relacdo ao grupo controle (Figura 4.14C), porém significativamente menor
comparado ao grupo tratado apenas com POH (Figura 4.14B). Estes resultados

estdo expressos na Figura 4.15.

Em comparacdo com o grupo controle (DMSO 0,1%) (Figura 4.16A), o POH
(0,5 mM) também aumentou significativamente a populacdo de células apoptéticas

(71,2% = 7,9) da linhagem U251 (Figura 4.16B). Entretanto, as células pré-tratadas
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com inibidor de JNK V (0,5 uM), por 30 minutos, e em seguida, tratadas por 24
horas, com o inibidor de JNK V mais DMSO 0,1% (Figura 4.16C) ou 0,5 mM de POH
(Figura 4.16D) apresentaram resultados diferentes em relacdo as células U87. Pois
52,6% (x 8,02) das células tratadas com POH e inibidor de JNK V entraram em
apoptose (Figura 4.16D). Em relacédo ao grupo controle (Figura 4.16C), este valor foi
significativamente maior, porém esta diminuicdo n&o foi significativa quando
comparada ao grupo tratado apenas com POH (Figura 4.16B). A Figura 4.17

representa estes resultados.

Esses resultados com as células de GBM humano das linhagens U87 e U251
mostram que a inibicdo da ativacdo da proteina JNK reduz o efeito apoptético
ocasionado pela acdo do POH, demonstrando a participacdo desta proteina na
inducéo da apoptose nestas células de GBM. No entanto, esta reducao na apoptose
induzida pelo POH n&do ocorreu com a mesma intensidade nas duas linhagens
utilizadas. Curiosamente, além desta diferenca observada no bloqueio da apoptose
entre as células tumorais, o efeito do POH na ativacdo da JNK também foi menor
nas células U25, como visto anteriormente (ver Figuras 4.8 e 4.9). Uma vez que
ambas as linhagens de GBM foram levadas a apoptose pelo POH com a mesma
poténcia (ver Figuras 4.15 e 4.17), parte desta via pode ser independente da JNK
nas células U251. Possivelmente pela ativacdo de outras MAPKSs (p38, por exemplo)
ou com o envolvimento da via PI3K/Akt que também estdo relacionadas com o
complexo Na*, K*-ATPase-Src (Yang et al., 2012; Reinhard et al., 2013).
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Figura 4.14: Efeito da inibicdo da JNK na indug&o de apoptose pelo POH em células
U87. Antes do tratamento, as células U87 foram incubadas sem (A e B) ou com (C e
D) inibidor de JNK V (0,5 pM) por 30 minutos. As células foram tratadas com DMSO
0,1% (A); POH 0,5 mM (B); DMSO 0,1% e inibidor de JNK V (C); POH 0,5 mM e
inibidor de JNK V (D). ApGs 24 horas de incubagéo, as células foram marcadas com

anexina V-FITC e iodeto de propidio e analisadas por citometria.
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Figura 4.15: Efeito da inibicdo da JNK na inducéo de apoptose pelo POH em células
U87. Percentagem da populacao de células apoptoticas (quadrante superior direito +
qguadrante inferior direito) de GBM humano da linhagem U87, calculada a partir dos
dados representados na Figura 4.14. Os dados foram representados pela média +
DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. *** p < 0,001 vs. 0 grupo controle
(DMSO 0,1%); ** p < 0,01 vs. o grupo controle (DMSO 0,1% + inibidor de JNK V (0,5
uM)). T p < 0,05 vs. o grupo controle (POH 0,5 mM sem o inibidor de JNK V).
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Figura 4.16: Efeito da inibicdo da JNK na inducéo de apoptose pelo POH em células
U251. Antes do tratamento, as células U251 foram incubadas sem (A e B) ou com (C
e D) inibidor de JNK V (0,5 uM) por 30 minutos. As células foram tratadas com
DMSO 0,1% (A); POH 0,5 mM (B); DMSO 0,1% e inibidor de JNK V (C); POH 0,5
mM e inibidor de JNK V (D). Ap6s 24 horas de incubacdo, as células foram
marcadas com anexina V-FITC e iodeto de propidio e analisadas por citometria.
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Figura 4.17: Efeito da inibicdo da JNK na inducéo de apoptose pelo POH em células
U251. Percentagem da populacédo de células apoptoticas (quadrante superior direito
+ quadrante inferior direito) de GBM humano da linhagem U251, calculada a partir
dos dados representados na Figura 4.16. Os dados foram representados pela média
+ DP de, pelo menos, trés experimentos diferentes. *** p < 0,001 vs. o grupo controle
(DMSO 0,1%); ** p < 0,01 vs. o grupo controle (DMSO 0,1% + inibidor de JNK V (0,5
MM)). A diferenca entre o grupo tratado (POH 0,5 mM + inibidor de JNK V) e o grupo
controle (POH 0,5 mM sem o inibidor de JNK V) nédo foi, estatisticamente,

significativa.

