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RESUMO

Mundialmente, o cancer de pulmdo é um dos prirgipessponsaveis
pela alta taxa de mortalidade atribuida ao cameerando necessaria a
busca por novos agentes no combate a esta maligni@acurbitacinas
(CUCs) sdo compostos triterpénicos tetraciclicoscoeimados,
principalmente, em espécies da familia Cucurbigceanhecidas por
seu amargor e toxicidade. Nos Ultimos anos, varastudos
confirmaram a potencial atividade citotoxica e tantioral de algumas
cucurbitacinas. Neste trabalho, foi realizadaagém citotoxica de uma
série de 51 cucurbitacinas naturais e derivadosssan@ticos, através
do ensaio colorimétrico do MTT, seguida da eluddago mecanismo
de morte celular provocada pelas cucurbitacinass nasivas, com
destaque para as CUCs 18 e 37. A CUC 18, uma dtamina natural
inédita, isolada d&Vilbrandia ebracteatdtaiuia), induziu apoptose em
células A549, bloqueou-as na fase G2/M do cicloalagl e provocou
desestruturacdo do citoesqueleto. Esses efeit@nfatribuidos a
inibicdo das vias de sinalizacdo STAT3 e AKT, o @oarretou na
baixa expressdo de genes antiapoptédticos. A CUC u&?, novo
derivado semissintético da cucurbitacina B, tamb#nziu apoptose,
bloqueio na fase G2/M do ciclo celular, e desestagfo do
citoesqueleto de células A549, porém em concerdsma80 vezes mais
baixas do que a CUC 18. A CUC 37 atuou diretameaotare os
receptores do fator de crescimento epidermal (EGER)sando a
reducdo da expressdo de vias de sinalizacdo ladaizabaixo deste
receptor (ERK, PI3K/AKT e STAT3) e, consequenteragreduzindo a
transcricdo dos genes alvos das mesmas. Além dissoUC 37
apresentou seletividade em relagdo a linhagens génmas
(NIH3T3/v-RAF e NIH3T3/k-RAS), quando comparada aos
fibroblastos saudaveis (NIH3T3). Finalmente, o tefeintitumoral da
CUC 37 foi confirmado em um modelo animal de turderpulmao,
utilizando-se camundongos geneticamente modifica@@RAF-1-
BxB). Em conjunto, estes resultados sugerem qudJ& @7 é um
candidato promissor a ser desenvolvido como farmpeoca o
tratamento de cancer de pulméo.

Palavras-chave: cucurbitacinas, atividade citotoxica, apoptosejtef
antitumoral, cancer de pulmao.






ABSTRACT

Lung cancer is one of the leading causes of deattabcer worldwide,
which stimulates the search for new agents fortthatment of this
malignancy. Cucurbitacins (CUCs) are a group ofratsflic
triterpenoid compounds found mainly in speciesh& Cucurbitaceae
family, known for their bitterness and toxicity. fhe past years, many
reports confirmed the cytotoxic and antitumor atiég of some
cucurbitacins. In the present work a cytotoxic eomeg with 51
cucurbitacins and their semisynthetic derivativess werformed by
MTT colorimetric assay, and then, the mechanisntedf death was
investigated for the most active ones, with an easfghon CUC 18 and
CUC 37. The CUC 18, a novel cucurbitacin isolatenfWilbrandia
ebracteata(taiuia), induced apoptosis on A549 cells, arrested the cell
cycle at G2/M phase and led to a disruption ofabgn cytoskeleton.
These effects were attributed to inhibition of STATBNd AKT
signaling pathways, which led to down regulation asftiapoptotic
genes transcription. The CUC 37, a novel semistiatiterivative of
cucurbitacin B, also induced apoptosis, cell cyelest at G2/M phase,
and actin cytoskeleton disruption, however with aarirations about
30 times lower than the CUC 18. The CUC 37 targelieelctly the
epidermal growth factor receptors (EGFR), leadirg & down
regulation of the downstream signaling pathwaythisf receptor (ERK,
PISK/AKT, and STAT3) and, consequently, their aptiptotic target
genes. Besides, the CUC 37 showed more selectitgtyards
NIH3T3/v-RAF and NIH3T3/k-RAS cells, when comparé&a non-
transformed cells (NIH3T3 wild type cells). Finallthe antitumor
effect of CUC 37 was confirmed in dan vivo lung tumor model,
employing transgenic mice (c-RAF-1-BxB). Taken tbge, these
findings strongly suggest that CUC 37 is a prongigirug candidate for
the treatment of lung cancer.

Keywords: cucurbitacins, cytotoxic activity, apoptosis, &amtor
effect, lung cancer.
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1 INTRODUCAO

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de défi;ds,
gue tém em comum o crescimento desordenado daséhvasoras de
tecidos e érgaos, podendo espalhar-se (metastase)optras regides
do corpo. A cada ano, o cancer é diagnosticado émdes de pessoas,
sendo a segunda maior causa de mortes no mund®,aapdoencas
cardiovasculares (BRASIL/INCA, 2011), apesar deagssiltimas
estarem decaindo. Embora muitos medicamentos estdigponiveis
para o tratamento de varios tipos de canceresinda aecessidade de
se buscar novos farmacos mais eficazes e selgian@s aumentar o
arsenal quimioterapico disponivel (WILLIAM et é2009).

A pesquisa e o desenvolvimento (P&D) de novos féondém
passado por avancos significativos, principalmaptes a introducdo de
modelos biol6gicos realizadds vitro e em grande escala, 0s quais
podem avaliar varias amostras, em um curto periddotempo,
propiciando uma andlise estatistica consistente rdesltados. Os
avancos tecnoldgicos que contribuiram para a bu$ganovos
compostos referem-se a descoberta de novas fet@sn@oleculares e
a evolucdo das estratégias de sintese organicaljtare em
substancias ativas mais eficazes e/ou menos toxices podem ser
utilizadas como prot6tipos de farmacos com ativedafdrmacoldgicas
semelhantes as das originais (KEEP et al., 2011X; AF@YUNG,
2012).

O Laboratério de Virologia Aplicada da UFSC
(www.lvapli.ufsc.br), sob a coordenacédo da Profea.Tlaudia Maria
Oliveira Simdes, ha véarios anos avalia a citotaldde (frente a
linhagens de células saudaveis e também linhagdusames tumorais),
genotoxicidade e potencial atividade antiviral dedptos naturais e de
compostos sintéticos. A equipe do laboratério vemschndo
constantemente a implementacdo de metodologiaeuidiadas, a fim
de complementar os estudos realizados no referatmratorio,
propiciando a préatica da multidisciplinaridade eauformacdo mais
completa dos recursos humanos envolvidos. Nestetidgen
metodologias que objetivam avaliar a morte celw@arlucidar o
mecanismo de citotoxicidade envolvendo células taimestdo sendo
estabelecidas no laboratério, tendo em vista arthpcia, ndo somente
de se detectar novos compostos citotdxicos, maséande se definir o
tipo e o perfil de morte envolvidos.
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Conforme o projeto de tese apresentado inicialmesbe
Programa de Pés-Graduacdo em Farmécia, o presabtdhb teve
comoobjetivo principal ampliar o conhecimento cientifico disponivel
sobre cucurbitacinas, com potencial a ser deseideolvo tratamento
de tumores. Entre os fatores que estimularam ezaedb deste estudo,
além de dados ja relatados na literatura, estadades preliminares
obtidos em nosso Laboratério, que indicaram a p@Enacdo
citotdxica de algumas cucurbitacinas.

De acordo com os objetivos propostos, esta tesddborada em
capitulos, que constam de uma breve apresentactmaoabordado e
os resultados na forma de manuscritosC@pitulo | descreve os
procedimentos e resultados obtidos na triagem Ositd de
cucurbitacinas, tanto de origem natural quanto derivados
semissintéticos (DeCUCs), os quais ja foram puthisaem dois
periddicos da area (LANG et al.,, 2011; LANG et &012). No
Capitulo 1l estdo descritos os resultados relativos a elu@idaip
mecanismo de inducdo de morte celular de uma citacirka natural,
inédita na literatura, frente a uma das linhagegislares tumorais
utilizadas na triagem citotéxica (células A549)resentados na forma
de um terceiro artigo ja publicado. Neapitulo Ill estdo expostos
resultados referentes ao estudo do mecanismo dacag&xica, bem
como a avaliagdo da atividade antitumoral de um UD@Cem um
modelo murino de tumor de pulmé&ovivo, os quais fizeram parte dos
estudos realizados durante o estadgio sanduiche lnstituto de
Virologia Molecular da Universidade de Minster, Alamanha. Estes
resultados estdo apresentados na forma de um miémasser enviado
para avaliagdo. NdCapitulo IV estdo apresentados o0s resultados
obtidos com as outras cucurbitacinas ativas, nélusos nas quatro
publicagbes citadas acima. Segue uma Discussao sdéne todos os
resultados obtidos. Na forma de Apéndices 1, 2 s8,apresentados,
respectivamente, os resultados referentes a a&alde; permeabilidade
intestinal de duas cucurbitacinas ativas, empregamdmodelo de
células Caco-2; os resultados referentes a avaliaj@érgica de
algumas cucurbitacinas ativas com farmacos quindipteos usados na
clinica, e uma relacdo de publicagbes correspoesleat outras
atividades realizadas no periodo do doutoramento.

E importante informar que, nesta tese, os termustogico,
antitumoral e anticAncer foram utilizados, segupdiposto pelo NCI
(National Cancer Institute EUA). O termo citotdxico se refere a
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agentes toxicos para células tumotiaisitro, 0s quais causam morte
celular por diferentes mecanismos. A atividadetamiral designa
resultados obtidom vivo em modelos animais, enquanto que o termo
anticancer é utilizado para agentes que apresemtantade em
humanos (SUFFNESS; PEZZUTO, 1991).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cucurbitacinas

As cucurbitacinas constituem um grupo de triteggen
tetraciclicos polihidroxilados, conhecidas por ssabor amargo e
toxicidade. Estruturalmente, estes compostos sé&actesizados pelo
seu esqueleto biogeneticamene incomum [13@)-abeo-1@-
lanostano (cucurbitano)] (Figura 1), que pode sepetrado na forma
livre ou glicosilado (VALENTE, 2004; CHEN et al.0@5; RIiOS et al.,
2005; 2012; LEE et al., 2010). Elas séo reconhscjmacipalmente
como sendo 0os compostos toxicos de plantas daidathikturbitaceae,
atuando como feroménios, que protegem as mesmamsudtos
externos, tendo sido isoladas de algumas espéaesa dfamilia
boténica e usadas na medicina popular brasileas tomo a
“buchinha” (uffa operculath (MATOS; GOTTLIEB, 1967;
KAWAHARA et al.,, 2001), “taiuiq” Wilbrandia ebracteatae/ou
Cayaponia tayuyn(SCHENKEL et al, 1992; FARIAS et al 1993) e
“nhandiroba” Fevillea trilobatg (VALENTE et al, 1993; 1994).

22 24

21
//,,I.zo 27

Figura 1: Esqueleto bésico (cucurbitano) de umarbitacina.
Fonte: Rios et al. (2005).

A primeira cucurbitacina, chamada elaterina, fedldda de
Ecballium elaterium(Linn.) A. Rich, em 1831, e desde entédo diversas
cucurbitacinas foram isoladas, ndo sé da familieuthitaceae (REHM
et al., 1957) como também de outras familias boc#&nitais como
Begoniaceae, Chrysobalanaceae, Cruciferae, Datiseac
Desfontaniaceae, Elaeocarpaceae, Flacourtiaceamdeme, Liliaceae,
Polemoniaceae, Primulaceae, Rosaceae, Rubiacea#rageeae,
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Scrophulariaceae, Sterculiaceae e ThymelaeaceablLBRJ et al.,
1994; MIRO, 1995; SARKER et al., 1999; DINAN et,&001), e de
cogumelos do génetdebelomaFUJIMOTO et al., 1987).

As cucurbitacinas foram arbitrariamente divididasn 12
categorias, e denominadas em ordem alfabética de A Alguns
estudos referentes aos metabdlitos secundaricasdasintas revelaram
gue as cucurbitacinas B e E sdo as cucurbitacnigisais. Outros tipos
naturais de cucurbitacinas poderiam ser originarnies reacfes
enzimaticas durante o crescimento da planta e,aaisdb certas
condi¢cbes ambientais. Por exemplo, o metabolismoudarbitacina B
gerou as cucurbitacinas A, C, D, F, G e H, enquant® a partir do
metabolismo da cucurbitacina E foram geradas asrbitacinas I, J, K
e L. Adicionalmente, as cucurbitacinas B e D podmmreduzidas a
23,24-diidrocucurbitacina B e  23,24-diidrocucurbita D,
respectivamente. No reino vegetal, as cucurbitaciBae D estédo
presentes em maior quantidade, seguidas pelasbttacimas E, G, H e
I (MIRO, 1995; CHEN et al., 2005).

Na medicina tradicional, plantas contendo cucuchites séo
conhecidas por suas propriedades antipirética, gésiah, anti-
inflamatoéria,  antimicrobiana, hepatoprotetora e itamoral
(GEISSMAN et al., 1964; RECIO et al., 2004; CHENa&t 2005;
ESCANDELL et al., 2006; CHEN et al., 2012; ALGHASNK 2013).
A titulo de exemplo, nos anos 70 e 80, uma plantagiante da
medicina herbaria tradicional chinesa, conhecidanoco‘GuabDi”
(Cucumis meld..), era prescrita para desordens hepaticas pdicos
chineses, fazendo com que surgissem, na épocapsalgstudos a
respeito de suas propriedades anti-hepatite e tambénte a
carcinomas hepéticos (REN; HONG, 1986; XIANG et #87). Hoje
se sabe que esta planta é rica em cucurbitaciraPBe tais efeitos
biolégicos foram atribuidos a presenca desses cstiopONANG et al.,
2012). De fato, nos ultimos anos, as cucurbitacBab, E, I, assim
como seus derivados, tém sido extensivamente ekisda
principalmente, por suas promissoras atividadesdsiica e antitumoral
(SU et al., 2008; YIN et al., 2008; WAKIMOTO et,&008; LUl et al.,
2009; SIQUEIRA et al., 2009; TAKAHASHI et al, 2009
THOENNISSEN et al.,, 2009; LEE et al., 2010; SUNakt{ 2010;
ZHANG et al., 2010; DING et al., 2011; HSU et 2011; ISHDORJ et
al., 2011; ZHANG et al., 2011; CHEN et al., 201208 et al., 2012;
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ABBAS et al., 2013; ISHII et al., 2013; KAUSAR el.,a2013;
PROMKAN et al., 2013).

2.1.1 Potencial citotdxico e antitumoral de cucurl&cinas

Os efeitos citotoxicos e antitumorais das cucadbias foram
descritos pela primeira vez ha mais de 50 anos pagkatericina A
(cucurbitacina D) e para a elatericina B (cucudnita E). Essas
cucurbitacinas inibiram a proliferacdo de célutawitro e também o
crescimento de tumores em camundongos (GITTER .et1861;
GALLILY et al, 1962; SHOHAT et al., 1962; GEISSMAMt al.,
1964). Surpreendentemente, poucos foram os espuddisados neste
tema nos 20 anos seguintes, possivelmente peleleveda toxicidade
e inexisténcia de ensaios mais sofisticados pamstado do seu
mecanismo de acao. Além disso, o limitado conhatina respeito da
biologia do cancer, atrelado a falta de um sistdeavaliacdo simples
e efetivo para triagem de compostos, negligenciasdoda a
importancia dos produtos naturais como fonte deosomgentes
citotoxicos, podem ter sido as razBes para estdatm nimero de
estudos (SHOHAT et al., 1965; DOSKOTCH et al., 19699PCHAN
et al.,, 1970; KONOPA et al, 1974; TESSIER; PARIS)7S;
ARISAWA et al., 1984).

No final dos anos 80, o estabelecimento de unopotd pelo
NCI, que preconizava a utilizacdo de 60 linhagengélulas tumorais
para a triagem de novos compostos citotoxicos (SWEKER, 2006),
impulsionou a busca por novos compostos naturais gotencial a
serem desenvolvidos como farmacos antitumoraisjuiimdd as
cucurbitacinas. A partir desse programa, na déaila90, surgiu
novamente o interesse na avaliagédo da atividadi@xita e antitumoral
de cucurbitacinas, incluindo a andlise do mecanisratecular da sua
acao citotoxica (LEE et al., 2010).

Mais recentemente, diversas revisdes e traballmstifecos
relataram a promissora atividade antiproliferatde cucurbitacinas,
especialmente das cucurbitacinas B, D, E e |,drardiferentes tipos de
células de tumores , tais como:

v'de mama (JAYAPRAKASAM et al., 2003; WAKIMOTO et

al., 2008; KONGTUN et al., 2009; DUANGMANO et al.,
2010; DAKENG et al.,, 2012; DUANGMANO et al.,
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2012a,b; PROMKAN et al., 2013; LOPEZ-HABER;
KAZANIETZ, 2013);

v' de figado (TAKAHASHI et al., 2009; ZHANG et al., @9,
CHAN et al., 2010a);

v' de pancreas (THOENNISSEN et al., 2009; SUN eRallQ;
ZHANG et al., 2010);

v' de leucemias (HARITUNIANS et al., 2008; CHAN et, al.
2010b; LI et al., 2010; LIU et al., 2010b; MATSUD# al.,
2010; NAKASHIMA et al.,, 2010; DING et al., 2011,
ISHDORJ et al., 2010; 2011);

v' de pulmdo (JAYAPRAKASAM et al.,, 2003; HSU et al.,
2011; LANG et et al., 2011, 2012; KAUSAR et al. 12D

v' de préstata (DUNCAN et al., 1996; REN et al., 2012)

v' de ovario (SHAN et al., 2010; ISHIl et al., 2013);

v' de coélon (YASUDA et al.,, 2010; ABDELWAHAB et al.,
2012),

v' de bexiga (HUANG et al., 2012);

v' de melanomas (ZHANG et al, 2011; AHMED;
HALAWEISH, 2013);

v' de laringe (LIU et al., 2008a,b; 2010);

v' e de pele (VAN KESTER et al., 2008; CHEN et al1@0

Além disso, outras cucurbitacinas, tais como R ) e R, além
de misturas molares destes compostos (TANNIN-SRITZAI., 2007)
também inibiram significantemente a proliferacdocékilas tumorais
in vitro (CHEN et al., 2005; ESCANDELL ET AL., 2008).

A abrangéncia no conhecimento sobre cucurbitacteorrente
da implementagdo do protocolo de triagem pelo NM&@Imuito mais
além do espectro de tipos celulares incluidos stgles. Na verdade,
os achados forneceram informacdes de extrema iémpmat para um
entendimento mais aprofundado da atividade antitainode
cucurbitacinas. O  potencial antiproliferativo de ferBntes
cucurbitacinas péde ser demonstrado através desdé/earacteristicas.
Primeiramente, ao serem comparadas a produtosaizattomumente
reportados por suas propriedades citotdxicas (taimo berberina,
resveratrol e curcumina), as cucurbitacinas dememash potente acdo
citotoxica com valores de Gg(concentracdo citotoxica para 50% das

células) inferiores ajM, em muitas linhagens testadas, sendo que em

alguns casos, os valores obtidos sdo na ordemrmbenodar (nM). Isto
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péde ser verificado, a titulo de exemplo, em célulie leucemia
linfocitica aguda (RCH), onde a cucurbitacina B destrou um valor
de Ckyde 7 nM (HARITUNIANS et al., 2008). Além dissogteito de
cucurbitacinas em algumas células foi comparavel de
guimioterapicos comumente empregados na clinioa,ha&endo, por
exemplo, diferenca entre os valores dgy,@h cucurbitacina B e da
doxorrubicina, em células de adenocarcinoma dend@klulas Caco-2)
(KONGTUN et al., 2009).

Em geral, as cucurbitacinas sdo consideradas andsdseletivos
da via JAK/STAT; contudo, outros mecanismos podstarenvolvidos
no processo de inducdo de morte celular, incluiaslosias do PI3K/
AKT e RAF/MEK/ERK, as quais representam vias delsiacao de
oncogenes comumente envolvidas na sobrevivénagpeatiferacdo de
células tumorais. Além disso, a clivagem de PARRXxpresséo da
caspase 3 em sua forma ativa, bem como a reducéapnesséo dos
genes codificados pelos sinais transdutores edatiga de transcrigao,
também representam mecanismos comuns de acéo claste de
compostos, objetivando a inducdo do processo aoptdEE et al.,
2010; RIOS et al., 2012; ALGHASHAM, 2013).

A via JAK/STAT induz a sinalizacdo das Janus-k&sa(JAKS)
e dos sinais transdutores e ativadores de traéBec(lTAT) e regula
citocinas e fatores de crescimento. Sob condi¢cissldgicas, a
duracéo da atividade da proteina STAT3 é tempogrstritamente
controlada. Contudo, sua ativacdo persistente egldada tem sido
frequentemente observada em uma ampla variedatieradees,sendo
gue a ativacdo constitutiva de STAT3 desempenhpapal importante
na proliferacao de células tumorais, diferenciag@iegulacdo de genes,
incluindo aqueles que codificam a expressao deejmasg anti-
apoptoticas, tais como Mcl-1 e BCL-g os reguladores do ciclo celular
ciclina D1 e c-Myc. Desta maneira, considerando gumaioria das
estratégias quimioterapicas objetiva a inducao rdogsso apoptético,
novas moléculas capazes de interromper a ativittagscricional do
STAT3, oferecem uma abordagem promissora para endelvimento
de novos farmacos quimioterapicos (BROMBERG, 200; et al.,
2004; 2007).

Apés os primeiros relatos de que a cucurbitacingarhbém
conhecida como JSI-124, era um potente inibidoraidas as vias,
JAK2 e STAT3 (BLASKOVICH et al.,, 2003), muitos edts
confirmaram que a cucurbitacina | exerce seu efiitidor da via
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JAK-STAT, através do blogueio da fosforilacéo dasina do STAT3 e
da JAK2, em vérias linhagens tumorais (BLASKOVICHag, 2003;
SUN et al.,, 2005; SHI et al., 2006; SU et al., 2008N KESTER et
al., 2008; LUI et al., 2009; ISHDORJ et al., 201B)este mesmo
sentido, alguns estudos vém demonstrando quejkaoarfosforilacao
e consequentemente a ativacdo de STATS3, a cuaunaita foi capaz
de aumentar a quimio- e/ou radiossensibilidade&eares altamente
tumorigénicos contendo populacdes de células-treunmorais (CSC —
Cancer Stem CellsCD 133), como ocorre em meduloblastomas
(CHANG el al, 2012), tumores pulmonares de células pequenas
(HSU et al., 2011) e carcinomas anaplasicos déidiee(TSENG et al.,
2012).

Além disso, outros pesquisadores demonstraram gque
cucurbitacina B inibiu a fosforilagcdo da tirosine 8TAT3, STATS5 e
JAK2, em células tumorais pancreaticas e em mode&lpnsgraficodn
vivo (THOENNISSEN et al., 2009). Outro estudo, que camp a
capacidade inibitéria de diferentes cucurbitacingsbre a via
JAK/STAT3, demonstrou que ao substituir a carbamilacarbono 3 por
uma hidroxila, como ocorre na cucurbitacina Q, kowperda da
capacidade de inibicdo de JAK2, mas manteve coefahitorio sobre
STATS3. Contudo, na cucurbitacina A, que difere deucbitacina B por
seu grupo hidroxila no carbono 19, ocorreu a peal@apacidade de
inibir o STAT3, porém manteve o seu efeito inidit6sobre JAK2
(SUN et al., 2005), demostrando que a inibicao T&TS e JAK2 pode
ocorrer por diferentes mecanismos moleculares, nikgrelo das
caracteristicas estruturais das cucurbitacinas.

As cucurbitacinas induzem alteracdes, tanto nagfoas quanto
bioquimicas em células tumorais (LEE et al., 200@))dancas drasticas
no formato das células, tais como arredondamemtbaco e inclusdes
submembranosas, com consequente formagdo de poientps,
conhecidos comblebs séo observadas apds poucas horas de exposi¢éo
a tais compostos (MUSZA et al., 1994; DUNCAN et, dl996;
GRANESS et al., 2006; ESCANDELL et al., 2008; HARNIANS et
al., 2008; MOMMA et al., 2008; YIN et al., 2008; VWAVIOTO et al.,
2008; KNECHT et al., 2010; ZHANG et al., 2011; ZHBNet al.,
2012a). Algumas destas alteracdes podem ser eXgdicgela
desregulacdo da homeostasia do citoesqueleto,imftua agregacao
dos filamentos de actina, ou ainda tendo como aligomas moléculas
de sinalizacdo envolvidas na dindmica de montageritdesqueleto.
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A titulo de exemplo, pode-se citar o trabalho dedéa e colaboradores
(2013), que demonstraram que as alteracdes moidakdgm células de
tumor de pulmdo, apds exposi¢do a cucurbitacinto@m, em parte,
decorrentes da ativagéo precoce da via de sinabzp88 MAPK, a
qual ativa por fosforilagdo uma chaperona (HSPJif)portante
moduladora de polimerizacao dos filamentos de actin

A formacdo de células multinucleadas €é outra aléera
morfolégica comumente relatada em culturas de aglilmorais
humanas expostas as cucurbitacinas. De acordo caowwanD e
colaboradores (1996), este processo estad diretanretdcionado a
capacidade destes compostos de bloquearem a e#ecija que
induzem a desagregacdo do citoesqueleto, mas néari@cinese,
fenbmeno dependente da acdo dos microtibulos, &uedo afetados
pela acdo das cucurbitacinas. Além disso, o procdssformacédo de
células multinucleadas pode resultar da interrumdcciclo celular.
Muitos trabalhos mostraram que as cucurbitacindsziem parada de
ciclo celular, sobretudo na fase G2/M (SHI et aDP6; TANNIN-
SPITZ et al., 2007; YIN et al., 2008; THOENNISSEN &., 2009;
CHAN et al., 2010a,b; DUANGMANO et al., 2010; LI at, 2010;
SHAN et al., 2010; YASUDA et al., 2010; BOYKIN eL,a2011), e
também na fase S, em linhagens leucémicas HL-60 987 U
(HARITUNIANS et al., 2008). A parada do ciclo celuiha fase G2/M
ocorre logo apds a exposi¢do as cucurbitacinasudtaeem morte por
apoptose das células tumorais (LEE et al., 201@nnih-Spitz e
colaboradores (2007) também observaram a interougg&iclo celular
na fase G2/M e inducé@o de morte celular por apeptos linhagens de
células de cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) sigm aos
glicosideos das cucurbitacinas B e E.

Em muitos tipos de canceres, ocorre uma inflamag@tca e as
cucurbitacinas parecem afetar tanto as células raism@uanto os
macrofagos, através de diferentes mecanismos. dxasdo o
importante papel do STAT3 no processo inflamatfiridl et al., 2007),
sabe-se que parte da atividade antitumoral dasrlitainas esta,
portanto, relacionada a sua atividade anti-inflém@t Como
mencionado anteriormente, em células tumorais, wWwsirbitacinas
atuam como inibidores da fosforilacdo do STAT3namdo-as mais
susceptiveis ao ataque de espécies reativas dénaxigdurante o
processo inflamatério (ESCANDELL et al., 2007a)nd& macréfagos
normais, as cucurbitacinas atuam como inibidoresiaddKK-NFkB,
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resultando na inibicdo de enzimas-chave do procéstamatorio,

como a ciclooxigenase-2 (COX-2) e a 6xido nitrictase induzivel
(INOS), que ao serem superexpressas, contribuetmagiente para a
tumorigénese (JAYAPRAKASAM et al., 2003; PARK et &004). Em
contrapartida, estudos com algumas linhagens ddasétumorais,
mostraram que as cucurbitacinas foram capazesrdendar os niveis
de espécies reativas de oxigénios (EROS) intrareteinte, e o pré-
tratamento com antioxidantes suprimiu os efeitomtaxicos de
cucurbitacinas (YASUDA et al., 2010; KAUSAR et &013).

Ainda considerando o efeito das cucurbitacinatimerigénese,
alguns estudos tém apontado para a acdo antiangiagéestes
compostos. A estratégia terapéutica do bloqueio sdprimento
sanguineo para células tumorais, suprimindo a gég&se, € uma
abordagem bastante interessante na P&D de novomdas para o
tratamento de tumores. O STAT3 regula também aogégese de
tumores, através da ativacdo transcricional dor fdto crescimento
endotelial vascular (VEGF) (CHEN; HAN, 2008). Uniwek mostrou
gue a cucurbitacina E foi capaz de bloquear a @livada via
JAK/STAT3, através dos receptores VEGF-tipo 2, imb,
consequentemente, a angiogénese em células easofBIONG et al.,
2010).

Além das atividades citotdxica e antitumoral, osittrabalhos
mostraram, ainda, outras ac¢des farmacoldgicas gmicurbitacinas,
tais como antifertiidade (ALMEIDA et al., 1992)epatoprotetora
(AGIL et al, 1999; CAO et al, 2005; YANG et al2005),
antiplasmodica (GRAZIOSE et al, 2013) e anti-imftadria
(YESILADA et al., 1997; PETERS et al., 1997; 1992003; UKIYA et
al., 2002; RECIO et al, 2004; ESCANDELL et al., 028,b;
SIQUEIRA et al., 2007; RIOS et al, 2010; ABDELWAHA& al.,
2011; QIAQ et al., 2013).

Apesar de sua promissora atividade citotoxica éuambral, o
tratamento de cénceres por cucurbitacinas aindeénéma realidade,
em razao de sua elevada toxicidade, tendo sidmm#ado na literatura
consultada apenas um relato de avaliacdo clinicdadelasse de
compostos (LU et al., 2012). Neste estudo, pageptetadores de
cancer de pulmao avancado receberam [1@0da cucurbitacina B
oralmente, trés vezes ao dia, durante sete diag, @ontuito de
promover a diferenciacdo de células dendriticaguiraa melhorando,
desta forma, a imunidade antitumoral. O tratamemmm a
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cucurbitacina B aumentou a frequéncia das célidadriticas maduras,
através da inibicao da via JAK2/STAT3, podendocemsiderado uma
ferramenta complementar extremamente Gtil na inawapta do cancer,
ja que este composto foi capaz de aumentar a ditmie de células
tumorais aos linfocitos T citotdxicos, aumentandmicamente a
imunidade antitumoral.

Considerando a elevada toxicidade das cucurbitscinana
alternativa interessante para este problema podseia 0 uso
concomitante de cucurbitacinas com quimioterapiamnumente
usados na oncologia. Na clinica, muitos quimiotec®sao usados em
combinacdo, ndo s6 para aumentar a eficicia dantesto, mas
também para reduzir o surgimento de células tumonaitirresistentes.
Algumas combinacdes de farmacos mostraram forterggmo,
permitindo alcangar o mesmo efeito terapéutico ecoemor dose, e
consequentemente, uma menor toxicidade sistémid&Q@DIG et al.,
2005).

Com base nesta idéia, foi demonstrado que algumas
cucurbitacinas atuam de forma sinérgica com quarégicos usados
para o tratamento de alguns tumores humanos. Saézeddaboradores
(2008; 2010), por exemplo, demonstraram que a bitaana E
promoveu o acuUmulo intracelular da doxorrubicingy eélulas de
sarcoma de ovario, por facilitar o influxo e prevea efluxo do
guimioterapico das células tumorais, possibilitaadeducéo da dose
necessaria para o efeito terapéutico no tratamdatsarcomas de
ovario. Em outro estudo, foi demonstrado o efeitoérgico de
derivados de cucurbitacinas, obtidos a partiMdenordica balsamica
com doxorrubicina, em células de linfoma resise{RAMALHETE
et al., 2009). Liu e colaboradores (2008b; 2018mahstraram o efeito
sinérgicoin vitro ein vivodo docetaxel e cisplatina com a cucurbitacina
B, em células de tumor de laringe (Hep-2). Nestesmae sentido,
Thoennissen e colaboradores (2009) demonstrardgito sinérgican
vitro da cucurbitacina B com a gencitabina. Este mesmpogde
pesquisa demonstrou o efeito antitumdmalivo desta combinacéo, em
modelos xenograficos de cancer pancreatico hunswaNSKI et al.,
2010), quando baixas doses destes compostos pramocma reducdo
significativa dos tumores, com toxicidade sisténmgaima. Um estudo
mais recente demonstrou que um inibidor da enzinstora
desacetilase, o acido valpréico, sensibilizou eélude melanoma
murino para o tratamento com baixas concentracdesiclrbitacina B
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(OUYANG et al.,, 2011). Esta mesma cucurbitacina esg@ntou
potencial sinérgico com o metotrexato no tratamel@msteosarcoma
humano (LEE et al., 2011).

Diante do exposto, e tendo em vista as comprovagéss
citotdxica, antitumoral e anti-inflamatéria das ergtacinas, optou-se
por realizar a triagem citotoxica de uma série witbitacinas naturais
e de derivados semissintéticos (DeCUCSs), frentideaedtes linhagens
de células tumorais, bem como avaliar a acéo amdital (cancer de
pulm&o) de um derivado (DeCUCB83), além de propmeoanismo de
morte celular envolvido para os compostos mai®stiv

2.2 Cancer

A palavra cancer refere-se ao termo neoplasia,&stmmores
malignos, caracterizados ndo somente pelo crestwnuEscontrolado
de células transformadas, mas também pela capacidid se
diferenciarem e invadirem tecidos e érgaos, vizinbio distantes, sendo
esta capacidade invasiva denominada de metast&salBIEIDA et
al., 2005). Os tumores séo classificados como hersig malignos: os
benignos sdo bem localizados, de crescimento km#&o sdo capazes
de se distribuirem para outras partes do organigg@s malignos
crescem rapidamente, desenvolvem fatores de adesi&@omigracao,
gue Ihes conferem um fendtipo invasivo (YAMAGUCHIat., 2005),
gue é a principal caracteristica de malignidade.

O padréo de divisdo celular em organismos multiaeds é
rigorosamente controlado por uma rede complexa s \de
sinalizacdo, que asseguram que as células sonmnéeneesm processo
de proliferacdo quando for requerido pelo organjsem situacoes
como o desenvolvimento fisiolégico ou os procesdescicatrizacado
(DOWNWARD, 2003).

