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RESUMO

Saito RF. Ativacdo da via de estresse de reticulo endoplasmatico como potencial
agente sensibilizador da morte celular induzida por cisplatina: estudo
experimental. Sdo Paulo; 2009 [Dissertagdo de Mestrado-Fundacdo Antonio
Prudente].

O melanoma, cancer de pele que apresenta elevado poder metastatico, € um dos
poucos tumores que tem apresentado rapido aumento de incidéncia nos ultimos 20
anos. Quando diagnosticado em estadios mais avangados, 0 melanoma apresenta-se
refratario a tratamento quimioterapico. As bases moleculares da quimiorresisténcia
em melanomas comegam a ser entendidas, abrindo-se a perspectiva da utilizacdo de
moléculas que atuem como quimiossensibilizantes. O presente trabalho avaliou a
relacdo do composto curcumina, um potencial quimiossensibilizante, com a resposta
de células de melanoma a cisplatina. O mecanismo de acdo de curcumina foi
explorado, com énfase na geracdo da resposta a estresse de reticulo endoplasmatico
(RE), caracterizado pela ativacdo da via UPR (Unfolded Protein Response; resposta a
proteinas mal-enoveladas), podendo culminar em morte das células tumorais. Dados
obtidos neste trabalho mostram que a inducdo de estresse de RE através do
tratamento com tunicamicina é capaz de sensibilizar células de melanoma
metastatico humano, LB373 e Skmel37, a morte induzida por cisplatina. No entanto,
curcumina ndo apresentou capacidade de induzir estresse de RE neste modelo. Além
de conferir resisténcia ao tratamento com cisplatina nas células LB373, a
sensibilizacdo conferida as células Skmel37 parece estar mais relacionada com
inducdo de estresse oxidativo do que com estresse de RE; uma vez que, a morte
induzida por curcumina é acompanhada pela liberacdo de ROS e despolarizacdo da
membrana mitocondrial, mas ndo do aumento da expressdo protéica de GRP78.
Portanto, a inducdo de estresse de RE é uma boa estratégia para sensibilizacdo de
melanomas a morte induzida por cisplatina. No entanto, curcumina ndo é uma

alternativa viavel para esta abordagem neste modelo.



SUMMARY

Saito RF. [Evaluation of endoplasmic reticulum stress response induction as a
strategy to sensitize melanoma cells to cisplatin induced cell death]. Sdo Paulo;
2009 [Dissertacao de Mestrado-Fundacdo Antonio Prudente].

Malignant melanoma is a potentially fatal skin cancer that is increasing in incidence
at high rates. Although early-stage disease is often curable, the survival rate for
advanced disease is low, and it is in part due to its poor response to different
chemotherapeutic agents. The molecular basis of chemoresistance of melanoma has
been studied, arising new insights in the utilization of molecules which act as
chemosensitizers. This study aimed to elucidate the relation between the compound
curcumin, a potential chemosensitizer, and cisplatin-induced cell death in melanoma
cells. The ability of curcumin to induce an endoplasmic reticulum (ER) response
dependent on the accumulation of unfolded proteins within ER lumen (Unfolded
Protein Response. UPR) was studied. This study demonstrated that ER stress induced
by tunicamicin can sensitize human metastatic melanoma cells, LB373 and Skmel37,
to cisplatin induced cell death. However, curcumin did not demonstrate the same
effect of ER stress induction in this model. Moreover curcumin treatment resulted in
resistance to cisplatin in LB373 cells, but sensitized Skmel37 cells probably acting as
an oxidative stress inducer rather than an ER stress inducer. Curcumin cell death was
associated with ROS production and mitochondrial membrane depolarization but did
not lead to an increase in GRP78. Therefore, while ER stress induction by
tunicamycin was a good strategy to sensitize melanoma cells to cisplatin induced cell

death, curcumin failed to do so.
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1 INTRODUCAO

1.1 MELANOMA

Em humanos, melanoma é um dos tipos mais graves de cancer, sendo
responsavel por aproximadamente 4% dos casos de cancer de pele. Embora apresente
baixa incidéncia, a letalidade em melanomas é elevada, principalmente pela sua
acentuada capacidade de desenvolver metastases. No entanto, aproximadamente 95%
dos casos de melanoma seriam curaveis se diagnosticados precocemente. Embora
muitos avan¢os na compreensdo da biologia de melanomas tenham sido obtidos,
ainda ndo ha tratamento efetivo para melanoma metastatico. A incidéncia de
melanomas vem crescendo nas ultimas décadas. No Brasil, dados do Instituto
Nacional do Cancer permitiram estimar uma incidéncia de cerca de 6000 novos casos
em 2008, com taxas equivalentes em homens e mulheres (Ministério da Satde 2007).

Melanomas sdo neoplasias malignas originarias da transformacdo de
melanocitos, que sdo células responsaveis pela producdo de melanina, pigmento
citoprotetor que atua no bloqueio endégeno dos raios ultravioleta (UV) da luz solar.
A exposicdo a radiacdo UV é benéfica para a saude humana, ja que em doses amenas
€ necessaria para a sintese de vitamina D (CHEN et al. 2007). No entanto, a
exposicdo excessiva a radiacdo UV solar € capaz de induzir danos a moléculas
organicas como DNA e proteinas. Este efeito genotoxico da radiacdo UV é associado
ao desenvolvimento de céanceres de pele (KADEKARO et al. 2003). A exposicdo

crbnica aos raios solares esta associada ao desenvolvimento de canceres de pele do
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tipo ndo-melanoma, mas a relagdo entre a radiagdo UV e o desenvolvimento de
melanomas ainda ndo esta bem estabelecida e € um tanto controversa. Isso porque a
melanima apresenta dupla funcdo, como fotoprotetora ou fotossensibilizadora
(BRENNER e HEARING 2008).

A biossintese de melanina ocorre nos melanossomos e resulta na producéo de
eumelanina e faeomelanina. A propriedade fotoprotetora desempenhada
principalmente pela eumelanina consiste em sua capacidade de absorc¢éo da radiagao
UV e sua atividade antioxidante, que associadas ao mecanismo de reparo do DNA,
previnem a transformacgé@o maligna de melandcitos (RASS e REICHRATH 2008). Ao
mesmo tempo, a inducdo de producdo de melanima pelos melandcitos em resposta a
radiacdo UV ¢ fotossensibilizadora, pois a biossintese de melanina gera a producéo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo capazes de interagir com o DNA e
dar inicio ao processo de tumorigénese (KVAM e TYRRELL 1999). Portanto, o
desenvolvimento do melanoma esta intimamente relacionado com a exposicao solar,
onde a radiacdo UV excessiva pode ultrapassar a capacidade fotoprotetora da sintese
de melanina e causar lesdes no DNA e subseqiientes mutacdes, ou estes danos podem
ser conseqiiéncia direta da propria biossintese de melanina (MADDODI e
SETALURI 2008).

Portanto, alteracGes genéticas ocasionadas diretamente ou indiretamente pela
UV solar tém como consequéncia multiplas mutacGes ocasionadas em melandcitos
que progressivamente levam a sua malignizacdo. Entretanto, estas alteracdes génicas
ndo sdo exclusivamente decorrentes da exposicdo a UV e muitos genes estdo
envolvidos no desenvolvimento de melanomas malignos cutdneos esporadicos e

também familiais. Dentre estes genes estdo 0s genes supressores de tumor (TP53 e
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PTEN), reguladores de apoptose (BCL-2, AKT e APAF-1) e alvos das vias CDKN2A,
CDK4 e MCI1R (RAS e BRAF) entre outros ilustrados na Figura 1 (ZAIDI 2008).
Estas alteracbes genéticas acompanham as etapas de progressdo de melanomas,
desde nevos benignos a melanomas metastaticos, no entanto, melanécitos imaturos
podem originar ab initio qualquer uma das formas tumorais propriamente ditas

(IBRAHIM e HALUSKA 2009).

UVB Mutacdes espontaneas no DNA
[ |
uva HEAs Sl AKT P53

'O
@©Q©D

CDKN2A, CDK4, PTEN, TP53

Mutagdes hereditarias no DNA

APC PTEN MTAP MTA2
CDKN2A APAF-1 MAGE
SYK CDH1
MGMT CDH2
RASSF-1

Modulagdes Epigenéticas

Fonte: Adaptado de ZAIDI et al. (2008).

Figura 1 - Alteracbes moleculares associadas com a iniciacdo e progressao de

melanomas. A proliferacio anormal de melandcitos normais em resposta a radiagio UV resulta na
formagdo de nevos benignos e displésticos. Melanoma de crescimento radial (RGP) apresenta
proliferacdo somente intra-epitelial, enquanto melanoma de crescimento vertical (VGP) possui
capacidade de invadir a derme, culminando com metastase. Todos estes estagios de desenvolvimento
tumoral sdo acompanhados de alteracBes esponténeas e hereditarias no DNA, além de modulacdes
epigenéticas.
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Assim, além de fatores etiologicos como a UV ou fatores genéticos familiais,
alteragdes no padrdo de interacdo de melandcitos com as diferentes células presentes
no microambiente tecidual da pele, como as células do estroma, também podem
contribuir para o desenvolvimento de melanomas. O desenvolvimento tumoral ndo
estd baseado somente no acimulo de mutacBes, portanto, 0 melanoma resulta do
desbalanco da homeostasia presente na pele. A progressdo tumoral também esta
relacionada com as interacOes celulares no microambiente tumoral. A partir destas
interacbes com o estroma, as células metastaticas podem migrar e atingir 6rgéaos
distantes demonstrando que estas células sdo capazes de se adaptar a um
microambiente ndo favoravel ao seu desenvolvimento (ALBINI e SPORN 2007).

Apesar de possuir vias de apoptose aparentemente intactas, as células de
melanoma sdo capazes de evadir a morte celular e sobreviver em condicoes
desfavoraveis, como em hipdxia ou deprivacdo de glicose. Esta resisténcia a morte
celular pode ser atribuida a intercomunicacao entre os diversos tipos celulares que
compdem o microambiente tumoral. Portanto, é fundamental compreender a relagéo
entre as vias de sinalizacdo intercelulares, para que intervencdes terapéuticas mais
eficientes e especificas possam ser delineadas para o tratamento de melanoma
(SATYAMOORTHY e HERLYN 2002).

Neste contexto, em que o cancer € visto como uma doenca de natureza
multicelular ou tecidual acredita-se que a possibilidade de escape aos sinais de
apoptose poderia estar relacionada com a expressdo alterada de moléculas. Em nosso
grupo, foram exploradas as alteracdes protedmicas e transcriptdmicas de um modelo
de melanoma murino isogénico (DE SOUZA et al. 2006). Este estudo demonstrou

gque em melanomas ha diminuicdo nos niveis de proteinas envolvidas no processo de



Introducdo 6

degradacdo de espécies reativas de oxigénio (Reactive Oxigen Species — ROS).
Portanto, este tipo tumoral parece estar adaptado a um microambiente tumoral pré-
oxidativo.

Outro estudo realizado em colaboracdo com 0 nosso grupo mostrou que
células de melanoma metastadtico humano (LB373) apresentam caracteristicas
bioquimicas da resposta a proteinas mal-enoveladas (UPR- Unfolded Protein
Response). Estas células tumorais apresentaram actimulo de chaperonas como PDI
(Isomerase de dissulfetos protéicos) e GRP78 (Glucose-Regulated Protein 78), além
de se mostrarem em continuo estado pré-oxidativo (R. Chammas, comunicagédo
pessoal). A sobrevivéncia destas células nestas condi¢Ges sugeriu que as vias de
inducdo de morte em resposta a UPR estivessem truncadas. De fato, avaliagdo dos
transcritos presentes nas células de melanoma mostrou uma significativa redugdo dos
niveis do fator transcricional ATF-4 (CREB2) (DE SOUZA et al. 2006). Em estudo
cujo objetivo foi a validacédo e extensdo destes achados, observamos que GADD153
aparece fracamente expressa em casos de melanoma humano, usando-se uma cole¢éo
de melanomas em tissue microarray (Figura 2). Estes dados sdo intrigantes, pois esta
molécula induz apoptose em resposta a estresse oxidativo, condicdo em que
normalmente se encontram as células tumorais. Sugere-se, portanto que a auséncia
desta proteina possa estar relacionada com a resisténcia destas células tumorais a
sinalizacdo de apoptose. A auséncia de GADD153 parece estar relacionada com a
localizacdo celular de seu fator de transcricdo ATF4. Neste mesmo estudo imuno-
histoquimico, foi observado que embora melanomas apresentem-se em estado pro-
oxidativo, como sugerido pela presenca de marcacdo de moléculas envolvidas na

resposta a estresse oxidativo como a enzima antioxidante SOD-2, nucleofosmina e
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proibitina, o fator de transcricdo ATF4 ndo se concentra no citoplasma (em

preparacéo).
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1.2 RELACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO COM MELANOMAS

A pele estd situada na interface entre 0 meio ambiente e o corpo, atuando
como uma barreira protetora contra injdrias como as causadas pela radiagdo UV ou
agentes quimicos, estando constantemente suscetivel a exposicdo a estas multiplas
fontes exdgenas geradoras de estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre com o
desbalanco entre a producdo e a eliminacdo de radicais livres, como as espécies
reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS), podendo ser resultado tanto do
aumento da formacéo destas espécies quanto da diminuicdo da capacidade celular
antioxidante e/ou ineficiéncia dos mecanismos de reparo celular (KLAUNIG e
KAMENDULIS 2004). Além de fontes exdgenas, a geragdo de RNS e ROS também
ocorre endogenamente, como através da NO sintase (NOS) e NAD(P)H oxidase
respectivamente. Estas espécies reativas em concentragdes baixas ou moderadas
estdo envolvidas em respostas fisiologicas, como na defesa contra agentes
infecciosos, em vias de sinalizacdo celular, na indugdo de resposta mitogénica e na
manutencdo da homeostasia redox. Portanto, estas espécies reativas apresentam
dupla funcéo tanto desempenhando efeitos celulares benéficos quanto deletérios, pois
0 acumulo de ROS resulta em estresse oxidativo (VALKO et al. 2007). Assim, o
estresse oxidativo pode mediar danos as estruturas celulares como DNA, proteinas e
lipideos e em Gltima analise levar a morte celular. O desbalango redox decorrente do
estresse oxidativo esta presente em diversas doencas degenerativas, como doenca de
Parkinson, diabetes e cancer (VALKO et al. 2007).