64



A enzima Na®, K'-ATPase, em particular, a composta pela isoforma a;, exerce
um importante papel na sobrevida dos GBMs (Lefranc e Kiss, 2008; Lefranc et al.,
2008). Inibidores da atividade desta enzima, em especial o glicosidio cardiaco
UNBS1450 e o monoterpeno POH séo capazes de provocar a morte nestas células
neoplasicas através da inducdo da autofagia e apoptose, respectivamente
(Fernandes et al., 2005; Lefranc et al., 2008; Garcia et al., 2010).

O processo autofagico iniciado pelo UNBS1450 em células de GBM foi
elucidado por Lefranc e colaboradores (2008), porém o fendmeno apoptotico

provocado pelo POH nestas mesmas células ainda permanece em aberto.
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Figura 4.18: Diagrama esquematico mostrando o possivel relacionamento entre a
apoptose em células de GBM e a via Na*, K*-ATPase-Src-JNK. As linhas sélidas no
diagrama indicam os achados deste estudo, enquanto que as linhas tracejadas

mostram os mecanismos moleculares conhecidos. (?) Relagdo ndo analisada neste

estudo.
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5 CONCLUSAO

O POH inibiu a atividade da Na®, K'-ATPase em todas as linhagens de
células utilizadas neste estudo, apresentando valores de ICsp, em 30 minutos,
iguais a 1,8 e 2,0 mM para as células U251 e U87, respectivamente, 1,4 mM
para astrécitos de camundongo e 2,4 mM para as células VERO. A captacéo
de Rb" foi totalmente inibida com 2,0 mM de POH nos astrécitos de
camundongo e com 4,0 mM nas células de GBM. As células VERO néo
alcancaram 100% de inibicdo com 4,0 mM de POH. A viabilidade destas
células nado foi afetada pelo POH e nem pela ouabaina (controle positivo),
ratificando que a reducdo na captagdo de Rb* ocorreu através da inibicdo da
atividade da Na*, K" ATPase, e ndo devido a morte destas células;

O PA nio alterou a atividade da Na*, K*'-ATPase, nem a viabilidade celular:

A incubacao mais prolongada com POH reduziu a viabilidade das células das
linhagens tumorais (U87 e U251) e das nao tumorais (VERO e astrécitos de
camundongo) durante as 24 horas de incubacéo. Foram encontrados valores
de I1Cs iguais a 0,9 mM (VERO), 1,4 mM (astrécitos de camundongo), 1,1 mM
(U87) e 1,4 mM (U251);

O POH (0,5 e 1,5 mM) induz a ativacéo da fosforilacdo da JNK1/2 nas células
U87. Na linhagem U251 e nos astricitos de camundongo este aumento foi
significativo apenas com 1,5 mM de POH. O POH n&o alterou a ativagéo de
JNK1/2 nas células VERO;

A ativacdo da JNK1/2 induzida pelo POH (1,5 mM) parece envolver a Src
quinase e dominios ricos em colesterol da membrana celular nas células U87,
indicando a possivel participacdo do complexo Na*, K*-ATPase-Src presente

no sinalossoma nesta via de sinalizacédo intracelular;

O POH (0,5 e 1,5 mM) nao alterou a liberacéo de IL-1B, IL-6 e TNF-a nas

duas linhagens de GBM humano;
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Ocorreu um aumento na deteccdo de IL-8 somente na linhagem U251 e
apenas durante a incubagéo por 24 horas de com 1,5 mM de POH, indicando
possivelmente uma alternativa destas células para esquivar-se do efeito

citotoxico do POH;

A apoptose ocasionada pelo POH nas células de GBM humano U87 e U251
envolve a ativacdo da JNK na deflagracdo da via apoptética em ambas as

células;
O conjunto dos resultados obtidos mostram que o mecanismo de sinalizacao

celular mediado pela Na®, K* ATPase pode ter um importante papel no

mecanismo de acdo antitumoral do POH em células de glioma.
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