O desenvolvimento do cancer € um processo compglex@rios
estagios, que pode ser desencadeado por multgtioe$ genéticos e
ambientais (PRASASYA et al.,, 2011). As células tren® podem
originar-se de uma mutacdo direta, com consequatiacido de
oncogenes, ou pela inativagdo de genes supresiitesnores, o que
resulta em proliferacdo descontrolada e deflagrag@o cancer
(BENSON; LIAU, 2008; TAYLOR; LADANYI, 2011).
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A hereditariedade é um fator importante para ormaedeimento
do cancer, mas a maioria dos casos (cerca de &¥ébyedacionada a
fatores externos ao organismo, tais como substngigimicas
presentes na alimentacao, tabagismo, radiacdmbéta, a organismos
infecciosos (oncovirus). No entanto, certos fatoigrnos como
mutacgBes, hormoénios e condicbes do sistema imunbém podem
estar inter-relacionados, atuando em conjunto ouseguéncia de
iniciacdo e promocao da carcinogénese (DE ALMEIDAale 2005;
ASHKENAZI, 2008; BENSON; LIAU, 2008).

O céancer é uma das maiores causas de mortes na reufud
responsavel por cerca de 13% do total de mortastnagas em 2008,
com estimativas crescentes para os anos consexubido Brasil, as
estimativas para o ano de 2012, sendo estas védidd®m para o ano
de 2013, apontaram para a ocorréncia de aproxinedan18.510
novos casos de cancer, sendo os de maior incigénaixcecdo do
céncer de pele do tipo ndo melanoma, os cancemg®si@ta e pulmao,
no sexo masculino, e os canceres de mama e coltedn, no sexo
feminino. A incidéncia estimada para a regido sulBtasil, neste
mesmo periodo, € de mais de 90.000 casos e nooEdmdsanta
Catarina pouco mais de 19.000 casos (BRASIL/INGAH,12.

Existem trés abordagens para o tratamento do caexesao
cirdrgica, que remove os tumores com alta eficasga,ndo houver
metéstase; radioterapia; e quimioterapia, sendm quapel de cada uma
delas irA depender do tipo de tumor e do estigio sda
desenvolvimento. H4 ainda a fototerapia dinamica ienunoterapia,
consideradas técnicas adjuvantes, mas que tém idwolyracas a
compreensdo da biologia da transformac&o maligdaseliferencas no
controle da proliferagdo das células normais e taimgDE ALMEIDA
et al.,, 2005; BORGHAEI et al., 2009). Geralmentey terco dos
pacientes consegue ser curado através de meditks (girurgia ou
radioterapia), mas quando a neoplasia desenvolt@stases, torna-se
necessario uma forma de tratamento sistémico, tahoc a
guimioterapia, que emprega medicamentos aplicaassua maioria,
via intravenosa ou, também, por via oral (DE ALMEIBt al., 2005;
BRASIL/INCA, 2011).

Os quimioterapicos disponiveis para o tratamentcateeres
sdo classificados de acordo com seu mecanismo &e. a&guitos
farmacos exercem sua acao sobre células em pradestasdo, sendo
denominados farmacos ciclo-celular especificos @mtimetabdlitos,
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alcaloides, horménios), enquanto que outros farmaéo capazes de
induzir a morte de células que néo estejam em estadproliferacao,
chamados entédo de farmacos ciclo-celular ndo dgmsc(antibidticos,
complexos de platina, agentes alquilantes diverd@&)ALMEIDA et
al., 2005).

O tratamento do cancer hoje ndo é apenas uma qudsta
eliminar células tumorais por inducdo de morte leeluNovas
estratégias terapéuticas incluem também o micraartédido tumor,
inibindo a angiogénese, modulando a resposta irouna inflamacgéo
cronica frequentemente associada ao cancer (LASZCZ809).

Segundo Hanahan e Weinberg (2011), as principais
caracteristicas do cancer (em inglésllmarkg compreendem dez
capacidades bioldgicas, sendo elas, (1) autossodieci em relacdo aos
sinais de crescimento, (2) insensibilidade a sinaibitorios de
crescimento, (3) evasdo a morte celular progranfagaptose), (4)
potencial ilimitado de replicagdo, (5) angiogénessstentada, (6)
invasédo tecidual e metastase, (7) mutagéo e ilidede gendmica, (8)
inflamacdo induzida pelos tumores, e duas caratiter$ ainda
emergentes, que sao (9) desregulacéo energétidarcel(10) evasado a
destruicdo imunolégica, sendo essas adquiridasntdui@s multiplos
passos do desenvolvimento tumoral. Neste sentidmpastos que
interfiram diretamente em alguma destas caradtershecessarias para
0 crescimento e a progressao do tumor, sdo poierzaadidatos a
farmacos, sendo que alguns deles ja estdo em éasstados clinicos
ou foram aprovados para uso no tratamento de alydoranas de
cancer humano (Figura 2).
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Figura 2: Tipos de tratamento, de acordo com agipais
caracteristicas biol6gicas do céncer.
Fonte: adaptado de Hanahan; Weinberg (2011).

Quando produtos naturais sdo empregados como égsast
guimioterapicas, alguns compostos inibirdo diretadmeas células
tumorais, causando morte celular, retorno & horasestou
simplesmente interrompendo a proliferagdo celuartros inibirdo a
progresséo do cancer induzindo, indiretamentesagfies no ambiente
local, as quais sédo desfavoraveis para a angiogénegasdo ou
metastase. Isto pode incluir, por exemplo, a idibigdle enzimas
produzidas pelas células tumorais, que permitenvaséo aos tecidos
vizinhos. De uma maneira geral, os produtos naupgidem ser
divididos em duas categorias: aqueles que atuagtadiente sobre as
células tumorais inibindo a proliferacdo, e aquelge inibem a
progressdo do céncer, por afetarem tecidos ous sltoalizados
externamente as células-alvo. Ha, ainda, uma taragitegoria que
corresponde aos compostos que inibem o crescimé&ntaoral
estimulando o sistema imune (BOIK, 2001; FULDA, @01

Neste panorama, os produtos naturais constituerasa e
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muitos farmacos hoje disponiveis no mercado pateatamento de
vérias doencas humanas. Por exemplo, para o tnatardas doencgas
infecciosas, de um total de 230 farmacos aprovpdizssFDA, entre os
anos de 1950 e 2006, 137 foram obtidos de fontesais ou baseados
nestes produtos (NEWMAN; CRAGG, 2007). Outros estud
realizados mais recentemente pelos mesmos pesorgsaeforcaram a
importancia dos produtos naturais como fonte deosicfdrmacos,
principalmente farmacos anticancer. De acordo csteseestudos, dos
172 farmacos antitumorais aprovados durante os @md®81 a 2010,
54% foram obtidos de fontes naturais ou desenvamdvidiretamente
com base nestes compostos (NEWMAN; CRAGG, 2012; GBA
NEWMAN, 2013). A potencialidade dos produtos nagiraomo
possiveis fontes de novos farmacos para o tratandmtcancer tem
sido demonstrada, principalmente, pelo fornecimatgoum namero
significativo de substancias ativas que chegarafasaé de ensaios
clinicos, sendo que alguns dos compostos testaims atualmente,
empregados na clinica, como é o caso dos alcald@esnca e seus
derivados, da podofilotoxina, do etoposideo, doiptesideo, do
topotecano, do irinotecano e do paclitaxel (SCHENIEal., 2007).

2.2.1 Cancer de pulméo

O céancer de pulmédo € o mais comum no mundo, soneaTda
de 1,2 milhdes de novos casos anualmente, segeidocancer de
mama feminina, com aproximadamente um milhdo desoasos por
ano. As maiores taxas de incidéncia de céancer dmdpu sao
encontradas nos paises desenvolvidos (Estados4/tiélia, Australia,
Alemanha, Canada e Franga), enquanto que nos envidgmento,
as taxas mais elevadas encontram-se nos paisesnafie no leste
asiatico. No Brasil, foram estimados 17.210 novasos de cancer de
pulmdo em homens e 10.110 em mulheres, para o@a20X?. Esses
valores correspondem a um risco estimado de 18 ca®oos a cada
100 mil homens e 10 a cada 100 mil mulheres. Semsiderar os
tumores de pele do tipo ndo melanoma, o canceuld®p corresponde
ao segundo e ao terceiro mais frequente nas regideto Brasil, em
homens e mulheres, respectivamente (BRASIL/INCA120Tomando
como exemplo a cidade de Florianépolis, no ano(f¥ 20 cancer de
pulm&o, depois das doengas do aparelho circulat@ii@ maior causa
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de mortes entre idosos do sexo masculino no MimiGRTUOSO et
al., 2010).

A maioria dos casos de cancer de pulmdo esta oakda a
exposicao ao tabaco (cerca de 80%), seguido desooércinégenos,
tais como, inseticidas, oOxidos de nitrogénio, hidrbonetos
policiclicos, além de um histérico familiar, sedgigmo e ma
alimentacdo. Sabe-se ainda que aproximadamente di@¥casos de
cancer apresentam-se localmente avancados ou cdéstases no
momento do diagnostico (HAN; ROMAN, 2010), com uma&zao
mortalidade/incidéncia de, aproximadamente, 86% ABIR/INCA,
2011).

O céncer de pulmédo é classificado em dois grandegog
principais: cancer de pulméo de células pequenB€ERCem portugués
e SCLC,small cell lung cancerem inglés) e cancer de pulméao de
células ndo pequenas (CPCNP, em portugués e NS@ircsmall cell
lung cancer, em inglés), sendo que este Ultimo corresponde a
aproximadamente 85% dos casos de cancer de pulm&wmanos.
Apenas 16% dos casos de cancer de pulméo sao si@guos cedo o
bastante para serem tratados apenas por incigégica, sendo que, na
maioria dos casos, € necessaria a administracaquiteioterapia,
podendo ainda combina-la a radioterapia. Os farsats comumente
utilizados na quimioterapia do CPCNP apresentamanismos de acéo
distintos e incluem os derivados da platina (ctspae carboplatina),
paclitaxel, irinotecano, gemcitabina, vinorelbingp@&metrexed (HAN;
ROMAN, 2010; KOH et al., 2012). Esta modalidaderdéamento tem
resultado num aumento da sobrevida de pacientes,om@ancer de
pulm&o no seu estagio avancado permanece uma doencavel. Nos
Ultimos anos, grandes esforcos tém sido feitos engtativa de
caracterizar molecularmente o CPCNP, com o intdi#odirecionar
terapias as mutagbes comumente expressas nestmesufAY OOLA
et al., 2012).

Independentemente do tipo de carcinégeno envolddmgncer
de pulmdo resulta de muitas anormalidades cromasaéme
citogenéticas, que levam ao processo de carcinegésendo que o
mecanismo molecular envolvido no desenvolvimenioogressao desta
neoplasia € um processo complexo e multifacetadgie-Se que
alteracBes genéticas e epigenéticas, apds a edpasds carcindbgenos,
levam a ativacdo de vias oncogénicas e inativacds genes
supressores de tumor e que, apO0s seu aparecimentamor é
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sustentado por estimulos de crescimento resultatiéesexpressao
diferencial de fatores de crescimento e peptideegulatérios
provenientes do préprio tecido tumoral e de céliddg@mcentes. A
familia de receptores do tipo tirosina quinase atorfde crescimento
epidermal (EGFR) desempenha entdo, um papel impertan muitos
tipos de céanceres, especialmente, no CPCNP, ormdeeptem média
45 a 70% de superexpressdo desses receptores (HAURK 2004;
AYOOLA et al., 2012).

Nesse contexto, a terapia direcionada aos EGFRsestanando
uma estratégia essencial no tratamento de CPCNRoi®garmacos
anti-EGFR disponiveis para o tratamento oral de IFP@o mercado
farmacéutico séo o gefitinibe e o erlotinibe, cari@mente chamados
de Iressa® e Tarceva®, respectivamente. Estes ¢asmbloqueiam
competitivamente a ligacdo de ATP ao sitio ativodominio tirosina
guinase do EGFR, inibindo sua auto-fosforilacadoomsequentemente,
as vias oncogénicas deflagradas por este recepa@, como,
PISK/AKT, RAF/ERK e JAK/STAT3, as quais estdo dimeiente
relacionadas a crescente resisténcia & morte cdigacélulas tumorais
(KOH et al., 2012; AYOOLA et al., 2012).

Portanto, a melhor compreensdo das vias de sigatiza
oncogénicas e seus mecanismos moleculares podear lag
desenvolvimento de novas estratégias terapéutiesahadas também
aos intermediarios destas vias envolvidas na pralfio e progresséo
dos tumores (HAN; ROMAN, 2010; CAO et al., 2011; K&t al.,
2012; CHO, 2013).

2.3 Morte celular e alvos terapéuticos

Em 2009, o Comité de Nomenclatura em Morte Celular
(National Commite of Cell DeatiEUA) categorizou a morte celular
através de seus aspectos morfoldgicos e enzimaficosionais ou
ainda aspectos imunoldgicos (KROEMER et al., 200@m o0 avanco
das pesquisas e dos conhecimentos relacionados aspsctos
bioquimicos da morte celular, a classificagdo néobaseou mais
exclusivamente nos parametros morfolégicos das lasglumas
preferencialmente nos seus aspectos bioquimico®lecutares. Por
este motivo, este mesmo Comité, em 2012, propds umza
categorizacdo da morte celular, com o objetivo stabelecer uma
nomenclatura uniforme, mas ao mesmo tempo nacarifadilitando a
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entendimento entre os pesquisadores e acelerantioooda aquisicao
de novos conhecimentos (GALLUZZI et al., 2012).

Alteracdes nos diferentes tipos de morte celul&@oesnplicadas
na carcinogénese, sendo que a resisténcia a apaptosnsiderada a
principal caracteristica de uma célula tumoral (HWRNH;
WEINBERG, 2011). Defeitos neste tipo de morte eglslistentam néo
apenas a tumorigénese, mas também a resisténcita@mento
quimioterapico convencional (OKADA; MAK, 2004; KREAALER;
WATSON, 2012). Varios sdo os fatores determinadtegpo de morte
celular induzida por um determinado agente. Esitrds incluem o
tipo celular, o gendtipo da célula, o microambieate que ela se
encontra, o tipo de dano induzido pelo agente, bemo a dose de
guimioterapico utilizada (TAN; WHITE, 2008). No decer da ultima
década, através de extensivos estudos sobre apopfosam
identificados diversos eventos de evaséo a apquiapge acarretou na
descoberta de outras vias de morte celular, indigme@s da apoptose
(KREUZALER; WATSON, 2012). Neste sentido, abordagen
genéticas, moleculares e bioguimicas sdo focadae possiveis alvos
terapéuticos de novos farmacos antitumorais. A maarte das
pesquisas aborda a inducdo da morte celular p@t@gecomo a ideal,
por evitar o processo inflamatério, mas estudosi@po que as células
tumorais podem ser induzidas a morte por vias méptaticas, tais
como necrose, autofagia e catastrofe mitética, speaal, as células
neoplésicas resistentes a apoptose (OKADA; MAK 4200 Quadro 1
resume as principais caracteristicas das principassde morte celular
e suas formas de deteccao.
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Quadro 1: Caracteristicas das principais vias de mortelaele as
formas de deteccéo.

Via de Caracteristicas | Caracteristicas Métodos de
morte morfolégicas bioquimicas deteccéo
Condensacéao de
cromatina,;
fragmentacao Dupla coloracéo
nuclear; Dependente da| com Anexina
prolongamentos| acdo de caspases; V/lodeto de
Apoptose membranarios; | fragmentacao Propideo;
formacéo de nuclear; atividade de
Corpos exposic¢ao da caspases,
apoptoticos; fosfatildilserina citometria de
arredondamentq fluxo
celular; retragcéo
de pseudopodog
Independente dg
acdo de caspasg Coloragdo com
e do gene p53; MDC
Formacao de | elevada atividadq (Monodansilcadave
vesiculas lisossomal; rina); ensaios de
autofagicas; ndg dissociacao de degradacéao
Autofagia | héfragmentacdq Beclina-1 de protéica; estudos
nuclear ou BclL-2/X; de
condensacdo dg Dependéncia de| imunoprecipitaco;
cromatina produtos do estudos genéticos
genes Atg; microscopia de
converséo de | imunofluorescéncis
LC3-1 a LC3-II
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Quadro 1. Caracteristicas das principais vias de mortelaele as
formas de detecc¢éo. (continuacao)

Via de Caracteristicas | Caracteristicas Métodos de
morte morfolégicas bioguimicas deteccéo
Independente da
Células acao de Marcadores
gigantes; caspases e do mitéticos;
Mitose multiplos gene p53; microscopia para
e micronucleos; ativacao a deteccao de
catastrofica . ;
Cromossomos anormal do micronucleos e
nao complexo células
condensados | CDK1/ciclina multinucleadas
B1
Ensaios baseadops
Degradacéo do em substratos
DNA; formato colorimétricos de
nuclear atipico .. lisados celulares;
Ativacéo de o
com ; permeabilidade &
L calpainas e
vacuolizagao; A corantes (azul de
" catepsinas; ) X
Necrose inchaco de tripan e iodeto de
ruptura da . ;
organelas propideo);
. P membrana : ]
citoplasmatica; " citometria de
. plasmatica
rompimento de fluxo,
membrana determinacao de
celular enzimas
citosolicas
Superexpressag
dap-
alactosidase
Tamanho gassociada a
Senescéncia celular senescéncia Coloragao para
7 aumentado; (SAB-gal). SAB-gal
teldbmeros curtogs gal);
dependente da
acao do gene
p53

Fonte: adaptado de Okada; Mak (2004); Kroemer. §2@09).
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Em organismos vivos, ha um equilibrio entre a sobéacia e a
morte celular. Este balango é controlado por sihaisieio extracelular,
onde um ambiente favoravel promove a sobrevivémcian ambiente
inapropriado resultard& em morte celular. Isto assegiue células
saudaveis sobrevivam em ambientes apropriados e&pulas mutadas
ou ndo funcionais sejam eliminadas por morte celpl@gramada
(HENSON; GIBSON, 2006). Além disso, para o0 seu desleimento e
manutencdo, os organismos multicelulares dependenintéracdes
entre as células que os constituem. No desenvaonembrionario,
muitas células sao levadas a morte, contribuindimnagara a formacéo
dos orgaos e tecidos (TAN; WHITE, 2008; KREUZALBRATSON,
2012).

A apoptose é um fendmeno de morte celular programad
altamente regulada, reconhecida morfologicamemnaam fendmeno
distinto de morte, ha mais de 30 anos por Kerrlaboosadores (1972),
gue ocorre de forma geneticamente controlada.r@otepoptose deriva
do grego, fazendo alusdo a queda das folhas daseamo outono, ja
gue este é um exemplo de morte programada fisgddgiapropriada,
gue também implica em renovacao (INDRAN et al.,1201

A apoptose € considerada um componente vital desvar
processos fisiologicos, incluindo a renovacdo dela® normais,
desenvolvimento apropriado do organismo, funciomameo sistema
imunolégico e desenvolvimento embrionério. O preoeapoptoético
guando ocorre em excesso ou de forma insuficientma importante
causa de doencas neurodegenerativas, de danosmisgsié de
desordens autoimunes e de muitos tipos de canderesbilidade de
modular a vida e a morte de uma célula faz destatewm valioso e
potencial alvo na terapia antitumoral (ELMORE, 2007

A partir do momento em que uma célula recebe makiipara
gue se inicie a apoptose, comeg¢am a ocorrer dvefsaracdes em sua
morfologia, tais como o seu arredondamento, retrdg& pseudopodos,
reducdo do volume, condensacdo da cromatina, fraggé&o do
ndcleo, pouca ou nenhuma modificacdo em suas deagare divisdo
em corpos apoptéticos. Esses ultimos sédo rapidenfagbcitados e
removidos pelos macréfagos, sendo que esta sigatizacorre devido
a translocacéao da fosfatidilserina do lado intgra@a o lado externo da
membrana plasmatica, “marcando” as células que réeveser
fagocitadas. Este evento evita a geracéo de paxedtamatorios aos
tecidos vizinhos, diferente do que ocorre duramiea@ose. Todas estas
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alteragcbes morfolégicas sao consideradagpadrdo ouro para o
reconhecimento deste tipo de morte celular (HENGKNRR, 2000;
HAIL et al., 2006; INDRAN et al., 2011 ).

A maioria das alteragdes morfolégicas durante ocgsso
apoptético é causada por uma série de cisteinegses, chamadas
caspases, que sdo ativadas especificamente erascéhl processo de
apoptose. Estas enzimas possuem um residuo de&istesitio ativo e
clivam substratos que possuem residuos de &cidartiasp em
sequéncias especificas. A especificidade pelos gsespectivos
substratos € determinada por quatro residuos aerimonais no sitio
de clivagem. A ativagdo das caspases promove ecpmnto das
alteracdes celulares que caracterizam a apoptos® desestruturacao
da membrana nuclear e do arcabouco de laminascbimiensacdo de
cromatina, e degradacdo proteolitica das estrutumasieares e
citoplasmaticas. Estas alteracbes sao comuns & tslacélulas em
apoptose explicita, independentemente do agentgoindo processo.
Isso significa que a acdo destas caspases re@esera via final
comum, que opera em todas as células programadas nparrer
(BUDIHARDJO et al., 1999; HENGARTNER, 2000; HAIL etl.,
2006). As caracteristicas morfologicas da apoptesema breve
comparagdo a outro tipo de morte celular, a necrpseem ser
visualizadas na Figura 3.

APOPTOSE \%j e
Protedlise, fmgmcntﬂﬁu k\

Enwlh mento celular, do DNA e formagso dos N

- __.,.‘_&
membrana plasmatics e "g.‘ i
condensagio de cromatina ¢
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NECROSE s *
: ) A/ he

Intumescimento celular,

ruptura de organelas e de CITOLISE

membrana plasmatica

Figura 3: Caracteristicas morfol6gicas da apoptad& necrose.
Fonte: adaptado de Hail et al. (2006).
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Este mecanismo de morte celular programada pode ser
desencadeado por diversas maneiras, seja por ainegterno através
da via extrinseca ou citoplasmatica, seja por wmal éiterno através da
via intrinseca ou mitocondrial (HENGARTNER, 2000).

A via extrinseca (Figura 4) é desencadeada petgdm de
ligantes especificos a um grupo de receptores dtepsendo os mais
estudados os receptores Fas (CD95 ou APO-1) eaTI6 serem
ativados, 0s receptores recrutam proteinas adapsadeomo por
exemplo, a proteina adaptadora associada a CD@5apgresenta um
dominio de morte (FADD). Essas proteinas recrutapnéacaspase-8
formando um complexo sinalizador iniciador da apset (DISC:
complexo sinalizador indutor da morte). Como resldt ocorre a
ativacdo da cascata das caspases, onde a caspaEs&@ora do
processo causa a ativacao da caspase-3 efetoeacddeando a morte
celular (HENGARTNER, 2000; INDRAN et al., 2011). ndia, em
algumas células, a caspase 8 induz a clivagem gtitate da BID
(BH3-interacting domain death agonistevando a geracdo de um
fragmento chamado BID truncado (tBID), o qual le@maumento da
permeabilidade mitocondrial, com consequente lifrade proteinas
pro-apoptoticas, conectando desta maneira, asvikmsle ativacdo do
processo apoptético. Alternativamente, a via eséda pode ser
desencadeada pelos entédo chamados, “receptorepeedéncia’, tais
como, 0 UNC5A-D e o DCC, os quais apenas exercenofs letais
guando a concentracdo de seus ligantes especHtougem niveis
abaixo do considerado critico. As rotas moleculgeks quais 0s
receptores de dependéncia estdo conectados a rafhdgdo das
caspases executoras, em especial a caspase 3, fbeaanitas
recentemente. Na auséncia de seus ligantes espsctiireceptor DCC
parece interagir com a proteina adaptadora cito@iica DRAL para a
montagem da plataforma ativadora de caspase 9 (Mkitlal., 2009).
Outro receptor de dependéncia, UNC5B, na auséreiaed ligante
neutrina-1, recruta o complexo de sinalizacéo, @ mclui a proteina
fosfatase-2A (PP2A) e a proteina quinase assoeiadarte-1 (DAPK1)
(GUENEBEAUD et al., 2010). Esta interagéo leva sfaforilacao de
DAPK1, a qual pode mediar a ativacdo direta dapas&s executoras
ou favorecer a permeabilidade da membrana mito@irekterna.
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Figura 4: Apoptose extrinseca.
Fonte: Galluzzi et al.(2012).

Na via intrinseca (Figura 5), uma familia de prosi
antiapoptéticas, a BcL-2, atua na inibicdo da apstenquanto outras
duas familias, BAX e BH3, sé@o pré-apoptéticas p@ sapacidade de
induzir poros na membrana mitocondrial externaatee a um
aumento de sua permeabilidade. Esta via é ativadaipa série de
fatores independentes da ligagdo a receptorescda® privacdo de
nutrientes, danos ao DNA (via gene p53), ativagcgoodcogenes,
radiacao ultravioleta, e niveis elevados de espéertivas de oxigénio
(EROs). Os sinais de estresse sdo enviados as omiidas, que
integram os estimulos de morte celular, induzirelo desacoplamento,
com consequente liberacdo para o citoplasma deeipast pro-
apoptoticas normalmente confinadas ao espaco ietebmanario
mitocondrial, com consequente interrupcdo da funigid@nergética
desta organela. As proteinas liberadas séo clasts em duas
categorias. No primeiro grupo, encontram-se aefirat que ativam a



52 Revisao Bibliogréfica

via dependente de caspases, tais como citocromABL/Smac
(direct 1AP-binding protein with low pl/second mitmndria-derived
activator of caspas¢® HTRAZ2 qigh temperature requirement protein
A2). O citocromoc liberado liga-se a APAF-1 (fator-1 ativador de
protease apoptética), e esse complexo, na presingslP, ativa a
caspase-9, que ativara, por sua vez, a caspagea3DIABLO/Smac e
HTRA2 ligam-se as IAPs (proteinas inibidoras de papse),
desativando-as, prevenindo entdo o bloqueio deepsacapoptotico. A
protcase HTRA2 também exerce seu efeito apoptético
independentemente da acdo de caspases atravésaggerdl direta do
citoesqueleto e outros substratos celulares. Ansleguategoria inclui
outras proteinas pré-apoptéticas, tais como AlRo(fandutor de
apoptose) e endo G (endonuclease G), que apds $iberadas sao
translocadas ao nucleo, onde irdo promover a ceagéo da cromatina
e a fragmentacdo do DNA, independentemente da cabvadas
caspases, culminando em morte celular apoptoti®OMEER et al.,
2005, GALLUZZI et al., 2012).
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Importante destacar que, durante muitos anos, pt@gm foi
considerada a Unica forma de morte celular progiagrenquanto que a
necrose era considerada um processo de destruiedegdlada,
resultado de uma catastrofe bioenergética, incdugbatcom a
sobrevivéncia celular. Este tipo de morte é carae@o pela presenca
de vacuolos no citoplasma, pela perda da integgidkes membranas
plasmaticas e das organelas, pelo aumento do vobgtdar e por
inducdo de inflamacdo nos tecidos vizinhos, em miéccia da
liberacdo do conteudo celular e de moléculas irdtanas, que culmina
em injuria as células vizinhas (Figura 3) (OKADAAM, 2004).

No entanto, dados recentes da literatura indicaterhente que
a necrose, a qual tem sido vista tradicionalmeateocuma forma de
morte celular passiva, pode também ocorrer de maneigulada,
através de um mecanismo chamado “necroptose” awsecegulada.
Este mecanismo é caracterizado por intumescimeelalac e das
organelas, formacéo extensiva de vacuolos intricel e ruptura
rapida da membrana plasméatica, com auséncia dexduaies classicos
de apoptose, tais como, condensacdo de cromatifnagmentacdo
nucleossomal de DNA. E interessante observar queceoptose pode
ser ativada pelos mesmos ligantes que ativam at@geogTNFe e
Fas), com o envolvimento das quinases ativas dasipas de interacdo
com receptores (RIPK1 e RIPK3). Contudo, nestedpmorte, ndo ha
ativacdo ou execucgdo de morte pelas caspases, @mne durante o
processo apoptético. A necroptose esta envolvidgpatagénese de
inUmeras doencas, tais como injdria isquémica, quageneracdo e
algumas infecg@es virais, sendo que seus inibickfiesalvos atrativos
para o desenvolvimento de novos citoprotetores (SHRFFERSON;
YUAN, 2010; VANDENABEELE et al., 2010).

O organismo humano se depara com eventos mutagionai
diarios, que se ndo forem checados, podem levdesanvolvimento de
cancer. Em resposta a varias formas de estressgogiem resultar em
danos ao DNA, a resposta celular primaria é tenejparar este dano,
gue, dependendo da sua severidade, pode ativamdweas vias para
eliminar as células danificadas, por indugcédo degsso apoptotico. O
fator central deste processo de controle € o gepeessor de tumor
p53, conhecido também como “guardidao” do genomaamamExistem
fortes evidéncias da participacdo desta proteinasugaressdo da
tumorigénese, ja que a maioria das neoplasias eapeesnutacdes no
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gene p53, que codifica a proteina p53, ou defeitbsua regulagcéo
(RYAN, 2011).

A familia Bcl-2 possui cerca de vinte proteinaglgntificadas,
cada uma delas com duas ou mais isoformas. Elazesxepapel
fundamental nos mecanismos de sobrevivéncia e ngeftdar, onde
algumas atuam como proteinas antiapoptéticas egmot as células da
morte (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1), enquanto ougratuam como pro-
apoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bid). A expressdo destefnas pro-
apoptéticas influencia a liberacdo de véarias mdééscuque atuam
efetivamente na inducdo de apoptose intrinsecacteno citocroma,
fator de inducdo de apoptose (AlF), EndoG e prateBmac/DIABLO
(LESSENE et al., 2008; WANG; YOULE, 2009). Segurdkada e
Mak (2004), a superexpressao de proteinas antiajigs, tais como
Bcl-2, Bcl-xL, fator nuclearkB (NF«B), pode estar relacionada a
resisténcia a apoptose, detectada em muitas célutasais malignas.

Embora o cancer exiba caracteristicas muito hgéeens, todos
0s tumores malignos adquirem a propriedade de aeremém dos
limites impostos as células normais. A expansamatiala célula
transformada depende do descontrole da sua cagaqualiferativa e
da crescente capacidade de evadir ao processodtpopiPortanto,
apesar da enorme variabilidade do cancer, evid€deimonstram que a
resisténcia a apoptose é uma das caracteristices mascantes da
maioria dos tumores malignos (OKADA; MAK, 2004).

Neste ambito, a apoptose, na préatica clinica, septa um
potencial alvo terapéutico na inducdo de morte laelou para a
compreensao dos mecanismos de resisténcia a ragiatee a
guimioterapia. A elucidacéo de alguns dos mecarismaleculares da
apoptose abriram perspectivas de modulacdo direste dorocesso,
inclusive por produtos de origem natural. A terapianiotergpica bem
sucedida pode resultar na diferenciacio de céletatabelecendo suas
funcbes normais, bloqueando as células em algusa @ ciclo
celular, ou induzindo a morte celular, preferemogite por apoptose,
sendo que a indugdo deste processo € o objetimoigal de qualquer
terapia. Este processo de morte é considerado &leatermos de
tratamento, pois é aplicavel a todos os tipos digdlas cancerigenas,
além de ser a forma natural do corpo de elimindulag mutadas
geneticamente, sendo ainda possivel de ser indymidadiversos
mecanismos (BOIK, 2001).

A autofagia, também denominada macroautofagia, & vim
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de degradacdo, na qual componentes intracelulacesapturados em
autofagossomos e liberados aos lisossomos ondsaedegradados e
reciclados. Apesar de a autofagia ser fisiologicaem&m mecanismo
homeostatico de reciclagem intracelular e de regolametabdlica,
essencial & atividade normal das células, e deegoBncia em
condi¢bes de nutricdo escassa, ela também respom$timulos de
estresse, nos quais ela é necesséria para quetasas e organelas
danificadas sejam removidas (TAN; WHITE, 2008; WH|T2012).
Recentemente, a autofagia tem sido um alvo mole@dardado no
cancer e, por ser um processo celular fundamegtalmportante
conhecer sua influéncia na tumorigénese e na respostratamento
com determinados agentes (WHITE; DIPAOLA, 2009)be&sse que,
tanto a inibicdo quanto a ativacdo da autofagieepoder benéficas,
dependendo do tipo de tecido e estdgio do tumém ale outras
caracteristicas ainda ndo bem estabelecidas. Aagiagode, portanto,
ser promotora de tumor, por exercer funcdo de legmon celular,
fornecendo substratos para o metabolismo e a nag@denitocondrial,
como também ser supressora tumoral, através danatido de
substratos de proteinas oncogénicas, organelaficddas e proteinas
toxicas. Por tais razdes, € necessario que seadefiapel especifico da
autofagia em cada contexto para que se possaseea intervengao
terapéutica adequada (WHITE; DIPAOLA, 2009; KREUZR;
WATSON, 2012; WHITE, 2012). No caso de promocdo da
sobrevivéncia por autofagia, inibidores de autafggbdem ser Uteis;
todavia, se este mecanismo for eficaz em provotarinacdo das
células, a ativacdo da autofagia pode ser vantagsgeuticamente
(TAN; WHITE, 2008; GIULIANI; DASS, 2013).

Neste ambito, apenas trés estudos relacionaram as
cucurbitacinas a outro tipo de mecanismo de ada&oedie da inducéo
do processo apoptético. Recentemente dois grupgsesguisadores
(ZHANG et al.,, 2012b; ZHU et al.,, 2012) demonstmarajue a
cucurbitacina B foi capaz de provocar autofagialiahragens celulares
tumorais. O terceiro estudo relacionou o efeitd-iafftamatorio de uma
nova cucurbitacina natural (Cuc lla) a sua capaedie induzir, tanto
0 processo apoptdtico quanto autofagico, em magoéfdHE et al,
2013).