A producdo de ROS e o estresse oxidativo estdo envolvidos no processo de

tumorigénese. Em melanomas, a relacdo entre estresse oxidativo e o processo de
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tumorigénese esté relacionada com o envolvimento da geracdo de ROS em todos 0s
estagios de progressdo tumoral. O efeito pleiotrépico de ROS induz varias respostas
celulares que contribuem para o desenvolvimento do melanoma. O maior fator
etiolégico do melanoma é a radiagdo UV, capaz de causar danos diretamente no
DNA e induzir estresse oxidativo através da producdo de ROS, que podem interagir
com o DNA causando danos como quebras nas duplas-fitas e mutacdes, contribuindo
para 0 processo de iniciacdo das células de melandcitos. A geracdo de ROS em
melanomas pode estar relacionada com mecanismos celulares como: (1) resposta ao
ambiente epidérmico hipdxico em que se encontram os melandcitos, (2) o elevado
metabolismo das células tumorais, (3) resposta ao processo inflamatdrio crénico em
melanomas, (4) decorrente da prépria biossintese de melanina e (5) em resultado do
processo de metastase (WITTGEN e KEMPEN 2007).

A capacidade de sobrevivéncia a microambientes pro-oxidativos apresentada
por melanomas (DE SOUZA et al. 2006) pode estar relacionada com sua célula de
origem, os melandcitos. Como a biogénese de melanina é fonte expressiva de ROS,
células de origem melanocitica, como as células de melanoma, devem ter adquirido
um sistema antioxidante eficiente para garantir sua sobrevivéncia. As células de
melanoma apresentam atividade antioxidante superior a encontrada em outros tipos
de céncer de pele e em melandcitos (LINCOLN et al. 2003). Sugerindo que a
aquisicdo de um sistema antioxidante € um fator critico para o desenvolvimento de
melanomas. Esta resisténcia a elevados niveis de estresse oxidativo resulta no
comprometimento da eficacia de terapias baseadas em apoptose induzida por este
tipo de estresse. Aumentos moderados na concentracdo de ROS ativam vias de

sobrevivéncia e inibem a apoptose, no entanto, aumentos severos nos niveis de ROS


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lincoln%20DT%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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podem ultrapassar os niveis sustentados de ROS presentes nas células tumorais e
culminar em apoptose destas células. Muitos reguladores redox encontram-se
alterados em células tumorais resistentes a drogas, sugerindo que a alteracdo na
homeostasia redox deva estar relacionada com a resisténcia celular, portanto,
manipular o sistema redox pode ser uma terapia alternativa para induzir a morte
celular de células tumorais resistentes (PELICANO et al. 2004). Esta abordagem
terapéutica tem sido investigada recentemente. Estudo clinico fase Il com
elesclomol, agente indutor de ROS, em combinacdo com paclitaxel resultou em
maior sobrevida de pacientes com melanoma metastatico, comparado ao tratamento
somente com paclitaxel. Este estudo sugere uma nova alternativa para avango no

tratamento de melanomas metastaticos (KIRSHNER et al. 2008).

1.3 ESTRESSE OXIDATIVO DO RETICULO ENDOPLASMATICO

O estresse oxidativo se relaciona com o estresse do reticulo endoplasmatico
(RE), uma vez que os eventos de enovelamento protéico e producdo de ROS podem
ser correlacionados. Como discutido anteriormente, as ROS podem interagir nao
somente com DNA, mas também com proteinas e lipideos. Como o enovelamento
protéico ocorre no RE através de processos oxidativos, o acimulo de ROS decorrente
da inducdo de estresse oxidativo pela radiacdo UV, por exemplo, pode ocasionar
alteracdes no processo de enovelamento protéico e levar ao acimulo de proteinas
mal enoveladas. Este acuimulo compromete a homeostasia do RE e caracteriza o

estresse de RE (MALHOTRA e KAUFMAN 2007).
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O limen do RE € constituido de microambiente oxidativo que favorece o
enovelamento protéico através da formacdo de pontes dissulfeto. Esta organela
possui proteinas chaperonas, que catalizam o enovelamento protéico, e proteinas
sensoras capazes de detectar proteinas mal enoveladas ou ndo enoveladas (CSALA
et al. 2006). A presenga de um mecanismo de “controle de qualidade” garante que
apenas proteinas enoveladas adequadamente saiam do RE (LEDERKREMER 2009).
Além da alteracdo do estado redox causado por estresse oxidativo, outros fatores
levam & ruptura da homeostasia do RE como alteragdo de niveis intraluminais de
calcio, alteragdo no perfil de glicosilacdo protéica, deprivacdo de nutrientes e
infeccdo por patogenos (FAITOVA et al. 2006).

Em resposta ao estresse do RE é ativado o mecanismo conhecido como
resposta a proteinas mal enoveladas - Unfolded Protein Response — UPR, na tentativa
de restabelecer a homeostasia do RE (MA e HENDERSHOT 2004). A via de UPR €
regulada por trés proteinas sinalizadoras presentes na membrana do RE, IRE1, ATF6
e PERK. Estas proteinas encontram-se associadas a chaperona GRP78 (Bip) quando
0 RE se encontra em homeostasia. No entanto, em situacfes de estresse estas
proteinas sdo ativadas através do desligamento de GRP78 que € recrutada para
auxiliar no enovelamento protéico (KAUFMAN 1999). Estas proteinas uma vez
ativadas respondem a situacdo de estresse induzindo vias que levam a diminuicdo da
traducdo protéica, aumento da expressdo de proteinas responsaveis pelo
enovelamento protéico e proteinas envolvidas no processo de degradagdo
proteassomal de proteinas mal enoveladas, mecanismo denominado ERAD (do
inglés: ER-associated protein degradation) (Figura 3) (MEUSSER et al. 2005).

Outra via de resposta ao estresse do RE denominada EOR (do inglés: ER overload


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Lederkremer%20GZ%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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response) esta relacionada com a ativacdo da via de sobrevivéncia desempenhada por
NF«B a fim de induzir a resposta imune e efeitos antiapoptéticos (PAHL e
BAEUERLE 1997). A ativacdo de NF«xB resulta da liberacdo de calcio do RE que
ocorre em resposta ao estresse do RE, o que leva a producdo de ROS que degradam o

inibidor de NFxB, 1kB (KIM et al. 2006).
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Fonte: Adaptado de HERSEY e ZHANG (2008).

Figura 3 - Vias ativadas em UPR (Unfolded Protein Resposnse). O mecanismo de
resposta ao estresse de RE, UPR, e suas vias desencadeas pela ativagdo das trés proteinas
sinalizadoras de estresse presentes no RE.
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A persisténcia do estresse do RE leva a ativacdo de vias de morte celular a
fim de eliminar as células com comprometimento severo do RE. As principais vias
apoptdtica ativadas em resposta ao estresse do RE séo a inducgdo transcricional do
gene GADD153/CHOP, a ativacdo da quinase JNK e a ativacdo de caspases
(FAITOVA et al. 2006).

GADD153 (do inglés: Growth Arrest and DNA Damage Inducible Gene
153), membro da subfamilia de fatores de transcricdo C/EBPs (do inglés
CCAAT/Enhancer Binding Proteins) esta presente no citoplasma em condicGes de
homeostasia celular, no entanto, situacdes de estresse induzem aumento de expressao
e acumulo GADD153 no nucleo. A inducdo de GADD153 esta envolvida na resposta
ao estresse do RE, onde o aumento da expressdo desta proteina pode resultar em
parada de ciclo celular e apoptose (OYADOMARI e MORI 2004).

As trés proteinas sinalizadoras de estresse do RE podem induzir a transcricédo
de GADD153 (Figura 3), no entanto, a via de PERK/elF2a é dominante sobre as
demais. A ativacdo de PERK leva a fosforilagio do aminoécido serina 51 da
subunidade o da proteina elF2 (elF2a), fator de iniciacdo do processo de traducéo
proteica. A fosforilacdo do elF2a atenua a traducdo global de mRNAs, mas permite
que ocorra a traducdo de mRNAs especificos, como ATF4, fator de transcricdo de
GADD153. GADD153 ¢é um fator de transcricdo nuclear que induz a morte celular
em resposta ao estresse de RE. Esta molécula envolvida no processo de morte celular
pode suprimir a ativacdo de BCL-2 (MCCULLOUGH et al. 2001) e NFxB, podendo
levar a sensibilizacdo da mitocdndria aos efeitos pré-apoptéticos das proteinas BH3-
only (OYADOMARI e MORI 2004). GADD153 também induz apoptose através de

um mecanismo ndo transcricional, como a intera¢do proteina-proteina. Por exemplo,
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C/EBPa. (do inglés: CCAAT/enhancer binding protein alpha), familia de proteinas a
qual GADD153 pertence, mostra efeito antiproliferativo através da interagcdo com as
quinases CDK2 e CDK4, causando parada no crescimento celular pela inativagdo
destas quinases (WANG et al. 2001).

O mecanismo de estresse do RE pode ter relacdo direta com a progressédo de
melanomas através da adaptacdo e selecdo de células de melanoma resistentes a este
tipo de estresse. Este processo de adaptacdo esta relacionado com a auséncia de
morte destas células tumorais, que mesmo em microambiente pro-oxidativo
permanecem altamente proliferativas (HERSEY e ZHANG 2008). A repressdo da
ativacdo de GADD153 pode estar relacionada com a auséncia de resposta apoptotica
ao estresse do RE presente em células tumorais. Estudos demonstraram o
envolvimento de NFxB na inibicdo da ativacdo de GADD153 em células de cancer
de mama submetidas a inducao de estresse de RE (NOZAKI et al. 2001).

Induzir a expressdo de GADD153 nas células tumorais pode ser uma
estratégia para aumentar a eficiéncia terapéutica de quimioterapicos em melanomas
metastaticos. A inducéo de estresse do RE pode ser uma boa estratégia para induzir a
ativacdo de GADD153. Ainda, os quimioterapicos sdo capazes de induzir estresse,
entretanto possuem a desvantagem de apresentarem elevada toxicidade. Uma
alternativa a estas drogas, que vem sendo cada vez mais estudada e aceita, € o uso de
compostos extraidos de plantas. Um dos compostos naturais que apresentam
capacidade de induzir estresse e morte celular em células tumorais é a curcumina
(LOPEZ-LAZARO 2008). A inducdo de GADD153, pela curcumina, poderia
resultar em aumento da eficiéncia de quimioterapicos, permitindo a administracdo de

menores doses e consequentemente, reduzindo os efeitos toxicos apresentados pelos
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quimioterapicos. A sensibilizagdo prévia das células tumorais pela curcumina
somada ao posterior efeito apoptotico dos quimioterapicos, resultaria em uma nova

alternativa para terapia de melanoma metastéatico.

1.4 CURCUMINA

A curcumina, [1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-
dione], é o principal componente ativo do pd derivado do rizoma da planta Curcuma
longa, nativa da Asia. Este composto natural € utilizado milenarmente como
condimento, corante e na medicina tradicional indiana. A curcumina possui muitas
propriedades  benéficas como  atividade antinflamatdria,  antioxidante,
quimiopreventiva e quimioterapéutica. Seu efeito pleiotropico esta relacionado com
sua capacidade de influenciar multiplas vias de sinalizagdo como: ciclo celular
(ciclinas D1 e E), apoptose (ativacdo de caspases e diminuicdo de produtos génicos
antiapoptdticos), proliferacdo (HER-2, EGFR, e AP-1), sobrevivéncia (via
PIBK/AKT), invasdo (moléculas de adesdo e MMP-9), angiogénese (VEGF),
metéstase (CXCR-4) e inflamacdo (NFkB, TNF, IL-6, IL-1, COX-2, e 5-LOX).
Além de interferir nestas diferentes vias de sinalizacdo, curcumina apresenta

atividade pré e antioxidante. (HATCHER et al. 2008).
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Fonte: Adaptado de HATCHER et al. (2008).

Figura 4 — Curcuma longa. O extrato do rizoma da planta Curcuma longa apresenta coloragio
amarelo-alaranjada e um dos componentes deste extrato € a curcumina.

A curcumina apresenta atividade antitumoral inibindo tanto o inicio do
desenvolvimento quanto a progressao tumoral. Estudos in vivo demonstraram que
curcumina € capaz de proteger o DNA de danos induzidos por diferentes
carcinogenos, indicando a atividade quimioprotetora apresentada por este composto
(LOPEZ-LAZARO 2008). O potencial quimioterapéutico de curcumina também foi
estudado em diversos tipos tumorais (ANAND et al. 2008).

O mecanismo de inducdo de morte celular por curcumina esta relacionado
com a inducdo de vias apoptdticas intrinsecas e extrinsecas, e a inibicdo de vias de
sobrevivéncia mediadas por NFKB e PI3K/Akt. Curcumina regula varias proteinas

envolvidas em ambas as vias de apoptose, aumentando ou diminuindo a expressao
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destas (Figura 5). Na via apoptotica intrinseca, 0 aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial e a produgcdo de ROS estédo envolvidos na morte celular
induzida por curcumina. No entanto a via de sinalizacdo extrinseca mediada pelo
receptor Fas também € induzida pela curcumina em alguns tipos tumorais (REUTER

et al. 2008).
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Fonte: Adaptado de REUTER et al. (2008)

Figura 5 - Representacdo dos alvos de curcumina nas vias apoptoticas extrinsicas e
intrinsecas.