Outro conjunto de terapias visa inibir vias de ls&agdo de
sobrevivéncia que sdo reguladas por citocinas, dwios e fatores de
crescimento nos mais variados tumores, especiadmans casos
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avancados de CPCNP. Em células tumorais, companemdees destas
vias sdo alterados por ativagcdo de oncogenes mig,gbela perda de
funcdo de genes supressores de tumor, resultand@reliferacéo
celular desregulada, inibicdo do processo apoptéicaumento da
angiogénese. Estratégias terapéuticas direcionaalasmultiplos
elementos de uma cascata de sinalizagdo, por exem@m como
guinases intracelulares, podem ser candidatossideano alvos para o
blogueio da sinalizacdo celular. Nesse sentidoyias de sinalizacéo
PISK/AKT, RAF/MEK/ERK e STAT aparecem como candm@apara o
bloqueio de crescimento tumoral e inducdo de apgeptte células
tumorais (HAURA et al., 2004; TAN; WHITE, 2008; PBASYA et
al., 2011).

E bem conhecido que uma familia de receptores E@&F&po
tirosina quinase, os quais se encontram superesqaesm 45 a 70%
dos casos de CPCNP, transmitem sinais atravésveesas vias de
sinalizacdo celular, que acarretam alteracbes paessdo de genes
importantes para a regulacdo da proliferacdo aelazbrevivéncia e
oncogénese. As cascatas de sinalizacdo localizadaxo destes
receptores incluem RAF/MEK/ERK, PI3K/AKT e a via-dS8TAT. As
proteinas tirosina quinases do tipo ndo recept@eEsentes no
citoplasma, tais como Src e JAK, também sao imptetana regulagéo
de proliferacdo e sobrevivéncia celulares. (HENSGNBSON, 2006;
PRASASYA et al., 2011).

A familia de receptores de EGFR consiste de quatreptores
tirosina quinase transmembrandrios , extremamearieciglos (ErbB1,
ErbB2, ErbB3 e ErbB4), os quais ligam-se a umaesdé ligantes
extracelulares (NORMANNO et al.,, 2005). Estes ligan séo
classificados em dois grandes grupos, aqueles aeligam
predominantemente aos ErbB1, e aqueles que ligaans&rbB3 e/ou
ErbB4. O fator de crescimento epidermal (EGF) §gaexclusivamente
aos ErbB1, enquanto que outros ligantes, tais cammeuregulina,
ligam-se aos receptores ErbB3 e ErbB4. Nenhum tkgalireto do
ErbB2 foi descrito até 0 momento, reforcando a teig® que este atue
como co-receptor. Apés a ligacdo de um ligante (H®Fexemplo), os
receptores formam homo- ou heterodimeros, ativaaslovias de
sinalizacédo celular, diretamente abaixo destespteres (HAURA et
al., 2004; AYOOLA et al., 2012).

Na Figura 6 estdo demonstradas as vias antiapog@tivadas
pelos receptores de tirosina quinase ErbB. Neste edigacéo do fator
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de crescimento epidermal (EGF) aos seus receptoreB leva a
ativacdo de uma rede de vias de sinalizacdo, PBK/fem verde),
RAF/MEK/ERK (em vermelho) e JAK/STAT (em amarelgstas vias
promovem a ativacdo de proteinas antiapoptéticas lgnco) e a
inativacdo de proteinas pro-apoptéticas (em preéib)homodimero
ErbB2 ativa as mesmas vias de sinalizacdo, masetfer EGF para
sua ativacdo, e o0s receptores acoplados a proteirgtivam os
receptores ErbB através de Src (HENSON; GIBSON§R00

Figura 6: Vias de sinalizacao antiapoptoticas.
Fonte: Henson; Gibson (2006).

A seguir sdo descritas detalhadamente estas tes deé
sinalizagdo, com maior énfase dada a via PI3K/AKTje esta foi a
principal via afetada pelo tratamento com algumasubitacinas,
conforme descrito no capitulo 3 desta tese.
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2.3.1 A via de sinalizacao PI3K/AKT

Frequentemente, a resposta de sobrevivéncia celulan fator
de crescimento requer o envolvimento da via ddizag@io PISK/AKT.
As fosfatidilinositol-3 quinases, PI3Ks, constituemma familia de
quinases lipidicas caracterizadas por sua habdiddel fosforilar a
hidroxila na posicdo trés do anel inositol presembs residuos de
fosfatidilinositol (FRUMAN et al., 1998). A classk das PI3Ks sédo
heterodimeros compostos por uma subunidade czda(fit 10) e uma
subunidade regulatéria/adaptadora (p85). Estaecléasainda dividida
em subclasse 1A, a qual é ativada pelos receplertosina quinase, e
subclasse 1B, a qual e ativada pelos receptorgdaglos a proteina G.
O substrato para a PI3K o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2), o
gual gera o segundo mensageiro fosfatidilinosité|S3trifosfato
(PIP3). A ligagéo do EGF aos seus receptores@gra quinase resulta
na autofosforilacdo de seus residuos de tirosimwanbdo ao
recrutamento de PI3K para a membrana plasmati@éat da ligacado
direta aos residuos de fosfotirosina formados, wavés de seus
dominios SH2 da subunidade adaptadora p85. Is@® #e\ativacéo
alostérica da subunidade catalitica (p110) e p@uwie PIP3. Este
segundo mensageiro recruta, entdo, proteinas dbzagéo contendo
dominio homélogo ao da pleckstrina (PH) para a man#) incluindo
AKT, a qual sera fosforilada pelas proteinas PDK2, é¢ornando-se
ativa. Uma vez ativada, AKT ira mediar a ativacaonibicdo de
diversos alvos, resultando em sobrevivéncia celulagscimento e
proliferacao através de diversos mecanismos (FRESNRA et al.,
2004; HENSON; GIBSON, 2006) (Figura 7).

A via PI3K tem sinalizagdo comumente alterada maréacia do
cancer e a ativacdo pode se dar por mutacbes nuss gie seu
regulador negativo PTEN, por mutacdes no proprinpexo PI3K, ou
pela sinalizacdo irregular do receptor de tirogjugnase. A quinase
AKT, também conhecida como proteina quinase B (PK8p as
proteinas efetoras mais estudadas da via PI3K elaragdiversos
processos celulares, tais como a proliferacdo eolaegivéncia
celulares, tamanho celular e resposta a dispatdbiéi de nutrientes,
invasdo tecidual e angiogénese, e se encontranratiyaelas em
tumores sélidos humanos, bem como nos cancerestdiégieos
(BELLACOSA et al., 2005).
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Figura 7: Via PI3BK/AKT.
FONTE: adaptado de Fresno Vara (2004)

A fosforilagdo de midltiplos substratos resulta nieite
proliferativo de AKT. A fosforilagdo e consequentgibicdo da
glicogénio sintase quinase 3 (GSK-3) previne a attagdo da ciclina
D1, um efeito acoplado a fosforilacdo da quinaseTAKTOR, que
resulta na translacdo aumentada das ciclinas D13e(LDANG;
SLINGERLAND, 2003). Além disso, a AKT antagonizaedamente a
acado dos inibidores p21 e p27 do ciclo celular feséorilacdo de uma
regido préxima ao sinal de localizacdo nuclearyzimto a retencao
citoplasmatica destes inibidores (ALTOMARE; TESTA005;
BELLACOSA et al., 2005).

A proteina quinase AKT induz sinais de sobreviv@rmelular
gue previnem a morte celular programada por digersecanismos
independentes entre si, que se refletem, tantaibgdo da cascata de
caspases, quanto na transcricdo de fatores regesadim processo
apoptotico. A AKT inativa diretamente o fator pndeptético BAD,
prevenindo a liberacao do citocromaoas mitocdndrias. Em paralelo, a
AKT inibe diretamente a cascata das caspases pefarifacdo e
consequente inativacdo da pro-caspase-9 e pelarifagio e
estabilizacdo do PED/PEA15, um inibidor citosolida caspase-3,
contribuindo desta maneira, para o desenvolvimenfrogressédo do
cancer (TESTA; BELLACOSA, 2001; ALTOMARE; TESTA, @8).
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Além disso, a AKT fosforila a quinase reguladorasittal apoptético
(ASK1) (ZHOU et al., 2001) e retém no citoplasma fatores de

transcricdo da familia Forkhead, prevenindo a tmg@80 de

importantes genes pré-apoptoticos, tais como gasite, Bim, Trail e

Tradd. Outra acéo indireta da AKT € a de antagorozapontos de
checagem do ciclo celular mediados por p53, atrdaésanslocacdo e
fosforilacdo de Mdm2 (um importante regulador niegatdo gene

supressor de tumor p53) (MAYO; DONNER, 2001). Alélisso, a

AKT ativa a quinase IkB (IKK), um regulador posdgide NF-kB, que
resultard na transcricdo de genes antiapoptotie@VMIER et al.,

2004). Ela também participa do controle do cresetmecelular,

definido como o aumento no tamanho da célula, méseu numero.
Neste caso, o crescimento celular é a respostvadal disponibilidade
de nutrientes, mitdgenos e energia, sendo modufsda quinase
MTOR, localizada logo abaixo da AKT nesta via talszacdo, a qual
estimula a sintese protéica (BELLACOSA et al., 20@6sinalizacéo

mediada pela AKT ainda coopera em outros processbslares

caracteristicos do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 201d9mo por

exemplo, migragdo, invasdo e metastase do tumavéstda promogéo
da secrecdo de metaloproteinases (THANT et al.,02080 da

fosforilagdo da telomerase humana, suportando actemistica de
replicacao ilimitada das células tumorais (KANGlet 1999).

2.3.2 As vias de sinalizacbes RAF/MEK/ERK e JAK/STA

As proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPKs
constituem uma superfamilia de proteinas quinases tigo
serina/treonina, ativadas por diversos estimuloduindo EGF. Para
serem ativadas, ha necessidade de fosforilagcdoypas duas quinases
localizadas acima na via, MAPKK e MAPKKK (JOHNSON a.,
2005). Entre os grupos caracterizados de MAPKdadas-se: quinase
regulada extracelularmente (ERK), proteina quinaatdgadas por
estresse (SAPKSs), também conhecida como quinaseNdenminal
(JNK), e p38. As MAPKs podem se translocar ao mueeosforilar
fatores de transcricdo tornando-os ativos e redolaa expresséo
génica. O EGF ativa as ERKs, através da ligacgwataina adaptadora
Grb2 e/ou SHC aos receptores ErbB, recrutandotaipeoSOSson of
sevenlegspara o receptor (WU et al.,, 1993; HENSON; GIBSON,
2006). A proteina SOS é um fator de troca de ntidieo guanina, que
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apos o recrutamento @ membrana plasmatica pelptoeate superficie
ativado, provoca uma troca de Ras-GDP por GTP nanbmana
plasmatica, e a Ras-GTP interage com Raf-1 (umaHk&B, ligando-
se ao dominio regulador N-terminal desta quinasegralo-a. Esta por
sua vez, ir4 fosforilar MEK1/2 (uma MAPKK), que guhard na
ativagcdo da ERK 1/2 (uma MAPK). Esta ativacdo tasuha
fosforilacdo de uma variedade de substratos, imdtuia proteina
quinase ribossomal S6 (Rsk), a fosfolipase citoadh2 e os fatores de
transcricdo c-Myc, NF-IL6, Tal-1, Ets-2 e ElIk. Esfavada transcri¢cdo
génica aumenta os niveis dos membros antiapomdidamilia Bcl-2
e proteinas inibidoras de apoptose (IAPs). A afivage Rsk também
causa a fosforilacdo e inativacdo da BAD, um mengibéeapoptético
da familia Bcl-2 (LIN et al., 2002; HENSON; GIBSON0O06;
MCCUBREY et al., 2007; MCCUBREY et al., 2012).

A ativacdo dos receptores ErbB por fatores de icnesto
também desencadeia a ativacdo da via de sinalizB§B(STAT. A
Janus quinase (JAK) é uma familia de proteinasitisoquinase, que
fosforilam STATs (sinais transdutores e ativadodes transcricao)
localizados na membrana plasmética. Apés fosf@iags STATs sdo
translocados ao nucleo onde ativam a transcricdicayéA ativacao por
fatores de crescimento (EGF) de uma tirosina qgaim@sacelular (Src),
também induz a fosforilacdo de STATs e, consequwrie, sua
atividade transcricional. Sob acdo do EGF, o recefirbBl é
translocado ao nlcleo em algumas células tumoeaig, liga-se ao
DNA contribuindo para a ativacdo transcricional genes. Entre os
genes ativados por esta via destacam-se aquelesagliicam a
expressao de proteinas anti-apoptéticas, tais ddehd e BCL-x, e 0s
reguladores do ciclo celular ciclina D1 e c-Mycse®mpenhando um
papel importante na proliferacdo e sobrevivénciecéealas tumorais
(GARCIA et al., 2001; LIN et al. 2001).

Em razdo destas vias de sinaliza¢gbes se mostrdtenadas nos
mais diferentes tipos de céancer, elas sdo condaeram alvo
molecular promissor na prevencéo e na terapia deeods, onde tais
proteinas encontram-se superexpressas. Inibidoiresodd de dois
intermediarios de uma mesma via, ou de duas viasimthdizacdo
diferentes podem representar uma abordagem teiegpéoastante
efetiva (MCCUBREY et al., 2012).
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2.4 Modelos in vivo para avaliacdo de potenciais compostos
antitumorais

O crescente conhecimento sobre os eventos molesutiy
processo de oncogénese tem levado a identificagdooslos alvos
potenciais para a terapia quimioterapica e, corsggmente, abriu o
caminho para a concepcdo de novos compostos-afesecendo
possibilidades terapéuticas para melhorar a ewvoluclinica de
pacientes com céncer. O processo de P&D de novadlicameentos
inclui diversas etapas e requer um elevado investion financeiro,
assim como o recrutamento de pacientes que comocgde participar
de ensaios clinicos. Tipicamente, o plano de P&Dude agente
guimioterapico envolve etapas sequenciais, comestgdosin vitro
para identificar as propriedades béasicas do compastudos em
roedores para avaliar a sua potencial atividade odstrada
previamentein vitro, estudos farmacocinéticos para definir suas
propriedades ADME (Absorcdo, Distribuicdo, Metaboid e
Excrecdo), além de estudos toxicoldgicos para idedim doses néo
toxicas a serem testadas nos ensaios clinicos. Aléso, 0os ensaios
clinicos requerem grande ndmero de pacientes \@lost expondo-os
ainda a certos riscos, o que reforca a importaseiamvestigacao pré-
clinica de compostos antitumorais durante este egeac de P&D
(DECAUDIN, 2011; MORO et al., 2012).

Diferentes ensaiads vitro tém sido utilizados para identificacédo
de compostos potencialmente citotéxicos, como peemglo, o
protocolo estabelecido pelo Instituto Nacional dn€er dos EUA, no
final dos anos 80, que preconizava a utilizacdc6@dinhagens de
células tumorais para a triagem de novos compostmgdxicos
(SHOEMAKER, 2006). Contudo, a avaliacdo da eficatibsequente
em animais, desempenha um papel fundamental ndifickgéo e
selecdo dos compostos que podem ser conduziddapas gosteriores
de P&D, reiterando a necessidade de modelos anguaisnimetizem
adequadamente a patologia em questdo para o0 adequad
desenvolvimento do novo farmaco (DECAUDIN, 2011).

Basicamente, trés categorias de modelos de céteriizadas
nas investigagdes pré-clinicas, sendo eles os o®del camundongos
geneticamente modificados, os modelos xenografibesvados de
linhagens de células tumorais humanas, e aquebis fomgmentos de
tumores de pacientes humanos sdo implantados rdeeta em
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camundongos imunodeficientes, conhecidos como raddeiorgréafico
ou xenografico derivado de paciente (XDP). Em geval resultados
obtidos nestes modelos, por exemplo, em camundpmymem ser
guestionados por causa de sua correlagdo impedeita resultados
obtidos em humanos (BURCHILL, 2006; DECAUDIN, 2011)
Contudo, embora alguns compostos que se mostratams aem
modelos xenograficos terem falhado em ensaioscobnimuitos dos
farmacos clinicamente aprovados para uso demoastrar continuam
demonstrando, atividade frente a uma grande vatéeda modelos pré-
clinicos (JOHNSON et al., 2001; MORO et al., 2012)importante
ressaltar que os modelos em camundongos séo femasnealiosas
para a avaliacdo pré-clinica de novas estratégirapéuticas contra o
cancer, principalmente porque os seres humanosanmsndongos sao
geneticamente relacionados e, consequentemenpeinagais vias de
sinalizacéo celular séo conservadas entre as dpésies. Além disso,
a linha germinativa do camundongo pode ser modificpara gerar
diferentes linhagens, modelando diferentes aspelztosarcinogénese.
No inicio dos anos 80, os camundongos imunologiogme
comprometidos, capazes de suportar 0 crescimentotuderes
humanos, tornaram-se mais amplamente disponivei®GKF
GIOVANELLA, 1978), resultando no desenvolvimento dwdelos
xenograficos de tumores humanos, que representarspsjunto com
0os modelos geneticamente planejados, as princigaisgorias de
modelosin vivo de cancer, utilizados para os atuais estudosichcief
pré-clinica.

2.4.1 Modelos xenogréficos derivados de linhagense dcélulas
tumorais de pacientes

Xenotransplante € o nome dado a qualquer procetbroare
envolva o transplante de células vivas, tecidosémfos de uma
espécie para outra. O crescimento de tumores hiswanaima espécie
diferente como, por exemplo, em camundongos, requero animal
hospedeiro seja imunodeficiente para prevenir eig@&p da amostra
transplantada. Existem muitas linhagens de camuudon
imunodeficientes, geneticamente determinados cdatemutacfes
Unicas (NUDE, SCID, BEIGE, XID, RAG-1 NULL, RAG-2WLL) ou
mutacdes combinadas (BG/NU, BG/NU/XID, NUDE/SCID,
NOD/SCID) (PETERSON; HOUGHTON, 2004; FIRESTONE, @p1
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Estas espécies tém diferentes deficiéncias imgiwalé e a
disponibilidade de vérias linhagens permissivas epaalimentar
consideravelmente a eficiéncia da técnica de xangptante. No
entanto, camundongos severamente imunocompromeédosambém
um alto custo e sua manipulacdo requer ambienfggiooa criacdo e
pessoal altamente treinado. A técnica de xenotlamsp tumores
humanos em camundongaside foi relatada, pela primeira vez, nos
anos 60/70 (RYGAARD; POVLSEN, 1969; GIOVANELLA etl..a
1972). Os modelos de camundongade sdo os mais utilizados no
desenvolvimento de potenciais farmacos anticAncdangbém em
estudos da Dbiologia dos tumores, e camundongos com
imunodeficiéncias combinadas graves (por exempllDS BEGE,
XID) tém ampliado a possibilidade de modelos e #ngede tumores
humanos, que antes eram dificeis de realizar (M@RaD, 2012).

Os tumores dos modelos xenogréficos podem sera@geeadartir
da injecao de linhagens de células tumorais humamasamundongos
imunocomprometidos, ou por transplante direto dgrfrentos do tumor
do paciente em tais camundongos. Este Ultimo éenithd entre os
pesquisadores como “tumorgrafico”, “xenograficotdmor primario”
ou “xenogréfico derivado de paciente”, justamerteamiferencia-lo do
modelo xenografico convencional. Deve-se considgre o cultivo
prévio das células tumorais pode provocar mudamgaexpressao
génica das mesmas (DANIEL et al., 2009), assim cnanoomposicao
das populagBes celulares, que constituem o tumpraha original,
resultando num xenotransplante de uma populac@éldis que nao é
totalmente representativa do heterogeneidade dortonginal. Além
disso, estudos envolvendo a resposta a farmacogdxitos, em
modelos xenograficos de linhagens de células husnanaitas vezes
ndo correlaciona a atividade observada em paci¢EERBEL et al.,
2003), especialmente quando as células séo inferadeutaneamente.
Por outro lado, quando se usa o0 modelo ortotépomgrafico, ou seja,
guando as células sédo implantadas diretamente cab dmatdbmico de
origem (FIRESTONE, 2010), hd uma melhor respostedifiva,
desenvolvendo, com maior frequéncia, a doenca tagtas que nao é
normalmente observada nos modelos subcutaneostindnao melhor
a doenca observada em pacientes (JOHNSON et all; RERBEL et
al., 2003). Muitos grupos de pesquisa, no entateim relatado o
sucesso ao transplantarem fragmentos frescos dwdsrderivados de
humanos em camundongos imunocomprometidos (FIEBHE,&2007;
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MORTON; HOUGHTON, 2007; FIRESTONE, 2010). Nestesosa 0
transplante, tanto subcutédneo quando ortotopiceepra nas passagens
iniciais o fenotipo histolégico do tumor do doadmermitindo o estudo,
ainda que momentaneo, do microambiente tumoral.

Neste ambito, evidéncias sugerem que o microangbtentoral,
composto por componente do estroma e células imalesempenha
importante papel na tumorigénese. Nos modelos xéfiogs, no
entanto, o estudo do material humano transplantadgamundongo
tem certas limita¢gBes, incluindo o sistema imunicldgomprometido,
diferencas na especificidade das espécies, e iibpinssie de avaliar
0s eventos iniciais da tumorigénese. Embora os lmedenograficos
venham sendo utilizados historicamente no deseimehto de
diversos agentes citotoxicos, o numero limitadondelelos adequados
de células, além do crescimento tumoral altamegresaivo no animal
hospedeiro, tém limitado a sua utilidade (SAUSVILLBURGER,
2006).

2.4.2 Modelos de camundongos geneticamente planejad

Um camundongo geneticamente modificado é um camnmgudo
cujo genoma foi alterado por técnicas de engenhgeiaética. O
genoma destes camundongos sofre alteracfes em g@nidamente
envolvidos na transformacdo maligna, que podem reatados,
deletados ou ainda super expressos. Consequengenmemtfeito da
alteracdo destes genes € estudado ao longo do fampavaliar o seu
efeito na tumorigénese e, além disso, respostagéeticas podem ser
seguidas in vivo (CASTROP, 2010; MORO et al., 2012). O
desenvolvimento de modelos mais complexos de caomgod
geneticamente planejados tem permitido o estude m#dadoso da
iniciagdo do processo tumoral em um animal imungeiente
(FIRESTONE, 2010).

H4 duas abordagens técnicas béasicas para produmir
camundongo geneticamente modificado. A primeireokmva injecao
de uma solugdo de DNA, contendo o transgene deegse no
prontcleo de um évulo recém-fertilizado. Esta melmgia faz com
gue varias coOpias do transgene injetado se integgemum sitio
aleatério no genoma e sejam transmitidas de forreadeiliana. O
transgene deve conter todos os elementos de un(g®maotor, regido
codificante, sitio de adicdo de cauda poli-A), porédeve ser
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construido por técnicas de DNA recombinante, poodeset utilizado
para super expressar um gene de interesse emsezsgecificos do
camundongo (GORDON et al.,, 1980; PEREIRA, 2008)sefunda
abordagem envolve a alteracdo de DNA ja existemtanimal, através
da recombinacdo homdloga em células-tronco embiamd@o gene
alvo (THOMAS; CAPECCHI, 1987). Este método é empoky para
manipular um gene Unico, na maioria dos casosraingo o gene alvo.
A capacidade de modificar regides especificas daoma do
camundongo por recombinacdo homologa permite acawriaem
potencial de camundongos com qualquer genotipojatkse Estes
animais sdo uma ferramenta importante para o esteidong&o génica
através da observacao das consequéncias fenotftacatteracdo do
gene em questdo (PEREIRA, 2008).

Dentre os modelos de camundongos geneticameniejgios,
pode-se citar o0 modelo de tumor de pulmdo obtido giecionar
c-RAF quinase constitutivamente ativada para o falgestes animais
(camundongos c-RAF-1-BxB geneticamente modificadésie modelo
foi desenvolvido por um grupo de pesquisadores &smda
Universidade de Wirzburg (KERKHOFF et al., 2008)ieempregado,
nesta tese, para a avaliacdo antitumoral de umvdieride cucurbitacina
(CUC 37, também chamada DECUCBS83 no capitulo ditante a
realizacao do estagio sanduiche na Universidadéidster, Alemanha
(Capitulo 11l desta tese). Até o momento, ndo Hatee do emprego
deste modelo para avaliagdo da potencial atividaat@umoral de
cucurbitacinas, o que confere um carater inovadesta estratégia de
estudo.

Sabe-se que a RAF quinase e seu ativador local&eitha nesta
via de sinalizacdo, o GTPase RAS, sdo altamentegénicos e suas
formas ativas e mutadas sdo frequentemente endastean tumores de
pulmao. A proteina c-RAF-1 consiste de um domiegutatério NH2-
terminal, o qual medeia a interacdo com o RAS edaminio de
guinase COOH. A dele¢éo do dominio regulatério NétEainal leva a
ativacao constitutiva desta quinase, chamada el®@sRAF-1-BxB, a
gual é altamente oncogénica em animais e tambémcudtoras
celulares (STANTON et al., 1989). A expressédo adeghna oncogénica
c-RAF-1-BxB quinase, direcionada ao pulméo, soboatrole do
promotor humano SP-C, permite a expressao destaimacem células
epiteliais dos alvéolos pulmonares, resultandopido aparecimento
de adenomas alveolares. Logo ap6s um més de \W@dzmundongos
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comecam a desenvolver focos tumorais no tecido okve
(KERKHOFF et al., 2000).

Na Figura 8 esta demonstrada a estrutura dasimaste-RAF-1
e c-RAF-1-BxB e a sequéncia de DNA recombinantectbnando a
expressao de RAF sob o controle do promotor SPafa. & geracdo dos
animais geneticamente alterados, os cassetes oess&p do vetor SP-
C-c-RAF-1-BxB foram liberados pela digestdo comanatleases de
restricdo e, entdo, os fragmentos de DNA purifisafdoam injetados
em ovos fertilizados de camundongos C75BL/6xDBA-8B contrario
da sua forma ndo mutada, a c-RAF-1, que requeacdtd/ por seus
ativadores RAS, a proteina c-RAF-1-BxB é constiitiente ativa

(KERKHOFF et al., 2000).

Ndel EcoRI EcoRI Notl
SP-C Promoter coraf- SP-C -c-raf-1
1 648
c-Raf-1
Ras Interaction ATP
Ndel Notl
I SP-C Promoter H c-raf-1-BxB I—] SP-C c-raf-1-BxB
c-Raf-1-BxB

Arg ATP

Figura 8: Representacdo esquematica das proteinas
c-RAF-1 e c-RAF-1-BxB. Fonte: Kerkhoff et al. (Z)0
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a acao citotoxica de cucurbitacinas nasura de
derivados semissintéticos, propor 0 mecanismo @e de morte celular
in vitro para os compostos mais ativos, e avaliar a agdtaraaral do
composto mais ativo, num modelo animal de tumagrudmao.

3.2 Objetivos especificos

v/ Realizar a triagem citotéxica de uma série de hi@ginas
naturais e derivados semissintéticos (DECUCS), tdrea
diferentes linhagens celulares tumorais, atravésedsaio
colorimétrico do MTT (Capitulo 1);

v Elucidar o mecanismo de morte celuiarvitro induzida pelos
compostos mais ativos (Capitulos I, 1l e IV), aatés de
metodologias especificas, em células A549;

v Determinar os perfis de transducéo de sinais, dulaséA549,
tratadas com os compostos mais ativos (Capitulesii);

v/ Realizar uma andlise comparativa dos efeitos cimdé dos
compostos mais ativos, em células NIH3Wad type e
NIH3T3 estavelmente transfectadas com oncogernies;dmo
RAF and RAS (Capitulos Il e IV).

v’ Avaliar a atividade antitumoral da CUC 37, que sstmou ativa
in vitro, em um modelo animal de tumor de pulméo induzido
pelo oncogene c-RAF (Capitulo 111).






CAPITULO I
TRIAGEM IN VITRO DA ACAO CITOTOXICA DE
CUCURBITACINAS NATURAIS E DE DERIVADOS
SEMISSINTETICOS
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1. APRESENTACAO

Este capitulo apresenta os resultados da triagttoxica de
novas cucurbitacinas naturais e de derivados semdissos, frente a
diferentes linhagens de células tumorais.

As cucurbitacinas naturais (CUCs), bem como setisaii®ds
semissintéticos (DeCUCSs), foram obtidos pela Pidfa. Karen Lang,
através de parcerias com o Laboratério de Sin@stC/CFM/UFSC
(Prof. Dr. Miguel S. B. Caro), o Laboratorio de t88e Organica da
Universidade de Buenos Aires (Prof. Dr. FernandaeddDuran), e o
Laborato6rio de Quimica Farmacéutica, CIF/CCS/UFBf( Dr. Eloir
Paulo Schenkel), aos quais agradecemos esta fautotzboracéo.

As solucdes-estoques foram preparadas a partir nuessas
disponiveis de cada amostra, em concentracdesdaariatravés da
solubilizacdo em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck). rBaa realizacado
dos ensaios, as solu¢des-estoques preparadasdidiuédas em meio de
cultura ou em A&gua ultra-pura, nas concentracdegjatias, nao
ultrapassando 1% de DMSO, que é a concentracdesiada no
Laboratdrio e que ndo se mostrou citotoxica (dadasmostrados).

Os 51 compostos avaliados estao apresentados mindJua

Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotOxéra
linhagens tumorais.

. Cadigo
Numero Composto (Origem)
KL-2
1 KL2-122

(1)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxéra
linhagens tumorais. (continuacgéo)

. Cadigo
NUmero Composto (Origem)
KL-7
2
2)
KL-10
3
4)
KL-35A
4
9
5 KL-35B
(10)
KL-38
° (12)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

Cadigo

Namero Composto (Origem)

KL-49
(12)

KL-57
(16)

KL-65
(19)

70
(20)

10 : [ woAe onc 71/KL2-

KL-
73/KL2-
80
(21)

11
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotOxéra
linhagens tumorais. (continuacgéo)

Ndmero Composto (ggg(i;grg)
12 ?55
13 e
14 gg)
15 K(Lz-g)g
16 K(L2-78)3
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

. Cédigo
Numero Composto (Origem)
Cayapeo
17 C
(35)
WT01
18 (39)
KL2-0
19 (50)
KL2-1
20 (51)
KL2-19
21 (52)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéao)

Namero Composto (gggggrﬁ)
22 Kléél)Bg
23 KIZSZ)W
24 Klé;)w
25 o i | &) WoAc oac KL(25-2)GB
26 KL(25—273)98
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

. Cadigo
Numero Composto (Origem)
KL2-110
27 (58)
KL2-117
28 (59)
KL2-
29 129A
(60)
KL2-133
30 (61)
KL2-134
31 (62)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéao)

, Cadigo
Nuamero Composto (Origem)
KI2-136A
32 (64)
KL2-
33 136B
(65)
KL3-25
34 (80)
KL3-29X
35 (81)
KL3-5
36 82)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

. Cadigo
Numero Composto (Origem)
KL3-5X
37 (83)
KL3-1
38 (84)
KL3-3X
39 (85)
40 KL3-20X
(86)
a1 KL3-31X

(87)
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

Numero Composto (gggégrﬁ)
2 “eo)
3 "o
" oo
s “en
46 Dl?gi;())B
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Quadro 2: Cucurbitacinas utilizadas para a triagem citotoxiza
linhagens tumorais. (continuacéo)

Numero Composto (gggégrﬁ)
47 V?9634;A
48 V?gégc
0 e
50 o
61 KL3-32

(97)
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As linhagens tumorais humanas utilizadas nestaltrakforam
as seguintes: A549 (adenocarcinoma de pulmdo) aedigela
Universidade de Barcelon&uropean Collection of Cell Cultures
(ECACC); RD e KB (rabdomiocarcinoma e carcinomaofer$ngeo,
respectivamente) adquiridas do Instituto Aldolfd4, (540 Paulo, SP; e
HCT-8 (adenocarcinoma ileocecal) obtidas de Tex&b AJniversity
System, EUA. As células de neuroblastoma murinoA,Nfbram
cedidas pelo Professor Carlos Roberto Zanetti, dbotatério de
Imunologia Aplicada, MIP/CCB/UFSC.

Todas as linhagens celulares foram cultivadas eno MEM
(Minimal Essential Medium, Cultilab®), com excecda HCT-8, que
foi cultivada em Meio RPMI 1640 (Gibco®), suplenads com 5%
de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®), e mantidas exados de cultura
estéreis de 75cm? a 37C°, em atmosfera umedecifizdie CG.

Para avaliagédo da citotoxicidade em células turapcaimétodo
utilizado foi o ensaio colorimétrico com sal deraeblio 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio (MTT), myposto por Mosmann
(1983). O MTT é um composto hidrossolavel, que eofucio
apresenta coloracdo amarelo-palido e é faciimemterporado por
células viaveis, que o reduzem em suas mitocondpatas
desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convedidaim composto
conhecido por formazana de colorag¢éo roxa, nao/slom agua, que
fica armazenado no citoplasma celular. O ensaiorioaétrico com
MTT é um método sensivel e quantitativo, que med@antidade de
formazana formada por espectrofotometria, onddar @& absorbancia
obtido é proporcional ao niumero de células viaBIOSMANN,
1983).

Para a realizacdo do ensaio, suspensdes de cadadasna
linhagens tumorais usadas neste estudo, contendxirmpdamente
1,0 x 10 células/mL, obtida por tripsinizacdo de um fradeocultura
celular, foram distribuidas em placas de 96 caadad
(10* células/cavidade). As placas foram incubadas pdr, 2 37°C, em
estufa de CQ Apds 24 h, o meio MEM foi substituido pelos
compostos, em diferentes concentra¢des, atravéiuiles sucessivas
na razdo 1:2, e as placas foram incubadas, paediéts periodos de
tempo previamente definidos (48 e 72 h). Apds, donte cada
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cavidade foi substituido por 50 de uma solucédo de MFT{1mg/mL),
e as placas foram novamente incubadas por 4 hlua&ode MTT foi
entdo removida e substituida por 1@0de DMSO/cavidade (Nuclegr
para dissolver os cristais de formazana. As plemras agitadas por 10
min a temperatura ambiente, e as absorbancias fanadidas em
espectrofotbmetro (Tecan®, modelo Infinite 200 PRCH40 nm.

Os valores de absorbancia medidos para cada coeg@&mtde
cada material-teste foram transformados em porgenta de
viabilidade (X%), em relacdo aos controles celdareonsiderados
1,00% viaveis, através da seguinte férmula, onde [¥nsidade
Optica:

X % = DO naterial-teste X 100
Docontrole celular

Em seguida, os percentuais calculados referentdifeientes
concentracBes das amostras, foram inseridos nuiicayré através de
analise de regressao linear, foi possivel calcal®@8G, ou seja, a
concentracdo de cada amostra que reduziu em 50%bdidade
celular. Os valores de Ggcalculados representam a média de trés
experimentos independenteslesvio padrao.

Como controles positivos, durante a avaliacdo d&o ag
citotoxica foram utilizados paclitaxel (Sigma®) eoxdrrubicina
(Zodiac®).

Os compostos foram fornecidos para avaliagdo ens doi
momentos distintos. Primeiramente, foram obtidosavaliados 33
compostos e, apds o término da primeira triagemgniofornecidos
mais 18 compostos. Com o primeiro grupo de compdsi® nimeros 1
a 33), foi realizada uma triagem numa Unica comagab molar
(50 uM), por 72 h, por noés definida comat-off para a acao citotoxica
(Tabela 1).

A partir dos resultados obtidos nesta triagem, para
determinacao dos valores de {g@as amostras, foram selecionados os
compostos que apresentaram viabilidade celular mdaoque 50%,
em, pelo menos, duas das linhagens celulares daslidDs valores
expressos como Ggpodem ser visualizados na Tabela 2.

! Preparo da solugéo-estoque de MT:Tforam utilizados 5 mg de MTT (Sigfa
para cada mL de PBS (p/v). Para uso, foi feitduagdio em meio MEM (1mg/mL).
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Tabela 1: Triagem citotéxica do primeiro grupo de cucurhitas testadas
frente a diferentes linhagens celulares tumoraigosc resultados estédo
expressos em percentuais de viabilidade celular.

Linhagens celulares tumorais

cucC

A549 KB RD HCT-8 N2A
1 76,59 77,16 83,21 101,00 67,46
2 20,00 2,02 51,87 28,23 20,84
3 48,09 45,59 65,20 62,77 2591
4 76,59 91,27 76,64 120,18 53,02
5 52,66 70,94 53,18 80,05 19,09
6 84,70 78,45 67,16 96,11 40,67
7 69,33 29,07 61,35 80,83 34,54
8 67,52 60,92 76,51 76,95 30,84
9 29,99 32,48 35,48 16,10 5,32
10 69,04 74,38 69,92 77,14 24,00
11 54,12 37,08 56,47 42,50 36,62
12 13,57 1,37 12,29 21,62 10,50
13 13,06 1,08 5,19 19,73 12,19
14 72,94 90,96 86,48 50,78 50,78
15 18,04 1,89 13,69 19,59 13,25
16 10,19 1,49 2,94 10,59 9,31
17 77,64 85,81 41,83 69,78 55,64
18 10,41 1,30 4,31 21,50 10,58
19 3,50 0,82 1,62 1,85 20,45
20 4,64 1,37 2,15 11,95 3,32
21 77,64 80,50 85,87 55,95 25,93
22 48,61 24,46 20,21 62,92 26,37
23 74,66 84,96 79,53 77,54 60,02
24 66,63 78,27 80,03 62,27 39,43
25 55,75 45,04 37,94 49,88 55,04
26 69,01 89,05 87,61 72,43 48,71
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Tabela 1: Triagem citotoxica do primeiro grupo de cucurhitas frente a
diferentes linhagens celulares tumorais, cujosltatos estdo expressos

em percentuais de viabilidade celular. (continupcéo

Linhagens celulares tumorais

CcucC

A549 KB RD HCT-8 N2A
27 81,03 80,27 65,07 69,77 41,61
28 34,94 1,30 1,67 26,63 3,70
29 7,61 2,18 1,22 3,83 38,70
30 36,19 2,93 3,23 17,09 23,17
31 12,84 1,95 1,21 1,69 7,06
32 82,07 84,28 53,24 62,26 45,19
33 66,16 53,00 10,21 54,61 33,11

Tabela 2: Determinacdo dos valores de &@as cucurbitacinas mais
ativas na triagem anterior frente a diferentesagens celulares tumorais.

Linhagens celulares tumorais

CcucC
A549 KB RD HCT-8 N2A
2 30,945 + 23977+ 29,830+ 30,783+ 45,235+
2,652 2,089 2,489 2,644 6,485
3 62,735 + 34,210+ 45,059 S50 35,379
2.680 2.008 11.822 6,998
9 41,425 + 44768 £+ 32,018+ 25,733+ 24,258 %
3,090 2,563 2,798 0,801 3,052
11 S50 16,688+ 23,545+ 17,151+ 39,835%
1.476 0.445 2,490 1,435
12 12,837 + 14,722+ 12,735+ 10,566 + 33,444 +
0,585 0,356 3,755 0,846 10,746
13 1,445 + 1575 + 1,075 3,318 + 7,222 +
0,106 0,209 0,078 0,018 0,801
15 19,512 + 16,272+ 13,500+ 12,798+ 15,210 +
1.921 0.693 1.089 1,559 5,402
16 4,808 2,794 2,153 2,057 £ 6,346
0,018 0,856 0,044 0,640 0,973
18 3,825 £ 2,376 £ 2,060 = 5,087 £ 3,883
0,460 0,295 0,069 0,324 3,730
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Tabela 2: Determinagéo dos valores de 4@as cucurbitacinas mais
ativas na triagem anterior frente a diferentesadg#ns celulares tumorais.

(continuacéo)

19 0,031 + 0,032 + 0,013 + 0,022+ 0,117 +
0,007 0,005 0,001 0,005 0,106

20 2,540 + 2,653 * 4,236 + 3,132 + 5,457 +
0,622 0,834 0,657 0,192 1,977

29 41,285 + 21,719+ 30,890 + >50 37,726 +
1,393 4,825 0,311 0,964

o5 45,085 + S50 40,635+ 46,838+ 13,078+
0,926 1,704 4,472 9,419

o8 32,446 + 14,367+ 20,385+ 34,290+ 11,691+
2,885 1,382 1,690 1,323 4,630

29 9,500 + 3,149 + 1,400 £ 5,155 + 7,044 +
0,099 0,207 0,113 1,026 4,820

30 22,190 + 22,864 + 11,110+ 20,389+ 30,139+
4,045 0,196 0,693 0,529 8,554

31 9,454 + 10,499 * 6,320 + 7,232+ 11,454 +
1,157 0,843 0,428 0,913 4,305

30,609 + 35,744 +
33 >50 >50 6.210 >50 5184

Pac 0,054 + 0,006 + 0,024 + 0,017 0,170 %
0,011 0,001 0,003 0,0001 0,055

Dox 1,459 + 0,335 + 0,788 + 1,726 + N.D
0,159 0,005 0,089 0,131 T

CGCs= Concentracdo toxica a 50% das células (uM), cu@dsres representam a media +
D.P. de trés experimentos independentes. Estesesaforam calculados por andlise de
regressao linear. N.D.= Nao determinado.

Entre as cucurbitacinas testadas, as sete matéxiii@s frente
as cinco linhagens celulares tumorais foram asUdeeros 13, 16, 18,
19, 20, 29 e 31, com valores dedg@ariando de 0,013 a 11,4pM.

Os compostos 16 e 18 sdo cucurbitacinas naturéiditas,
isoladas das raizes @dilbrandia ebracteatdtaiuid), e seu isolamento,
caracterizacao estrutural e determinacdo de sua @igAdxica foram
recentemente publicados pelo nosso grupo de pasquoisperiddico
Planta Medica(LANG et al., 2011). Neste artigo foi relatada rzqe a
acao citotoxica das cucurbitacinas naturais 12,153,16, 18 e 19, as
qguais correspondem aos compostos 5, 6, 3, 2, 1da publicacéo,
respectivamente, em quatro das cinco linhagensacetu tumorais
descritas anteriormente (A549, KB, RD e HCT-8).
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Num segundo momento da realizagdo desta tese &ois
apos o inicio da primeira triagem), foram fornesidmra avaliagédo
mais 18 compostos (numeros 34 a 51), que sdo desva
semissintéticos da cucurbitacina B e da dihidroditacina B, e
também alguns glicosideos (compostos de numeros 4D). Por
guestdes préticas, estes compostos foram avalimosnte em células
A549, uma vez que essa linhagem ja havia sidoagbeita a avaliacéo
de mecanismo de acdo de morte celular de outropasios. Os
valores expressos como EQuntamente com o intervalo de confianga
para cada dado, foram obtidos em dois tempos thnteato (48 e 72
horas) e podem ser visualizados na Tabela 3.

Tabela 3: Determinacdo dos valores de Qo segundo grupo de
cucurbitacinas frente as células A549.

48 horas 72 horas
CcucC CCsg Intervalo de CCs Intervalo  de
(uMm) confianga 95% (uM) confianga 95%
34 >100 - 66,74 51,56 — 86,39
35 87,77 75,08 — 102,62 77,74 62,83 — 96,18
36 >100 - >100 -
37 0,42 0,16 — 1,13 0,12 0,06 — 0,23
38 34,93 31,40 — 38,85 29,09 25,21 — 33,58
39 1,33 0,452 — 3,94 0,12 0,07 - 0,20
40 >100 - >100 -
41 >100 - >100 -
42 >100 - >100 =
43 28,8 18,98 — 43,71 11,52 6,80 — 19,52
44 >100 - >100 -
45 >100 - >100 -
46 37,99 30,88 — 46,75 48,55 36,12 — 65,28
47 49,32 38,45 — 63,27 31,27 27,63 — 35,37
48 76,34 57,61-101,14 53,60 45,77 — 62,76
49 >100 - >100 -

50 >100 - >100 -
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Tabela 3: Determinacdo dos valores de Qo segundo grupo de
cucurbitacinas frente as células A549. (continupgao

48 horas 72 horas
CucC CCx Intervalo de CCs Intervalo  de
(uM) confianga 95% (uM) confianga 95%
51 >100 - >100 =
DOX 3,69 2,34 -5,82 1,18 0,89 -1,55
PAC 1,16 0,73-1,84 0,19 0,11 -0,32

CGCs= Concentracédo toxica a 50% das células (uM); aosl@xperimentais de
citotoxicidade foram analisados por regresséo in&ai e calculados utilizando log
(composto) comparado com a resposta normalizalbgg variavel), através do
software GraphPad Prism.

No segundo artigo, que foi publicado no periédBémorganic &
Medicinal ChemistryLANG et al., 2012), foram descritos os resultados
referentes & acéo citotdxica dos precursores citiciria B (cuc 19) e
dihidrocucurbitacina B (cuc 12), e de seus 29 deldg semissintéticos.
Para facilitar a leitura, os nUmeros referenteda ca@mposto citado no
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1. APRESENTACAO

Os estudos que demonstraram o efeito indutor déencetular
programada pelas cucurbitacinas (os quais foranesaptados na
revisao bibliografica desta tese) impulsionarareaizacédo da segunda
etapa deste estudo, que consistiu em avaliar onisaoa da morte
celular induzida por uma das cucurbitacinas nagumais citotoxicas
(n°. 18 do Quadro 2 desta tese) do primeiro grupoia@l a qual é
inédita e foi nomeada “Cuc 1” nesta publicacdo,cétalas de cancer
de pulmao. Os resultados obtidos foram compiladoforma de um
artigo, o qual foi aceito para publicagdo no pecdédnternational
Journal of Cancer Researcbujo manuscrito encontra-se a seguir.
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ABSTRACT

Cancer represents a major public health problem from all over the world and the lung
carcinoma is the leading cause of cancer death. In this sense, the aim of the present study was to
examine the cytotoxic effects of a novel Cucurbitacin (Cucl) isolated from Wilbrandia ebracteata
on human non-small-cell lung cancer (A549). In order to achieve this aim, the cell proliferation was
measured by MTT assay and actin cytoskeleton was stained by rhodamine-phalloidin, whereas, the
cell eycle distribution and apoptosis induction were quantified using flow cytometry. The signal
transduction profiling of Cucl treated cells, as well as the levels of apoptotic proteins were analyzed
by Western blotting. Cucl significantly inhibited cell growth showing IC50 values of 13.5+1.8 and
3.840.4 uM for 48 and 72 h of treatment, respectively. Additionally, Cucl arrested cell cycle at
G2/M phase, disrupted the actin dynamics and induced apoptosis since the amount of apoptotic cells
increased from 5.18+0.585% in the untreated cells to 73.824£0.545% in the treated cells. Detailed
analysis on the mechanism of action revealed that Cucl inhibited the phosphorylation of Protein
Kinase B (PKB/AKT) and Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT3) signaling
pathways, down-regulating the expression of Bel-2 and consequently inducing cytochrome ¢ release
from the mitochondria to the cytosol. These results suggest that the Cucl could be a potential
candidate for cancer chemotherapy agent.

Key words: Cucurbitacins, lung cancer, apoptosis, cell cycle arrest, signaling pathways

INTRODUCTION

Cancer can be considered a major public health problem all around the world. In the United
States, 25% of all deaths are related to cancer. Only in 2011, were estimated 221,130 new cases and
156,940 deaths related to lung cancer specifically. Worldwide, the non-small-cell lung carcinoma
(NSCLQ) is the leading cause of cancer death in both men and women (Han and Roman, 2010;
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Siegel el al., 2011). In spite of quick advances in diagnostic and surgical techniques, lung cancer
remains one of the hardest treatable human cancers. Until today treatment modalities are
ineffective and new therapies are necessary to reduce the effects of the increasing incidence in this
type of cancer (Kim et al., 2003).

Apoptosis is a form of programmed cell death that permits to eliminate unwanted, redundant,
or mutated cells from organisms, without causing damage to the ecellular microenvironment,
(Russc et al., 2008). In cancer cells, multiple genetic mutations and the overall cellular stresses of
malignant transformation are associated with substantial pro-apoptotic activity (Call et al., 2008).
However, cancer can persist and dysregulation of apoptosis might be essential for the survival of
many cancers providing inherent resistance to chemotherapeutic agents (Tan and White, 2008;
Sayers, 2011). Thus, a rational approach for treating cancer is the modulation of apoptosis pathway
by targeting components of the apoptotic mechanism and its regulators in order to reestablish the
apoptotic function (Nicholson, 2000; Call ef al., 2008; Indran et al., 2011).

Plants synthesize a wide variety of biologically active compounds and for that reason there 1s
a growing interest in their use as a source of new anticancer drugs (Lee ¢f al., 2011}. Cucurbitacins,
for instance, are a group of diverse tetracyclic triterpenoid molecules, predominantly found in
different species of the Cucurbitaceae family that are highly bitter and toxic. Their structural
configuration compromises tetracyclic cucurbitane nucleus skeleton, with a variety of oxygenation
functionalities at different positions (Chen et al., 2005). Plants containing cucurbitacins have been
used for centuries with ethnomedical purposes (Lee et al., 2010) and several compounds
of this group have shown antitumor, anti-inflammatory and hepatopretective effects
(Jayaprakasam ef al., 2003; Rics et al., 2012). They have also shown strong activity against tumor
expansion (Sun et al., 2010; Yasuda et al., 2010) as demonstrated for cucurbitacins B, D, E and I
that inhibited the growth of several cancer cell lines in in vitro and in vivo models (Su et al., 2008;
Wakimoto et al., 2008; Yin et al., 2008; Chen et al., 2010; Dong et al., 2010; Sun et al., 2010,
Yasuda et al., 2010; Zhang et al., 2010; Hsu et al., 2011; Ishdorj et al., 2011).

Recently, novel cucurbitacins obtained from Wilbrandia ebracteata Cogn. (Cucurbitaceae) have
been described (Lang et al., 2011) as well as some semi-synthetic derivatives (Lang et al., 2012)
that exhibited promising cytctoxic activity against different human cancer cell lines. The present
study examined the impact of ons of these new cucurbitacins (2f, 16¢, 2R-trihydroxy-10e,
17¢-cucurbit-5, 25-dien-3, 11, 22-trione, Cuc 1) (Fig. 1) on non-small-cell lung cancer (A549 cells),
including the evaluation of its effects on cell growth, cell cycle distribution, apoptosis, morphological
changes and expression of regulatory proteins involved in such processes.

Fig. 1: Structure of a novel cucurbitacin (Cuc 1) isolated from Wilbrandia ebracteata roots
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MATERIALS AND METHODS

Isolation and identification of Cuc 1: Roots of Wilbrandia ebracteata Cogn. were purchased
from Lohmann Company Ltd. and authenticated by Prof. Dr. Sergio A.L. Bordignon (Unilassale,
Canoas, RS, Brazil). Dried and powderedroots (1.5 kg) were extracted with dichloromethane (DCM)
at room temperature for 72 h. The DCM extract (9 g) was subjected to vacuum liquid column
chromatography on silica gel using hexane with increasing amounts of ethyl acetate (20-100%) to
afford eight fractions (F1 to F'8). The fractions F3 and F4 (500 mg) were combined and subjected
to column chromatography using silica gel as adsorbent and hexane/ethyl acetate 40% as mobile
phase providing Cuc 1 (10 mg) which was identified by spectroscopic methods as described
previously (Lang et al., 2011).

Cell line: The human non-small-cell lung cancer (A549 cells) was kindly provided by
Dr. Rosina Gironés from Microbiology Department of University of Barcelona, Spain. A549 cells
(ATCC-CCL185) were grown in Minimal Essential Medium supplemented with 10% fetal bovine
serum, 100 U mL " penicillin G and 100 pg mL ' streptomycin in a humidified 5% CO, atmosphere
at 37°C.

Cell viability assay: The effect of Cuc 1 treatment on the viability of A549 cells was determined
by MTT assay [3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2 5-diphenyl tetrazolium bromide] (Sigma, MO, USA)
based on the ability of live cells to cleave the tetrazolium ring to a molecule that absorb at 540 nm
(Mosmann, 1983). Briefly, cells were plated in 96-well culture plates (1710% cells/well). After 24 h,
seeding cells were treated with different concentrations of Cuc 1. After 48 and 72 h of treatment
at 37°C, the medium was replaced by 50 pL of MTT reagent (1 mg mL™) and cells were further
incubated at 37°C for 4 h. The MTT solution was removed, 100 uL of dimethyl sulfoxide was added
to each well, followed by reading on a scanning multiwell spectrophotometer (Infinite 1200 TECAN,
Grédje, Austria). The 50% inhibition concentration (IC,;) was defined as the concentration that
inhibited cell proliferation by 50% when compared to untreated controls (Zuntreated cells).
Paclitaxel (Sigma, MO, USA) (at O to 10 uM) was used as positive control. Final solvent
concentration showed no interference with cell growth.

Cell cycle analysis by flow cytometry: A549 cells (5x10%/six-well) were treated with Cuc 1 for
24 h and harvested by 0.25% trypsin. Then cells were washed twice with Phosphate-buffered
Saline (PBS), centrifuged at 500x g for 5 min, fixed in 70% ethanol at -4°C. After fixation, the cells
were treated with 50 pg mL™' RNase and stained with 100 ug mL™" Propidium Iodide (PI) in the
dark. Flow cytometry analyses were carried out on a FACS CAnto IT instrument (Becton Dickinson,
USA). The population of cells in each cell-cycle phase was determined using Flowdo 8.6.3 software
(Tree Star, Inc., Ashland, USA).

Apoptosis analysis by flow cytometry: Phosphatidylserine (PS) exposed on the outside of
apoptotic cells was detected by Annexin V-FITC and PI double-staining by using a detection kit
purchased from Sigma (MO, USA). Briefly, adherent A549 cells (5x10%/six-well) were treated with
Cuc 1 for 12 h. Cells were harvested and rinsed twice with PBS (pH 7.4) followed by Annexin
V-FITC and PI labeling according to the manufacturer’s instructions. The stained apoptotic cells
were analyzed by flow cytometer (FACS CAnto II, Becton Dickinson, USA).
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Cytoskeletal and nuclei staining: F-actin detection was performed on A549 cells grown on
coverslips placed into a six-well plate. Cells were treated with Cuc 1 for 12 h and fixed by 4% (w/v)
paraformaldehyde in PBS for 15 min at room temperature, washed in PBS and permeabilized with
0.5% (vfv) Triton X-100 for 30 min at RT. After three-times washing, cells were incubated with
TRITC-labeled-phalloidin (Invitrogen, Carlsbad, USA) for 40 min in the dark. Preparations were
washed and stained with Hoechst (Invitrogen, Carlsbad, USA) for 5 min to detect nuclei, washed
and finally mounted in mounting medium (80% glycerol in PBS). Confocal images were collected
on a Leica DMIB000 B microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

Caspase assay: Caspases -3, -8 and -9 protease activity was determined by using commercially
available kits (Millipore, MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The tests are
based on the spectrophotometric detection of the chromophore p-nitroanaline (pNA) after cleavage
from the caspase substrate (a caspase-specific peptide conjugated to pNA). Briefly, adherent
AB49 cells (5x10°/six-well) were treated with Cuc 1 for 12 h and harvested by 0.25% trypsin. The
cells were resuspended in 50 pL of chilled cell lysis buffer, centrifuged for 1 min (10,000xg) and
then the supernatants were transferred (cytosolic extract) to a fresh tube and put on ice for
immediate assay. The cell lysates were tested for protease activity by the addition of a labelled
caspase substrate (DEVD-pNA for caspase-3 activity, IETD-pNA for caspase-8 activity and
LEHD-pNA for caspase-9) and incubated at 37°C for 2 h. pNA absorbance was quantified using
a spectrophotometer (Infinite 1200 TECAN, Grédje, Austria) at a wavelength of 405 nm.
Fold-increase in caspase-activity can be determined by comparing the OD reading from the induced
apoptotic sample with the level of the uninduced control.

Western blotting analysis: Adherent A549 cells (1x10%/six-well) were treated with Cuc 1 for
12, 24 or 48 h. To evaluate the influence of Cuc 1 on Akt-, MAPKs- and NFkB- signaling pathways,
TNF« stimulation (30 ng mL™*, 20 min) was used as a pathway inducer. Whole cell lysates were
harvested after lysis with RIPA buffer containing proteases and phosphatases inhibitors and then
centrifuged at 10,000x g for 10 min at 4°C. The supernatants were collected and the protein
concentrations were determined using the Bradford assay. Equivalent amounts of protein were
resolved by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) followed by
electrotransfer to a nitrocelullose membrane (Schleicher and Schuell, Dassel, Germany). After
blocking, membranes were incubated overnight with appropriate primary antibodies. After
incubation with the corresponding secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase,
protein bands were revealed by using Pierce ECL substrate (Thermo Scientific, MA, USA),
according to the manufacturer’s protocol.

Cytosolic fraction was prepared for detecting cytochrome ¢ release. For this, treated and
untreated A549 cells were washed twice with cold PBS and lysed with 200 uL of extraction buffer,
containing proteases inhibitors, for 10 min on ice. Next, cells were homogenized by 10 passages
through a 26-gauge needle. Homogenates were centrifuged at 1,000x g for 5 min to remove
unbroken cells and nuclei. The supernatant fraction was centrifuged at 12,000x g for 30 min at
4°C. The resulting supernatant containing the cytosolic fraction was collected and the protein
concentrations were determined using the Bradford assay. Then equivalent amounts of protein
were analyzed by Western/ECL analyses as described above. Protein bands were quantified using
the Advanced Image Data Analyzer Software (AIDA, Raytest, GmbH, Straubenhardt, Germany).
The total band densities were measured against the local background. Results were presented as
normalized fold changes in relation to control.
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The antibodies against cleaved caspase-3, Akt, phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (3D7),
phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204), phospho-NFkB p65 (Ser536)(93H1) and NFxB
p65 were all purchased from Cell Signaling Technology, MA, USA. The phospho-STATS3 and Bel-2
antibodies were obtained from Millipore, MA, USA whereas anti-cytochrome ¢ and anti-JNK/SAPK
(pT183/pY185) were purchased from Becton Dickinson, NJ, USA. The anti-p38e, IkBa and JNK
1/3 were obtained from Santa Cruz Biotechnology, CA, USA and the phospho-Akt/PKB [pS473]
antibody was acquired from Invitrogen, CA, USA. Antibodies against B-actin (Millipore, MA, USA)
and ¢-tubulin (Sigma-Aldrich, MO, USA) served as controls for equal loading.

Statistical analysis: The results were expressed as the Mean£SD of three independent
experiments, unless otherwise stated. Statistical analyses were performed by one-way ANOVA
followed by Tukey’s post hoc test (p<0.05). Calculations were performed with GraphPad Prism
software 5.1 version (GraphPad, USA).

RESULTS

Cuc 1 inhibits A549 cells growth in vitro: To evaluate the cytotoxicity of Cuc 1 on human
non-small lung cancer cells, AB49 cells were initially treated with different concentrations of Cuc
1 at different time points and cellular proliferation was evaluated using the MTT assay. Treatment
with this compound inhibited cellular proliferation in a concentration and time-dependent manner
(Fig. 2). Their IC,, values were 13.5+1.8 and 3.8+0.4 uM for 48 and 72 h, respectively.

Cuc 1 induces cell cycle arrest at G2/M phase: Most anticancer agents exhibit their effects on
tumor cell growth by inducing cell cycle arrest and apoptosis. To gain insights into the mechanism
by which cell proliferation is reduced, the effects of Cuc 1 on distribution of cell cycle phases in a
cell population was investigated by Fluorescence-activated Cell Sorting (FACS) analysis (Fig. 3a).
The untreated control cells showed a typical distribution in GO/G1, G2/M and S phase, but a 24 h
exposure of AB49 cells to 15 and 30 puM of Cuc 1 caused a significant enrichment of cells
in G2/M phase in a concentration-dependent manner. An increase from 17.06-32.42 and 37.72%
cells in G2/M phase was detected after the treatment with 15 and 30 uM of Cuc 1, respectively
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Fig. 2: Cell growth inhibition by Cuc 1. Human non-small cell lung cancer cells (A549 cells) were
treated with different concentrations of the Cuc 1 for 48 and 72 h. The growth inhibition
effects were determined by MTT assay and the IC,; was calculated by Graph Pad Prism 5.1.
Values were averaged expressed as a percentage relative to the untreated controls. Values
indicate the Mean£SD in triplicate tests
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Fig. 3(a-c): Effects of Cuc 1 on cell cycle distribution and apoptosis of A549 cells. (a) A549 cells
(5x10°%) were treated with 15 and 30 uM and analyzed after 24 h by DNA flow
cytometry. The values indicate the percentage of A549 cells in the indicated phases of
the cell cycle (GO/G1, S and G2/M). *p<0.01 and **p<0.0001 as compared with control,
(b) The cells were treated with 15 and 30 uM for 12 h, stained with Annexin V/PI and
submitted to flow cytometry for the analysis of apoptotic cells proportion. The horizontal
(FITC-A) and the vertical (PE-A) axes represent labeling with Annexin V and PI,
respectively, (¢) Graphic representation of data obtained from Annexin V and PI
staining assay. **p<0.0001 as compared with control. The values represented means
of three independent experiments and SD. The most representative results of three
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(p<0.0001 vs. control). This was followed by a reduction in GO/G1 phase cells (72.14% cells in the
controls, decreasing to 61.77 and 52.48% cells after the treatment with 15 and 30 uM of Cuec 1,
respectively). These results indicated that the compound induces in vitro growth inhibition of
AB49 cells by causing G2/M cell cycle arrest.

Cuc 1 induces apoptosis: As the treatment of A549 cells with Cuc 1 inhibited the cell growth it
was further analyzed whether this effect might be related to apoptosis induction. One of the earliest
events of apoptosis is the loss of plasma membrane polarity accompanied by translocation of
Phosphatidylserine (PS) from the inner to outer membrane leaflets, thereby exposing PS to the
external environment. The phospholipids-binding protein Annexin V has a high affinity to PS
thereby labeling cells with externally exposed PS which correlates with loss of membrane polarity
during apoptosis, but precedes the complete loss of membrane integrity that accompanies later
stages of cell death resulting either in apoptosis or necrosis (Van Genderen et al., 2006). In contrast,
PI can only enter into cells after complete loss of membrane integrity. Thus, dual staining with
Annexin V and PI allows clear discrimination between healthy cells (low FITC fluorescence and low
PI fluorescence, LL), early apoptotic cells (high FITC fluorescence and low PI fluorescence, LR), late
apoptotic cells (high FITC fluorescence and high PI fluorescence, UR) and necrotic cells (low FITC
fluorescence and high PI fluorescence, UL). A 12 h exposure of A549 cells to 15 and 30 uM of Cuc
1 increased the percentage of apoptotic cells from 5.18% (LR+UR) in the controls to 47.96 and
73.82% in treated cells, respectively (p<0.0001 vs. control) (Fig. 3b and c). Thus, treatment of A549
cells with Cuc 1 induces apoptosis.

Cuc 1 alters cell morphology and actin organization: Under light microscopy, A549 cells
showed drastic alterations in their overall morphology after exposure to Cuc 1 including reduced
cytoplasmatic volume and cell rounding (data not shown). Some of these morphological changes
could be explained by the disruption of actin cytoskeleton homeostasis by cucurbitacins, as it has
been previously described (Tannin-Spitz et al., 2007, Wakimoto et al., 2008; Lee et al., 2010).
Therefore, the effects of Cuc 1 treatment on the cytoskeletal network were assessed. For this
purpose, untreated and treated A549 cells were stained with TRITC-labeled-phalloidin which binds
selectively to F-actin. As shown in Fig. 4a, the untreated cells did not show a prominent
polymerized, filamentous actin. However, 12 h exposure to 15 and 30 uM of Cuc 1 induced
accumulation of F-actin into globular aggregates in the cytoplasm near to the nuclei as it was
demonstrated by the intense fluorescent accumulation of rhodamine-phalloidin staining
(Fig. 4b and c¢). In addition, when cell nuclei were visualized with Hoechst staining, further
morphological alterations in Cuc 1 treated AB549 cells were observed such as chromatin
condensation, nuclear fragmentation and appearance of multinucleated cells. These observations
further underline the potential of Cuc 1 to induce cell death by apoptosis.

Cuc 1 induces apoptosis via activated caspases-dependent pathway: Caspases are well
known executors of the apoptotic process through their ability to cleave several cellular substrates.
To evaluate the effects of Cuc 1 on the activation of the caspase-3, -8 and -9 in A549 cells, the
cytosolic extracts of treated or untreated control cells were incubated with different caspase-specific
substrates. As shown in Fig. 5, Cuc 1 caused a significant increase in the proteolytic activity of
caspases -3 and -9 after 12 h of treatment with the higher concentration (30 uM) compared to
untreated control cells. Thus the morphological apoptosis induction observed correlates well with
caspase activation.
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Fig. 4(a-c): Effects of Cuc 1 on F-actin organization and nuclear fragmentation by confocal
microscopic analysis. A549 cells were either untreated (a) or treated with 15 uM (b) and
30 uM (c) of Cuc 1 for 12 h, fixed and stained with Hoechst (left panels) and
TRITC-labeled-phalloidin (middle panels). Overlay images are shown on the right side
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@ Caspase 8
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Fig. 5: Activation of various caspases in A549 cells treated with Cuc 1. A549 cells were incubated
with 15 and 30 uM for 12 h. Cytosolic fraction of cells was analyzed for changes in the
activity of caspase-3, caspase-8 and caspase-9. The date represent Means£SD of three
independent experiments. **p<0.0001 as compared with control
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Cuc 1 suppresses STAT3 activation: Persistent STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3) activation in cancer cells seems to confer their normal physiological function in
controlling cell growth, survival, angiogenesis and immune responses. Conversely, the blockage of
STAT3 signaling pathway in cancer cells has been shown to induce apoptosis, inhibit cell
proliferation, suppress angiogenesis and stimulate immune responses and for these reasons the
STAT proteins are emerging as ideal targets for cancer therapy (Yu and Jove, 2004). Previous
studies have shown that cucurbitacins suppress tumor growth and induce apoptosis in A549 cells
by inhibiting STATS signaling (Sun et al., 2005). To determine the relationship between the
cytotoxic activity of Cuc 1 and STAT3 phosphorylation, the p-STAT3 expression in A549 cells
treated with Cuc 1 was investigated by Western blotting analysis. It was shown that 30 uM of Cuc
1 reduced the STAT3 phosphorylation almost completely after 12 h of treatment compared to the
untreated control cells (Fig. 6a).

Cuc 1 alters the expression of apoptosis-related proteins: In order to confirm the ability of
Cuc 1 to activate caspase-3, as previously demonstrated by the cleavage of a caspase-3-specific
substrate, the accumulation of the active cleaved form in A549 cells was investigated by Western
blotting analysis. As shown in Fig. 6b, the treatment of A549 cells with both concentrations of
Cuc 1 for 12 h increased the amount of active caspase-3 compared to untreated control cells. The
active caspase-3 proteolytically cleaves and activates other caspases, as well as relevant targets in
the apoptotic cells. Taken together, these results confirm the involvement of this enzyme in the
mechanism of cell death mediated by Cuc 1.

Cuc (1M) Cuc (uM) , Cuc (uM)
(a) (b) (c; ——
0 15 30
0 15 30 0 15 30
TNFalpha - + - + - +
Cytochrome C —— - Survivi
urvivin
S| ,
195 ss o~ Phospho Akt sy il s 24h
1068 064 (1) 1(0.71) 1 (0.17)0.26

P-STAT3 === —— Akt -on
1 0.25 0.03 Caspase 3 -y 3 .....