A morte celular induzida por curcumina também pode estar relacionada com

sua capacidade de induzir estresse do RE. Curcumina é capaz de induzir estresse do
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RE através da inibicdo da atividade proteassomal, da indugdo de acimulo de célcio
citoplasmatico e inibicdo da formacdo de pontes dissulfeto (REUTER et al. 2008). A
morte induzida por estresse do RE através do tratamento com curcumina foi
observada em estudos com células de leucemia humana (HL-60) (PAE et al. 2007),
células de cancer de cdlon (SCOTT e LOO 2007) e células de melanoma murino
(BAKSHI et al. 2008). Nestes estudos, foi observado aumento de proteinas
envolvidas com resposta ao estresse do RE, como GRP78 e GADD153.

Através da sua atividade pro-oxidativa, este composto poderia ser capaz de
sensibilizar as células tumorais ao tratamento com agentes quimioterapicos. Além do
efeito antitumoral direto, a curcumina também pode ser utilizada como adjuvante no
tratamento de tumores. A curcumina é capaz de sensibilizar células tumorais a
apoptose induzida pelo ligante relacionado a TNF (TRAIL: TNF-related apoptosis-
inducing ligand) em células de cancer de ovario (WAHL et al. 2007) e cancer de
prostata (DEEB et al. 2003). A quimioterapia combinada de curcumina com outros
compostos naturais como cha verde (LI et al. 2002) e taxol (BAVA et al. 2005),
resulta em aumento de apoptose das células tumorais com diminuicdo da dose
administrada e consequente reducdo de efeitos adversos. Estudos com células
tumorais de pulmdo mostraram que o pré-tratamento com curcumina resultou no
aumento do efeito apoptédtico da droga Vinorelbine (SEN et al. 2005).

Em células de melanoma humano, curcumina apresenta potente efeito anti-
proliferativo e apoptotico, relacionados com a supressdo do fator de transcri¢éo
NFkB e da quinase IkB (SIWAK et al. 2005). ODOT et al. (2004) verificou a
atividade in vitro e in vivo da curcumina na inducdo de apoptose em células de

melanoma B16-R resistentes a doxorrubicina. Este grupo mostrou que a combinacao



Introducéo 19

dos tratamentos de curcumina com meio condicionado de células B16-R, resultou em
maior porcentagem de morte celular e inibicdo do crescimento tumoral, quando
comparado a cada tratamento independente. Os dados obtidos neste estudo
favorecem a possibilidade de desenvolvimento de terapia mais eficaz para melanoma
metastatico altamente resistente, sugerindo curcumina para o0 auxilio do
restabelecimento da resposta antitumoral. Uma vez estabelecida esta relagdo de
sensibilizacdo da célula tumoral pela curcumina, torna-se importante descobrir quais

moléculas poderiam estar envolvidas na indugdo de apoptose.
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2 OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo geral verificar a sensibilizagcdo de
células de melanoma humano através da inducdo do estresse do reticulo

endoplasmatico.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Comparar a expressdao de GADD153 em células tratadas com curcumina e
células tratadas com droga indutora de estresse do reticulo endoplasmatico,
tunicamicina;

2 Verificar se ha sensibilizacdo das células de melanoma a morte induzida por
cisplatina através do tratamento prévio com curcumina;

3 Avaliar possiveis mecanismos da acao de curcumina, de maneira comparativa
a acdo de tunicamicina, como moduladores da resposta de inducdo de morte

celular por cisplatina.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto (n°0975/07) foi aprovado pela Comissdo de Etica para Analise
de Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (Anexo 19)

3.1 CULTIVO DE CELULAS

As linhagens celulares de melanoma humano utilizadas foram LB373,
SKmel37 e 28, Mel85, MeWO, MZ2. As linhagens LB373, MEWO, MELSS5,
SKmel28 e MZ2 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (CultiLab®); e a linhagem
SKmel37 em meio Minimum Essential Medium Eagle-MEM (Gibco®). Todas as
células foram cultivadas em meio suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(CultiLab®). As linhagens foram mantidas em estufa imida a 37 °C e em atmosfera
contendo 5% de CO,. O descolamento das células para posterior contagem e
subcultivo foi realizado através de duas lavagens com PBS-EDTA, seguida de curta

exposicdo a tripsina (CultiLab®).

3.2 ANALISE DE EXPRESSAO PROTEICA POR WESTEN BLOT

3.2.1 Extrato Celular

Foram realizadas duas lavagens com PBS/EDTA e em seguida adicionou-se

tripsina para descolar as células da garrafa. A suspenséo de células foi centrifugada
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por 3 minutos a 2000 rpm e o pellet foi ressuspendido em tampdo de lise celular da
fracdo soltvel (50mM Tris (pH 7.5), 150mM NaCl, 5mM EDTA (pH 8.0), 1% Triton
X-100, ImM NazVO, (1:100), 2ug/ml aprotinina, 1 mM PMSF. A solucdo
ressuspendida foi incubada a 4°C por 15 minutos. Apos este periodo, foi centrifugada
a 13000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
obtendo-se a fracdo solivel. Os mesmos procedimentos foram realizados com o
tampao de lise da fragcdo nuclear (20mM Hepes, 630mM NaCl, 0.2 mM EDTA, 25%
Glicerol, 1 mM NazVO, 2ug/ml aprotinina, 1 mM PMSF). Uma vez obtida a fracdo
nuclear, esta foi adicionada a fragcdo soluvel a fim de se obter o lisado proteico total,

e este foi armazenado a -20°C (WAJIH et al. 2004 (modificado).

3.3.2 Dosagem de Proteinas

Foi feita a dosagem de proteinas obtidas com o lisado protéico total, de
acordo com protocolo modificado do Método de Lowry (LOWRY et al. 1951). A
dosagem foi realizada pelo kit Ensaio de Proteina BCA, da BioAgency®, conforme
descreve o fabricante, utilizando BSA como padrdo protéico. A solugéo de reagentes
A e B foram preparadas na proporcéo de 50:1 (A: B). Esta solucdo foi adicionada a
cada poco, numa proporcdo de 8:1 (reagente: amostra). A placa ficou a 37°C por 30
minutos protegida da luz. A leitura das amostras foi realizada em leitor de

microplacas (Bio-Rad®), utilizando-se filtros de 592nm.

3.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
Foram realizadas andlises de proteinas separadas de acordo com sua massa

molecular aparente (SDS-PAGE). As amostras de extratos protéicos foram separadas
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em gel de poliacrilamida de concentragdo 10%. Primeiro foi feito o gel de corrida
(4,2 ml H,0, 2,5 ml Lower Buffer (4x), 3,3 ml 30% acrilamida / 0,8% bisacrilamida,
33ul de Persulfato de Amdnio 10% (APS), 17 ul TEMED). Depois de polimerizado
0 gel Lower, adicionou-se o gel de empilhamento (1140 ul H,O, 500 ul Upper
Buffer (4x), 340 ul 30% acrilamida / 0,8%bisacrilamida, 20 ul APS 10%, 2,7 pnl
Temed). Neste gel foi colocado o pente para criacdo dos canaletes de aplicagdo das
amostras. Polimerizado o gel, o pente foi retirado e os pogos foram lavados,
mergulhando o gel no tampdo de corrida (1x) (250 mM Tris base, 1,9 M glicina, 1%
SDS). Foram separadas 30 pg de proteina e 0 mesmo volume de tampéao de amostra
redutor (2x) (120 mM Tris 4%, 4% SDS, 0,01% bromophenol blue, 2 ml glicerol e
0,1M DTT).Também foram separados 6 ul de marcador de peso. As amostras e 0
marcador foram deixados no banho seco a 100°C por 5 minutos. As amostras foram
aplicadas no gel e corridas a 80 V por 3 a 3,5 horas (LAEMMLI et al. 1970).

Um dos géis foi corado com Coomassie Blue para controle de massa. O gel
de poliacrilamida foi colocado em recipiente coberto pela solucdo de comassie blue
(50% metanol, 40% agua, 10% acido acético, 0,05% comassie blue). Depois de
corado foi descorado com a solucdo descorante A (37,5 ml acido acético, 227mi
metanol, 235,5 ml &gua) e depois com a solucdo B (36,5 ml acido acético, 25 ml
metanol, 437,5 ml agua). O gel depois de descorado foi fotografado e seco por 45

minutos a 80 °C (LAEMMLLI et al. 1970).

3.2.4 Transferéncia das Amostras
Um segundo gel foi utilizado para transferir as proteinas presentes nele para

uma membrana de PVDF (Hydrophobic polyviniylidene difluoride, Amershan®). A
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membrana foi primeiramente ativada mergulhando-a em metanol e em seguida em
agua. O aparato de transferéncia foi montado e o “sanduiche” contendo esponja,
papel filtro, gel e membrana, foi colocado neste aparato. Utilizou-se o tampéo de
transferéncia (25 mM Tris-base, 192 mM glicina, 20% metanol, em &gua), que deve
cobrir completamente o aparato, mantendo a membrana sempre embebida neste.
Corrido a 80 V e 4°C por uma hora. A membrana transferida pode ser armazenada a

temperatura ambiente e posteriormente ativada novamente (BURNETTE 1981).

3.2.5 Blotting

Com a membrana ativada, foi realizado bloqueio de sitios inespecificos pela
lavagem com 5% de leite em PBS-Tween 0,5% em agitacdo a temperatura ambiente
por uma hora. Apos bloqueio a membrana foi incubada com os anticorpos primarios
policlonais: anti-GRP78 feito em coelho (ab53068, Abcam®) na concentracdo de
1mg/ml, anti-GADD153 feito coelho (SC-575, Santa Cruz®) na concentracio de 2
ng/ml e anti-p-Tubulina 111 feito em coelho (Sigma®) na concentracéo de 0,3 pg/ml.
Os anticorpos primarios foram incubados em agitacdo a 4°C overnigth. Em seguida,
apos trés lavagens de 10 minutos cada com 5% de leite em PBS-Tween 0,5%, foi
incubada com o anticorpo secundario, anti-coelho conjugado & peroxidase (Sigma®),
na concentracdo de 9,5 png/ml, em agitacdo por uma hora a temperatura ambiente.
Efetuadas novamente trés lavagens de 10 minutos cada com 5% de leite em PBS-
Tween 0,5%, e lavagens rapidas com PBS, as membranas foram reveladas por DAB.

(BURNETTE 1981).
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3.2.6 Revelacdo com Diaminobenzidina (DAB)

Retirado o excesso de PBS da membrana, esta foi colocada com as proteinas
voltadas para cima em uma placa seca e limpa. A solucéo preparada contendo 7,5 mi
de PBS, 25 ul H,0; e 7,5mg de DAB (Sigma®) foi adicionada sobre a membrana e
apOs agitacdo manual até a visualizacdo das bandas, a membrana foi lavada

rapidamente com &gua para parar a reacdo com DAB.

3.3 CITOMETRIA DE FLUXO PARA AVALIAR O CICLO

CELULAR

A avaliagdo de ciclo e morte celular foi realizada através da marcagdo com
iodeto de propidio (PI, do inglés propidium iodide). O Pl incorpora
estequiometricamente ao DNA, permitindo uma quantificacdo relativa do contetido
de DNA. Para tal, as células de melanoma foram plaqueadas, cerca de 0,5.10° células
por poco (placa de 12 pocos), e apos submetidas aos diferentes tratamentos, estas
foram colhidas por tripsinizacdo. O protocolo seguido foi adaptado do Short
Protocols in Molecular Biology, 3" edition, 1995. As células tripsinizadas foram
fixadas em etanol 70%, e mantidas congeladas até 0 momento da analise por
citometria de fluxo (citdmetro FACScalibur Becton & Dickson®). As células fixadas
foram centrifugadas por 5 minutos a 300g, apos descartado o etanol vertendo os
tubos, o pellet foi lavado em PBS, centrifugando-o a 300g por 5 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o pellet foi ressuspendido em 200 pl de solugéo de PI (20
ml PBS, 20ul Triton (0,1%), 200ug/ml RNase, 20ug/ml P1) transferindo as amostras

para tubos de FACS. Apo6s 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente,
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protegendo da luz, foi feita captacdo das células marcadas pelo citdmetro. A analise
da citometria de fluxo foi realizada usando-se o programa Cell Quest Pro da Becton
& Dickson®. A porcentagem das células nas diferentes fases do ciclo celular foi
quantificada e os dados foram expressos em gréaficos de histogramas. Como ilustrado
na figura 6, a porcentagem de células encontrada no primeiro segmento (M1) foi
considerada representativa das células em morte celular, pois este segmento contém
células com contetdo de DNA abaixo de 2n (hipodipléides). O segundo segmento
(M2) foi definido pelo primeiro pico de eventos, onde havia células com contetdo de
DNA compativel com a fase GO/G1 do ciclo celular. O terceiro segmento (M3)
apresentava células que caracterizam as fases S/G2/M do ciclo celular. O quarto

segmento (M4) representa agregados celulares.
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Fonte: Adaptado de www.dundee.ac.uk/lifesciences/FACS/cell_cycle.htm.