1143 159 “*48h
Bel-2 ‘ . - Phospho-Akt s gl == -
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Fig. 6: Expression of apoptosis-related proteins and down-regulation of the Akt signaling pathway
in unstimulated (TNFa-) and stimulated (TNFa+) A549 cells. (a and b) Western blotting
analysis of cytochrome C, p-STATS, Bel-2, caspase 3 (cleaved form) and survivin in A549
cells untreated (lane 1) or treated with 15 uM (lane 2) and 30 uM (lane 3) of Cuc 1 for 12
h. B-actin or ¢-tubulin was used as the loading control. (c) Western blotting analysis of
phospho-Akt in A549 cells untreated (lanes 1 and 2) or treated with 15 pM (lanes 3 and 4)
and 30 uM (lanes 5 and 6) of Cuc 1 for 24 and 48 h. Total amount of Akt was used as the
loading control. Data were representative of three independent experiments
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Cytochrome c release is one of the limiting factors in caspase-9 activation and represents a
coordinating control step in the apoptotic process. Since Cuc 1 induced caspase-9 activity (Fig. 5),
its ability to trigger cytochrome c release in A549 cells was analyzed. Indeed, after 12 h of
treatment with Cuc 1, release of mitochondrial cytochrome c into the cytosol of A549 cells was
detected (Fig. 6a). In addition, the treatment with 30 uM of Cuc 1 reduced the expression of the
anti-apoptotic protein Bel-2 in A549 cells (Fig. 6a).

Akt, also known as Protein Kinase B (PKB), is a key player in regulating cellular growth and
survival. In the past decade the role of Akt in cancer has increased enormously and it is now
evident that activation of Akt is one of the most common molecular alterations in human
malignancy. Therefore, Akt has become an increasingly important target of drug development
efforts and several inhibitors are now entering clinical trials (Altomare and Testa, 2005;
Radisavljevic, 2008). It has been known that disruption of actin cytoskeleton network reduces Akt
signaling, leading to a reduced expression of anti-apoptotic proteins such as survivin which ends
up in both G2/M arrest and apoptosis (Mosmann, 1983; Liang et al., 2003). Since cell transition to
a round shape morphology and disorganization of actin filamentous was observed after Cuc 1
treatment (Fig. 4), the activation state or expression of Akt and survivin was analyzed. Indeed,
Cuc 1 treatment for 24 and 48 h caused a significant reduction in Akt activation detected by its
phosphorylation on Ser273 in both pre-activated (stimulated) and unstimulated cells, whereas the
total amount of Akt remained unaffected (Fig. 6b). In addition, a 24 h treatment with Cuc 1 also
led to a reduced survivin expression (Fig. 6¢c). However, when analyzing the activation state of
proteins of other signaling pathways such as KERK, p38, JNK, p65 as well as the degradation of
IkBa, no significant changes were observed after treatment with Cuc 1 (data not shown). Taken
together, these data demonstrate that Cuc 1 induces apoptosis in A549 cells via a reduced activation
of Akt signaling pathway.

DISCUSSION

Natural products provide a rich source of chemopreventive and chemotherapeutic agents
(Shukla and Singh, 2011). Cucurbitacins refer to a group of tetracyclic triterpenoids initially
identified in the plant family of Cucurbitaceae. In traditional medicine cucurbitacin-containing
plants have been used against skin affections, as purgative and emetic and to treat inflammatory
conditions (Lewis and Elvin-Lewis, 1977).

This study evaluated a new cytotoxic cucurbitacin named Cuc 1 (Fig. 1), isolated for the first
time by Lang et al. (2011) from Wilbrandia ebracteata Cogn. roots. Therefore, the antiproliferative
effects of Cuc 1 on human non-small-cell lung cancer cells (A549 cells) as well as the molecular
mechanism of its cytotoxic properties were investigated.

MTT analysis showed significant inhibition of A549 cells viability in vitro in a concentration
and time-dependent manner (Fig. 2). Cuc 1 treatment inhibited cell growth showing IC,; values of
13.5+1.8 and 3.8+0.4 uM for 48 and 72 h, respectively. In addition, this compound showed higher
selectivity towards AB549 cells, when compared to healthy cells (human gingival fibroblasts)
presenting an IC,, value of 132.95+24.11 uM after 48 h exposure to these cells (data not shown).
It is well known that most anticancer agents exhibit their inhibitory effects on tumor cell growth
by inducing cell cycle arrest and apoptosis. In order to better characterize the mechanism
underlying the observed inhibitory activity of Cuc 1 on AB49 cells, a set of experiments on cell cycle
distribution and apoptosis detection by flow cytometry was performed. Here A549 cells treated with
Cuc 1l were arrested at the G2/M phase of cell cycle with decreased cell population in GO/G1
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(Fig. 3a), suggesting that this new compound inhibits cell growth via blocking the division cell cycle
at the G2/M phase. The results of the present study are in agreement with recent reports which
have demonstrated that this group of natural compounds induces G2/M arrest and apoptosis in
other human cancer cell lines in vitro (Tannin-Spitz et al., 2007; Li et al., 2010; Yasuda et al.,
2010).

Phosphatidylserine externalization is a hallmark of early steps in apoptosis. As Cuc 1 was
shown to induce cell death it was further analyzed whether this special event is induced upon Cuc
1 treatment. By flow cytometry analysis with Annexin V/PI staining was confirmed that it induced
apoptosis in a concentration-dependent manner (Fig. 3b and 3c).

Confocal microscopy analyses with rhodamine-phalloidin and Hoechst fluorescent staining
revealed that Cuc 1 exposure led to the development of morphologically altered and multinucleated
AB49 cells at both tested concentrations (Fig. 4). These morphological changes are typical for
apoptosis. One of the most obvious morphological effects of Cuc 1 on A549 cells was the disruption
of F-actin cytoskeleton as showed by the altered appearance of rhodamine-phalloidin stainable
material. This is in complete consistence with the current knowledge of cucurbitacins. Some scholars
have reported that cucurbitacins can directly modulate the actin cytoskeleton. Duncan et al. (1996)
demonstrated that cucurbitacin E acts as a potent disruptor of cytoskeletal integrity by increasing
the filamentous or polymerized actin fraction in prostate carcinoma cells. Other studies carried out
with cucurbitacin B also showed the aggregation of F-actin in various human cancer cell lines
(Haritunians et al., 2008; Wakimoto et al., 2008; Yin et al., 2008).

Multinucleation is a consistently reported morphological alteration in cancer cell cultures that
are treated with cucurbitacins (Siqueira et al., 2009; Lee et al., 2010). The final step in cell division,
in which the cytoplasm is divided to form two daughter cells, is known as cytokinesis. Since
cytokinesis involves the assembly and disassembly of actin filaments, compounds that interfere with
actin polymerization or its spatial organization will block this process and generate multinucleated
cells by uncoupling nuclear and cytoplasmic division. Therefore, molecules acting on the actin
cytoskeleton of tumor cells and thus inhibiting cell division and cell proliferation, may be of high
therapeutic value. Currently, growing evidence indicates that cytoskeletal components are involved
in the apoptotic cascade thereby regulating cell survival (Cabado et al., 2004). In a previous study,
it was found that cytochalasin B which causes cytoskeletal disruption, also inhibited cell
proliferation, leading to arrest in G2/M phase and finally apoptosis induction (Liang et al., 2003).
These effects are similar to those observed in this study for Cuc 1. Thus, one can propose that the
observed effects are mediated, at least partially, by a modification of the cytoskeleton network
causing changes in cell morphology, leading to reduction of Akt phosphorylation, G2/M arrest and
apoptosis induction.

In the regulation of apoptosis, several caspases play important roles (Hengartner, 2000). They
are organized into initiator or effector caspases, due to the role they play in apoptosis induction. It
is important to state that activation of caspases is a hallmark of promoting apoptosis in response to
death inducing signals originated mainly from cell surface receptors or mitochondria. It has also
been shown that caspase-3 activation, the major effector caspase, requires the activation of initiator
caspases such as caspase-8 or -9 in response to the different pro-apoptotic signals
(Budihardjo et al., 1999). Herein, the activation of the effector caspases-3 was observed in response
to the initiator caspase-9 in A549 cells treated with Cuc 1. This suggests that the intrinsic pathway
might be involved in apoptosis induced by this novel compound.
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Signal transducer and activator of transcription protein 3 (STATS3) is a latent cytosolic
transcription factor that transfers signals from the cell membrane directly to the nucleus. STAT3
is constitutively activated in multiple human cancers including ovarian, breast, prostate and lung
cancer. It plays a key transcriptional role in cancer cell progression, differentiation and survival by
up-regulating several genes, including those that encode for anti-apoptotic proteins and some cell
cycle regulators (Yu and Jove, 2004; Fletcher et al., 2009). Thus, since most of the
chemotherapeutic strategies aim to initiate apoptosis, it is now generally accepted that STAT3
represents a valid target for novel anticancer drug design (Al Zaid Siddiquee and
Turkson, 2008). Although initial interest in cucurbitacins as potential anticancer drugs declined
for decades, recent discoveries showing that they are strong STAT3 inhibitors have regained the
attention of the pharmaceutical industry one more time. Several studies have suggested that
cucurbitacins exert inhibitory effects against many human cancer cell lines via suppression of
STAT3 phosphorylation (Sun et al., 2005; Thoennissen et al., 2009; Chan et al., 2010; Liu et al.,
2010; Sun et al., 2010). In this study, the evaluation of the phosphorylation state of STAT3 in A549
cells by using Western blotting analysis demonstrated the anti-STATS3 activity of Cuc 1 (15 and 30
uM), as shown in Fig. 6a. These findings suggest that the inhibition of STATS phosphorylation may
be associated to the induction of apoptosis by Cuc 1.

To determine the expression changes of STAT3 target genes involved in cell apoptosis, the
expression of Bel-2 was analyzed showing that Cuc 1 treatment decreased Bel-2 expression in a
concentration-dependent manner (Fig. 6a).

The Bel-2 family members also play a critical role in the regulation of apoptosis, comprising both
pro-apoptotic molecules (Bax, Bel-Xs, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik) and anti-apoptotic molecules (Bel-2,
Bel-XL, Bel-W, Mel-1, A1). These molecules control the release of mitochondrial cytochrome ¢ by
modulating the permeability of the outer mitochondrial membrane (Lessene et al., 2008). Herein,
Cuc 1 treatment induced cytochrome c release from mitochondria to the cytosol (Fig. 6a) and it is
well known that cytochrome ¢ release is necessary for the activation of caspase-9 that initiates the
caspases cascade. These results also suggest that the mitochondrial pathway plays an important
role in the apoptosis of A549 cells induced by Cuc 1. In addition, activated Akt is a well-established
survival factor exerting anti-apoptotic activity, in part by preventing the release of cytochrome ¢
from the mitochondria and inactivating pro-apoptotic factors such as Bad and procaspase-9 by
phosphorylating them (Cardone et al., 1998; Altomare and Testa, 2005). Indeed, after the
treatment with Cuc 1, Akt phosphorylation was down regulated in A549 cells indicating an
inhibition of this signaling pathway by Cuc 1 (Fig. 6c). This effect might contribute to apoptosis
induction.

CONCLUSION

In conclusion, it can be postulated that Cuc 1 induces apoptosis in A549 cells. This is mediated
by G2/M phase cell cycle arrest and actin cytoskeleton disruption. Furthermore, Cuc 1 inhibits the
activation of STAT-3 and Akt signaling pathways to down-regulate the expression of Bel-2. This
prompts cytochrome c to be released from the mitochondria to the cytosol which is an essential step
for caspases -9 and -3 activation. Therefore, Cuc 1 can be taken to mean a new potent compound
with a high anticancer potential due to its cytotoxic and apoptosis inducing effects on malignant
lung cells.
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AVALIACAO DO MECANISMO DA ACAO CITOTOXICA EM
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guais foram obtidos durante o periodo de estagidusehe, no Instituto
de Virologia Molecular da Universidade de Minster Alemanha.
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1. Introduction

Lung cancer is the most deadly type of cancer mdmbeings
causing approximately 1.38 million deaths everyryearldwide (1).
Only in the United States, the American Cancer &gastimates about
228,190 new cases and 159,480 deaths in 2013 aowpdor about
27% of all cancer deaths (2). The most common foftang cancer is
the non-small-cell lung cancer (NSCLC), and thenadarcinoma is the
most prevalent histology present in 50% of all N&SL(3). There is an
unquestionable urge to study new and effective thesgments in order
to develop novel therapeutical strategies for trenagement of this
cancer.

Many anti-cancer agents induce cytotoxicity agasusiceptible
cancer cells by promoting the apoptotic processwich is a sort of
programmed cell death that can play a crucial iroldae control of the
growth of tumor cells (5). Several promising tasgir intervention in
cancer therapy have been identified by studying thelecular
abnormalities that underlie tumorigenesis, such the signal
transduction pathways that regulate apoptosis. @rteese targets is
the epidermal growth factor receptor (EGFR), whigla member of
ErbB family with signal-transducing tyrosine kinasgtivity, located in
or at the cell membrane (6, 7). The epidermal gndattor binds to its
receptors, triggering an extensive network of digtransduction
pathways that include activation of the PI3BK/AKTA®RAF/ERK and
JAK/STAT signaling pathways. These pathways fretjyelead to
stimulation or inhibition of transcription factofsat regulate expression
of both pro- and anti-apoptotic genes effectivelistutbing the
apoptotic machinery (7, 8). The EGFR has been aafd in
regulating growth and survival of NSCLC, with aneoexpression
occurring in 45 to70% of the cases that is alscompanied by a
constitutive activation of the major downstream RGFeffector
proteins, such as PI3K (9), AKT (10), ERK(11) anTA$3(12),
contributing to NSCLCs cell death resistance.

Natural products and herbs have been traditionadgd very
early and world-wide for preventing and treatingzesal diseases,
including cancer in the long history of medicing)1Also currently
several studies have defined the role of natukaywets as an important
source of chemotherapeutic drugs (14, 15). In sditit has been
shown that approximately 59% of the commerciallyaikmble
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anticancer drugs were directly or indirectly ormed from natural
products (16).

In this perspective, the cucurbitacins and theiivdéves have
become a focus of research because of their stapability to inhibit
several types of cancers (17-21). Cucurbitacinsaageoup of diverse
highly oxygenated triterpenoid molecules predomilyarfound in
different species of the Cucurbitaceae family. They derived from
cucurbitane skeleton [19-(309p3)-abeo-1@-lanost-5-ene], which is
known for some biological activities, including amflammatory,
antipyretic, analgesic and hepatoprotective acti(is 22), but the
most relevant effects of these molecules are, witte doubt, their
cytotoxic effects toward a huge number of humarceacell lines such
as breast (23-25), lung (26-29), prostate (30, ldman colon (32).

Recently, we have described novel cytotoxic cudacims
isolated fromWilbrandia ebracteataCogn. (Cucurbitaceae) (28) and
the molecular mechanism leading to apoptosis ofgsmall-cell lung
cancer (A549 cells) by the most active of them (38 also have
described new semisynthetic derivatives of cucadnit B that are
highly cytotoxic against A549 cells (29). In theepent study, we
elucidated thein vitro mechanism of cell death induced by a new
semisynthetic derivative of cucurbitacin B (hamedehas DeCUCB83)
on A549 cells, including the evaluation of its etfeon cell growth, cell
cycle distribution, apoptosis, morphological changed expression of
regulatory proteins as well as signhaling pathway#lved in such
processes. Besides, this potent derivative imagivo evaluated in a
transgenic mouse lung cancer model expressing aatesutand
constitutively active c-RAF kinase (c-RAF-1-BxB)dar the control of
the human surfactant protein C (SP-C) promoterypetll alveolar
pneumocytes (34).

2. Material and Methods

2.1 Semisynthesis of DeCUCB83

The natural precursor cucurbitacin B (200 mg, 0.8880l) was firstly
converted in a tosylated intermediate by reactigh prtoluenesulfonyl
chloride (340 mg, 1.432 mmol) and DABCO (200 mg,91lmmol) in
dichloromethane (2 mL). The next step was the mptidic
substitution of the intermediate (200 mg, 0,28 mMnusing NaN (182
mg, 2,8 mmol) in DMF (2.5 mL), to afford DeCUCB&29) (Fig.1).
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cucurbitacin B DeCUCBS83

Reagents and conditions: a) 4-toluenesulfonyl chloride, DABCO, DCM, 0°C; b) NaN3, DMF, 70°C.

Fig.1 Scheme for preparation of a novel semisyntheticvaiive of
cucurbitacin B (DeCUCBS83).

2.2 Cell lines

A549 (human non-small-cell lung cancer), NIH3T3 rtiortalized
mouse embryo fibroblasts) and NIH3T3 sublines gtabinsfected with
RAF or RAS oncogenes (NIH3T3/v-RAF and NIH3T3/k-RAS
respectively) (35) were cultured in Dulbecco's rfiedi Eagle medium
(DMEM), supplemented with 10% heat-inactivated lfétavine serum
(FBS), and maintained at 37°C with 5% £0

2.3 Transient transfections and plasmids

A549 cells were transfected with Lipofectamine 2®0QLife
Technologies, USA) according to the manufacturgrsructions. The
sequence encoding human EGFR, fused to cyan-flceméprotein in
p-ECFP-C1, was kindly provided by Dr. N. Zobiackdfitute for
Medical Biochemistry, ZMBE, Minster, Germany). Eggsion
constructs for a wild-type form of AKT in pCMV5 werkindly
provided by Dr. Jakob Troppmair (Daniel SwarovskiesBarch
Laboratory, University of Innsbruck, Austria), ahdve been described
before (36). Corresponding empty vectors servezbagols. After 24 h
incubation at 37°C with 5% CfQcells were treated with DeCUCB83
during 24h and analyzed by Western blotting asrissit below.

2.4 Cell viability assay

The cell viability was measured using MTT reductassay [3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium brae] (Sigma, MO,
USA) (37). Briefly, the cells were plated in 96-Wellture plates
(1x1C'cells/well). After 24 h, cells were treated with ffefient
concentrations of DeCUCB83 and 48h or 72h laternieelium was
replaced by 50 pL of MTT reagent (1mg/mL), anddkk incubation at



Capitulo 111 119

37°C was continued for further 4 h. The MTT solntivas removed,
100 pL of dimethyl sulfoxide was added to each willowed by
reading on a scanning multiwell spectrophotometefinjte 1200
TECAN, Grodje, Austria). The 50% inhibition conceation (1Gg) was
defined as the concentration that inhibited cedliferation by 50%
when compared to untreated controls (=untreatets)cdPaclitaxel
(Sigma, MO, USA) (at 0 to 10 pM) was used as pasitiontrol. Final
solvent concentration showed no interference wéthgrowth (data not
shown).

2.5 Mechanism of cell deatfin vitro
2.5.1 Cell cycle and apoptosis analysis by flow oretry
To determine cell cycle progressiok549 cells (5x168) were exposed
to DeCUCBS83 in 6-well flat-bottomed plates for 24Cells were then
washed twice with phosphate-buffered saline (PB$ [3.4),
centrifuged at 500 X for 5 min, and fixed with 70% ice-cold ethanol at
4°C for 30 min. After fixation, cells were treatedth 50 pg/ml RNase,
and stained with 100 pg/ml propidium iodide (Pl) 89 min at room
temperature in the darkAnalysis was performed immediately after
staining using-ACS Calibur instrumen({Becton Dickinson, USA). The
percentages of cells in each phase of the celedyel, S, and G2/M)
were determined using the CellQuest Pro softwaeet@ Dickinson).
Mean values and standard errors were determinezhfdr phase.
Apoptotic populations of vehicle- or 12 h DeCUCB®&3ated
cells were quantified using the dual staining AnneX-FITC/PI
apoptosis detection kit (Sigma, MO, USA) according the
manufacturer’s instructions. Subsequent analysis pexformed with
CellQuest Pro software (Becton Dickinson).

2.5.2 Caspase assay

Caspase-3 protease activity was determined by usiogmmercially
available kit (Millipore, MA, USA) according to thenanufacturer’s
instructions. Briefly, A549 cells (5 x 10six-well) were treated with
DeCUCBS8S3 for 12 h. Cells were harvested and reswdgmkin 150l

of chilled cell lysis buffer, incubated on ice fb® min and centrifuged
for 5 min (10,000 Xg). Then the supernatants were transferred
(cytosolic extract) to fresh tubes and put on e fmmediate
processing. The cell lysates were tested for psetesctivity by the
addition of a labelled caspase substrate (DEVD-pMNAY incubated at
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37°C for 2 h. pNA absorbance was quantified using a
spectrophotometer (Infinite 1200 TECAN, Grodje, #%iad at a
wavelength of 405 nm. Fold-increase in caspase-vitgc was
determined as a relation of the OD reading fromseple in which
apoptosis was induced to that of the uninducedrabnt

2.5.3 Confocal laser scanning microscopy for filanmtous actin and
nuclei staining

A549 cells grown on coverslips placed into six-wsltes were treated
with vehicle or DeCUCBS83 for 12 h and then fixed 4n% (w/v)
paraformaldehyde at 3Z. Following permeabilization in 0.5% (v/v)
Triton X-100, the cells were incubated with TRITabéled-phalloidin
(Invitrogen, Carlsbad, USA) for F-actin stainingydawith Hoechst
(Invitrogen, Carlsbad, USA) to detect nuclei. Theverslips were
mounted on slides using mounting medium (80% ghicer PBS).
Confocal images were collected on a Leica DMI600®nBroscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

2.5.4 Western blotting analysis

After treatment, cells were lysed on ice with RIRAis buffer (25 mM
Tris-HCI pH 8.0, 137 mM NacCl, 10% glycerol, 0.1% S[0.5% DOC,
1% NP40, 2 mM EDTA pH 8.0, 5 mg/mL leupeptin, 5 mg/
aprotinin, 0.2 mM pefablock, 1 mM sodium vanadatel & mM
benzamidine) for 30 min. Cell lysates were cleafien debris by
centrifugation and protein concentrations were rdgteed by the
Bradford method. Equal amounts of total proteiralgs were separated
by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elguiioresis (SDS-
PAGE) and blotted on nitrocellulose membranes @chér & Schuell,
Dassel, Germany). PI3K activity was monitored btedgon of PI3K,
PTEN, PDK1, and AKT phosphorylation, with specifianti -
PI3Kinase p85[Tyr458]/p55[Tyr199] (Cell Signaling edhnology,
Danvers, USA), -PTEN [Ser380/Thr382/383] (Cell Siljmg
Technology), -PDK1[Ser241] (Cell Signaling Techrpiy and -
AKT[Ser473] (Invitrogen) antibodies, respectivel{?hosphorylated
forms of ERK, STAT3 and EGFR were detected withguimspecific
ERK1/2[Thr202/Tyr204] (Cell Signaling Technologphosphospecific
STAT3[Tyr 705] (Millipore), and EGFR[Tyr 1068] (debignaling
Technology) antibodies, respectively. Endogenout @rer-expressed
EGFR or AKT were detected by an EGFR or AKT specifabbit
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antiserum, respectively (Cell Signaling Technolog9jher antibodies
used were: cleaved caspase-3, phospho-p38 MAPKL8DKFyr182],
phospho-NKB p65[Ser536], cyclin B1, survivin and KB p65, all
purchased from Cell Signaling Technology. The dahlik/SAPK
[Thr183/Tyr185] was purchased from Becton Dickinsand the anti-
p38x, IKBa and JNK 1/3 were obtained from Santa Cruz Biotetdgy
(Dallas, USA). In some of the assays, loading asitwere performed
with an anti-ERK2 (C-14) (Santa Cruz Biotechnolqggh anti-AKT
(Cell Signaling Technology), an arftiactin (Millipore) or an anti-
tubulin (Sigma). After incubation with the corregping secondary
antibodies conjugated to horseradish peroxidasggeipr bands were
revealed by using Pierce ECL substrate (Thermon8tice MA, USA),
according to the manufacturer’s protocol.

2.61n vivo experiments

2.6.1 Animals

The antitumor activity of DeCUCB83 was evaluatedairtransgenic
mouse model of c-RAF induced lung adenoma (c-RAExB-mice). In
these mice, the lung-targeted expression of the-Mirtinal deleted c-
RAF-1-BxB oncogenic mutant was achieved by theafsehuman SP-
C promoter, allowing selective expression in typeepithelial cells
lining the lung alveoli. Consequently, in the lungk c-RAF-1-BxB
mice, single tumor foci are detectable in the dwearea already at the
age of 8 weeks, which develop to solid tumors (B4dods of 4 months
old homozygous transgenic mice (male) were rand@ssygned to the
control group (=4) and to the study group €4). The DeCUCBS83 was
administered daily by intraperitoneal injectionsaatiose of 1 mg/kg
during 21 days. Lungs were isolated and analyzethetend of the
treatment period by immunohistochemistry, Westetottihg and
guantitative real-time PCR for measuring the turissue, c-RAF-1-
BxB expression, and c-RAF-1-BxB mRNA expressiospeztively.

2.6.2 Histology and immunohistochemistry

For lung analysis, animals were euthanized andrigie lungs fixed
with 4 % paraformaldehyde for histological studi€se left lungs were
minced and one half homogenized in RIPA buffergmotein analysis
and the other half in RNAlater solution for gRT-PGRdies. Paraffin
sections (4 um) of lung specimens were deparaithiand stained
according to standard protocols with haematoxylimd a&osin. For
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immunohistochemistry, paraffin sections were dewaxehydrated,
and boiled in 10 mM sodium citrate buffer (pH 6f@r antigen
retrieval, blocked with 5% FBS and incubated wablbit-anti-human-
RAF antibodies (34) for 1 h at room temperaturevVéctastain ABC-
AP Kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA) wased to detect the
stained protein. To visualize cell nuclei, sectiovere counterstained
with hematoxylin. Usually, 4 different sections peouse sample and 4
mice per experimental setting were quantified. $geare of the RAF-
positive tumor foci were measured and taken inticelato the total
evaluated randomly chosen section area. All analysgre performed
in a blinded fashion.

2.6.3 Western blotting analysis

RIPA lung tissue lysates were cleared by centriioga the samples
were analyzed by Western blotting as described.5M2 The relative
expression of c-RAF-1-BxB was quantified using Awvanced Image
Data Analyzer Software (AIDA, Raytest, GmbH, Stranbardt,

Germany). The total band densities were measurathstgthe local

background and normalized to the density of appatgrbeta-actin
loading control bands. The relative values of wated control samples
were taken as unity.

2.6.4mRNA isolation, cDNA synthesis and gRT-PCR

Total RNA was isolated from homogenized mouse Itisgue using
Trizol® reagent (Invitrogen) according to manufaetis instructions.
cDNA was synthesized from 1 pg of total RNA usingvBrtAid H

Minus M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, |Ston-Rot,

Germany) according to the protocol of the manufactuThe mRNA
levels were determined by TagMan gRT-PCR using LilggtCycler

480 Il (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). EebNA probe

was analysed in triplicate and specific signalsenszored in relation to
the signals of two housekeeping gene transcript&chromec and

GAPDH. The results from different experiments weoemalized to the
expression of a calibrator probe, which was appied positive control
in each experiment. An intron region of the IL-2ngewas always
amplified, to ascertain that the probes were nottaroinated with
genomic DNA. The primers used were assigned udiegUniversal
ProbeLibrary Assay Design Centre at www.roche-aobli
science.com/sis and were: (5-GCTACCCATGGTCTCATC&Tand
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5-GAAACCCCTCCGAATGCT-3 for cytochrome c); (5-
TCACATCCAGTTCTATGCTGGT-3' and 5-CAAGGAAACTGGGA
ACATGAA-3for IL-2); (5-GAGGATATGCCTCCCCAGA-3' and5'-
TTTCTTCACACAGTCAGCTACCA-3 for c-RAF-1-BxB); (5'-
TGTCCGTCGTGGATCTGAC-3 and 5-CCTGCTTCACCACCTTCT
TG-3'for GAPDH). The changes in gene transcripticare ascertained
as differences between the transcription of thes@keeping genes and
the gene of interest using the 2 A CT method (38).

2.7 Statistical analysis

GraphPad Prism 5 Software (San Diego, CA) was tseathlculated
ICso values and their 95% confidence intervals througtomlinear fit-
curve (log of compound concentratimersusnormalized response —
variable slope). To determine differences, dataeveempared by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunngdst. P-values
less than 0.05 were considered to be statistisalyificant.

3. Results

3.1 DeCUCBS83 inhibits the growth of A549 cellin vitro

Initially, we explored in MTT assays whether DeCWU&3Baffects the
proliferation of A549 cells. Results of Fig.2 shdathat DeCUCB83
potently inhibited cellular proliferation in a catration and time-
dependent manner. The calculatedyl@alues for 48 h and 72 h were
0.42 uM (equivalent to log value of 2.62) and O.iRl (equivalent to
log value of 2.075), respectively.

100
El © 48 hours

80 O 72 hours

Inhibition rate (% of control)

S T
Concentration (log)

Fig.2 Cell growth inhibition effect by DeCUCB83. Humaomsmall
cell lung cancer cells (A549 cells) were treatedthwdifferent
concentrations of the DeCUC83 for 48 and 72 h. Gitesvth inhibition
effects were determined by MTT assay and thg Vs calculated by
Graph Pad Prism 5 Software through a nonlineacufitte (log of
compound concentratiorersusnormalized response - variable slope).
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3.2 DeCUCBS83 leads to cell cycle arrest and incress apoptosis in
A549 cells

To better understand the mechanism by which calliferation was
suppressed by DeCUCB83, we investigated the diginib of cell
cycle phases of A549 cells following treatment wideCUCB83 by
fluorescence-activated cell sorting (FACS) analy3ise ability of a
compound to affect specific phases of the cell eyalay provide
insights in its mechanism of action. The untreateudtrol cells showed
a typical distribution of GO0/G1l, G2/M and S phasdyjt a
24 h exposure of Ab49 cells to DeCUCB83 caused gaifgiant
enrichment of cells in G2/M phase in a concentratiependent manner
(Fig.3A). An increase from 10.973.04 % to 41.92 0.20% and 46.56
+ 6.01% cells in G2/M phase was detected afterrgmtrnent with 0.5
and 1uM of DeCUCBS83, respectivelyp€0.0001 vs. control). This was
followed by a reduction in GO/G1 phase cells (7975.58% cells in
the controls, decreasing to 46 23.03% and 30.88& 3.18% cells after
the treatment with 0.5 and M of DeCUCB83, respectively)
(p<0.0001 vs. control). These results indicated teg compound
inhibits the growth of A549 cells by arresting thémthe G2/M cell
cycle phase.

Interestingly, the FACS analysis of cell cycle disition with
propidium iodide (PI) staining showed that the timeent of A549 cells
with DeCUCBB83 results in a significant increasetioé sub-G0/G1
peak, suggesting that DeCUCB83 might induce cetiptgsis. The
percentage of GO/G1 cells heightened from 4t02.33% for control
group to 15.9& 2.80% after 24h of treatment witiu of DeCUCBS83
(p<0.001 vs control). To investigate if the observed sub-GOf&&hk
was due to induction of apoptosis, the cells wengbte stained withPl
(which intercalates in DNA of necrotic and late pimdic cells) and
Annexin V conjugated—FITC (which only binds earlyoatotic cells).
As it can be seen in Fig.3R,12 h exposure of A549 cells to 1Bl of
DeCUCBS3 indeed increased the percentage of apoptelis from
6.50% 2.41 % in the untreated controls to 18188.30% in treated cells
(p<0.05 vs. control). Thus, the treatment of A549 Iscelvith
DeCUCBS8S3 not only arrests cell division but alsggers the cells into
apoptosis.
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3.3 DeCUCBS83 induces intense cytoskeleton changeslacaspase-3
activation

A prominent feature of DeCUCB83 was the inductioh rapid
morphological alterations of A549 cells. Appearancé plasma
membrane protrusions, called blebs, were obsenihwninutes after
DeCUCBS83 treatment, which is a typical feature pbd@tosis (data not
shown). Since a correlation between surface bletmdton and
perturbation of normal actin cytoskeletal organ@ahas been reported
(39), we analyzed whether DeCUCB83 affects the tkac
microfilament structures. As shown in Fig.3C, thetreated cells
display a regularly organized actin cytoskeletantypical for epithelial
cells, which are prominently expressed at cell-celitacts. However,
12 h exposure to 0.5 or 1M of DeCUCBS83 triggered a collapse of
microfilaments, resulting in the formation of irtdgr and globular
aggregates of F-actin in the cytoplasm near tnthaei (Fig.3C). This
observation further emphasizes the pro-apoptotitergial of the
DeCUCBS83. 1t is well known that caspases are exesudbf the
apoptotic process through their ability to cleavevesal cellular
substrates and that caspases themselves are tilsoealcby proteolytic
cleavage of pro-caspase forms (40). To evaluate dfiects of
DeCUCBS8S3 on the activation of caspase-3 in A548&c#he cytosolic
extracts of treated or untreated control cells wieibated with a
caspase-3-specific substrate. As shown in Fig.3D2 & treatment of
A549 cells with 1 uM of DeCUCB83 caused a significancrease in
the proteolytic activity of caspase-3, when comgate untreated
control cells. Thus the morphological signs of dpsjs induction
correlate well with caspase-3 activation.

3.4 DeCUCBB83 suppresses STAT3 activation and apopitarelated

proteins

In order to understand the mechanism involved | BreCUCB83
action on cell cycle and apoptosis, we investigatedeffect on the
levels of cyclin-B1, phospho-STAT3, survivin andspase 3 (in its
cleaved form). As shown in Fig.3E, the phosphoigtabf STAT3 was
reduced upon treatment with 0.5 and 1N of DeCUCBS83 during 12
h, when compared to untreated controls. In additidroth

concentrations led to reduced survivin expressioonery well-known
anti-apoptotic protein (41). Also the expression wfclin-B1, an
important cell cycle regulator (42), was reducesphegially when A549
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cells were exposed to 1.@M of DeCUCB83. The ability of
DeCUCBSS3 to activate caspase-3, as previously dstraiad by the
cleavage of a caspase-3-specific substrate, wairmoed by Western
blotting analysis, since the treatment of A549 selith both
concentrations of DeCUCB83 for 12 h increased theumt of active
caspase-3, when compared to untreated control dedleen together,
these results showed that the DeCUCS83 inducedcgele arrest and
apoptosis by affecting key kinases and other engythat regulate
these physiological processes.
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Fig. 3 Effects of DeCUCB83n cell cycle arrest and apoptosis. (A)
A549 cells (5 x 18 were treated with DeCUC83 and analyzed 24 h
later by DNA flow cytometry. The values indicateetpercentage of
A549 cells in the indicated phases of the celleyslb-G0/G1, GO/G1,
S and G2/M). p < 0.001 and *p < 0.0001 as compared with control.
(B) The A549cells were treated for 12 h with DeCUC83ajned with
Annexin V/PI, and submitted to flow cytometry fonaysis of the
apoptotic cells proportion.p*< 0.05 as compared with control. (C) The
A549 cells were either untreated or treated wighp0M and 1.0uM of
DeCUCS3 for 12 h, fixed, stained with Hoechst arRITIC-labeled-
phalloidin and analyzed by confocal microscopy. ayeimages are
shown. (D) The A549 cells were treated for 12 hhvileCUC83 and
their cytosolic fraction was analyzed for changesthe activity of
caspase-3pF < 0.05 as compared with control. (E) A549 cells ever
treated with DeCUCS83 for 12 h and then subjected/&stern blotting
using antibodies as indicated. Equal protein logdias confirmed by
probing for tubulin Representative images of thiedependently
repeated experiments are shown. The values repressans of three
independent experiments and SD.