Figura 6 - Esquema representativo da andlise de ciclo celular através de um
histograma.
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3.4 ENSAIO DE CLONOGENICIDADE

Para avaliar a capacidade de sobrevivéncia de células resistentes ao
tratamento com curcumina, foi feito ensaio de clonogenicidade. Neste ensaio as
células de melanoma apds os tratamentos prévios, foram semeadas numa
concentra¢do celular baixa a fim de que clones individuais crescessem e fossem
posteriormente contados. Apds contagem das células viaveis através da coloracdo
com Tripan Blue, foram plaqueadas 600 células em placa 60 mm de diametro
contendo meio de cultura enriquecido com 10% de SFB. As placas foram incubadas
a 37 °C, na presenca de 5% de CO,, por cerca de 12-14 dias. Depois foram fixadas
com 1% de paraformaldeido por 15 minutos e corados com 0,1% de cristal de
violeta. O numero de colbnias foi quantificado a olho nu em cada condigéo.

(DEPEILLE et al. 2004).

3.5 ENSAIO DE ATIVIDADE DE CASPASES

A verificacdo da ativacao de caspases foi realizada de acordo com o protocolo
descrito no Kit utilizado para a deteccdo de multicaspases Guava®. As células néo
aderentes foram coletadas e juntadas as células aderentes apds seu descolamento com
tripsina, pois, o tratamento com curcumina, tunicamicina ou cisplatina levam a morte
celular acompanhada pelo descolamento de células. Foram contadas 10° células,
adicionado meio de cultura e centrifugadas a 200g por 2 min. Depois de descartado o
sobrenadante, o pellet foi ressuspendido em 100ul de wash buffer e 5ul do inibidor

de multi caspases SR-VAD-FMR (20x) ou 5ul de FLICA (10X), substrato de
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caspases 8 ou caspases 3/7. Em seguida foi incubado por 1 hora a 37°C,
homogenizando duas vezes durante este periodo. Duas lavagens com a adi¢do de
150l de wash buffer, centrifugando a 200g por 2 minutos. Apés as duas lavagens foi
adicionado 200ul de wash buffer e foi feita leitura no citdmetro no canal de

fluorescéncia FL2-H.

3.6 DETECCAO DE GLICANOS

O protocolo seguido foi modificado a partir da bula do Kit de diferenciacéo
DIG Glycan (catalog n° 11210238001). Este protocolo utiliza lectinas para o
reconhecimento de diferentes ligac6es glicosidicas das proteinas em membrana de
PVDF. A membrana foi incubada com 5 ml de solugdo de bloqueio overnight em
camara fria sob agitacdo (4,5ml Bufferl + 0,5ml reagente bloqueio-Frascol12). Apos
duas lavagens com 5ml de TBS e 1 vez com bufferl por 10 minutos cada lavagem,
foi adicionada 5ul da lectina DSA em 5ml de bufferl e incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. A lectina DSA (do inglés: Datura stramonium agglutinin)
reconhece residuos de galactose- B(1-4)-N-acetilglucosamina (Gal-p(1-4)-GIcNAC).
Apos o periodo de incubacdo a membrana foi lavada 3 vezes com 5 ml de TBS por
10 minutos cada lavagem. Em seguida a membrana foi incubada com digoxigenina-
AP por 1 hora a temperatura ambiente. A membrana foi entdo lavada 3 vezes com 5
ml de TBS por 10 minutos cada lavagem. Para revelar a membrana foi preparada
solucdo contendo 5 ml de buffer 2 e 100ul de reagente 7, a qual a membrana foi
imersa e agitada até o aparecimento de coloracdo escura no local em que a lectina se

ligou. A reacdo € parada por lavagens sucessivas com agua.
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3.7 DETECCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENCIO

As células foram incubadas nas condi¢fes descritas anteriormente e foram
tratadas com curcumina nas concentracdes de 2; 10; 25 e 50 uM; e 0,1% de ETOH
(diluente da curcumina) por 24 horas. Apés este periodo, o0s niveis de ROS foram
determinados através da incubacdo com 15 uM de dihidrorrodamina 123 (DHR 123)
por 30 minutos a 37 °C e protegidos da luz. Apds este periodo de incubacgdo as
células foram soltas por tripsinizacédo, ressuspendidas em 200uL de PBS e analisadas
por citometria de fluxo. (Adaptado do Manual do Kit Multidrug Resistance Direct

DyeEfflux Assay da Chemicon).

38 AVALIACAO DA ALTERACAO DO POTENCIAL DE

MEMBRANA MITOCONDRIAL

As ceélulas foram incubadas nas condi¢bes descritas anteriormente e foram
tratadas com curcumina nas concentracdes de 2; 10; 25 e 50 uM; e 0,1% de ETOH
(diluente da curcumina) por 24 horas. O controle sem tratamento e com cisplatina
(controle positivo para Aym) também foram realizados. Apés tratamento as células
foram soltas por tripsinizacdo e centrifugadas a 2000rpm por 3 minutos. O pellet foi
ressuspendido em meio de cultura com JC-1 (2nM) e agitado intensamente por 20
segundos. Apo6s duas lavagens com PBS, as células foram incubadas por 15 minutos
a temperatura ambiente no escuro. Apos periodo de incubacdo os mondmeros e

agregados JC-1 foram medidos por citometria de fluxo, avaliando a fluorescéncia
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verde e vermelha, respectivamente. (Adaptado do Manual da Molecular Probes —

JC1 and JC9 Mitochondrial Potencial Sensors) (WERNER e WERB 2002).

3.9 MICROSCOPIA CONFOCAL

Foram cultivadas cerca de 2,0.10* células por poco, em placas de 24 pocos
contendo uma laminula em cada poco. As células foram cultivadas sobre condi¢des
de cultura com diferentes concentracGes de curcumina (2,10,25 e 50uM) e de
tunicamicina (0,5; 1,25 e 2,5 pg/ml) por 24 horas. Apos o tratamento as células
foram fixadas gradualmente com 2% de formaldeido em PBS por 15 minutos,
seguidos de mais 15 minutos de fixagdo com formaldeido 4%. Apds 3 lavagens com
PBS, as células foram permeabilizadas com Triton X-100/PBS 0.2% por 5 minutos.
O bloqueio por sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 5% por 1 hora. Depois de
realizado bloqueio foi incubado anticorpo primario monoclonal anti-KDEL feito em
camundongo (Stressgen®) (10ug/ml), gentilmente cedido pelo Laboratério de
Biologia Vascular—Incor/FMUSP. Este anticorpo foi diluido em PBS/BSA 5% e
incubado overnigth (O.N.) a 4°C. Apo6s 3 lavagens com PBS/BSA 1%, foi
adicionado anticorpo secundario feito em camundongo Alexa Fluor 488 e incubado
em camara escura/mida por uma hora a temperatura ambiente.Em seguida foram
realizadas trés lavagens com PBS/BSA 0,5% de 10 minutos cada. Apos as lavagens
foi adicionado DAPI (0,3 mg/ml) diluido em PBS/BSA 5% por 15 minutos no
escuro. Foram realizadas mais trés lavagens com PBS/BSA 0,5% de 10 minutos cada
e ap6s lavagem foi adicionado Faloidina conjugado & TRITC (Sigma®) (0,2 pg/ml)

diluido em PBS/BSA 5% por 15 minutos no escuro. Por Gltimo, foram montadas as
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laminas (RASTOGI et al. 2006). A analise foi realizada em microscopio confocal

ZEISS LSM 510 Meta/UV.

3.10 TRANSFECCAO DO PLASMIDEO PNF-xB-HRGFP EM

CELULAS LB373

Foi realizada a transformacéo de bactérias E.coli competentes (MARANHAO
2003) para que fosse possivel a incorporacdo do plasmideo contendo a regido
promotora de NFkB modulada por GFP (pNF-kB-hrGFP Plasmid - Stratagene®
#240051). Inicialmente bactérias E.coli foram estriadas em placas de meio LB solido
(LB Agar) e incubadas O.N. a 37°C. Apo6s a formagdo de colbnias, uma UGnica
colénia foi inoculada em meio LB liquido contendo MgCl, (10mM) e MgSO;,
(10mM) e incubada em agitagdo (200rpm) a 37°C. Quando o crescimento atingiu
uma ODsgso= 0,3, 10ml da suspensdo foi centrifugada por 15 minutos a 40000 rpm e
4°C. O pellet obtido foi ressuspendido em 1 ml de tampéo de transformacéo (Tris-
HCI pH 8,0 (10mM), CaCl, (50mM), MgCl, (10mM) e MgSO, (10mM)) e dividido
em aliquotas de 200ul. A cada aliquota foi adicionado 5ul de DNA (50-250ng de
DNA), em seguida foi incubada em banho de gelo por 30 minutos, deixada em banho
seco a 42°C por 90 segundos e colocada em banho de gelo novamente.
Consecutivamente, foi adicionado 600ul de meio LB e incubado a 37°C por 60
minutos. Cerca de 150ul desta suspenséo foi plaqueada em placas com meio LB
solido contendo ou ndo Ampicilina (100ug/ml) (MANDEL e HIGA 1970).

As bactérias de fato transfectadas, expressam gene de resisténcia a

amplicilina. Portanto, foram selecionadas as bactérias que cresceram na presenca
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deste antibidtico e inoculadas em meio LB liquido com amplicilina O.N. para a
proliferacdo das mesmas. Em seguida foi retirado 1,5ml desta suspenséo e
sentrifugada a 3000g por 2 minutos. Foi adicionado ao pellet mais 1,5ml e
centrifugado novamente. As células foram ressuspendidas em 200ul de solugédo |
(Tris-HCI pH8,0 (25mM), EDTA pH8,0 (10mM) e glicose (50mM)) e incubadas no
gelo por 5 minutos. Em seguida foi adicionado 400ul de solucdo Il (NaOH(0,2M) e
SDS 1%) e incubado por mais 5 minutos no gelo, consecutivamente, foi adicionado
300ul de solucdo Il e incubado no gelo por mais 10 minutos (Acetato de potéssio
(5M), Acido Acético Glacial e H,0(q.s.p.)). Ap6s as incubacdes, foi realizada a
centrifugacdo desta suspensdo a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi recolhido, a este foi adicionado 10ul de RNaseA (10mg/ml) e incubado a 37°C
por 30 segundos em banho seco. Apos a incubacao, foi adicionado 300l de solugéo
fenol/cloroférmio (v:v) e agitado intensamente com auxilio do vortex. A solucéo foi
centrifugada a 5000g por 15 minutos, a fase aquosa foi coletada e foi adicionado 2
volumes de etanol absoluto gelado. Apos incubacdo O.N. a -20°C, foi realizada
centrifugacdo a 14000rpm, por 30 minutos a 4°C. O sedimento foi lavado com etanol
70%, sem ressuspende-lo, e foi repetida a centrifugacdo. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi seco com ar quente. Apds secagem, o pellet foi
ressuspendido em 100 a 200 ul de tampéo TE (Tris-HCI (10mM) e EDTA (10mM))
e armazenados a -20°C (MARANHAO 2003).

A transfeccdo deste plasmideo em células LB373 foi realizada através da
formacdo de complexos DNA-lipossomos. Para tal, foi realizado plaqueamento de
cerca de 1,5.10° células por poco em placas de 35mm. Para cada poco foram

preparadas as solugdes A (1ug de DNA em 100ul de meio OPTI-MEM (Gibco®)
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sem soro) e B (6ul de lipofectamina (Invitrogen®) em 100ul de meio RPMI (pH 7.2)
sem soro) que foram misturadas gentilmente e incubadas a temperatura ambiente por
30 minutos para a formacgdo do complexo DNA-lipossomo. Durante a incubacdo os
pocos foram lavados com meio RPMI sem soro e em seguida foi adicionado 800ul
deste meio de cultivo em cada poco. Apds os 30 minutos de incubacdo, 200 nul da
mistura de solugdes A e B foram adicionadas a cada pogo. O controle com apenas o
veiculo de transfeccdo, a lipofectamina, também foi realizado. As células foram
incubadas com o complexo DNA-lipossomo e apenas com lipofectamina por 5 horas
a 37°C, apos este periodo foi adicionado 1ml de meio contendo o dobro de SFB. No
dia seguinte as células foram repicadas para garrafas (75cm). Apdés 72h de
transfecgdo, cerca de 0,5.10° células por poco foram plagueadas em placas de 12
pocos. Apos aderirem, as células foram tratadas com tunicamicina, curcumina e seus
respectivos diluentes, DMSO e ETOH, por 24 horas. Apds o tratamento as células
foram descoladas por tripsinizacao, recolhendo-se o sobrenadante. A suspensao de
células foi centrifugada a 2000 rpm por 2 minutos e as células foram ressuspendidas

em PBS e analisadas por citometria de fluxo.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prism
versdo 4.0 para o Windows, GraphPad Software, San Diego California USA. Os
dados foram comparados e analisados com o auxilio de testes paramétricos (One-way
ANOVA/Bonferroni). Foram consideradas como estatisticamente significantes as

comparacdes cujo valor de p foi menor que 0,05 (p < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 RESPOSTA DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO A

INDUCAO DE ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO (RE)

Foi avaliada a capacidade de tunicamicina em levar linhagens de melanoma
metastatico humano a morte celular. A inducdo de estresse do reticulo
endoplasmatico foi obtida pelo tratamento com tunicamicina, antibiético que inibe a
enzima GIcNAc fosfotransferase (GPT). A GPT catalisa a transferéncia de N-
acetilglucosamina-1-fosfato de UDP-N-acetilglucosamina, a primeira etapa do
processo de glicosilagdo. Atraves do bloqueio da sintese do oligossacarideo
precursor, tunicamicina bloqueia a N-glicosilacéo cotraducional (Anexo 1). Portanto,
proteinas mal ou ndo enoveladas acumulam no reticulo endoplasmatico, induzindo
estresse do RE.