3.5 DeCUCB83 is a potent suppressor of the PI3KineBAKT
signaling pathway and alters the phosphorylation/ativation status
of ERK

PI3K/AKT and RAS/RAF/ERK pathways are key regulataf cell
survival and proliferation and their deregulatioa aommonly found in
cancer (7). To investigate the effects of DeCUCBB3hese pathways,
firstly the phosphorylation status of AKT and ERIKthe A549 cells
was studied. In these experiments, the cells weeatad with
DeCUCBS83 for 24 and 48 h followed by stimulationttwiTNFa
(30ng/mL) for additional 15 min. As shown in Fig.Afhe TNF-
mediated activation/phosphorylation of both AKT amRK was
inhibited, when A549 cells were treated with eitBeés or 1.0 uM of the
compound. In contrast, the activation state of kegteins of other
signaling pathways such as p38, JNK, NF-kappaB gbwell as the
degradation ofdBa, was not significantly changed after treatmenhwit
DeCUCBS3 (data not shown). All the blots relatedi®h of treatment
can be found as a Supplementary material. To revaadther
DeCUCBS83 affects the AKT kinase directly, A549 selivere
transiently transfected with a wild-type form of AKor the
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corresponding pCMV5 empty vector and exposed toa@db 1.QuM of
DeCUCBS83 during 24 h. The expressed recombinant A#ilase
always displayed an increased phosphorylation dyrea non-
stimulated cells and, interestingly, this basal qpmrylation was not
inhibited by DeCUCB83. To the contrary, phosphadigla of
endogenous AKT was always completely inhibited by tompound
(Fig. 4B). Overexpression of AKT also had no effentinhibition of
ERK phosphorylation by DeCUCB83 compound. Thesa dadicate
that upstream components of the AKT signaling cdsaather than
AKT itself are affected by the DeCUCB83. However,hile
phosphorylation of the AKT and the PI3k kinases evatrongly
inhibited by both 0.5 and 1M of DeCUCBS83, the phosphorylation
of upstream components of PI3K/AKT signaling pathwsuch as
PTEN and PDK1 were unaffected (Fig.4C).

3.6 DeCUCBS83 inhibits the expression level of EGFRand
phosphorylation of EGFR

Both PI3K and ERK1/2 kinases can be activated bgstge kinase
receptors (7). EGFR is expressed at high levedsvifide range of tumor
types and in most lung cancers it has been assddatlower rates of
survival. Therefore, we assessed whether the sffefceCUCB83 on
PISK/AKT and ERK1/2, we have seen, might resultrfrmhibition of
this tyrosine kinase receptor. Therefore, we temifi overexpressed
the human EGFR in A549 cells and analyzed its phasgation after
stimulation with EGF in the presence or absenc¢hef DeCUCBS83
compound. Growth factor stimulation of A549 cellseexpressing the
EGFR resulted in a stronger tyrosine phosphorytas@mnal of the
receptor than in empty vector transfected cellsn@te, incubation of
both vector- and EGFR-transfected cells with DeC88RBompound
efficiently inhibited the EGF-mediated phosphornylatof the receptor.
The effect was concentration-dependent and a ctnatiem of 1 uM of
DeCUCBS83 was sufficient to completely prevent thmgphorylation
of endogenous EGFR. While this amount also effityeblocked the
receptor phosphorylation in overexpressing cellsmes residual
phosphorylation was still detected there (Fig.4D)terestingly,
overexpression of the EGFR also attenuated thebitohy effect of
DeCUCBS83 on AKT and ERK kinases, suggesting that tihvosine
kinase receptor is probably the primary targehefcompound.



Capitulo 111 129

<) DeCUCBS3
DMSO  05uM  1.0uM
T™Fa - + -+ -+

= e - .'
—_— P-PI3K

-—
’ bl — -‘P-PTEN

|— e — "|P-PDK1

|~- ———— -‘|PI3K

L—---- -lERKz

NIH3T3 (V-RAF)

+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
B T

20 40° 600 5 10" 20" 40 60’

- —— >

P-ERK

L-------.- —-1ERK2

NIH3T3 (k-RAS)

A) B) DeCUCBS83
Transfected A549 cells Empty vector
DeCUCBS83 (PCMV5-AKTaWT) (pCMV5)
DMSO 0.5:M  1.0uM DMSO 0.5uM 10uM  DMSO 0.5uM 1.0pM
MFa- & = & =< % L T . AR . . . -
E . Y —— s
== e i«
‘...--- — ‘AKT
= ———erke R — 3‘—=”‘P»ERK
‘----------"ERKZ
D
J DeCUCB83 5
Transfected A549 cells Empty vector
(PECFP-N1EGFR) (PECFP) TNFa + + +
DeCUCB83(1.0uM) ~ -~ -
DMSO  0.5uM 1.00M DMSO  0.5uM  1.0pM 0 5 10
EGF - + - + -+ -+ -+ -+ |
| = - = p-ecFr
=E
l‘ EE= EGFR .
| - — p—— |P-AKT TNFa + + +
DeCUCBS83(1.0uM) - - -
| - - - - IP-ERK 0 5 10

+ o+ 4+ + o+ o+ + +

- - - + o+ o+ + +

20" 40° 60" 5 10" 20° 40° 60’

|... - - D Dy o |¢x-tubu|in

M' e — . |P-ERK

b““ - -5“—-‘|ERK2




130 Capitulo Il

Fig.4: Effects of DeCUCB83 on TNFmediated activation of
signaling pathways. (A) Effect of DeCUCBS83 on thsogphorylation
status of AKT and ERK. (B) Effect of DeCUCB83 oneth
phosphorylation status of AKT and ERK in A549 cellansiently
transfected with Jug of wild-type form of AKT or the empty pCMV5
vector. (C) Effect of DeCUCB83 on the phosphorglatstatus of PISK
and its regulators PTEN and PDK1. In A, B and C teds were
exposed to 0.5 and 1M of DeCUCBS83 for 24 h, stimulated or not
for additional 15 min with 30ng/mL of TNFand analyzed by Western
blotting. (D) Effect of DeCUCB83 on the phosphotida level of
EGFR, measured by phosphorylation of its specific T068 site and
downstream targets AKT and ERK. The A549 cells weaasiently
transfected with ug of human EGFR or its comparable empty vector
control. The cells were exposed to 0.5 and M) of DeCUCB83 for
24 h, stimulated or not with EGF (10ng/mL, 15mingdahen analyzed
by Western blotting. (E) and (F) Effect of DeCUCB&H the
phosphorylation status of ERK in NIH3T3/v-RAF- (&)d NIH3T3/k-
RAS- (F) transformed cells. The cells were simudtausly stimulated
with TNFa (30ng/mL) and exposed or not to 1Bl of DeCUCBS83 for
time points indicated and analyzed by Western inpttEqual protein
loading was confirmed by probing for tubulin or ERKThe most
representative results of three independent expetsrare shown.

3.7 DeCUCBS83 is more selectivity towards malignantransformed
cells

The RAS-RAF-MEK-ERK signaling pathway is frequently
hiperactivated in NSCLC (8). Our experiments shotied DeCUCB83
efficiently inhibited the activation/ phosphorylati of this pathway.
Hence, we aimed to investigate the selectivity afficiency of
DeCUCBS8S3 towards tumor cells in which this pathvispermanently
active due to oncogenic transformation of particuteembers of the
pathway. To study this we took advantage of tunsrig NIH3T3 cells
that have been transformed by transduction witheeibncogenic k-
RAS or v-RAF (35). A particular advantage of thesdls is that only
the RAS/ERK pathway is oncogenically altered. Comafpze treatment
of NIH3T3 cell lines with the DeCUCB83 compound #8 h revealed
that the growth inhibitory effect of DeCUCB83 towarv-RAF and ki-
RAS transformed cells was 31- or 5-times more igffic respectively,
than towards wt non-transformed NIH3T3 cells. Famparison,
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staurosporin, which is an inhibitor of diverse sitymg kinases had
either no or even a growth promoting effect comgaoewt cells (Table
1). In good agreement with these data, the diiediated
phosphorylation of ERK1/2 was efficiently blocked the DeCUCB83
compound in these cells and the inhibitory effeaswnore pronounced
in v-RAF- compared with k-RAS-transformed NIH3T3brbblasts
(Fig.4E and 4F).

Tablel: Growth inhibitory effects and selectivity of DeCUCB83 and
staurosporine towards normal and v-RAF and k-RA®dformed NIH3T3
fibroblasts.

DeCUCBS83 Staurosporine
Cells ICs* M ICs0" M
(C1 95%) (C1 95%)
17.592 0.0692
NIH3T3 normal (9.872 — 31.349) (0.029-0.165)
0.561 0.064
NIH3T3/v-RAF 0.316 — 0.998 (0.048-0.088)
3.559 12.728
NIH3T3/k-RAS (1.612 - 7.857) (0.748-21.643)
SP
(NIH3T3/v-RAF) 314 108
b
Si 4 ND

(NIH3T3/k-RAS)

2 Inhibitory concentration of 50% cell growth was aadhted through a
nonlinear fit-curve (log of compound concentrati®ersus normalized
response - variable slope)

bSelectivity index: calculated as4§NIH3T3 normal / 1G, NIH3T3/v-RAF
or 1C5o NIH3T3 normal / 1Gy NIH3T3/k-RAS

ND= Not determined, since staurosporine was motatayic toward normal
NIH3T3 cell line.

3.8 DeCUCBS83 reduces RAF-induced lung tumors growthn vivo

To study the in vivo relevance of the DeCUCBS83 iaventing tumor
growth, we injected the compound into the peritbaaity of c-RAF-
1-BxB mice. These transgenic mice develop multgmlenomas of type
Il pneumocyte origin within 3-4 months after birtbecause they
contain a truncated oncogenic version of the RAf&e. The
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expression of the oncogene is restricted to lusgpé, as the c-RAF-1-
BxB transgene is driven by the surfactant protei{SE-C) promoter
(34). Treatment of four-months-old mice with 1 ng/f DeCUCB83
every second day during 21 days did suppress thertigrowth
slightly, while the DMSO control did not show anffeet (only 16% of
tumor reduction was measured, data not shown).h&t dose and
scheme of treatment, DeCUCB83 was well tolerateda(diot shown).
However, when DeCUCB83 was administrated at theesdose (1
mg/kg) and for the same time period (21 days),dwary single day,
which was still tolerated by the animals, the sifec-RAF-BxB-1-
positive tumor foci was significantly reduced comgzhto the control-
treated mice (Fig.5A and 5B). As the developmenrtunf) adenomas in
these mice mainly, if not exclusively, depends apression of the
oncogenic human c-RAF-1-BxB (34), it is conceivatblat the amount
of c-RAF-1-BxB protein or mRNA in lungs will be dictly
proportional to the amount of tumor tissue. Indeed,only the number
of tumor colonies and their size were reduced afgatment of mice
with DeCUCBS83, but also the amount of c-RAF-BxB tpin and
MRNA (Fig.5C-F) and the measured amounts of tuiseu¢ correlated
very well with the amounts of expressed c-RAF-1-Bgitein and
mMRNA (Fig. 5E and G).

Taken together, these data demonstrate that DeCBG8&
potential anti-tumor drug, as it inhibited the gtbwaf RAF oncogene-
induced lung tumors in mice significantly. Furthens these data
show that the c-RAF-1-BxB transgenic mice represeigood mouse
model for evaluation of anti-lung tumor effects pbtential cancer
drugs.
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(B) The total amount of tumor tissue in the lundsiotreated control
mice (=4) and DeCUCBS83-treated micen=4) measured after
immunohistochemistry. The lungs of treated miceilatdd 58% (P <
0.05, t test) less tumor tissue in comparison to untreatedtrol
animals. (C) Western blotting of tumor lysates ofreated control mice
(n=4) and DeCUCB83-treated mice=4) for c-RAF-1-BxB expression.
Beta-actin was used as a loading control. (D) Demsdtric quantitation
of the human c-RAF-1-BxB protein expressed in tirggs of untreated
and DeCUCBB83-treated mice. The lungs of treatea: reithibited 66%
(*p < 0.05,t test) less c-RAF-1-BxB expressed protein in comsparto
untreated control animals. (F) The total RNA wadlated from the
lungs of untreated micenf4) and DeCUCB83-treated mic&=4),
reverse transcribed and the expression of c-RAKB-BARNA was
determined by quantitative real-time PCR. The esgion of c-RAF-1-
BxB mMRNA was reduced 37% after systemic treatmerth w
DeCUCBS8S3, albeit the means are not statisticaliyniicant when
compared by test. £>0.05). Relationship between tumor tissue amount
and c-RAF-1-BxB protein (E) and c-RAF-1-BxB mRNA)(@ lungs
of all mice analyzed. The relative amounts of tusna-RAF-1-BxB
protein and mMRNA were measured by immunohistocheynig/estern
blotting and gRT-PCR as shown in (A, C and F).

4. Discussion

Plant-based systems play a crucial role in heaihaad continue to be
a key source of new drugs and new chemical enti@dsthe plant-
derived antitumor drugs in clinical use, some @ iest known are the
vinca alkaloids, vinblastine and vincristine, tdget with the two
clinically-active agents, etoposide and teniposidehich are
semisynthetic derivatives of the natural produgpegophyllotoxin (14,
16). Cucurbitacins are a class of highly oxidizeetracyclic
triterpenoids, which are distributed in the plamigklom. They exhibit a
wide array ofin vitro andin vivo pharmacological effects, and their
antitumor activity has been particularly investegh{17-21).

Recently, our research group have studied the bitaaims as
natural product scaffolds for the achievement ofw nbioactive
molecules (29). In the current study, we demoretrahat a novel
semisynthetic derivative of cucurbitacin B (DeCUQGB8s a potent
suppressor of human NSCLC cell grovithvitro through its effects on
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actin-cytoskeleton, EFG receptor and its downstreaignaling
pathways, mainly PI3Kinase, ERK1/2 and STAT3, cglile regulatory
and apoptotic proteins. In addition, for the fitshe, the potential
antitumoral activity of DeCUCB83 was showed in dlvestablished c-
RAF induced lung adenoma modielvivo.

MTT analysis showed significant inhibition of A54&ells
viability in vitro at a concentration and time-dependent manner2jFig.
DeCUCBS83 treatment inhibited cell growth, showir@sgl values of
0.42uM and 0.12uM for 48 and 72 h, respectively. It was even more
active than paclitaxel (l§g values of 1.1uM and 0.19uM for 48 and
72 h, respectively), a well-known drug clinicallgad for the treatment
of lung cancer (43). In addition, DeCUCB83 showd#3and 4 times
more selectivity towards NIH3T3/v-RAF and NIH3T3RAS cells,
respectively, when compared to non-transformeds g®IH3T3 wild
type cells). These results raise the possibiligt heCUCB83 might
have selectivity for cancer cells, but further stsdare needed to
substantiate this hypothesis.

Since the most anticancer drugs exhibit their inbilp effects
on tumor cell growth by inducing cell cycle arresid apoptosis, a set
of assays on cell cycle distribution and apoptostection by FACS
was performed to better characterize the mechaassociated to the
inhibitory activity of DeCUCB83 on A549 cells. Theeated cells were
arrested at the G2/M phase of cell cycle resuliing decreased G0/G1
cell population (Fig.3A) and suggesting that thesmempound inhibits
cell growth via blocking cell division at the G2/phase. In addition,
the distribution of cells over different cell cycfghases analyzed by
FACS showed that the treatment of A549 cells reduibh increase of
cell apoptosis (from 4.02% in the untreated graufi5.90% after 24h
of exposure to 1M of DeCUCB83), which was confirmed by Annexin
V/PI staining (Fig.3B). These results are in gogteament with recent
findings, demonstrating that other cucurbitacinsoaihduce a G2/M
arrest and apoptosis in other human cancer cesimvitro (32, 44-
46).

In order to better understand the mechanism by Iwhic
DeCUCBS83 induces cell cycle arrest and apoptosi85f9 cells, we
firstly investigated the status of key proteins wnoto regulate G2/M
transition and apoptosis. The signal transducer antivator of
transcription protein 3 (STAT3) is a latent cytesatanscription factor
that transfers signals from the cell membrane tirdo the nucleus,
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and it is found to be aberrantly activated in maaycers, including
NSCLC (47). Some studies have proposed that cueaibs induce
inhibitory effects against several human cancerl digles via
suppression of STAT3 phosphorylation (48-53). Ivésy well-known
that STAT3 is responsible for up-regulating the respion of several
cell cycle regulators and antiapoptotic proteing, &4). In the current
study, it was clearly demonstrated that the lewdlgp-STAT3 and
cyclin Bl proteins were decreased in A549 cellsated with
DeCUCBS83 (Fig 3E), suggesting that the cell cyctest and apoptosis
of A549 cells was at least partially mediated wipmession of STAT3
activation. In the same context, survivin, a hurimribitor of apoptosis
protein (IAP) that plays an important role in bal cycle regulation
and inhibition of apoptosis, was expressed in caéllang the G2/M
phase of the cell cycle, followed by a rapid dechpoth mRNA and
protein levels at the G1 phase (55). Inhibitiorsofvivin expression or
disruption of survivin interaction with microtubgléeads to apoptosis
at G2/M phase (56). As can be seen in Fig.3E, bathlyzed
concentrations of DeCUCB83 decreased the expres§isurvivin after
12 h of treatment. This fact indicates that surviwviight be a regulator
of cell division and is required to protect celisrh apoptosis.

To confirm the apoptotic nature of cell death inCRECB83
treated cells, we assessed the activation of therreffector caspase,
which is an important executor of the apoptoticcess through its
ability to cleave several cellular substrates (4The ability of
DeCUCBSS to activate caspase-3 was demonstratéldebgleavage of
a caspase-3-specific substrate (Fig.3D) and wasreomd by Western
blotting analysis (Fig.3E), since the treatmen®A&#9 cells with both
concentrations of DeCUCB83 increased the amounthef active
caspase-3, when compared to untreated control. CEflese results
confirm the involvement of this enzyme in the De@®83-mediated
cell death.

In the current study, confocal microscopy analyseth
rhodamine-phalloidin and Hoechst fluorescent stginshowed that
DeCUCBS83 exposure at both tested concentrationsceul intense
alterations in the cytoskeleton (Fig.3C). The acfitamentous
organization was rapidly disrupted upon treatmehtA&49 cells
switching from a slight network that elongated aandusly through the
cytoplasm in untreated cells to an intensely flsoemt accumulation
located next to the cell nucleus in treated céllsese findings are in
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complete agreement with the present understandiogt@ucurbitacins,
which suggest a direct modulation of the actin siideton (57-60).

The cucurbitacins have shown strong antiprolifesatctivity
against many human cancer cells, primarily as itdrib of the
JAK/STAT3 pathway, as previously described in tkisction. For
illustration, Blaskovich and co-workers (53) wehe first to report that
cucurbitacin | rapidly suppresses phosphotyrosiidT3 in v-Src-
transformed NIH3T3 cells and in A549 cells. Consauly, STAT3
DNA binding and STAT3-mediated gene transcript®imhibited. This
cucurbitacin also decreased the phosphorylationJAK without
affecting AKT, ERK1/2, or JNK, suggesting that ctutacin | is
highly selective for JAK/STAT3. Conversely, cucuddin Q
selectively inhibits STAT3 without affecting JAK&rc, AKT, ERK,
and JNK in A549 cells (49). Nonetheless, five difa leukemia cell
lines treated with cucurbitacin B showed cell giowthibition, which
was achieved by suppression of both STAT3 actimatiod RAF/ERK
kinase pathways (61). But when hepatocellular naroa (BEL-7402)
cells were treated with cucurbitacin B, the c-RA&svinhibited without
affecting STAT3 (62). Another study showed that wbitacin B
inhibited the proliferation of seven human ostecsara cells linesin
vitro, suppressing ERK, AKT and mammalian target of rapamy
(mTOR) proteins (63). Therefore, cucurbitacins satectively inhibit
different signaling pathways, depending on the eawell type, which
led us to study which other pathways are affectgdtie novel
DeCUCBS83.

Here, we showed for the first time that this clatsompounds
can target directly the epidermal growth factor emgor (EGFR)
(Fig.4D), suppressing its phosphorylation in a emi@ation-dependent
manner in both EGFR-overexpressing A549 cells amgbty vector
control cells, followed by inhibition of its seccany PI3K/AKT,
RAS/ERK and JAK/STATS3 signaling pathways (Fig.3El &ig.4). The
EGFR and its downstream targets are mostly oveesspd and
constitutively active in NSCLC, being involved imetdevelopment and
progression of lung cancer, which is usually asged with poor
prognosis of many human malignancies (7, 8, 64)efging evidence
indicates that the RAF/MEK/ERK pathway is intimagtéhked with the
PISK/AKT pathway (64). In fact, RAS activation rdgtes activation of
both pathways that may result in the phosphorytatif many
downstream targets and play a role in the regulaifccell survival and
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proliferation. Upon activation, the ERK translocate the nucleus to
induce transcription of the genes, such as Bch®pase-9 and cyclin
D1 for growth and survival (65). Likewise, activat&KT exerts its
anti-apoptotic activity, in part by preventing tledease of cytochrome
from the mitochondria, inhibiting the cell cycle &R check-point
initiation, and directly inactivating pro-apoptotfactors such as Bad
and procaspase-9 by phosphorylating them (10, [B&).this reason,
considerable attention has been given to the EG&Rway because
both EGFR and some downstream components mightdaéte targets
for anticancer therapy.

In addition to DeCUCB83'’s effects on STAT3 actioatj PI3K
and its downstream target AKT were strongly inl@diin unstimulated
and TNF-stimulated A549 treated cells as it can be sedfiglA and
4C. The effect of DeCUCB83 on the AKT phosphorgatcould also
be visualized when EGFR-overexpressing A549 ceksewtreated,
which confirms its potential (Fig.4D). In the samentext, the ERK
phosphorylation-TN&-induced was clearly down-regulated by the
treatment with both concentrations of DeCUCB83it @asn be seen in
Fig.4A-4D.

In order to develop novel therapeutic approaches the
management of cancer, animal models are requiregl. hdle used
transgenic mice with lung targeted expression eftfRAF kinase, who
develop multiple type Il pneumocyte adenomas wiith months after
birth (34), to evaluate DeCUCB83's effects on tunpogression.
Considering the fact that DeCUCB83 was able to cedERK
phosphorylation, which is a downstream target ofFR& A549 cells
and also in NIH3T3 cells transfected with RAS andHbncogenes, it
could be a valuable indicative of its effectiven@sghis model. The
results showed that DeCUCBS83 could significantlpmess the lung
tumor present in these transgenic mice as couldsolized directly in
the lungs by immunohistochemistry and also by Wastalotting
analyses, measuring the amount of c-RAF-BxB expoe$Big.5), with
a significant positive correlation between theseapeters (Pearson
correlation= 0.8218<0.05).

In conclusion, the present study indicates, forfitst time, that a novel
semisynthetic derivative of cucurbitacin B (DeCUGB&uppresses
EGFR phosphorylation in NSCLC cells, followed byilnition of its
secondary pathways, especially JAK/STAT3 and PI3KVAsignaling
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that provide valuable information on the molecutaechanism of its
cytotoxic effects. In addition, its antitumor adtyvwas proved, also for
the first time, in a well-established c-RAF indudedg tumor modein
vivo. Taken together, these findings strongly sugdest@eCUCBS83 is
a promising drug candidate for the treatment ofjlaancer.
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1. APRESENTACAO

Neste capitulo estdo apresentados os resultadnstiacéo do
mecanismo de morte celular induzida por alguns ochog
pertencentes ao primeiro grupo de cucurbitacinadiaalas, que se
mostraram bastante ativas durante o processoagemn, sendo estas as
de numerosl6 e 18 (duas cucurbitacinas naturais inéditag}
(cucurbitacina B)20 e 31 (derivados semissintéticos da cucurbitacina
B). Os resultados da cucurbitacina 18 (ativa nengira triagem) ja
foram apresentados no capitulo Il na forma de digoapublicado.

Num segundo momento, conforme mencionado no capiitul
desta tese, outro grupo de 18 compostos (niumerass34io Quadro 2,
capitulo 1) foram fornecidos para avaliacdo, quamdcestudo do
mecanismo de acdo do primeiro grupo de compostdsayéa sido
finalizado. Por questdes praticas, estes compdst@sn avaliados
somente em células A549, uma vez que essa linhggdravia sido
eleita para a avaliagdo do mecanismo de acdo de roelular dos
outros compostos. Com base nos valores dg, @de podem ser
visualizados na Tabela 3 (capitulo 1), trés congmgiimero87, 39 e
43) mostraram-se ativos, e foram selecionados, jusniéeancom outros
guatro compostos do primeiro grupo (niumetés18, 19 e 20), para
serem avaliados mais detalhadamente durante oices@gduiche na
Universidade de Minster. Os resultados obtidosoestpostos neste
capitulo, sendo que os efeitas vitro e in vivo da CUC 37
(=DeCUCB83) foram detalhadamente descritos tamb&apitulo 111,
sob a forma de artigo a ser submetido para avaliaca



148 Capitulo IV




Capitulo 1V 149

2. ELUCIDACAO DO MECANISMO DA ACAO CITOTOXICA
DAS CUCURBITACINAS MAIS ATIVAS SELECIONADAS NA
PRIMEIRA TRIAGEM, FRENTE A LINHAGEM CELULAR
TUMORAL A549

Antes da elucidacdo do mecanismo, foi avaliado au gie
inducdo de morte das células A549, em diferentespde de
tratamento, e as cucurbitacinas selecionadas doeijpa grupo de
compostos avaliados (nimeros 16, 19, 20 e 31) esarcuma acao
citotoxica tempo-dependente, tendo sido observadiorngrau de
inducdo de morte celular, apés 72 h de tratamerdmo pode ser
verificado na Tabela 4.

Tabela 4: Determinacdo dos valores de §g@as cucurbitacinas mais
ativas, do primeiro grupo avaliado, em diferenégsgos de tratamento.

CCs*- Células A549

CUCs
24 h 48 h 72 h

16 >50,00 10,590+ 1,344 4,808+ 0,018

19 0,315+ 0,090 0,11% 0,018 0,03k 0,007

20 >50,00 11,497+ 0,484 2,540+ 0,622

31 >50,00 22,850+ 1,721 9,454 1,157
Doxorrubicina >50,00 1,530+ 0,636 1,460+ 0,159
Paclitaxel >50,00 0,211+ 0,035 0,05% 0,011

*CCs= Concentracao toxica a 50% para as células A5M);(\walores
representam a média = D.P. de trés experimentepémdientes.

O crescimento das células transformadas em um tuegoer a
ocorréncia de proliferacdo, isto €, aumento no mande células. As
células humanas em divisdo progridem através deicim celular (ou
ciclo mitdtico) que consiste em fases distintas.dOis eventos-chave
no ciclo celular consistem na sintese do DNA deranfase S e na
divisdo da célula-mée em duas células-filhas darantitose ou fase
M. A fase entre a divisdo celular e a sintese dé\ [BNdenominada
GO0/G1, enquanto a fase entre a sintese do DNA eitasemé
denominada G2/M. Certas proteinas, denominadagascl(CL) e
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guinases dependentes de ciclinas (CDKs), governpragaesséao pelas
fases do ciclo celular, e a ocorréncia de mutagdssgenes das CL
e/ou CDK pode resultar em transformagdes neopRgMOLINARI,
2000). Os alvos da maioria dos agentes antinegpgsido as células
gue se encontram em divisdo e, por isso, os cénaerapido
crescimento (como as leucemias) frequentement®mdsm de modo
mais favoravel & quimioterapia do que os grande®ites volumosos
(TAN; WHITE, 2008).

Neste contexto, foi avaliada a distribuicdo dasulasl A549,
tratadas ou ndo com as quatro cucurbitacinas eebtas, nas
diferentes fases do ciclo celular por citometriafldzo, ap6s serem
coradas com iodeto de propideo. A deteccdo de uossivel
interrupcao do ciclo celular é fundamental paraficar a presenca de
danos no DNA, pois dele depende a progressédo déplicalcéo
celular.

Como demonstrado na Figura 9A, apés 24 h de tratano®m
20 uM da CUC 16 ocorreu um bloqueio do ciclo celalamentando a
populacdo das células A549 na fase G2/M de 17,(&afs 38,60 %,
guando comparado aos controles celulares ndo dsatfet0,0001).
Este evento foi acompanhado de uma reducéo dagmdoutle células
em fase GO/G1 de 72,13 % no controle celular ritado para 52,35 %
apos o tratamento com a CUC 16.

O tratamento com as CUCs 19 e 20 resultou em eitesa
semelhantes na distribuicdo do ciclo celular, cpade ser visualizado
nas Figuras 9B e 9C. Ja o tratamento com a CUC&81pnomoveu
alteracdo na distribuicdo das células nas difeseféises do ciclo
celular, quando comparado aos controles celulafiestratados (Fig.
9D).
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Figura 9: Efeito das cucurbitacinas 16 (A), 19 (8),(C) e 31 (D) na
distribuicdo das células A549, em diferentes fasesiclo celular. (*) e
(**) indicam diferencas estatisticamente signifieen 0<0,001 e
p<0,0001), em comparacdo aos controles de células traiadas
(ANOVA, seguido do teste de Tukey).

Durante o processo apoptético, ocorre a sinalizagglalar
devido a translocacgéo precoce de residuos deitbisfatina do folheto
interno da membrana plasmatica para o folheto mxtenarcando as
células que devem ser fagocitadas pelo sistema oidgino
(ELMORE, 2007). A proteina recombinante Anexina Whéa molécula
de ligacdo para fosfatidilserina que interage fodete e
especificamente com residuos deste fosfolipidiondenbrana, através
de suas cargas negativas em presenca de calcenqmder usada para
a deteccaadn vitro do processo de morte celular programada (VAN
GENDEREN et al., 2006). Como pode ser visualizaald-igura 10, o
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tratamento com a CUC 16 (Fig. 10A) resultou em uaiompercentual
de células em apoptose (22,15% e 47,41% nas coacées de 10 e 20
UM, respectivamente), quando comparado ao conméle tratado
(5,18% de células apoptoticas). O mesmo comportenfenobservado
apos o tratamento das células A549 com as CUCS209(Eig. 10B e
10C), o que levou a um aumento da populacéo apegptde forma
concentracdo-dependente. PorérGC 31 (Fig. 10D) ndo induziu, de
forma significativa, um aumento da populacdo delaglapoptoticas,
apos 12 h de tratamento, razao pela qual este aopéo foi incluido
nos demais experimentos de elucidacdo do mecamismwrte celular.

A)cuUcC 16

B) cUC 19

80 a0
g = °
@ B0 =
g ¢ g
s g
S 40 s
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k3 b 3
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Figura 10: Populagéo de células apoptéticas (%gdes por 12 h com
as cucurbitacinas 16 (A), 19 (B), 20 (C) e 31 (D)relacdo ao controle
de células nédo tratadas. Letras diferentes inditiferencas estatisticas
significantes |§<0,0001; ANOVA, seguido do teste de Tukey).

As caspases sdo enzimas aspartato-especificasnieeentre as
membranas celulares e mitocondriais, no citoplasn, reticulo
endoplasmatico e nucleo da célula, na forma de gémos inativos.
Sdo executoras da morte por apoptose e compreeddas classes
diferentes: as iniciadoras (caspases 2, 8, 9 e &8)efetoras (caspases
3, 6 e 7) que clivam substratos especificos e efponsaveis pelas
caracteristicas tipicas deste tipo de morte (BUDRBAO et al., 1999).
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Neste trabalho, foram utilizados kits MillipSreom substratos
especificos para as caspases-3, -8 e -9 asso@ado®moforo pNA
(p-nitroanilina). A clivagem do substrato pela s ativa libera o
cromdforo, gerando coloracdo que pode ser quaddic por
espectrofotometria, sendo as absorbancias medidastamente
proporcionais a atividade enzimética. Como mostriigura 11, o
tratamento das células A549 por 12 h com as CUGs 1% ativou, de
forma significativa, a caspase-3 nas duas concgggsa utilizadas,
enquanto que apenas a maior concentracdo da CU&i\zu esta
principal caspase efetora. Cabe ressaltar quguNl0Oda CUC 16
ativaram também a caspase-9, porém o0 mesmo naobgarvado
guando se utilizou uma maior concentracdo, send® @gie dado
precisa ser confirmado subsequentemente. O aurdanativacdo das
caspases, quando comparado ao controle celular trétado,
demonstrou que estas enzimas estdo envolvidasocegso de morte
celular induzido pelas CUCs, confirmando a indugho processo
apoptético pelos compostos estudados.

400+ W Caspase 3
E3 Caspase 8

C 9
3004 [ Caspase

5

2004 *

1004

Atividade das caspases (%)
*
"

T T
Controle CUC16(10uM]  CUC16{20pM)  CUC19(0.4 pM)  CUC1S(0.2pM)  CUC20(10 M)  CUC 20{20 ph)

Figura 11: Andlise da ativacdo das caspases 3,&m células A549
tratadas por 12 h com as cucurbitacinas 16, 19. €R0**) e (***)
indicam diferencas estatisticamente significanfes0,01, p<0,001 e
p<0,0001, respectivamente; ANOVA, seguido do test®dnnett), em
comparacao aos controles de células nédo tratadas.