As linhagens celulares estudadas Skmel37, LB373, Mewo, Skmel28 e MZ2
foram submetidas ao tratamento com 0,5ug/ml e 1,25pg/ml de tunicamicina por 24
horas. Os respectivos controles, sem tratamento e com o diluente de tunicamicina
(0,1% DMSO), foram realizados. A morte celular foi analisada pela marcacdo com
iodeto de propidio (P1) por citometria de fluxo, através da avaliacdo da marcacao
presente no segmento M1 do histograma, que representa as células hipodipldides.
Apo6s a citometria, foi realizada analise estatistica dos valores obtidos nos

histogramas, com a comparacdo da quantidade de eventos presentes em M1 em cada
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linhagem celular submetidas as duas concentragdes de tunicamicina decrescidas dos
respectivos valores encontrados em M1 nos controles (DMSQO) (Anexo 2).

A Figura 7 mostra que as cinco linhagens apresentaram diferentes perfis de
morte em resposta ao tratamento com ambas as concentracfes de tunicamicina.
Sendo a linhagem Skmel37 mais sensivel a morte induzida por estresse do RE j& que

esta apresentou aproximadamente 25% de células em morte celular.

0,5 pg/ml 1,25 pg/ml

30

Células hipodipléides (%)

Figura 7 - Tratamento das células de melanoma humano Skmel37, LB373,
Skmel28, Mewo e MZ2mel com tunicamincina. As células foram tratadas com 5ug/ml e
1,25ug/ml de tunicamicina por 24 horas. A quantificacdo das células em processo de morte celular foi
realizada através da incorporacdo de iodeto de propidio (Pl) e obtida por citometria de fluxo.
Experimento representativo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata.
(ANOVA/Bonferroni).
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4.2 RESPOSTA DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO AO

TRATAMENTO COM CISPLATINA

A fim de sensibilizar as células de melanoma através da inducdo de estresse
do RE ao tratamento com cisplatina, foi observado inicialmente o padrdo de morte
em resposta ao tratamento apenas com cisplatina.

A partir dos dados ilustrados anteriormente (Figura 7), foram escolhidas as
linhagens que apresentaram maior sensibilidade ao tratamento com tunicamicina,
Skmel37 e LB373. As demais células que se apresentaram mais resistentes a inducéao
de estresse de RE ndo favoreceriam a hipdtese elaborada neste estudo de
sensibilizagdo.

Ambas as linhagens celulares foram submetidas ao tratamento com 2,5 e
25uM de cisplatina por 24 horas e 0s respectivos controles sem tratamento também
foram realizados. Através de citometria de fluxo e marcacdo com PI, foi avaliada a
morte celular induzida por cisplatina nestas linhagens. A Figura 8 mostra que
cisplatina (25uM) induz morte celular em ambas as linhagens quando comparadas a
seus respectivos controles (p<0,001). No entanto, a porcentagem de células
hipodipldides presentes em Skmel37 (40%) é superior a encontrada em LB373 (12%)

(Anexo 3).
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p < 0,001
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Figura 8 - Tratamento das células de melanoma humano Skmel37 e LB373 com

cisplatina. As células foram tratadas com 2,5 e 25uM de cisplatina por 24 horas. O controle sem
tratamento com cisplatina também foi realizado em ambas as células. A quantificacdo das células
hipodipldides foi realizada através da incorporacao de iodeto de propidio (P1) e analise por citometria
de fluxo. CTL: controle; 2.5 CIS: 2,5 uM cisplatina; 25 CIS: 25 uM cisplatina. Experimento
representativo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata, contendo a média das
triplicatas e o desvio padrdo. (ANOVA/Bonferroni).

4.3 SENSIBILIZACAO DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO
A MORTE INDUZIDA POR CISPLATINA ATRAVES DA INDUCAO
DE ESTRESSE DO RE, PELO TRATAMENTO PREVIO COM

TUNICAMICINA

Para verificar se a inducdo de estresse do RE seria capaz de sensibilizar as
células de melanoma a morte induzida por cisplatina, foi realizado o tratamento das

células LB373 e Skmel37 de acordo com a Figura 9 abaixo.
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Esquema 1
CISPLATINA
Tratamento TUNICAMICINA TUNICAMICINA PI
Tempo (horas) 0 24 48

Figura 9 — Esquema do tratamento prévio com tunicamicina e posterior
tratamento com cisplatina.

As células foram tratadas com 0,5 e 1,25 ug/ml de tunicamicina por 24 horas.
Apds retirado o meio de tratamento com tunicamicina, foi adicionado meio de
cultivo contendo 12,5 uM de cisplatina, e as células foram incubadas por mais 24
horas. A concentracao de 12,5 uM de cisplatina foi escolhida por ser intermediaria as
concentragcdes apresentadas anteriormente (Figura 8), pois a maior concentracao €
citotoxica para as celulas Skmel37. O tratamento com apenas cada uma das
concentracdes de ambas as drogas, com o diluente da tunicamicina (0,1% de DMSO)
e a auséncia de tratamento, foram realizados como controles do experimento. A
quantificacdo das células em morte também foi realizada por marcacdo com Pl e
analise por citometria de fluxo.

O tratamento prévio com tunicamicina foi capaz de sensibilizar ambas as
linhagens a morte induzida por cisplatina (Figura 10). A linhagem LB373 apresentou
maior porcentagem de células hipodiploides com a associacdo de tunicamicina
(1,25ug/ml) e cisplatina quando comparado a apenas o tratamento com cisplatina
(p<0,01) (Figura 10A) (Anexo 4). Ja a linhagem Skmel37 também apresentou o
mesmo perfil de sensibilizacdo, porém, pode-se observar aumento na porcentagem de
células hipodiploides com ambas as concentracbes de tunicamicina (p<0,001)

(Figura 10B) (Anexo 5).
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Figura 10 - Sensibilizacao das células LB373 (A) e Skmel37 (B) a morte induzida

por cisplatina. As células foram tratadas com tunicamicina (0,5 e 1,25 pg/ml por 24 horas)
previamente ao tratamento com cisplatina (12,5 uM por 24 horas). A quantificagdo das células
hipodipléides foi realizada através da incorporacédo de iodeto de propidio (PI) e anélise por citometria
de fluxo. CTL: controle; 0,5 TUN / 1,25 TUN: 0,5 e 1,25 ug/ml tunicamicina; 12,5 CIS: 12,5 uM
cisplatina. Experimento representativo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata,
contendo a média das triplicatas e o desvio padrdo. (ANOVA/Bonferroni).
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Outro indutor de estresse de RE, tapsigargina, foi avaliado a fim de confirmar
a sensibilizacdo das células de melanoma através da inducdo deste estresse. A figura
11A, mostra a elevada citotoxicidade apresentada pelas células Skmel37 ao
tratamento com tapsigargina, impossibilitando a avaliacdo de sensibilizagdo atraves
do tratamento com tapsigargina nestas células. No entanto, as células LB373 (Figura
11B) apresentaram o mesmo efeito aditivo de morte celular com o tratamento prévio
com tapsigargina, reforcando o envolvimento de estresse do RE neste processo de

sensibilizacdo (Anexo 6).
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Figura 11 - A: Tratamento das células LB373 e Skmel37 com tapsigargina. As
células foram tratadas com 10, 50, 100, 200, 500 e 1000 nM de tapsigargina por 24 horas. B:
Tratamento das células LB373 com tapsigargina e/ou cisplatina. As células LB373
foram tratadas com tapsigargina (50 nM por 24 horas) previamente ao tratamento com cisplatina (2,5
e 25 uM por 24 horas). A quantificacdo das células hipodiploides foi realizada através da
incorporacdo de iodeto de propidio (Pl) e analise por citometria de fluxo. CTL: controle;
TAP:tapsigargina; 25 e 25 CIS: 25 uM e 25 uM cisplatina. (***) p<0,001. Experimento
representativo de trés experimentos independentes, realizados em triplicata. (ANOVA/Bonferroni).
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44 EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA

AO ESTRESSE DE RE INDUZIDA POR TUNICAMICINA

Extratos protéicos totais das linhagens Skmel37 e LB373 foram feitos para
avaliar a expressdo de GRP78 e GADD153 apds tratamento com 5ug/ml de
tunicamicina por 24 horas. O Western blot foi ilustrado na Figura 12. Mediu-se o
valor relativo (R) da variacdo do nivel de expressdo de GRP78 apds tratamento com
tunicamicina em relagé@o ao seu controle.

A Figura 12A mostra que houve aumento da expressao da chaperona GRP78
apos o tratamento com tunicamicina em ambas as linhagens. As células Skmel37 (7,4
fold) apresentaram aumento da expressdo de GRP78 superior ao observado nas
células LB373 (1,4 fold), quando comparado aos respectivos controles. A Figura 12B
mostra que a expressao da proteina efetora de morte em reposta ao estresse do RE,
GADD153, s0 ¢ induzida por tunicamicina nas células LB373.

Na Figura 12C pode-se observar a eficacia da inducdo de estresse do RE
através do tratamento com tunicamicina. Foram realizados blots para lectinas de
extratos protéicos (7,5ug) das células Skmel37 e LB373 tratadas com 5ug/ml de
tunicamicina por 24 horas. As glicoprotéinas foram marcadas pela lectina DSA que
reconhece Galp-(1,4)GIcNAc. Comparando com 0s respectivos controles, tanto as
células Skmel37 quanto LB373 demonstraram diminuicdo no contetdo de
glicoproteinas contendo lactosamina em resposta ao tratamento com tunicamicina,

comprovando o efeito deste antibidtico que atua como inibidor de N-gicosilacao.
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Figura 12 — Western blot para avaliar a expressdao de GRP78 (A) e GADD153
(B) em extrato protéico de Skmel37 e LB373 tratadas com tunicamicina. As
células foram tratadas com 5ug/ml de tunicamicina por 24 horas e com 0,1% de DMSO. O controle
sem tratamento também foi realizado. C: Perfil de marcacdo ao DSA, reconhece Galp-(1,4) GIcNACc,
de extratos protéicos de células Skmel37 e LB373 tratadas com tunicamicina (5ug/ml por 24 horas).
R: valor relativo da expressdo de GRP78 comparada ao controle de massa, B-Tubulina. Western blot
representativo de trés experimentos independentes.
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A expressdo destas proteinas, GRP78 e GADD153, também foi avaliada nas
celulas LB373 (Figura 13A) e Skmel37 (Figura 13B) quando submetidas ao
tratamento prévio com tunicamicina (1,25ug/ml) por 24 horas e posterior tratamento
com cisplatina 12,5uM, por mais 24 horas.

Em ambas as linhagens houve aumento da expressdo de GRP78 nas células
submetidas ao tratamento com tunicamicina. A associacdo dos tratamentos de
tunicamicina e cisplatina parece ndo resultar em aumento de GRP78. O incremento
de morte presente na associacdo dos tratamentos pode estar relacionado com a
inducdo prévia de estresse do RE, pois apenas o tratamento com cisplatina ndo
demonstra aumento significativo de GRP78.

A expressdo de GADD153 pode ser observada tanto no tratamento apenas
com cisplatina, quanto com a associacdo dos tratamentos nas células LB373.
Diferente das células Skmel37 que ndo apresentaram expressdo desta proteina em
nenhum dos tratamentos, reforcando os dados demonstrados anteriormente (Figura
11B) de que GADD153 parece nao estar envolvido com a morte celular induzida por

estresse do RE nesta linhagem.
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Figura 13 - A expressdo de GRP78 e GADD153 em extrato celular de LB373(A)
e Skmel37(B) quando tratadas com tunicamicina (1,25ug/ml) e/ou cisplatina

(12,5uM). As células foram tratadas com 1,25ug/ml de tunicamicina por 24 horas e em seguida com
12,5uM de cisplatina por mais 24 horas. Legenda: Ctl: Controle; D: DMSO; T: tunicamicina; C:
cisplatina. R: valor relativo da expressdo de GRP78 comparada ao controle de massa, B-Tubulina.
Western blot representativo de dois experimentos independentes.
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45 AVALIACAO DA MORTE CELULAR INDUZIDA POR

CURCUMINA

Inicialmente foi determinado tempo de tratamento e concentracdo de
curcumina mais adequados para avaliar a sensibilizacdo das células de melanoma em
estudo. Para tal, foi realizado ensaio com diferentes concentragdes de curcumina (2;
10 e 25 uM) durante diferentes periodos de tempo (16, 24 e 48 horas) (Figura 14).

As duas linhagens estudadas, LB373 (Anexo 7) e Skmel37 (Anexo 8),
apresentaram acentuada morte celular na maior concentragdo de curcumina (25 uM)
com tratamento por 48 horas (p<0,05 e p<0,001 respectivamente). A célula Skmel37
por possuir perfil de maior sensibilidade apresentou aumento de morte celular na
maior concentracdo de curcumina também nos menores periodos de incubacéo, 16 e
24 horas (p<0,001). Como se pretendia sensibilizar as células a morte, a
concentracdo de 25uM ndo pareceu ser adequada devido a sua elevada toxicidade.
Nesta concentracdo, a elevada toxicidade do tratamento com curcumina pode ser
evidenciada pela presenca de alteracbes morfoldgicas (Figura 26) presentes nas
maiores concentragbes de curcumina (25 e 50uM) e ausente nas menores
concentracdes (2 e 10uM). Portanto, a concentragdo de 10uM e o tempo de 24 horas
de tratamento, pareceram mais apropriados para a sensibilizacdo destas células.

Andlises de ciclo celular também foram realizadas em cada experimento
avaliando as fases GO/G1 e S/G2M, no entanto, curcumina nao apresentou inducao
de parada de ciclo celular de maneira consistente. Assim, ndo foi possivel determinar
acumulo de células em determinada fase do ciclo celular em reposta ao tratamento

com curcumina.
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Figura 14 - Tratamento das células LB373 e Skmel37 com diferentes

concentracles de curcumina e diferentes tempos de tratamento. As células LB373
(A) e Skmel37 (B) foram tratadas com curcumina (2; 10; 25 e 50 uM) e 0,1% de ETOH (diluente da
curcumina) por 16, 24 e 48 horas. O controle sem tratamento também foi realizado. A quantificacdo
das células hipodiploides foi realizada através da incorporacéo de iodeto de propidio (PI) e andlise por
citometria de fluxo. Experimento representativo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata, contendo a média das triplicatas e o desvio padrdo. (ANOVA/Bonferroni).
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4.6 EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA RESPOSTA

AO ESTRESSE DE RE INDUZIDA POR CURCUMINA

A Figura 15 mostra o western blot de extratos protéicos totais (50ug) das
linhagens Skmel37 (A) e LB373 (B) realizados para avaliar a expressao de GRP78 e
GADD153 apo6s tratamento com diferentes concentragdes de curcumina (2, 10, 25 e
50uM) por 24 horas. Em ambas as linhagens ndo houve aumento dose-dependente da
expressao de GRP78 ap6s tratamento com curcumina.

Na Figura 15A, observa-se que as células Skmel37 apresentaram discreta
tendéncia de aumento da expressdo de GRP78 com as diferentes concentragdes de
curcumina. Na maior concentracdo (50uM), ha degradacéo protéica devido a elevada
citotoxicidade de curcumina nesta concentracdo. Nesta mesma figura observamos
que o tratamento com curcumina ndo é capaz de induzir a expressdo de GADD153
nestas células.

A Figura 15B, mostra que as células LB373 apresentam expressdo de GRP78
aproximadamente constante nas diferentes concentragdes de curcumina. E nesta

linhagem, curcumina também néo € capaz de induzir a expressdo de GADD153.



Resultados 52

(A)
Ctl Etoh 2 10 25 80
aper SRS GRPTE
apr T Tubulina
R 1 1.4 1.1 1.2 1 2.7
LB373
Ctl Etoh 2 10 25 &80 Ctl D T
«| GADD153
a = b = Tubulina
(B)
Ctl Etoh 2 10 25 S50
— — — — — - GRP7E
— — | Tubulina

Ctl Etoh 2 M0 25 50 CtI D T

GADD153

CRS— - Tubulina

Figura 15 - Expressdo de GRP78 e GADD153 em extratos celulares de Skmel37

(A) e LB373(B) tratadas com curcumina (2, 10, 25 e 50uM). As células foram tratadas
com curcumina e seu diluente, 0,1% ETOH, por 24 horas. O controle sem tratamento também foi
realizado. Legenda: Ctl: Controle; D: Dmso; T: tunicamicina. R: valor relativo da expressdo de
GRP78 comparada ao controle de massa, B-Tubulina. Western blot representativo de trés
experimentos independentes.



Resultados 53

4.7 SENSIBILIZACAO DAS CELULAS DE MELANOMA
HUMANO, LB373 E SKMEL37, A MORTE INDUZIDA POR

CISPLATINA ATRAVES DO TRATAMENTO COM CURCUMINA

O tratamento prévio das células Skmel37 e LB373 com curcumina, a fim de
sensibiliza-las ao posterior tratamento com cisplatina, foi realizado através do

esquema 2 ilustrado na Figura 16 abaixo.

Esquema 2 CISPLATINA
Tratamentos  CURCUMINA CURCUMINA Pl
Tempo (horas) 0 24 48

Figura 16 - Esquema do tratamento prévio com curcumina e posterior
tratamento com cisplatina (24 horas).

Ambas as células foram tratadas com 10uM de curcumina por 24horas e
posteriormente com 2,5 e 25uM de cisplatina também por 24 horas.

A Figura 18A mostra que o tratamento prévio com curcumina nao resultou
em maior porcentagem de células hipodipldides com a posterior associacdo com
cisplatina. Como esta linhagem vinha apresentando acentuada sensibilidade, o tempo
de 24 horas de tratamento com cisplatina poderia estar ocasionando uma saturacao de
morte celular, comprometendo a visualizacdo do efeito aditivo de morte celular em
resposta a associacdo dos tratamentos (Anexo 9). A fim de tentar verificar de
maneira mais adequada este efeito aditivo de morte celular, foi delineado um novo
esquema de tratamento, com a reducdo de 24 para 16 horas de tratamento com

cisplatina (Figura 17).
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Esquema 3
CISPLATINA
Tratamentos CURCUMINA CURCUMINA Pl
Tempo (horas) 0 24 +——— 4
16 horas

Figura 17 - Esquema do tratamento prévio com curcumina e posterior
tratamento com cisplatina (16 horas).
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Figura 18 — Células Skmel37 tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas
previamente ao tratamento com cisplatina (2,5 e 25 uM) durante 24 horas (A) e

16 horas (B). Ctl: controle; Curc: curcumina; Cis: cisplatina. Experimento representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata, contendo a média das triplicatas e o desvio
padrdo. (ANOVA/Bonferroni).
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A Figura 18B mostra que a reducdo do periodo de tratamento com cisplatina
para 16 horas permitiu identificar a sensibilizacdo destas células através do
tratamento prévio com curcumina (p<0,01) (Anexo 10).

A Figura 19 mostra a resposta das células LB373 ao esquema 2 (Figura 16)
de tratamento com curcumina e cisplatina. Surpreendentemente, estas células
apresentaram reducdo na porcentagem de células hipodipldides com a associagdo dos
tratamentos (p<0,01). Ao invés de sensibilizar, neste contexto, o tratamento com

curcumina parece conferir protecdo para estas células (Anexo 11).
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Figura 19 - As células LB373 foram tratadas com 10uM de curcumina por 24
horas previamente ao tratamento com cisplatina (2,5 e 25 uM) durante 24

horas. Ctl: controle; Curc: curcumina; Cis: cisplatina. Experimento representativo de trés
experimentos independentes realizados em triplicata, contendo a média das triplicatas e o desvio
padrdo.(ANOVA/Bonferroni).
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48 ENSAIO CLONOGENICO DE CELULAS LB373 E SKMEL37

TRATADAS COM CURCUMINA E/OU CISPLATINA

A fim de avaliar a capacidade de sobrevivéncia celular ap6s o tratamento com
curcumina, foi realizado ensaio de clonogenicidade com as células Skmel37 e LB373
(Figura 20). As células foram tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas e em
seguida com 0,5; 1; 2,5 e 5 uM de cisplatina também por 24 horas. Apds este periodo
de tratamento, foram plaqueadas 600 células viaveis de cada tratamento e do controle
com 0,1% de etanol, em placas de 60mm. Apos 12 dias de incubacdo os clones
formados foram fixados com paraformaldeido (1%) e corados com cristal de violeta
(0,1%). Apos corados, foi realizada contagem do numero de clones formados em
cada condicao de tratamento.

O tratamento prévio com curcumina conferiu protecéo para as células LB373
(Figura 20B e C) na concentracdo de 1uM, com aumento do namero de clones
formados apds o tratamento associado de curcumina e cisplatina, quando comparado
ao tratamento apenas com cisplatina.

Nas células Skmel37 (Figura 20A) ndo se pdde observar diferenga no nimero
de clones formados com o tratamento com curcumina, pois a elevada sensibilidade
desta linhagem pode impedir que se observe alteracdo no nimero de clones formados

devido a elevada morte celular, principalmente com o tratamento de 24 horas.
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Figura 20 - Ensaio clonogénico com células Skmel37(A). LB373 (B e C). As células
foram tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas e ap6s este periodo foram tratadas com as
seguintes concentracdes de cisplatina: 0,5; 1; 2,5 e 5 uM, por 24 horas. Cerca de 600 células de cada
tipo de tratamento foram plaqueadas (placas de 60mm) e apds 12 dias foram contadas as colonias
formadas. Experimento representativo de trés experimentos independentes realizados em triplicata.

(ANOVA/Bonferroni).
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49 AVALIACAO DA ATIVACAO DE NFkB EM RESPOSTA AO

TRATAMENTO COM CURCUMINNA

A fim de avaliar se a ativacdo da via de NF«kB estaria envolvida na resposta
ao tratamento com curcumina nas células LB373, foi realizado ensaio de transfec¢édo
do plasmideo pNF-xB-hrGFP, contendo a regido promotora de NFkB conjugada a
GFP, nestas células.

As celulas transfectadas foram tratadas com curcumina e também com
tunicamicina. O tratamento com curcumina resultou em aumento de fluorescéncia
emitida por GFP tanto nas células controle, tratadas apenas com lipofectamina,
quanto nas ceélulas transfectadas. Diferente do observado com o tratamento com
tunicamicina, onde as células controle ndo mostraram aumento de fluorescéncia
(Figura 21A). O aumento de fluorescéncia, ocasionado por curcumina pode estar
associado ao fato deste composto apresentar atividade de oxidacgéo lipidica, portanto,
o sinal captado nas células controle pode ser resultado da oxidacdo de lipofectamina.
Para avaliar o sinal de GFP nos diferentes tratamentos, foi feita a razo e a subtracéo
entre a fluorescéncia emitida pelas células transfectadas e pelas células controle
(Figura 21B).

O tratamento com curcumina, principalmente na concentracdo de 10uM,
parece induzir a ativacdo de NFxB (p<0.001). Diferente do observado no tratamento
com tunicamicina, onde ndo ha a ativacdo de NF«kB, e a diminuicdo de fluorescéncia
apresentada por este tratamento, pode estar relacionado com a degradacao protéica
em decorréncia da resposta ao estresse de RE induzido por este antibidtico (Anexo

12).
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Figura 21 — Avaliacdo da ativacdo de NFxB em resposta ao tratamento com
curcumina e tunicamicina. As células LB373 foram transfectadas com o plasmideo pNF-«kB-
hrGFP (plasm) ou apenas com Lipofectamina (ctl). (A) Fluorescéncia emitida por GFP nas células
controle e transfectadas nos diferentes tratamentos. (B) A razdo e a subtracdo da fluorescéncia obtida
nas células transfectadas e nas células controle. Experimento representativo de trés experimentos
independentes, realizados em triplicata. O grafico mostra a razdo e a subtracdo das médias obtidas

com as triplicatas em cada condi¢do, o desvio padrdo representado foi devidamente calculado em
ambas as operagoes.
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4.10 ATIVIDADE DE CASPASES EM CELULAS LB373 E SKMEL37

TRATADAS COM CURCUMINA E/OU CISPLATINA

Foi realizada a verificagdo da ativagdo de caspases, enzimas essenciais no
processo de morte celular por apoptose, para determinar se este processo de morte
estaria envolvido na resposta ao tratamento com curcumina e/ou cisplatina.

Inicialmente foi verificada a ativacdo de caspases mdltiplas nas células
Skmel37 e LB373 tratadas com curcumina e/ou cisplatina, através do kit de deteccéao
de apoptose Guava MultiCaspase. Este kit baseia-se na utilizacdo de um inibidor de
caspases denominado sulforodamina-valil-alanil-aspartil-fluorometilcetona (SR-
VVAD-FMK), conjugado a um fluorocromo. Este inibidor é permeavel e ndo toxico a
célula. Uma vez interiorizado na célula, este se liga covalentemente a multi caspases
ativadas por apoptose. A Figura 22 mostra que o aumento de morte celular pelo
prévio tratamento com curcumina ndo esta relacionado com maior ativacdo de

caspases nas células Skmel37(Anexo 13).
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Figura 22 — Tratamento das células Skmel37, submetidas ao tratamento com
curcumina e/ou cisplatina, com inibidor de multicaspases, SR-VAD-FMK, que
se liga irreversivelmente a maultiplos membros da familia de caspases ativados
durante o processo de apoptose. Experimento representativo de trés experimentos
indepedentes realizados em triplicata. O grafico mostra a média das triplicatas e o
desvio padréo.

Diferente do observado na Figura 23A, que mostra aumento na ativacdo de
caspases quando ha a associacdo dos tratamentos de curcumina e cisplatina
(p<0,001(Anexo 14)). E este aumento parece estar relacionado particularmente com
a ativacdo das caspases efetoras 3 e 7 tanto na menor quanto na maior concentracéo
de cisplatina (p<0,01; p<0,05) (Figura 23C) (Anexo 16). Enquanto, a ativacdo de

caspases 8 ndo esta envolvida na resposta a associacdo dos tratamentos (Figura 23B)

(Anexo 15).
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Figura 23 - Tratamento das células LB373, submetidas ao tratamento com
curcumina e/ou cisplatina, com inibidor de multicaspases SR-VAD-FMK (A),
que se liga irreversivelmente a multiplos membros da familia de caspases ativados
durante o processo de apoptose. Tratamento com substratos de caspases 8 (B) e
caspases 3/7(C). Experimento representativo de trés experimentos independentes
realizados em triplicata. Os graficos mostram a meédia das triplicatas e o desvio

padrao.
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411 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS)

EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM CURCUMINA

Foi investigado se curcumina era capaz de induzir a producdo de ROS. A
deteccdo da producdo de ROS foi realizada através da oxidacdo intracelular de
Dihidrorodamina 123 (DHR 123). A molécula DHR 123 ndo é fluorescente e sua
oxidacdo na presenca de ROS resulta em um composto fluorescente, rodamina 123
(Rho 123), permitindo avaliar através de citometria de fluxo o perfil de oxidacéo
presente nas células em decorréncia do acimulo de ROS.

As celulas Skmel37 e LB373 foram tratadas com as concentracdes de 2, 10,
25 e 50 uM de curcumina por 24 horas. A deteccdo da producdo de ROS foi
realizada através da oxidacdo intracelular de Dihidrorodamina 123 (DHR 123), que
foi adicionado na concentragdo de 15 uM a 37°C por 24 horas a cada condicdo de
tratamento e linhagem celular. A fluorescéncia emitida pelo produto oxidado de
DHR, rodamina 123 (Rho 123), foi captada por citometria de fluxo.