Durante o processo apoptético, ocorre a clivagerfilateentos
intermediarios de proteinas do citoesqueleto quepdem a estrutura
celular, sendo a actina uma dessas proteinas aivVGtAMAZAKI et
al.,, 2000). O corante fluorescente rodamina-fah@dipossui alta
afinidade pelos filamentos de actina, e quandorecoonjugacéo, ha
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emissao de fluorescéncia. Além disso, a fragmeatagélear é outra
caracteristica marcante em células que estejaranstafrmorte celular
programada, sendo que o surgimento de célulasnmciiadas pode ser
observado com o0 uso do corante nuclear Hoechst, eu#e
fluorescéncia azul ao ser excitado em microscomoforal de
fluorescéncia. O tratamento das células A549 co@USs 16, 19 e 20
induziu mudanca conformacional e desestruturac&ofitbtomentos de
actina do citoesqueleto, além do surgimento delalnultinucleadas
de forma concentracdo-dependente apds 12 h denénat@, quando
comparadas ao controle celular ndo tratado. Asrictografias obtidas
por microscopia confocal de fluorescéncia estdcesmmtadas nas
Figuras 12, 13, 14 e 15.

Figura 12: Imagem do controle de células A549 natadas, obtida
através de microscopia confocal. A esquerda oseagchodem ser
visualizados através da coloragédo por Hoechstieeiados filamentos
de actina estéo corados com rodamina-faloidina.
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Figura 13: Imagem obtida por microscopia confoea délulas A549
tratadas com a cucurbitacina 16, nas concentralgbé8 uM (A e B) e
20 uM (C e D). Em A e C, as células foram coradas Eloechst, e em
B e D com rodamina-faloidina.

Figura 14: Imagem obtida por microscopia confoca délulas A549
tratadas com a cucurbitacina 19, nas concentralgesl uM (A e B) e
0,2 uM (C e D). Em A e C, as células foram coramtan Hoechst, e
em B e D com rodamina-faloidina.
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Figura 15: Imagem obtida por microscopia confoea células tratadas
com a cucurbitacina 20, nas concentracfes de 1(Au&MB) e 20 uM
(C e D). Em A e C, as células foram coradas conchikiee em B e D
com rodamina-faloidina.

Para avaliar a expressao de proteinas envolvidaproxesso
apoptético foi conduzido um ensaio de Westerniblpte, apés 12 h de
tratamento com as CUCs 16, 19 e 20, as proteifatares foram
extraidas de forma adequada, quantificadas, adatisem gel de SDS-
PAGE, para posteridylotting com os anticorpos especificos. Conforme
mostrado na Figura 16, o tratamento com todas aSsCbduziu a
expressdo da caspase-3 na sua forma ativa, o quebam@ a
participacdo desta enzima no processo de mortiacelu

O Sinal Transdutor e Ativador de Transcricdo (STA&3um
fator de transcricéo citosdlico latente, que tratessinais da membrana
celular diretamente para o nlcleo. O STAT3 encesdra
constitutivamente ativado em varios tipos de c@axehumanos,
incluindo o de pulmdo, desempenhando um papel arunb
crescimento, diferenciagcéo e sobrevivéncia de @&lwimorais, as quais
superexpressam Varios genes, incluindo aquelescodiéicam para
proteinas antiapoptoticas, tais como Mcl-1 e Bgl-®los reguladores
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de ciclo celular ciclina D1 e c-Myc (YU, JOVE, 200A_.ETCHER et
al., 2009). Considerando que as estratégias quimjoitas mais
modernas objetivam induzir o processo de mortdargiwogramada, o
STAT3 representa um alvo promissor para 0 desergonal/os
farmacos anticancer (AL ZAID SIDDIQUEE, TURKSON,(R).

Recentes estudos tém demonstrado que muitas dacimas
exercem seu efeito citotdéxico frente a inimerabagens de células
tumorais, através da supressdo da fosforilacdo dPATS
(BLASKOVICH et al., 2003; SUN et al., 2005; SHIadt, 2006; SU et
al., 2008; VAN KESTER et al., 2008; LUI et al., ZOSHDORJ et al.,
2010).

Neste estudo, foi avaliada a expressao de p-STATZdulas
A549 por Western blotting, sendo que o tratamemt® cklulas A549
por 12 h com as CUCs 19 e 20 resultou em uma redsigéaificativa
dos niveis de p-STAT3, diferentemente da CUC 16rdigealterou sua
expressdo (Figura 16). Isto sugere que a inibigdodforilagdo do
STAT3 pode estar associada com a inducdo de apopiets
compostos 19 e 20. Para verificar a expressdogienak proteinas-
alvo do STAT3 envolvidas no processo de morte aelpbr apoptose,
foi avaliada também a expressdo de Bcl-2, a qual $a1a expressao
reduzida apos tratamento com as CUCs 19 e 20, &msam a CUC
16 (Figura 16). As proteinas da familia Bcl-2 eranc papel
fundamental nos mecanismos de sobrevivéncia e moetalar.
Algumas atuam como proteinas antiapoptiticas eegeat as células
da morte (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1), enquanto toas atuam como
pré-apoptéticas (Bax, Bak, Bad, Bid), controlandoliteeracdo de
citocromo ¢ mitocondrial pela modulacdo da permeabilidade da
membrana externa da mitocondria (LESSENE et ab8R0-oi possivel
verificar também que as CUCs 19 e 20 induzirambardicdo do
citocromo ¢ para o citosol (Figura 16), sendo este um impatant
mediador pré-apoptético desencadeador do processuatte celular
programada. A expressdo de beta-actina, uma paoteglular
constitutiva, ndo foi alterada apos tratamentoaddhislas A549 com as
CUCs, a qual serviu como controle.
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CUC 16 CUC 19 CUC 20
CcC 10pM 20uM 0.1 puM O2puM 10uM 20uM
Citochrome C PR p— -
Caspase 3 P ——

P-STAT3 =

BCL-2 Wi D W . e e vns
B-actin ~gs s R e T

Figura 16: Analise da expressao das proteinagat@amnoc, caspase 3
(forma clivada), p-STAT3 e Bcl-2 por Western blogtiem células
A549 néo tratadas (CC) ou tratadas com as cucariss 16, 19 e 20,
por 12 h.B-actina foi usada como controle. Dados séo reprasers
de trés diferentes experimentos.

3. RESULTADOS OBTIDOS DURANTE A REALIZACAO DO
ESTAGIO SANDUICHE NA UNIVERSIDADE DE MUNSTER,
ALEMANHA (2012-2013)

Com o intuito de realizar um estudo mais detalhafio
mecanismo de acdo de morte celular, foram seledosnasete
compostos (cucurbitacinds®, 18, 19, 20, 37, 39 e 43) para os estudos
realizados durante a realizagdo do estagio sareluioHnstitut fur
Molekulare Virologieda Universidade de Munster (fevereiro de 2012 a
janeiro de 2013). Cabe ressaltar que todos ostadssl referentes a
CUC 18 ja foram explicitados no capitulo 1l e alguwios resultados
referentes a CUC 37 encontram-se no capitulo lIl.

Sabe-se que outras abordagens vém sendo bastandedes
para o tratamento do cancer, e seus alvos priscipansistem na
inibicdo das vias de sinalizacdo de sobrevivénoigotal, as quais sdo
reguladas por citocinas, hormonios e fatores dscorento nos mais
variados tumores, especialmente nos casos avangid@fincer de
pulmdo de células ndo pequenas (CPCNP). Em cétumsrais,
componentes chaves destas vias sao alterados p@caat de
oncogenes ou ainda por perda de funcdo de genessores de tumor,
resultando em proliferacdo celular desregulad&jig@d do processo
apoptético e aumento da angiogénese. Estratégiespétdicas
direcionadas a multiplos elementos de uma caseatandlizacdo, por
exemplo, bem como quinases intracelulares, podemcaedidatos
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ideais como alvos para o bloqueio da sinalizacédaze Nesse sentido
as vias de sinalizagdo PI3K/AKT, RAF/MEK/ERK e d&FATs
aparecem como candidatos para o bloqueio de crestintumoral e
inducao de apoptose de células tumorais (HAURA.e2804; TAN;
WHITE, 2008; PRASASYA et al., 2011).

Embasado pelo fato de que as cucurbitacinas sao
reconhecidamente compostos inibidores da via dealizigao
JAK/STAT3, efeito confirmado por alguns compostagiiaavaliados
(capitulos 1l e 1), os perfis de transducéo d&asivias de sinalizacdo
em células A549 tratadas com os compostos selaemerfai avaliado.
Na Tabela 5, pode-se visualizar um resumo dosspddisinalizacéo
das vias das MAP quinases, dB-e PI3K/AKT de células tratadas com
veiculo (DMSO) ou com cada um dos sete compostos.

Ao se avaliar as principais vias de sinalizagcdo BMduinases,
NFkB, PI3K/AKT), envolvidas no processo tumorigéniquyde-se
verificar que todas as cucurbitacinas avaliadas uziesin,
principalmente, a fosforilacdo da AKT. Algumas atoitacinas
reduziram também a fosforilacdo da ERK, inclusiue a&lulas A549,
previamente estimuladas com TdNF Este fato, além da baixa
concentracdo necessaria para exercer tais effgtospm que trés dos
compostos fossem selecionados para a continuidzslestudos, sendo
eles as cucurbitacinas B °(r19) e seus derivados semissintéticos
nameros37 e 39, e estes efeitos foram novamente avaliados por
Western blotting, como pode ser visto na Figura 17.

Importante ressaltar que a CUC 19 é um compostoraiat
conhecido como cucurbitacina B e, pelo fato doss sefieitos em
linhagens tumorais ja terem sido bastante descetis composto foi
incluso no estudo atuando como um controle posi@scompostos 37
e 39 sdo compostos inéditos na literatura, dersvasimissintéticos
diretos da cucurbitacina B e seus efeitos na redde&fosforilacdo de
AKT e ERK foram até mesmo mais pronunciados doagiexercidos
pela CUC 19.
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Tabela 5 Perfis de transducao de sinais, em células Afsd@das com cucurbitacinas, obtidos por Westeritir).
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Tabela 5: Perfis de transducdo de sinais, em células A54%adas com cucurbitacinas, obtidos por Western
blotting. Continuacao.
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Figura 17: Efeito das cucurbitacinas na expressdproteinas das vias
AKT e ERK. As células foram tratadas por 24 ou 48nas
concentragOes indicadas. Posteriormente, foi eradee@ TN como
um indutor das vias de sinalizacdo por 15 min atdeserem lisadas e
analisadas por Western blotting. Cada imagem éseptativa de trés
experimentos independentes.

Devido ao pronunciado efeito dos compostos na fitesfdo da
AKT, esta via foi selecionada para ser estudada detalhadamente no
intuito de elucidar em qual nivel desta cascatsestmpostos estariam
atuando. Portanto, o proximo passo foi avaliar eitef destes
compostos na fosforilagdo de mediadores localizadwsa da AKT na
via PI3K, tais como PTEN, PDK1 e o préoprio PI3K.n@p pode ser
verificado na Figura 18, a fosforilacdo de PI3K fimitemente inibida,
nos dois tempos de tratamento empregados (24 @, 48rh alteracéo
dos outros intermediarios (PTEN e PDK1).
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Figura 18: Efeito das cucurbitacinas na fosforitag@ intermediarios
da via de sinalizacdo PI3K. As células foram trasagor 24 ou 48 h nas
concentragdes indicadas e analisadas por Westatting! Cada
imagem é representativa de trés experimentos indeptes.

O préximo passo do estudo foi avaliar o efeitodaurbitacinas
na fosforilacdo dos receptores de fator de crestonepidermal
(EGFR), uma vez que eles transmitem sinais, atralass vias de
sinalizacdo PI3K/AKT, RAS/RAF/ERK e JAK/STAT3, aostando
alteragbes na expressdo de genes importantes peggukacdo da
proliferacdo celular, sobrevivéncia e oncogénesga Rsso, células
A549 transfectadas com o EGFR, as quais superesgmesste
receptor, foram tratadas com as cucurbitacinas2goh. O mesmo
procedimento foi realizado com as células contrake,quais foram
transfectadas com o vetor vazio. A seguir, a fdafgio de um sitio
especifico de EGFR (Tirosina 1068), os niveis deFEGe as
fosforilagbes de AKT e ERK foram analisados por fes blotting.
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Como pode ser verificado na Figura 19, apds 24 hexjsicao,
especialmente a cucurbitacina 37, o grau de féafdid do EGFR,
assim como de sua forma ndo fosforilada, bem caniosdorilagbes de
AKT e ERK foram reduzidas em células A549 tranfdatacom o vetor
vazio ou com o gene para EGFR. Além disso, o efaita verificado
corrobora o efeito inibitério sobre as vias PI3K/Ak RAF/ERK,
especialmente quando as células foram tratadasocoomposto h37
(conforme ja foi discutido no capitulo III).

Cuc 37 Cuc 39

Células A549 transfectadas Células A549 controle Células A549 transfectadas Células A549 controle
(PECFP-N1EGFR) (vetor vazio) (PECFP-N1EGFR) (vetor vazio)

DMSO 0.5.M 1uM  DMSO 0.5uM 1uM DMSO 0.5uM 1uM ~ DMSO 0.5uM 1uM
T e I

EGF - + EGF
—
P-EGFR | -4 - - ‘ P-EGFR - - p—
EGFR“‘-g‘_ R ERES=EE
P-AKT‘ - - PAKT | - - —_— - - —‘
-—
P_Em“,2| - - - - ‘ PERKZ| i o o — e =& — 3‘

-----'----_4

a-tubulina

a-tubulina |... - S S

cuc19
Células A543 transfectadas Células A549 controle
(PECFP-N1EGFR) (vetor vazio)
DMSO 0.1pyM 0.2uM DMSO 0.1uM 0.2uM
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Eort g 50 0 B e e o |

— o ———
N . _‘

P-ERK 1/2 — - - =
—_

ctubulina — - — ——
« }— S P

Figura 19: Efeito das cucurbitacinas sobre os tecep do fator de
crescimento epidermal (EGFR) e as principais veflagradas por sua
ativacdo (AKT e ERK). As células A549 tranfectadas ndo foram
tratadas por 24 h nas concentragfes indicadaserostente, foi
empregado o EGF como um indutor das vias de satdl por 15 min
antes de serem lisadas e analisadas por Westdtindhl€ada imagem
€ representativa de trés experimentos independentes
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4. AVALIAGAO DA SELETIVIDADE DAS CUCURBITACINAS
MAIS ATIVAS

Outro aspecto investigado foi o grau de seletividaths
cucurbitacinas mais ativas frente a células tura@aiélulas saudaveis,
empregando-se, num primeiro momento, fibroblast@d&veis
oriundos de cultura priméria de tecido gengival aom (protocolo
aprovado no Comité de FEtica em Pesquisa da UFS@ena
021/2009). Para tal, foi empregado o ensaio cokdrioo do MTT, sob
as mesmas condi¢bes descritas no capitulo |. Qdta@ss obtidos
estdo compilados na Tabela 6.

Tabela 6: Comparacdo de citotoxicidade das cucurbitacinas ma
ativas frente a células saudaveis (fibroblastasjrerais (A549).

CCso'
Amostra i b
Flsbz;l(jglaisetioss Células A549 (ccsop.;/Sccsom)

16 43,04+ 2,86 10,590+ 1,344 4,25

18 132,95+ 24,11 13,512 1,846 9,84

19 11,42+ 4,14 0,119+ 0,018 95,92

20 86,07+ 4,16 11,494 0,484 7,48
Paclitaxel >10 0,211+ 0,035 > 47,39

®CCsp = Concentragdo toxica a 50% das células apds 4& h d
tratamento expressa como valores de sCCQuM); Valores
representam a média £ D.P. de trés experimentepamtientes.

®|S: indice de seletividade; neste caso é o valerdgmonstra quao
menos toxico € o composto para uma célula sauddwahdo
comparada a uma linhagem tumoral.

Num segundo momento, ja durante a realizacdo dégiest
sanduiche, a seletividade da CUC 19 foi novamenialiaaa,
juntamente com as CUCs 37 e 39, mas empregandesta dez,
fibroblastos murinos (NIH3T3) e suas linhagens dfectadas com os
oncogenes RAS e RAF, os quais conferem um cardtamente
oncogénico a estas células. Os resultados obt&tés eompilados na
Tabela 7.
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Tabela 7. Comparacao de citotoxicidade das cucurbitacinds aiavas
frente a células saudaveis (NIH3T3) e transfectatam oncogenes
(NIH3T3/k-RAS e NIH3T3/v-RAF).

CCso”
Intervalo de Confianca 95%
Amostra IS IS
NIH3T3 N”__|R3;§/k NIH3T3/ NIHR3;F3/V- NIH3T3/
NIH3T3/kRAS NIH3T3/VRAF
41,882 10,343 0,346
19 21,208-82,708 2,044-52,343 4.1 0,120-0,995 1211
17,592 3,559 0,561
37 9,872-31,349 1,612-7,857 4.9 0,316-0,998 31.4
16,615 2,594 0,444
39 9,450-29,215 1,300-5,177 6.4 0,292-0,674 37.4
Estau- 0,069 12,728 ND 0,064 1,1
rosporina 0,029-0,165  0,748-21,643 0,048-0,088 !

®CCsp= Concentragdo téxica a 50% das células apos 48ttathmento
expressa como valores de £@QuM). Para determinacdo de €Cos
dados experimentais foram analisados por regresséo linear e
calculados utilizando log(composto) comparado com regposta
normalizada (slope variavel), através do softwaiapBPad Prism®

®|S: indice de seletividade: calculado comosgIH3T3 normal / CG
NIH3T3/v-RAF ou CGy NIH3T3 normal / CG, NIH3T3/k-RAS

ND= N&o determinado, pois a estaurosporina foi n&éca para as
células NIH3T3 saudaveis do que para as linhagecmgénicas.

A CUC 19, a qual corresponde a molécula lider dae sé
(cucurbitacina B), mostrou-se cerca de 95 e 12ks/emais seletiva
para as células A549 e NIH3T3/v-RAF, respectivamesendo estes
valores maiores que os do paclitaxel e da estaomosp utilizados
como controles positivos destes experimentos. Asade CUCs,
especialmente as CUCs 37 e 39, também apresentaaamtoxicidade
em relacdo as células tumorais, quando comparadeabwes de Cég,
obtidos em fibroblastos saudaveis.

Sabe-se que o objetivo da terapia farmacoldgidaeoylasica é
a toxicidade seletiva, ou seja, a inibicdo de wiase alvos, que sao
criticos para a sobrevida e a replicacdo de céltdasorais, em
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concentragbes abaixo daquelas necessarias para @®t células
saudaveis do hospedeiro. A seletividade pode silaoko se direcionar
a terapia a alvos exclusivos das células tumorpig, ndo estejam
presentes em células saudaveis, ou a vias dezsig@di e receptores
superexpressos em células tumorais. Este é o amsoedeptores de
EGF, uma vez que eles séo reconhecidamente supessap em 40 a
75 % dos casos de CPCNP, acompanhados também tpelgda
constitutiva das principais proteinas efetoras d&FE, tais como
PISK/AKT, RAF/ERK e STAT3, que sdo alvos potencigiara
intervencéo terapéutica, com certo grau de seletid.

De forma geral, as cucurbitacinas avaliadas nestede
bloquearam as células A549 na fase G2/M do cidldaree induziram
0 processo apoptotico, com a participacdo das eszefetoras desta
via, as capases-3. Com excecdo da CUC 16, este pimie estar
relacionado, ao menos em parte, com a supressdosftailacdo de
STAT3 por tais compostos, e consequente reducamadacricdo de
genes antiapoptdticos (tais como Bcl-2, survivingiciina B1), efeito
bastante descrito na literatura para outros coropoda classe das
cucurbitacinas. Ao se avaliar outras vias de gingfio (MAP quinases,
e PISK/AKT), também envolvidas no processo tumarigg pbdde-se
verificar que todas as cucurbitacinas selecionadasliadas durante o
estagio sanduiche, reduziram, principalmente, forite;do da AKT,
porém algumas cucurbitacinas reduziram também forilegdo da
ERK, inclusive em células A549, previamente estadab com TNE.
Este fato chamou a atencao para dois compostosogsété o momento
(as CUCs 37 e 39), os quais correspondem a desvashissintéticos
da conhecida cucurbitacina B. Estes compostos,speci&l a CUC 37
(a qual teve seu mecanismo detalhadamente desaritcapitulo Il
desta tese de doutoramento), atuou diretamente ssbreceptores de
fator de crescimento epidermal (EGFR), inclusive @ulas onde os
mesmos encontravam-se superexpressos, fato naocitaleat® o
momento para cucurbitacinas. Este efeito causawcéedda expressao
de todas as vias localizadas abaixo deste rec@pRif, PISK/AKT e
STAT3), fato confirmado pela reducdo da expressmirmediarios
destes processos. O efeito antitumoral da CUC 37a¥aliado e
confirmado num modelo de tumor de pulmo, em caonmos
geneticamente modificados (ver capitulo Ill), o gunevamente
confirma o potencial deste composto como um futfdionaco
quimioterapico.
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4 DISCUSSAO GERAL

Buscando contemplar o objetivo principal desteditadn que
consistiu em ampliar o conhecimento cientifico digpel sobre
cucurbitacinas focando no seu potencial como quérdpico,
primeiramente, um conjunto de 33 cucurbitacinas afiu 2 do
Capitulo 1), foram avaliados em relacédo ao seulméidtoxico, frente a
diferentes linhagens de células tumorais, através ehsaio
colorimétrico do MTT.

As linhagens tumorais utilizadas nesta primeiraageim
citotoxica foram: A549 (cancer de pulmédo de célulds-pequenas),
RD (rabdomiocarcinoma), KB (carcinoma nasofaringeblCT-8
(adenocarcinoma ileocecal) e N2A (neuroblastomainha). Neste
primeiro grupo de compostos avaliados, as cucwibh#s mais
citotoxicas frente as cinco linhagens celularesorams foram as de
nimeros 13, 16, 18, 19, 20, 29 e 31, com valoreSGlgvariando de
0,013 a 11,454M.

O composto 13 é uma cucurbitacina natural, j& bhtesta
estudada, conhecida como cucurbitacina R, com ddevacao
citotdxica, sendo que tal atividade j& foi relatapda outros grupos de
pesquisadores (ESCANDELL et al., 2008; CHEN et 2009), tendo
sido decidido, por este motivo, descontinuar s@diagao.

Os compostosl6 e 18 sdo cucurbitacinas naturais inéditas,
isoladas das raizes ddilbrandia ebracteata e seu isolamento,
caracterizacdo estrutural e avaliacdo da sua aifétdxica foram
descritos no trabalho recentemente publicado pelksa grupo de
pesquisa (LANG et al., 201Capitulo 1).

O composto 19 (cucurbitacina B) j4 foi extensivamente
estudado no que diz respeito ao mecanismo de €@ @iptoxica
(HARITUNIANS et al., 2008; YIN et la., 2008; WAKIRTO et al.,
2008; THOENNISSEN et al., 2009; CHAN et al., 20b04,IU et al.,
2010; YASUDA et al., 2010; JIN et al., 2011; KAUSAR al., 2013;
PROMKAN et al., 2013), motivo pelo qual ele foiesmbnado para a
realizacdo dos estudos de mecanismo como um c®roditivo dos
experimentos.

O composto 29, apesar de induzir a morte celulabamas
concentracbes, frente as linhagens celulares tisnaasaliadas,
corresponde a um intermediario de reacao extremanestavel, tendo
sido decidido, por este motivo, descontinuar s@aiagao.
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As CUCs 20 e 31, derivados semissintéticos (DeCUCs) da
cucurbitacina B, apresentaram atividade citotopicanissora, fazendo
parte dos compostos selecionados, para a elucidecémecanismo de
morte celular.

Num segundo momento da realizacdo desta tese, foram
fornecidos para avaliacdo mais 18 compostos (n(sngfoa 51, do
Quadro 2), os quais sdo derivados semissintétisasidurbitacina B e
da diidrocucurbitacina B, e também alguns glicasdd@umeros 47 a
50). Por questdes praticas, estes compostos fovalia@dos somente
em células A549, uma vez que essa linhagem ja kaldeeleita para a
avaliacdo de mecanismo de acdo de morte celulacalopostos mais
ativos. Deste segundo grupo, trés derivados sertétisbs da
cucurbitacina B (nUmerd37, 39 e 43) foram citotdxicos, fazendo parte
do grupo dos oito compostos selecionados para agéali do
mecanismo de morte, como descrito a seguir.

Portanto, entre os 51 compostos avaliados durartteagem
citotdxica, oito deles (trés cucurbitacinas naturaicinco derivados
semissintéticos da cucurbitacina B) tiveram seuamiemo de morte
celular in vitro investigado. Baseado na poténcia antiproliferativa
vitro, 0s compostos que apresentaram valores de <CCL,5uM, apés
72 h de exposicao as células A549, foram selecampdra a etapa de
investigagdo subsequente (Figura 20).

Selecionados os compostos mais ativos, partiutseyraa etapa
de andlise dos mecanismos de agdovitro. Assim, alguns dos
compostos selecionados foram descartados baseamoscritérios
abaixo:

v"a CUC 16 foi eliminada em razédo de seu efeito neggtuianto a
inibicdo da STAT3, em células A549;

v'a CUC 18 teve apenas seu mecanismo citotGikicoritro
elucidado. Esta investigacdo foi publicada em umoégdieo da area
(Capitulo II);

v'a CUC 19, também denominada cucurbitacina B, érates
mais estudada dentre as cucurbitacinas, portaatfoiekliminada para
dar prioridade aos compostos inéditos na série;

v'a CUC 20, um derivado acetilado da CUC 19, apresent
mecanismo bastante semelhante ao da sua precyssoéay com um
valor de CGy ~100 vezes maior, além de néo ter inibido efetamma
fosforilagdo de ERK (Tabela 5);
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CCs 4,81pM

HO,

CCsy3,82uM

CucC 18

OH

CuC 19

CucC 20

oH

CC5,0,03uM

CUC 31

CCs 9,45uM

CUC 39

OH

CCq 0,12uM

CCso 11,52M

Figura 20: Estruturas e valores desgdas oito cucurbitacinas
selecionadas para avaliacdo do mecanismo de nebularc
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v'a CUC 31, também derivado semissintético da CUCnE9,
alterou a distribuicdo das células A549 nas diteeriases do ciclo
celular, bem como néo induziu morte celular porpapse, razéo pela
gual este composto foi eliminado j4 nas etapasaipiclo estudo do
mecanismo de morte celular (Figuras 9D e 10D);

v"a CUC 43, outro derivado semissintético da CUCap®sentou
um valor de CC50, frente as células A549, maisaglexdo que o valor
demonstrado pelos demais compostos selecionadesA&pdée 72 h de
tratamento, além de néo ter sido capaz de inifosforilacdo de ERK
em células A549 tratadas (Tabela 5).

Os dois compostos mais promissores restantes, @s G@e 37,
apresentaram um perfil de morte celular bastanteelbante, com
valores de C& de 0,12uM ap6s 72 h de exposicdo. A fim de
direcionar a escolha do composto ideal, uma anélisedetalhes dos
resultados obtidos com ambos os compostos, reweaaqgCUC 37
apresentou algumas caracteristicas que a destaearamlacdo & CUC
39. A CUC 37 reduziu mais eficientemente a fosfgdlb de AKT e
ERK, inclusive em células cujos receptores EGFRoeinavam-se
superexpressos, além de ter apresentado um valo€gesm torno de
trés vezes menor (0,4eM), que o valor de Cé da CUC 39 (1,33M),
guando o tempo de exposicdo as células A549 faziéd para 48 h.

Como ilustrado na Figura 21, diversos filtros fora®ndo
aplicados, no sentido de selecionar também o catwdideal para os
estudosn vivo. As restricbes basearam-se acima de tudo na [etd@ac
atividade antiproliferativan vitro, nas vias de sinalizacdo afetadas
pelos compostos, ou seja, 0 seu mecanismo de meld&ar, e nas
caracteristicas fisico-quimicas que determinam uas propriedades
ADMET (Absorcédo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecée
Toxicidade). Em conjunto, esses fatores determin@udo promissor é
um composto para o desenvolvimento farmacéutico.
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51
COmpostos

Triagem citotoxica
CCsp < 11,5 uM

Avaliagdo do mecanismo
de agdo in vitro

................. Filtro ADMET

Avaliagdo antitumoral
(in vivo)

Figura 21: Esquema de selecdo dos compostos avsliad

Para a determinacéo do candidato ideal para odosstuvivo,
foi levado em conta o fato de que questdes rektivaabsorcéo,
metabolismo e toxicidade de medicamentos contiruagpresentar um
sério problema para o P&D na industria farmacéuéogue approach
multifatorial, de otimizacdo de diversas propriegladimultaneamente,
tem se mostrado efetivo. Isso tem estimulado esforpara o
desenvolvimento de modelos preditivos que possatifisalna selecdo
de compostos com um perfil ADMET mais desejaveldaino inicio da
cadeia cientifica. Tais modelos visam correlacionalgumas
propriedades fisico-quimicas com a farmacocinéitaicidaden vivo
dos compostos.

Nesse sentido, a Regra de Lipinski dRufe of Five”tem sido
bastante atil na predicdo da absorcéo oral de tasnaAtravés da
analise de propriedades fisico-quimicas, e o dst@bento de valores
restritivos para cada uma delas, os compostos peederalassificados
entre si baseados na maior ou menor probabilidagde sefem
absorvidos. Os valores preconizados por tal reypans seguintes: peso
molecular< 500 g/mol, nimero de grupamentos doadores ded@dio
< 5, nimero de grupamentos aceptores de hidrogéhbe coeficiente
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de particdo octanol-agua (clogP) < 5. Desde que dlestes valores néo
sejam violados em uma mesma molécula, ha boas ehatesta ter
>80% de biodisponibilidade oral (LIPINSKI et al997; KERNS et al.,
2008).

Conforme demonstrado no quadro abaixo (Quadro @je{se
perceber que ambas a moléculas selecionadas atétash apresentam
boa predicdo de biodisponibilidade oral, entretaat€UC 37 possui
peso molecular muito mais proximo ao cut-off de §0@ol , fato que
poderia representar uma vantagem competitiva eapaela CUC 39.

Quadro 3: Quadro comparativo das propriedades fisico-qusnia
biol6gicas das cucurbitacinas selecionadas.

Cuc| PM logP H H TPSA | S
clog 48h | 72h
tores doad
aceptores doadores M | )
37 2,85 7 3 143,99| 0,42| 0,12
39 4,67 6 2 117,97| 1,33] 0,12

PM: peso molecular; H aceptores: ae grupamentos aceptores de hidrogénio;
H doadores: hde grupamentos doadores de hidrogénio; TP®Aological
surface area.

Os valores foram preditos através do software mst@hem 5.5.1 ChemAxon®.
Em vermelho estéo representados os valores quarasola Regra de Lipinski e
em verde os valores dentro dos limites preconizados

Paralela a pura andlise das propriedades afetadlasLpi de
Lipinski foi realizada a predicdin silico da solubilidade aquosa,
estabilidade metabdlica e toxicidade dos compostisavés das
plataformas Virtual = Computacional Chemistry  Laboratory
(www.vcclab.org) eTox-Portal (www.tox-portal.net), a fim de dar
suporte para a tomada de decisdo. Em relacdo hilstzide, para a
CUC 39 foi obtido um valor de 2,36g/mL, consideravelmente mais
baixo que a solubilidade tet6rica da CUC 37 (ug4nL). Uma vez que
ndo houve diferencas entre as predi¢cbes das é&aeis metabolicas
das duas moléculas, e os dados preliminares de epbilidade
intestinal in vitro das moléculas se mostraram similares (dados nao
mostrados), a solubilidade superior da CUC 37 hodds bioldgicos é
determinante para a obtencdo de concentrac6esgtieamadequadas
para uma acdo antitumora vivo, e motivaram a escolha dessa
molécula em detrimento da CUC 39, tendo em visiangortancia
desses fatores na biodisponibilidade de farmacos.
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Adicionalmente, outro ponto a ser considerado éxiitlade
inespecifica dos compostos e o surgimento de sfafiversos a
guimioterapia. Diversos estudos tém sido realizaglstentativa de
predizer os efeitos adversos de farmacos em ddseneato, e dentre
eles os trabalhos de Hugues e colaboradores, ecblakoradores séo
muito relevantes. Esses estudos indicam que coo¥pasfos valores
de clog® sejam iguais ou préximos a 2, e os valores de TPSA
(topological surface aréasejam superiores a 75 apresentam menor
probabilidade de efeitos téxicos vivo. Neste contexto, o valor
calculado do clog da CUC 39 foi 4,67, enquanto que o da CUC 37 foi
2,85, sendo mais um indicativo de que a CUC 37 rdev&er o
composto selecionado para a continuidade do egtldGHES et al.,
2008; LU et al.,, 2012). Em relacdo a TPSA, ambosa®postos
satisfazem este pré-requisito. Outro ponto impéetanser considerado
€ a toxicidade inerente aos compostos bromadoguais vém sendo
relacionados a problemas neurodegenerativos, cé@nedteracfes no
sistema imune (BUDNIK et al., 2012; DOMINGO, 201&)m resumo,
considerando as caracteristicas biofarmacéutiqeerisves da CUC 37,
esse composto foi eleito para a avaliacdo de sto efntitumoralin
Vivo, que sera discutido adiante neste capitulo.

Este novo derivado semissintético da cucurbitaBina CUC 37
(descrita como DeCUCB83 no capitulo Il desta tesgjstrou-se mais
citotoxico para as células A549 do que o propriotrabe positivo
paclitaxel, e foi avaliado também em relacdo a slatividade para
células tumorais. Neste caso, foram empregadosa ffias de
comparacao, fibroblastos murinos saudaveis e omosefansfectados
com os oncogenes RAS e RAF (NIH3T3/v-RAF e NIH3TRAS), os
guais conferem um carater altamente oncogénictaa #shagens. Os
resultados mostraram que este composto foi cer@® @ed4 vezes mais
toxico para as células NIH3T3/v-RAF e NIH3T3/k-RAS,
respectivamente, sugerindo certa seletividade qiudas tumorais.