A Figura 24 mostra que em ambas as linhagens houve aumento dose-
dependente da producdo de ROS apds o tratamento com curcumina. O aumento da
producéo de ROS ¢ observado em concentragdes superiores a 25 uM de curcumina
nas células LB373. Enquanto nas células Skmel37 este aumento pode ser observado
ja na concentracdo de 10 uM de curcumina. A diminuicdo de fluorescéncia presente
na maior concentragcdo (50uM) de curcumina nas células Skmel37 deve-se a elevada

citotoxicidade apresentada por esta concentracao nessa linhagem.
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Figura 24 - Deteccédo de ROS (H,0,) por DHR. Células LB373(A) e Skmel37(B) foram
tratadas com curcumina (2; 10; 25 e 50 uM) e 0,1% de ETOH (diluente da curcumina) por 24 horas.
Apbs este periodo, os niveis de ROS foram determinados através da incubagdo com 15 puM de
Diidrorrodamina 123 (DHR 123) por 30 minutos a 37 °C. Apds o periodo de incubagéo as células
foram analisadas por citometria de fluxo. Experimento representativo de trés experimentos
independentes realizados em triplicata.

412 ALTERACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA

MITOCONDRIAL (AyM) EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM

CURCUMINA

Foi avaliada a relacdo de curcumina com outro mecanismo envolvido no
processo de apoptose, a perda do potencial de membrana mitocondrial (Aym). A
avaliagdo de perda do Aym foi realizada através do marcador JC-1 (5,5°,6,6’-
tetracloro-1,1°,3,3” iodeto tetraetilbenzimidazolilcarbocianine). Este marcador emite
fluorescéncia vermelha quando dimerizado e verde quando se apresenta em
mondmeros. Uma vez internalizado nas mitocondrias, JC-1 se dimeriza e se a

membrana mitocondrial estiver integra, havera predominantemente emissdo de
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fluorescéncia vermelha. No entanto, se a membrana mitocondrial apresentar perda de
potencial e consequente permeabilizacdo da membrana, JC-1 se difundird em
monbdmeros e passara a ser emitida fluorescéncia verde. A razdo entre vermelho e
verde permite, portanto avaliar a integridade da membrana mitocondrial e sugerir a
presenca de morte celular por apoptose. A fluorescéncia emitida pelo JC-1 foi
adquirida através de citometria de fluxo. As células Skmel37 e LB373 foram tratadas
com as concentracdes de 2, 10, 25 e 50 uM de curcumina por 24 horas. ApGs este
periodo foi realizada a marcacdo com JC-1 e leitura no FACs. A alteracdo do
potencial de membrana mitocondrial foi avaliada através da perda da formacéo de
agregados de JC-1. (Anexo 17 e 18).

A Figura 25 mostra um aumento dose-dependente da porcentagem de células
que apresentam perda do potencial de membrana mitocondrial apds tratamento com

curcumina em ambas as linhagens.
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Figura 25 - Avaliacdo do perfil de alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial (Aym) nas ceélulas LB373(A) e Skmel37(B) tratadas com
curcumina. As células foram tratadas com 2; 10; 25 e 50 uM de curcumina e 0,1% de ETOH
(diluente da curcumina) por 24 horas. O controle sem tratamento e com cisplatina (controle positivo
para Aym) também foi realizado. Apds tratamento com curcumina as células foram incubadas com
JC-1 (2nM), marcador lipofilico catibnico, e os agregados e mondmeros de JC-1 foram medidos por
citometria de fluxo. Experimento representativo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. O grafico mostra a média das triplicatas e o desvio padrdo, exceto os controles que foram
feitos em monoplicata.
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413 ALTERACOES MORFOLOGICAS APOS TRATAMENTO COM

CURCUMINA

A Figura 26 mostra que o aumento da concentracdo de curcumina é
acompanhado pelo aumento de alteracbes morfoldgicas, com a presenca de morte e
descolamento celular. Em ambas as linhagens na maior concentragdo, 50uM (Figura
26F), a maioria das células apresenta-se descoladas e muitas células em processo de
morte celular podem ser observadas quando comparadas as células controle sem
tratamento (Figura 26A) e tratadas com o diluente de curcumina, ETOH (Figura
26B). As setas nas figuras apontam provaveis corpos apoptéticos resultantes do
tratamento com curcumina. No entanto, mesmo em concentra¢cdes mais baixas pode
ser observada a presenca de morte celular (setas nas Figuras 26 C e D) em ambas as
linhagens, porém em menor proporcdo indicando que nas concentracfes mais baixas

ja ha inducéo de morte celular.
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LB373

Figura 26 - Avaliagdo morfolégica das células LB373 e Skmel37 ocasionada pelo

tratamento com curcumina. As células foram tratadas com 2, 10, 25 e 50uM de curcumina (C,
D, E e F respectivamente). O controle sem tratamento (A) e com o diluente de curcumina, 0,15 ETOH
(B) também foram realizados. Imagens obtidas em microscopio 6ptico comum e capturadas com
auxilio do software Eclipse Net Software (Nikon). Setas indicam células com morfolofia apoptoética.
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414 AVALIACAO DE ALTERACOES NO CITOESQUELETO E
ACUMULO DE PROTEINAS RESIDENTES NO RE APOS
TRATAMENTO COM CURCUMINA, ATRAVES DE MICROSCOPIA

CONFOCAL

Foram realizados ensaios de microscopia confocal utilizando Faloidina para
marcacdo dos filamentos de actina e anticorpo contra a sequéncia de aminoacidos
KDEL encontrada na extremidade carboxi terminal de proteinas residentes no RE.
Pretendia-se verificar se as alteracbes morfologicas apos tratamento com curcumina
estavam relacionadas com a desestruturacdo dos microfilamentos do citoesqueleto e
com acumulo de proteinas no RE.

As células Skmel37 e LB373 foram plaqueadas e submetidas ao tratamento
com as concentracdes de 2, 10, 25 e 50 uM de curcumina por 24 horas, ou com seu
diluente ETOH. Os filamentos de actina e as sequencias KDEL foram marcadas
utilizando Faloidina e o anticorpo anti-KDEL, respectivamente. A marcagdo para o
nucleo foi feita por DAPI.

A marcagdo com Faloidina mostra que tanto nas células LB373 (Figura 27)
quanto nas células Skmel37 (Figura 28) ha desorganizacdo do citoesqueleto apos o
tratamento com curcumina. Esta desoraganizacdo esta associada a desestruturacao
dos filamentos de F-actina, com a fragmentacdo das fibras de estresse em ambas as
linhagens. Diferente do observado nas células tratadas apenas com ETOH, onde se
pode observar os filamentos de actina integros, e estas fibras integras tipo “fibras de

estresse” comunicando um ponto ao outro da célula. Esta mesma desorganizacdo
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pode ser observada quando as celulas foram submetidas ao tratamento com
tunicamicina.

Nestas mesmas Figuras 27 e 28 observamos que 0 aumento da concentracéo
de curcumina é acompanhado pelo aumento de marcacdo do anticorpo anti-KDEL,
sugerindo a dilatacdo do RE com acumulo de proteinas. Este aumento de marcacao é
discreto na concentracdo de 10 uM e evidente nas maiores concentracdes (25 e 50
uM) de curcumina. A dilatacdo do RE também ocorre em resposta ao tratamento

com tunicamicina.
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Figura 27 - Microscopia confocal com marcacdo para KDEL (verde), Faloidina
(vermelho) e DAPI (azul) nas células LB373 (A) submetidas ao tratamento com
curcumina (2; 10; 25 e 50uM) por 24 horas. Em detalhe o tratamento apenas com o
secundario (Alexa488).
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Figura 27 - Microscopia confocal com marcacdo para KDEL (verde), Faloidina
(vermelho) e DAPI (azul) nas celulas LB373 (B) submetidas ao tratamento com

tunicamicina (0,5; 1,25 e 2,5 png/ml) por 24 horas.
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Figura 28 - Microscopia confocal com marcacdo para KDEL (verde), Faloidina
(vermelho) e Dapi (azul) nas células Skmel37(A) submetidas ao tratamento com
curcumina (2; 10; 25 e 50uM) por 24 horas. Em detalhe o tratamento apenas com o
secundario (Alexa488).



Resultados 74

(B)

1,25ug/ml 2,5ng/ml

KDEL

FALOIDINA

Figura 28 - Microscopia confocal com marcacdo para KDEL (verde), Faloidina
(vermelho) e Dapi (azul) nas células Skmel37(B) submetidas ao tratamento com
tunicamicina (0,5; 1,25 e 2,5 png/ml) por 24 horas.
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5 DISCUSSAO

O melanoma em estagios avancados apresenta-se refratario a tratamento
quimioterapico. A perspectiva da utilizacgdo de moléculas que atuem como
quimiossensibilizantes € uma das estratégias para aumentar a morte celular e
diminuir a resisténcia presente em tumores. O presente trabalho pretendeu avaliar a
relagdo dos compostos curcumina e tunicamicina, potenciais quimiossensibilizantes,
com a resposta de células de melanoma & morte induzida por cisplatina. O
mecanismo de a¢do de curcumina foi explorado, com énfase na geracdo da resposta a
estresse de reticulo endoplasmatico, caracterizado pela ativacdo da via UPR, que

pode culminar em apoptose em células tumorais.

5.1 RESPOSTA DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO A

INDUCAO DE ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO (RE)

Tunicamicina é um antibidtico que atraves do bloqueio de N-glicosilagdo é
capaz de induzir estresse de RE (ELBEIN 1987). A partir do tratamento com
tunicamicina foi possivel avaliar o comportamento das células de melanoma em
estudo na vigéncia de estresse de RE.

Esta varredura inicial mostrou que as cinco linhagens (Skmel37, LB373,
Skmel28, Mewo e MZ2) apresentam diferentes perfis de morte em resposta ao
estresse de RE induzido por tunicamicina (Figura 7). Como o objetivo do trabalho é

sensibilizar as células de melanoma através da inducdo de estresse de RE, as células
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que se apresentaram mais resistentes ao tratamento com tunicamicina (MZ2, Mewo e
SKmel28) ndo foram selecionadas para o estudo desta abordagem. No entanto, as
células Skmel37 e LB373 apresentaram-se mais sensiveis ao tratamento com
tunicamicina, favorecendo a escolha destas linhagens para o estudo de sensibilizacéo
das mesmas. Estudo anterior (dados ainda ndo publicados) realizado em colaboragéo
com 0 nosso grupo demonstrou que as células LB373 estdo adaptadas a
microambiente pré-oxidativo e a resisténcia destas células a cisplatina é
acompanhada pelo acimulo de proteinas relacionadas com estresse de RE como as
chaperonas PDI (do inglés: Protein Disulfide Isomerase) e GRP78 (do inglés:
Glucose Regulated Protein 78). Assim, foi possivel estudar o comportamento das
células LB373, as quais apresentam acentuado perfil de adaptacdo a presenca de
estresse, e das células Skmel37, que se apresentaram mais sensiveis a inducdo de
estresse de RE.

As diferencas de sensibilidade a tunicamicina encontradas entre as linhagens
de melanoma sugerem que cada linhagem provavelmente apresente mecanismos
biologicos mais ou menos eficientes de resisténcia. No entanto, estudos mostram que
em um contexto geral, as células de melanoma apresentam-se adaptadas a situacdes
de estresse de RE (JIANG et al. 2007). A insensibilidade ao estresse de RE em
melanomas estd relacionada com a elevada expressdo da proteina repressora de
apoptose com dominio de recrutamento de caspases (ARC) (CHEN et al. 2008),
ativacdo da via MEK/ERK e aumento do membro Bcl2 antiapoptético, Mcl-1
(JIANG et al. 2008). A adaptacdo das células de melanoma ao estresse de RE através
do envolvimento de GRP78 é um importante mecanismo de resisténcia a certas

terapias, além de contribuir para o desenvolvimento e crescimento tumoral (LEE
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2007) (MA e HENDERSHOT 2004). JIANG et al. (2009b) demonstrou que XBP-1,
fator de transcricdo ativado por UPR, é responsavel pelos niveis basais de ativacéo
de Akt em células de melanoma, o que resulta em resisténcia & morte induzida por

estresse de RE e a drogas como doxetracel e vincristina.

52 RESPOSTA DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO AO

TRATAMENTO COM CISPLATINA

Para tentar sensibilizar as células de melanoma atraves da inducgéo de estresse
de RE ao tratamento com cisplatina, foi observado inicialmente o perfil de morte
celular em resposta ao tratamento apenas com cisplatina. Houve evidente variagdo na
intensidade de reposta a morte celular induzida por cisplatina apresentada pela maior
concentracdo da droga (25uM). As células Skmel37 (40% de células hipodiploides)
apresentaram-—se mais sensiveis ao tratamento com cisplatina quando comparadas as
células LB373 (12% de células hipodiploides) (Figura 8).

Cisplatina (CDDP - cis-diamminedichloroplatinum(l1)) é um quimioterapico
baseado em platina capaz de induzir morte celular atraves da interacdo do complexo
platina com a molécula de DNA, o que causa a formagdo de “crosslinks” no DNA.
Este composto de platina é utilizado no tratamento de varios tipos de tumores sélidos
humanos (ALI e AL MOUNDHRI 2006). A principal limitacdo na utilizacéo clinica
de cisplatina consiste nos efeitos adversos, principalmente nefrotoxicidade,
apresentados por esta droga antineoplasica (BALIGA et al. 1998). Além de interagir
com o DNA, cisplatina é capaz de gerar estresse oxidativo atraves de disfuncéo

mitocondrial e consequente aumento da producdo de ROS (MARTINS et al. 2008).
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Desta maneira, os dados obtidos mostram que as células LB373 apresentam maior
resisténcia a morte induzida tanto por tunicamicina quanto por cisplatina, e esta
resisténcia pode estar relacionada com sua maior capacidade de adaptacdo a
situacOes de estresse. Diferente do observado com a linhagem Skmel37 que se
apresentou mais sensivel a ambos os tratamentos, sugerindo que estas células possam

ser menos adaptadas a situacOes de estresse.