Pela primeira vez, estd sendo aqui demonstrado uque
composto da classe das cucurbitacinas, atua deetamsobre os
receptores de fator de crescimento epidermal, mupmDd sua
fosforilagdo de maneira concentracdo-dependentep tam células
A549 transfectadas, as quais superexpressam esggstares, quanto
em células A549 transfectadas com o vetor vazite Efeito foi
acompanhado pela inibicdo de todas as vias normémemntroladas
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por estes receptores, tais como, PI3K/AKT, RAS/ERETAT3. Estes
receptores, bem como estas vias de sinalizacdopneam-se
superexpressos em grande parte dos casos de CRCBEgrretam
alteracbes na expressdo de genes importantes darigénese,
incluindo aqueles envolvidos na progresséao do cielolar, inducdo do
processo apoptotico, angiogénese, invasdo e nsmastatitulo de
exemplo, o STAT3 protege as células tumorais dogasp apoptdtico,
através da superregulacdo de genes de sobrevivéisi@omo Bcl-2,
Mcl-1 e survivina (FLETCHER et al., 2009). Ja o ERiés ativacéo
por fosforilagdo, também induz a transcricdo de-Bel ciclina D1,
enquanto que a AKT ativada, exerce sua atividadiepaptética, ao
menos em parte, prevenindo a liberacdo de citocmdzomitocdndria,
inibindo o inicio do ponto de checagem da fase GddMiclo celular e,
inativando diretamente fatores pro-apoptéticos c&ao e procaspase-
9 (HERRERA; SEBOLT-LEOPOLD, 2002; FRESNO VARA et,al
2004).

De fato, este composto bloqueou, eficientementecédslas
A549 na fase G2/M do ciclo celular, o que pode resta parte,
relacionado a reducdo da expressdo de um importagelador
positivo do ciclo celular, a ciclina B1, além de teduzido apoptose
nas células A549. A inducéo deste tipo de mortelaefoi quantificada
por citometria de fluxo, utilizando-se a marcag@mcAnexina V.
Também foi confirmada a participacdo da enzima oedetdeste
processo, a caspase-3, tanto por um ensaio cotddméquanto pela
deteccdo da expressdo de sua forma clivada ativé/pstern blotting.
Além disso, a reducdo da expressdo de survivinaa pmoteina
inibidora de apoptose, contribuiu em parte paradugdo da morte
celular. Estes resultados estdo em concordancisacbiados recentes,
0s quais demonstraram que outras cucurbitacinabétamnduziram
bloqueio na fase G2/M do ciclo celular e apoptaseoatras linhagens
tumoraisin vitro (TANNIN-SPITZ et al., 2007; YASUDA et al., 2010;
ZHU et al., 2012).

Apbs os primeiros relatos de que as cucurbitaciseam
potentes inibidores de STAT3 (BLASKOVICH et al.,03), um
pequeno estudo de “relagdo estrutura-atividade” comoo diferentes
cucurbitacinas, demonstrou que, ao se adicionar guapamento
hidroxila no carbono 19 destes compostos, como recara
cucurbitacina A, ocorreu a perda da capacidadentié io STAT3
(SUN et al., 2005). Isto demostra que a inibicA&TAT3 depende das
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caracteristicas estruturais das cucurbitacinasC&J@ 37, a qual nao
apresenta o grupamento OH nesta posicdo da maléedaziu
eficientemente a fosforilagdo de STAT3, corrobocaeste resultado.

A CUC 37 também induziu uma severa mudanca confaomal
e desestruturacdo dos filamentos de actina dosqjteéeto de células
A549 tratadas por 12h. Durante 0 processo apoptoticorre a
clivagem de filamentos intermediarios de protefi@msitoesqueleto que
compdem a estrutura celular, sendo a actina umsaslgsroteinas
clivadas (YAMAZAKI et al., 2000). Estes resultad@stdo em
concordancia com diversos achados que também desmne o efeito
das cucurbitacinas sobre o citoesqueleto de olitfeegens tumorais
vitro (MUSZA et al., 1994; DUNCAN et al., 1996; GRANESSa,
2006; ESCANDELL et al.,, 2008; HARITUNIANS et al.,0@8;
MOMMA et al., 2008; YIN et al., 2008; WAKIMOTO etl.a 2008;
KNECHT et al., 2010; ZHANG et al., 2011; ZHANG ¢t 2012a).

Além disso, pela primeira vez, o potencial antittehae um

composto da classe das cucurbitacinas foi avalman modelo bem
estabelecido de tumores de pulmdo em camundongpiiio opor
direcionar a c-RAF quinase constitutivamente ativpdra os pulmdes
desses animais (camundongos c-RAF-1-BxB genetida@men
modificados) (KERKHOFF et al., 2000). A CUC 37 tanbreduziu a
fosforilacdo de ERKn vitro, o qual esta localizado abaixo de RAF
nesta via oncogénica, tanto em células A549 quamp células
NIH3T3, transfectadas com este oncogene, 0 querseut um valioso
indicativo da efetividade deste composto em reduniores tambérim
vivo. O tratamento de camundongos de quatro meses de @en 1
mg/kg da CUC 37, aplicado intraperitonealmente dacdois dias,
durante 21 dias, ndo suprimiu efetivamente o amesaio tumoral
(apenas 16% de reducdo em relacdo ao grupo contfdmtudo,
guando a mesma dose de CUC 37 foi administradastododias,
durante o mesmo periodo de tempo (21 dias), o tamdos tumores
foi significantemente reduzido (56%), quando coragarao grupo
controle néo tratado. Isto pdde ser visualizadetainente nos pulmdes,
através da técnica de imunohistoquimica, com postemalise e
medida do tamanho dos tumores, e também medindasantidade de
C-RAF-BxB expressa, por Western blotting, tendm siétectada uma
correlagéo positiva entre estes parametros avalidflna representacao
esquematica do mecanismo de acao proposto paracesf®sto pode
ser visualizado na Figura 22.
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Figura 22: Representacéo esquematica do mecansmgao citotoxica
da CUC 37, em células A549.

Os resultados obtidos neste trabalho mostraramengial in
vitro e in vivo da CUC 37 a ser desenvolvida como um farmaco
quimioterapico. Além disso, a avaliacdo do mecaoiste acdo das
outras cucurbitacinas da série confirmou a prifcipeopriedade
biol6gica desta classe de compostos, que é senciaiteitotoxico.
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5 CONCLUSOES

v As sete cucurbitacinas mais citotoxicas frente iabagjens

celulares tumorais testadas foram as de niumerd6138, 19, 20, 29 e
31, com valores de Ggvariando de 0,013 a 11,4%4M. Além desses
compostos, dois derivados semissintéticos da citadirte B (nUmeros
37 e 39) destacaram-se pela potente acdo citotéotica valores de
CGCspde 0,42 e 1,38M, respectivamente.

v Foi elucidado o mecanismo de morte celular provacpelas
cucurbitacinas mais ativas.

v A CUC 18, uma cucurbitacina natural inédita ob&dpartir das
raizes deWilbrandia ebracteatainduziu apoptose em células A549,
bloqueou estas células na fase G2/M do ciclo aelalgrovocou
desestruturacdo do citoesqueleto. Estes efeitommfoatribuidos a
inibicdo das vias STAT3 e AKT, o0 que acarretou aixd expressao de
Bcl-2. Este efeito consequentemente induziu aditw do citocromo
da mitocondria para o citosol, que é necessaria paativacao das
caspases 9 e 3, levando a inducdo do processa#popt

v A CUC 37, um novo derivado semissintético da cutacina B,
também induziu apoptose, bloqueio na fase G2/Mido celular e
desestruturacdo do citoesqueleto de células A548énp em
concentragOes 30 vezes mais baixas do que as dadl&UC

4 A CUC 37 atuou diretamente sobre os receptoresatbe tle
crescimento epidermal (EGFR), causando a reducdexpeessao de
todas as vias localizadas abaixo deste receptoK,(ER3K/AKT e
STAT3) e, consequentemente, reduzindo a transcdedgenes alvos
das mesmas. Entre eles pbde-se verificar a redig&iclina B1 e da
survivina, as quais contribuiram para a paradaide e inducéo do
processo apoptotico. Além disso, houve participad@i@aspase 3 no
processo induzido.

v Todas as cucurbitacinas selecionadas, por tereymsads ativas,
reduziram a fosforilagdo da AKT, porém somente BKCE 37 e 39,
reduziram também a fosforilacdo da ERK, inclusime @&lulas A549,
previamente estimuladas com TaNF
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v Ao se avaliar a seletividade das cucurbitacina€B( 19), 37 e
39 em fibroblastos murinos (NIH3T3) e suas linhag&ansfectadas
com o0s oncogenes RAS e RAF, verificou-se que arbitagina B
mostrou-se 121 vezes mais seletiva para as cUK3T3/v-RAF. A
CUC 37 também apresentou maior toxicidade em relasdinhagens
oncogénicas (NIH3T3/v-RAF e NIH3T3/k-RAS).

v O efeito antitumoral da CUC 37 foi confirmado nurodelo de

tumor de pulmdo, utlizando-se camundongos geme&ote

modificados (c-RAF-1-BxB), o que apontou para oepoial deste
composto como um potencial farmaco quimioterap&specialmente
pelo fato dele inibir os EGFR, sendo este mecanidenacdo comum
ao dos novos farmacos empregados com maior sunessatamento
de casos avancados de CPCNP.
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APENDICE 1

AVALIACAO DA PERMEABILIDADE INTESTINAL DAS
CUCURBITACINAS ATIVAS (N o8 18 E 19), EM CELULAS
CACO-2, COM VISTAS A PREDICAO DA SUA ABSORCAO
ORAL

A oncologia é uma das poucas areas da medicinaanugoria
dos pacientes é tratada por via intravenosa, aésirde receber
medicamentos por via oral. Porém, a quimioteramhasta assumindo
um papel cada vez mais importante na terapia deecénas indastrias
farmacéuticas estdo investindo significativamerdedasenvolvimento
de quimioterpicos a serem administrados por est& wom
aproximadamente 25% dos mais de 400 farmacos aotmem
processo de desenvolvimento, planejados como futyuionioterapicos
orais (MOORE, 2007).

A via parenteral, comumente empregada, apreserdasarne de
desvantagens, tais como a prlpria agressividadeédaica e o
desconforto do paciente. Assim, outras rotas ddrastnacao e formas
farmacéuticas vém sendo desenvolvidas e investgaddim de
substituir a via parenteral. Ao contrério da viaaenosa, que acarreta
em picos de concentracdo do farmaco, muitas veaagweis toxicos, a
terapia oral pode prover uma exposicao efetiva maidongada e
continua dos agentes quimioterapicos as célulasraisy em menores
concentragdes, melhorando dessa forma o perfil etpiranca do
farmaco. Isso € especialmente apropriado para idones da
topoisomerase | ou novos farmacos, tais como osidiores de
transducdo de sinais e o0s antiangiogénicos, quessieam ser
administrados diariamente por meses ou anos (OINHIWELVES,
2002).

Recentemente, varios quimioterapicos orais foranovaglos e
h& muitos em fase de desenvolvimento. Muitos querdpicos orais
sdo, na verdade, novas formulacdes de farmacoseiratinente
administrados pela via intravenosa. Alguns estyolmssibilitaram a
exploracdo da via oral para a administracdo de rrdetados
guimioterapicos que, por muitos anos, foram esaknente
empregados pela via convencional, tais como etdeosi
ciclofosfamida, idarubicina, entre outros, levando significativos
progressos nessa area de pesquisa. Um importaatepkx sdo o0s
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topotecanos, que apresentaram efetividade equieafiemte ao cancer
de pulméo ao serem administrados, tanto pela abgqoanto pela via
intravenosa, mas o tratamento oral teve um meladi ple toxicidade

com menos mielossupressao (PIRKER et al., 2010).

A possiblidade de administrar taxanos oralmentéémoferece
consideraveis vantagens, particularmente para ditgpat, onde o
solubilizante das formulacGes intravenosas, o Ciem&l®, é
responsavel por uma série de efeitos adversoscdai® reacdes de
hipersensibilidade, neurotoxicidade e nefrotoxidelaalém de causar
alteracbes no perfil farmacocinético do farmaco (B&et al., 1990;
PANDITA et al., 2011).

Além da potencial melhor eficacia e reduzida talade, a
guimioterapia oral é custo-efetiva, flexivel emwesgas posoldgicos e
conveniente para o paciente, o que resulta em mei@sdo ao
tratamento. A disponibilidade de um medicamentewado em uma
forma farmacéutica oral pode permitir novos reginespéuticos,
principalmente para os pacientes fora do ambientspitalar
(BROMBERG, 2008; MO et al., 2011).

Para que um medicamento oral alcance sua efio&eipéutica,
ele deve ser liberado da formulagdo, dissolver-gs ffuidos
gastrointestinais e sé entdo ser transportado émtrala mucosa
intestinal. Portanto, no caso de farmacos em desémento, mesmo a
molécula sendo altamente potente, seu desenvolioneenoldgico até
o produto farmacéutico final, somente podera oc@gesle possuir um
perfil biofarmacéutico adequado. Portanto, o malesafio para os
pesquisadores é a obtencao de farmacos que exabEimgda atividade
farmacoldgica, caracteristicas biofarmacéuticanasti(BOHETS et al.,
2001; HIDALGO, 2001).

A absor¢cdo intestinal de um farmaco é controlada
fundamentalmente por dois fatores: sua solubilidagi®osa e taxa de
dissolucdo (que determinam a velocidade na quatroaito atinge sua
concentragdo maxima nos fluidos intestinais) e seeficiente de
permeabilidade (relacionado com a quantidade dea@w dissolvido
gue é transportado através da mucosa intestinabssappara a
circulagdo portal) (AMIDON et al.,, 1995; BOHETS at, 2001).
Portanto, a determinacain vitro do perfil de dissolucdo, da
solubilidade aquosa e da permeabilidade de farmpodsm prover
valiosas informag6es sobre sua absorcéo oral.
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Existem diversos métodos que podem ser utilizados @
avaliacdo da permeabilidade intestinal de compog&inge eles estdo
modelos fisico-quimicos, modelos computacioimaisilico, modelosin
vitro e modelos de perfusdim situ, cada um deles apresentando
vantagens e desvantagens perante os demais. [@ssgg modelos, o
mais amplamente reconhecido pela industria farnimeée agéncias
regulatérias na area de medicamentos e alimentosnéodelo de
avaliacdo da permeabilidadevitro com células Caco-2 (BALIMANE
et al., 2006), que foi recentemente implementadalidado no nosso
Laboratdrio (KRATZ et al., 2011) e foi empregadstedrabalho.

A linhagem de células Caco-2, derivada de um amgnmoma
de célon humano, diferencia-se sob condicbes dajaectle cultura, e
passa a exibir caracteristicas morfofuncionais laies as dos
enterdcitos: capacidade absortiva, presenca dégsnignpermeaveis,
expressao de enzimas intestinais e de proteinaspbeadoras
(BOHETS et al.,, 2001; SAMBUY et al., 2005). Do porde vista
experimental, as células sédo cultivadas por, padoas, 21 dias para
formarem uma monocamada de células diferenciada®e son filtro
poroso, deve ser de natureza inerte e possuir porasum diametro
especifico para evitar a migracdo celular do lagicah para o
basolateral. O tempo relativamente grande de cuétimecessario para
garantir a formacdo das jun¢bes oclusivas, obtemtzigolaridade
celular e expressdo de transportadores de mem(B&IAETS et al.,
2001).

Nos experimentos de transporte, 0s compostos sialngente,
adicionados no lado apical da monocamada celulauze taxa de
passagem para o lado basolateral pode ser medidergroatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), acoplada a difges detectores, tais
como UV (Ultra Violeta) ou EM (Espectrbmetro de gas), os quais
apresentam como vantagens alta sensibilidade eesfiacificidade.
Porém, ambos os transportes, apidahsolateral (AP/BL) e
basolateral apical (BL/AP), s@o rotineiramente investigados apar
determinar se o transporte mediado por carreadonmomecanismo de
efluxo estdo envolvidos no processo avaliado (PRESSSRANDI,
2008). Varios transportadores de efluxo localizatlgorcéo apical da
célula, tais como a glicoproteina P (P-gp), sacitumais e podem
limitar a absorc&o intestinal e também a distriloigle compostos
através da barreira hemato-encefalica e em tetidosrais, uma vez
gue estas regides superexpressam tais transp@sads resultados sdo
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expressos como coeficiente de permeabilidade aga®g,, cm/s)
(BOHETS et al.,, 2001; SAMBUY et al., 2005), o qualcalculado
através da equagaBapp = (AQ/At) x 1/60 x 1/A x 1/Co, ondAQ/At € a
taxa de permeabilidade (quantidade de amostra peangor minuto);
A é a area de difusao das células (filtro) e Ca@éreentracao inicial da
amostra.

No quesito avaliacdo da morfologia, diversos méodetao
disponiveis para avaliar a integridade da monocamasdlular.
Comumente, utiliza-se a medida da resisténciaieétransepitelial
(em inglés,Trans Epithelial Electrical Resistanee TEER) € utilizada,
uma vez que células confluentes com jun¢bes odsisfermadas
constituem uma barreira para a troca de eletr@it@®nsequentemente,
geram uma resisténcia elétrica. As medidas de TE&Rrealizadas
através de um voltimetro acoplado a microeletrodol®cados em
ambos os compartimentos (apical e basolateraljrdestos, onde sdo
cultivadas as células, e devem ser feitas antg@e a realizacdo dos
experimentos (PRESS; DI GRANDI, 2008).

Para garantir a qualidade dos resultados dos expetos de
transporte, também é desejavel incluir um compeatrcador da
integridade da monocamada de células Caco-2, ail s composto
gue possua baixissimo coeficiente de permeabilidadigos compostos
sao utilizados nesse sentido, dentre eles o maaittéxtrana conjugada
ao isotiocianato de fluoresceina e o marcador dengabilidade
paracelulat_ucifer yellow(YAMASHITA et al., 2002).

Através da aplicacdo desse modelo, foram avaliamoerfis de
permeabilidade intestinah vitro de duas cucurbitacinas pertencentes
ao primeiro grupo avaliado, sendo uma delas o cetoper (CUC 19

= cucurbitacina B) e aquela cujos resultados fonaams promissores
(CUC 18) durante a primeira triagem. Os resultadgfgsrentes ao
mecanismo de acdo desta CUC 18 ja foram publicadoforma de
artigo cientifico, conforme relatado no capituldéita tese.

No nosso conhecimento, at¢é o momento, ndo da dados
disponiveis acerca da absorcéo intestinal destseclde compostos na
literatura, empregando este modelo de predi¢cadsiargéo oral, o que
confere um carater inovador a esta pesquisa. Bxistidblicacdes sobre
a capacidade de modulacdo de transportadoresresluiais como P-gp
e proteinas de resisténcia mdltipla a farmacos (MRBr algumas
cucurbitacinas e derivados, como descrito previdenpor Sadzuka e
colaboradores (2008, 2010), que demostraram quecarlitacina E
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promoveu o acUmulo intracelular da doxorrubicingy eélulas de

sarcoma de ovario, por facilitar o influxo e preivem efluxo desse
guimioterapico nestas células tumorais, modulamaasportadores de
membrana como a P-gp. Outro estudo também demanstrefeito

sinérgico de cucurbitacinas, obtidas a partir deef® naturais, com a
doxorrubicina, em células de linfoma resistentesioxorrubicina,

através da modulacdo dos principais transportadates efluxo

(RAMALHETE et al., 2009).

Os resultados obtidos na avaliacdo da permeabdid@dstinal
in vitro sdo apresentados na Tabela 1. Em relacdo a CU@ras
empregadas trés diferentes concentragdes (10, 39 @M) para
verificar se a amostra apresentaria uma possixd@idade frente as
células Caco-2, além de ponderar sobre questbesedgibilidade
analitica para deteccéo do composto por CLAE, apdsxperimentos.
Os resultados obtidos garantiram a qualidade e ahilidade dos
experimentos, uma vez gque, nas concentracdesdsstlamostras nao
foram téxicas durante o intervalo de tempo dos iessale
permeabilidade (2 h), bem como foi possivel detegtamostra nos
tampdes utilizados. As metodologias de CLAE padbgeamento das
duas cucurbitacinas foram desenvolvidas com baseratalho de
Krepsky e colaboradores (2009).

Tabela 1: Coeficientes de permeabilidade aparefgy( das cucurbitacinas
19 e 18, obtidos em experimentos com células Caco-2

Concentracao 10 cm/s
cuc doadora (uQM) 5 é”lfa( . ,in Taxa de efluxb

10 (- 2,81 23,34 8,30
10 (+Y 24,03 33,83 1,41

19 25 (-f 7,37 42,14 5,71
25 (+f 27,44 34,16 1,24
50 (-f 7,42 23,33 3,14
50 (+f 27,15 24,33 0,90

18 25 (-f 50,48 56,43 1,11

Os experimentos de transporte foram realizados endicbes de iso-pH
(7,4); ®Experimento da diregdo apical para a dire¢do bisala
b,

Experlmento da direcdo basolateral para a direpiala’ Papp 8L-ap! Papp ap-
s; %) e (+) indicam auséncia e presenca de VerapdaOD pM),
respectivamente. n=2.
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Em relacdo ao perfil de permeabilidade da CUC b@anf
avaliados os transportes nos sentidos AP/BL e BL/A¥as
concentragbes de 25 e 50 pM, os valoresPgg AP/BL foram
semelhantes e, isoladamente, indicam um perfil eeng@abilidade
moderada, que satisfaz em parte as condicbes Agesspara uma
absorcéo oral adequada. Entretanto, se analisaddadms de taxa de
efluxo (razéo dd.p, BL/AP eP,,, AP/BL), eles evidenciam o papel de
transportadores de efluxo no transporte desse @mpacomo ja
proposto anteriormente para outros compostos daseladas
cucurbitacinas (SADZUKA et al., 2008, 2010; RAMALHE et al.,
2009). Entretanto, na concentracdo de 50 pM, ftdatuma taxa de
efluxo de 3,14, que é indicativa da interagdo cmansportadores de
efluxo (GIACOMINI et al., 2010). Na concentracdo 28 pM, essa
taxa subiu para 5,71, reforcando o envolvimentsaegansportadores,
e indicando uma possivel saturacédo destes em domg@es mais altas.
De fato, quando a permeabilidade da CUC 19 foi iadal na
concentracdo mais baixa (10 uM), a taxa de efluhmusainda mais
(8,30) e os valores dB,p, AP/BL cairam significativamente. Esses
dados indicam um possivel comprometimento da aBisootal e da
distribuicdo tecidual em concentracbes menoresgosassse efeito
mediado pelo efluxo celular, como ja& discutido datenente
(SUGANO et al., 2010). Outro dado que corrobor@®sshados, e que
também geram indicativos de que o transportadasleide seja a P-gp,
€ que na presenca de um inibidor da P-gp (verap@0 uM), essa
taxa de efluxo foi reduzida, atingindo valores jmis a 1,00 (alusivo
de transporte passivo).

Em contrapartida, a CUC 18 ndo demonstrou ser d®o
transporte ativo secretério, representado por uaneaktaxa de efluxo
(1,11). Adicionalmente, seu valor &g,, AP/BL foi cerca de sete vezes
maior do que o valor obtido com a molécula lider saie dos
compostos ativos (CUC 19), quando avaliadas na emesmcentracao
doadora. Estes resultados séo interessantes, eéasapm termos de
permeabilidade intestinal e predicdo da absorcah amas também
representam uma potencial melhora da distribuigé&sel composto
para células tumorais (sitio ativo final), uma e o surgimento de
células tumorais multirresistentes esta diretamemiacionado a
superexpressao de transportadores de efluxo,ais a P-gp.

Portanto, a avaliagdo, ainda na fase pré-clinias,pdopriedades
biofarmacéuticas pode prover importantes informacé@os
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pesquisadores, esclarecendo duvidas, predizenddtades in vivo,
guiando o estabelecimento de relagbes estrutwidade e, sobretudo,
fornecendo uma base soélida para a tomada de decls@@nacos bem
sucedidos podem ser desenvolvidos quando suas iquapes
farmacolégicas sao otimizadas em paralelo com apripdades
farmacéuticas e farmacotécnicas (DI, KERNS, 2005).
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APENDICE 2

AVALIACAO DO SINERGISMO DA ASSOCIACAO DAS
CUCURBITACINAS ATIVAS (N * 16, 18, 19 e 20) COM
PACLITAXEL

Outro aspecto avaliado durante a execucdo desjetpifoi a
interacdo das CUCs mais ativas, pertencentes aoeipoi grupo
avaliado, com um dos farmacos utilizados na clip@e o tratamento
do cancer de pulmdo. Na clinica oncoldgica, mudgosnioterapicos
sdo usados em combinagdo, ndo s6 para aumentaicémisefdo
tratamento, mas também para reduzir o surgiment®ldéas tumorais
multirresistentes. O uso de farmacos combinados ps®l efetivo
contra multiplos alvos, subpopulacdes ou doengasiltaneamente. O
uso de uma combinacdo de farmacos com diferenteanisenos de
acdo pode ter efeito sinérgico no tratamento de dweenca, por
aumentar a eficacia do efeito terapéutico, permitiiminuicdo da dose
diminuindo a toxicidade, diminuir o desenvolvimemt® resisténcia, e
otimizar a farmacodin&mica e a farmacocinéticardesmos. A terapia
combinada, conhecida popularmente como coquetempglaaente
usada e compde o tratamento de escolha para dogrges como o
céncer e a AIDS (CHOU, 2006). Este autor definergiismo como um
efeito maior do que simplesmente o efeito aditouwn seja, 0 somatdrio
de dois efeitos isoladamente, e o antagonismo eomefeito menor do
gue o aditivo. Chou e Talalay (1981, 1983, 1984)ud&#am um
modelo matematico para calcular o indice combii@a{éd€, em inglés,
combination inde)x que quantifica o sinergismo ou antagonismo entre
duas substancias. Neste teorema, valores de IGK% >1 indicam
sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respentente. De acordo
com os valores de IC, diferentes graus de sineggismantagonismo
podem ser determinados conforme mostra o Quadro 1.
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Quadro 1: Descricdo de sinergismo e antagonismo em estudos de

combinacdo de substancias, através do método @emileacdo do
Indice Combinatério (IC), de acordo com Chou (2006)

FAIXA DO IC INTERPRETACAO SIMBOLO
<0,10 Sinergismo muito forte +++++
0,10 -0,30 Sinergismo forte ++++
0,30-0,70 Sinergismo +++
0,70-0,85 Sinergismo moderado 1 A
0,85-0,90 Sinergismo fraco +
0,90-1,10 Aditivo +/-
1,10-1,20 Antagonismo fraco -
1,20-1,45 Antagonismo moderado --
1,45-3,30 Antagonismo ---
3,30 - 10,00 Antagonismo forte ----
>10,00 Antagonismo muito fortef = -----

Protocolos clinicos para a quimioterapia do cameeamente
utilizam um farmaco isolado, mas geralmente conmhidais ou mais
medicamentos com diferentes mecanismos de acaqrbatocolo ideal
de combinacdo quimioterapica pode aumentar a efidécapéutica,
diminuir a toxicidade sistémica ao paciente oud®chdo alvos e
minimizar ou retardar o desenvolvimento de res@én(VON
MINCKWITZ, 2007). Na terapia combinada, um farmguade atuar
como um sensibilizador do processo apoptético auitooocomo um
farmaco potencialmente citotoxico, ou seja, um &oon anula o
blogueio antiapoptético, fato comum em células t@isp permitindo
gue o outro farmaco ative a correspondente via dgemEm alguns
casos, genes inibidores do processo apoptoticokBYRRISK, cAlP,
FLIP) s@o constantemente expressos e ativos efagélumorais, e um
farmaco isolado é incapaz de traduzir o sinal ajmot além desta
barreira, a menos que um outro fAirmaco reverta ldstgueio. Em
outras palavras, um dos farmacos da combinacamg&iaédorna, o que
antes era uma célula resistente ao processo apoptdtima célula
propensa e, entdo, o segundo farmaco da mistute iedta via de
morte. Um segundo mecanismo proposto para as ceagi@s
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sinérgicas, envolve farmacos ciclo-dependentesquass induzem a
morte de células numa fase particular do ciclo laelyDIXON;
NORBURY, 2002). Por exemplo, os inibidores da em@zim
topoisomerase |, atuam predominantemente em céllgagase S.
Portanto, o uso de inibidores dos pontos de chetagé do ciclo
celular pode potencializar a acdo destes farmainbs-dependentes,
exercendo um efeito sinérgico (WANG et al., 200Qutro aspecto
importante a ser considerado é que o mecanismmelgismo de uma
combinacéo de farmacos pode variar em difereméadiens de células
tumorais (BLAGOSKLONNY, 2004).

A possivel interacdo das cucurbitacinas mais atpeigencentes
ao primeiro grupo analisado, com um dos quimioiec&p(paclitaxel)
foi avaliada através do ensaio colorimétrico do M&m células A549,
apos 48 h de tratamento. Foram testadas as coribmade seis
diferentes concentragdes (aproximadamente 4x o d@dCGp, 2X 0
valor de CGg; o valor de Cg; 0,5x o valor de Cg e 0,25x o valor de
CGCsp), de acordo com o desenho experimental propostoGbmu
(2006). Os dados de citotoxicidade de cada coragiurtestada foram
inseridos em arquivo do programa Calcusyn (versipBlosoft) para
determinac&o dos indices Combinatorios (IC) de gaido.

Os valores de IC obtidos (Tabela 1) mostraram gagsaciagao
das CUCs com o paclitaxel resultou num efeito gicér com excecao
das duas maiores concentracdes testadas das CUEs 206 que
demonstraram um efeito antagbnico e aditivo, rdsmeoente.
Importante destacar que a associacdo destes ca®mpa@In seus
respectivos valores de Gf® também em valores menores, acarretou
num efeito citotéxico sinérgico, corroborando oofale que a
associacao de dois farmacos com mecanismos dedifedenciados
pode ser benéfica no tratamento de tumores, umaquezbaixas
concentragfes dos compostos foram suficientes ep@aerem o seu
efeito citotoxico.
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Tabela 1. Avaliacdo do sinergismo das cucurbitacinas (CU&)1B, 19
e 20 com paclitaxel na indu¢éo da morte de céAbaD.
CUC 16: PAC (50:1)

Concentracio (iM) IC* Simbolos Interpretacao
CUC 16 PAC
50,00 1,00 1,222 ..~ Amagonismo
moderado
25,00 0,50 1,019 +/- Aditivo
12,50 0,25 0,730 ++ Sinergismo
moderado
6,25 0,125 0,672 ++ + Sinergismo
3,13 0,0625 0,708 ++ Sinergismo
moderado
1,56 0,03125 0,576 ++ + Sinergismo
CUC 18: PAC (50:1) . . .
Concentracio (iM) IC Simbolos Interpretacao
CuUC 18 PAC
50,00 1,00 0, 620 +++ Sinergismo
25,00 0,50 0,564 +++ Sinergismo
12,50 0,25 0,413 +++ Sinergismo
6,25 0,125 0,250 ++++ Sinergismo forte
3,13 0,0625 0,529 +++ Sinergismo

1,56 0,03125 0,486 ++ + Sinergismo
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Tabela 1. Avaliagdo do mergismo das cucurbitacinas (CUC) 16, 18
e 20 com paclitaxel na inducéo da morte de céAfak®. Continuagao.
CUC 19: PAC (1:2)

Concentracio (iM) IC* Simbolos Interpretacao
CuC 19 PAC
0,5 1,00 0,081  +++++  Snergismo
muito forte
0,25 0,50 0,539 ++ + Sinergismo
0,125 0,25 0,588 +++ Sinergismo
0,063 0,125 0,532 ++ + Sinergismo
0,031 0,0625 0,349 +++ Sinergismo
0,016 0,03125 0,378 ++ + Sinergismo
%légczeairzg\go(z&)l ) IC* Simbolos Interpretacao
CUC 20 PAC
50,00 1,00 2,327 --- Antagonismo
25,00 0,50 1,049 +/- Aditivo
12,50 0,25 0,844 ++ Sinergismo
moderado
6,25 0,125 0,873 4 Sinergismo fraco
3,13 0,0625 0,559 +++ Sinergismo
1,56 0,03125 0,702 ++ SIS
moderado

PAC= paclitaxel; *Indice combinatério (IC): indicquantitativo,
baseado na analise de concentragdo/resposta, qie ongrau de
interacdo entre substancias em termos de sineristagonismo
(CHOU, 2006).

J& foi descrito previamente, por Liu e colaboragd2010), o
efeito sinérgicoin vitro e in vivo do docetaxel, um antimitotico
pertencente & mesma classe do paclitaxel, com wlstacina B, em
células de tumor de laringe (Hep-2). Thoennisseoolaboradores
(2009), também ja haviam demonstrado o efeito giogin vitro da
cucurbitacina B com a gencitabina, um quimiote@pémmumente
empregado para o tratamento de tumores pancredticoanos. Este
mesmo grupo de pesquisa demonstrou o efeito amtialin vivo desta
combinacdo em modelos xenograficos de cancer gammenumano
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(IWANSKI et al, 2010), quando baixas doses destempostos
provocou uma reducgdo significativa dos tumores, dowxicidade
sistémica minima.

Um estudo mais recenteemonstrou que um inibidor de histona
desacetilase, o acido valpréico, sensibilizou e&lue melanoma
murino para o tratamento com baixas concentragdesicurbitacina B,
a qual induziu morte celular por apoptd§8UYANG et al., 2011).
Adicionalmente, a cucurbitacina E promoveu o aconmiracelular da
doxorrubicina em células de sarcoma de ovariofamlitar o influxo e
prevenir o efluxo desse quimioterdpico das célutasnorais
(SADZUKA et al., 2008; 2010).

Em outro estudo, foi demonstrado o efeito sinérgieaerivados
de cucurbitacinas com doxorrubicina, em célulanrdema resistentes
a este farmaco (RAMALHETE et al., 2009), devidoaparidade das
cucurbitacinas de modular os transportadores daxcfl sendo,
portanto, este um possivel mecanismo para o efieifogico observado
entre as cucurbitacinas 16, 18, 19 e 20 com o qténdipico paclitaxel.
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