5.3 SENSIBILIZACAO DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO
A MORTE INDUZIDA POR CISPLATINA ATRAVES DA INDUCAO

DE ESTRESSE DO RE

O estudo de sensibilizagcdo das células de melanoma através da inducdo de
estresse de RE a morte induzida por cisplatina teve inicio com o uso de tunicamicina
como indutor de estresse de RE (Figura 9).

Nas células Skmel37, o tratamento prévio com tunicamicina e posterior
tratamento com cisplatina resultou em maior nimero de células em morte celular
quando comparado ao tratamento com apenas cisplatina ou tunicamicina (Figura 9B).
J& nas células LB373, este aumento do numero de células em morte celular em
resposta a combinacdo dos tratamentos pode ser observado somente com a maior
concentracdo de tunicamicina (1,25 ug/ml) (Figura 9A). Estes achados corroboram
os dados iniciais obtidos neste trabalho, em que a linhagem Skmel37 apresenta maior
sensibilidade a morte induzida por estresse de RE. Portanto, o tratamento prévio com
tunicamicina, mesmo em baixas concentracdes, permitiu que estas células fossem

sensibilizadas a morte induzida por cisplatina. No entanto, a sensibilizacdo das
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células LB373 sd ocorreu com a maior concentracdo de tunicamicina. O que pode ser
relacionado aos dados que mostram que esta linhagem apresenta maior capacidade de
adaptacdo a condicdes de estresse (dados ainda ndo publicados). Portanto, as células
LB373 necessitam de uma maior inducao de estresse de RE para ultrapassar os niveis
sustentados de estresse ao qual estd adaptada, para que sejam sensibilizadas a
cisplatina.

A intencdo de ultrapassar os niveis sustentados de estresse presentes em
células tumorais, através da inducdo de estresse de RE, como alternativa para
aumentar a resposta terapéutica a quimioterapicos tem sido abordada recentemente.
Estudo com células de cancer de pulmao mostrou que a inducdo de estresse de RE
por tunicamicina, é capaz de sensibilizar estas células a morte induzida pelo
quimioterapico erlotinib (LIANG et al. 2009). No nosso modelo com celulas de
melanoma metastatico humano, a inducdo de estresse de RE parece ser capaz de
sensibilizar estas células a morte induzida por cisplatina. No entanto, para avaliar se
o efeito aditivo de morte observado nas linhagens estaria de fato relacionado com a
prévia inducdo de estresse do RE e ndo com o antibidtico tunicamicina, foi utilizado
outro indutor de estresse de RE, tapsigargina.

A inducdo de estresse de RE por tapsigargina ocorre através da reducdo de
estoques intracelulares de calcio, como o RE apresenta entre suas principais funcées
0 armazenamento de ions calcio, a reducdo destes niveis causa ruptura da
homeostasia presente nesta organela e resulta em estresse de RE. A varredura com
diferentes concentrac@es de tapsigargina realizada em ambas as linhagens celulares,
mostrou que as células Skmel37 apresentam sensibilidade extrema ao tratamento

com tapsigargina (Figura 11A). Na concentracdo mais baixa estudada (10nM), a
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linhagem celular Skmel37 apresentou elevada porcentagem de células em morte
celular (70%). Assim, esta linhagem apresenta sensibilidade extrema a tapsigargina,
pois a literatura indica dose citotoxica de tapsigargina cerca de 100 vezes superior
aquela utilizada neste estudo (JIANG et al. 2009a). Portanto, esta sensibilidade
apresentada por Skmel37 impossibilita observar qualquer incremento de morte
celular através da associacdo de tapsigargina e cisplatina. As células LB373 ndo se
apresentaram sensiveis ao tratamento com tapsigargina, pois a maior concentracéo
utilizada (1000nM) ndo resultou em expressiva porcentagem de células em morte
celular (10%). Novamente, estes dados reforcam a idéia de que as células LB373
apresentam acentuada capacidade de adaptacdo a situacOes de estresse. Nesta
linhagem, pode-se observar 0 mesmo efeito aditivo de morte celular com o
tratamento prévio com tapsigargina (Figura 11B), sugerindo o envolvimento de
estresse do RE neste processo de sensibilizacao.

Uma vez observado o efeito de morte celular em resposta ao tratamento com
tunicamicina, foi avaliada a expressé@o de proteinas envolvidas na via de UPR. Como
descrito anteriormente, em reposta ao estresse de RE é ativada a via de UPR,
responsavel por tentar restabelecer a homeostasia no RE e garantir a sobrevivéncia
celular. Entre 0s mecanismos desencadeados por UPR estd 0 aumento de chaperonas,
principalmente a chaperona GRP78. Portanto, o aumento da expressao desta
molécula sugere a presenca de estresse de RE. Foi verificada a expressao de GRP78
através de Western blot, nas linhagens Skmel37 e LB373 quando submetidas ao
tratamento com tunicamicina.

O aumento da expressdao de GRP78 pode ser observado em ambas linhagens

quando tratadas com tunicamicina (Figura 12A). Portanto, a inducdo de estresse do
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RE induzida pelo tratamento com tunicamicina neste modelo, é acompanhada pelo
aumento da expressdo de GRP78. As células Skmel37 (7.4 fold) apresentaram
aumento da expressdo de GRP78 superior a0 aumento observado nas células LB373
(1.4 fold), quando comparadas aos respectivos controles. Estes achados reforcam os
dados obtidos anteriormente que mostram que a linhagem Skmel37 é mais
susceptivel a inducédo de estresse de RE quando comparada a linhagem LB373.

A progressdo de melanomas é acompanhada pelo aumento da expressdo de
GRP78 (ZHUANG et al. 2009), que esta relacionado com o processo de adaptacao e
sobrevivéncia destas células tumorais a microambientes pro-oxidativos. No
desenvolvimento tumoral, GRP78 é um fator de sobrevivéncia celular, pois é capaz
de promover proliferagdo, metastase e resisténcia a varios quimioterapicos (LEE
2007). Em melanomas, GRP78 esta relacionado com a resisténcia aos tratamentos
com cisplatina e adriamicina, através da inibicdo da ativacdo de caspase 4 e 7
(JIANG et al. 2009a). Estes estudos mostram que as células de melanoma
apresentam acentuado processo de adaptacédo a situacdes de estresse, onde as vias de
morte celular induzidas por este estresse encontram-se truncadas. No entanto,
ultrapassar os niveis sustentaveis de estresse e levar a ativacdo das vias indutoras de
morte celular é uma alternativa terapéutica para melanomas. Esta abordagem foi alvo
deste estudo, onde observamos que a inducdo de estresse de RE através do
tratamento com tunicamicina é capaz de sensibilizar células de melanoma
metastatico humano a cisplatina.

Uma das vias de morte celular ativadas em resposta a inducao de estresse de
RE é a via de GADD153. Dados citados acima mostram que a sensibilizacdo das

células de melanoma, Skmel37 e LB373, através da inducdo de estresse de RE €
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acompanhada pelo aumento da expressao da chaperona GRP78. Verificamos se esta
sensibilizacdo estaria relacionada com a ativacdo da via de morte desencadeada por
GADD153, para tal, avaliamos a expressdo desta proteina por Western blot nas
células de melamona em estudo ap6s tratamento com tunicamicina. Nas células
LB373 houve indugdo de GADD153 apds o tratamento com tunicamicina (Figura
12B). No entanto, nas células Skmel37 o tratamento com tunicamicina ndo resultou
na inducdo desta proteina (Figura 12B).

Estudo imuno-histoquimico em casos de melanoma utilizando TMA (Figura
2), citado anteriormente, mostrou que GADD153 encontra-se fracamente expressa
em melanomas, 0 que poderia ser um mecanismo de evasdo a apoptose neste tipo
tumoral. Assim, a inducdo de estresse de RE nas células LB373 pode ter sido capaz
de induzir a expresséo desta proteina nestas células, levando estas a morte. O mesmo
ndo ocorreu nas células Skmel37, estas devem possuir outro mecanismo de morte
celular envolvido na resposta a inducdo de estresse de RE. Uma via alternativa de
morte celular que poderia estar relacionada com a morte celular nas células Skmel37,
seria a via autofagica. Além da via apoptotica mediada principalmente por
GADD153, o0 estresse de RE pode induzir a via autofagica (YORIMITSU et al.
2006). Quando a quantidade de proteinas mal enoveladas excede a capacidade de
degradacdo do sistema ERAD, estas proteinas se agregam no RE. Neste contexto, a
ativacdo de um sistema alternativo de degradacdo como a autofagia € uma alternativa
para garantir a sobrevivéncia celular (KOUROKU et al. 2007). Assim, o estresse de
RE é um importante mediador destas duas vias de morte celular, e as circunstancias
que determinam a ativacdo preferencial de uma ou outra via ainda sdo estudadas. A

inducdo de autofagia em resposta ao estresse de RE ¢é dependente do tipo de indutor
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de estresse e apresenta o envolvimento das vias de IRE1, PERK e ATF6 (MORETTI
et al. 2007).

A expressdo destas proteinas, GRP78 e GADD153, também foi avaliada nas
células LB373 (Figura 13A) e Skmel37 (Figura 13B) quando submetidas ao
tratamento prévio com tunicamicina e posterior tratamento com cisplatina.

Em ambas as linhagens houve aumento da expressdao de GRP78 com o
tratamento apenas com tunicamicina. O aumento de GRP78 observado quando houve
a combinacdo de tunicamicina e cisplatina ndo foi superior ao observado apenas com
tunicamicina, mas foi superior ao observado somente com cisplatina. Portanto, o
incremento de morte em resposta a associacdo dos tratamentos, pode estar
relacionado com a inducdo prévia de estresse do RE, pois apenas o tratamento com
cisplatina ndo demonstra aumento significativo de GRP78.

A expressdo de GADD153 pode ser observada tanto no tratamento apenas
com cisplatina ou tunicamicina, quanto com a associacdo destes tratamentos nas
células LB373. Enquanto as células Skmel37 ndo apresentaram expressdo desta
proteina em nenhum dos tratamentos. Estes dados reforcam os achados demonstrados
anteriormente (Figura 12B) em que GADD153 parece ndo estar envolvida com a
morte celular induzida por estresse do RE nesta linhagem. Para confirmar o
envolvimento de GADD153 no processo de morte nas células LB373, esta sendo
realizado experimento com RNA de interferéncia (RNAI) para GADD153, a fim de
verificar o comportamento destas células na auséncia desta proteina. A diminuicédo
de morte celular com a inibicdo desta proteina por Rnai confirmaria o envolvimento

de GADD153 no processo de morte induzida por tunicamicina neste modelo.
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5.4 SENSIBILIZACAO DAS CELULAS DE MELANOMA HUMANO
A  MORTE INDUZIDA POR CISPLATINA ATRAVES DO

TRATAMENTO COM CURCUMINA

Uma varredura inicial com diferentes concentragdes de curcumina e
diferentes tempos de tratamento mostrou que curcumina € citotoxica em
concentracgdes elevadas (25 uM) e em maior duracdo do tratamento (48 horas). Como
0 intuito era sensibilizar as células tumorais, a concentra¢do de 10uM e o tempo de
tratamento de 24 horas pareceram mais apropriados. Uma vez avaliada a capacidade
de induzir morte celular, foi investigado se o tratamento com curcumina seria capaz
de induzir estresse de RE nestas células. Assim, foi avaliada a expressdo de GRP78 e
GADD153, apés o tratamento das celulas LB373 e Skme37 com diferentes
concentracdes de curcumina por 24 horas.

N&o houve aumento dose-dependente da expressao de GRP78 com o
tratamento com curcumina em ambas linhagens. A expressao de GRP78 permaneceu
aproximadamente constante nas diferentes concentracdes de curcumina. E possivel
observar a presenca de degradagdo proteica na maior concentragdo (50uM) de
curcumina, devido a elevada citotoxicidade apresentada por esta concentracao.
Assim, o tratamento com curcumina ndo foi suficiente para ultrapassar 0s niveis
basais de estresse presentes nestas linhagens.

Diferente do observado no tratamento com tunicamicina, o tratamento com
curcumina nao induziu a expressao de GADD153 tanto nas células Skmel37 quanto
nas células LB373. Estes dados se correlacionam com o padrdo de expressdo de

GRP78 encontrado nestas células, sugerindo, portanto que, neste modelo, o
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tratamento com curcumina ndo é capaz de induzir estresse de RE suficiente para
ativar a via de UPR, e consequentemente a via de morte celular de GADD153.

No entanto, embora curcumina ndo seja capaz de induzir importante estresse
de RE nestas células, o tratamento prévio com curcumina foi capaz de sensibilizar as
células Skmel37 a cisplatina. Em um primeiro desenho experimental (Figura 16), ndo
foi possivel observar aumento de morte celular decorrente da associagdo dos
tratamentos, pois por estas células se apresentarem mais sensiveis, o tratamento de
cisplatina por 24 horas poderia levar a uma saturacdo de morte celular (Figura 18A) e
impossibilitar a visualizagdo de incremento de morte celular com a associagdo dos
tratamentos. Um novo desenho experimental (Figura 17), com a reducdo para 16
horas de tratamento com cisplatina, permitiu observar que o tratamento prévio com
curcumina era capaz de sensibilizar estas células a morte induzida por cisplatina
(Figura 18B). A sensibilizacdo observada nas células Skmel37 pode estar associada a
outra via de morte celular que ndo apoptose, pois, como observado anteriormente, a
via de morte celular nesta linhagem independe de GADD153. Como discutido
anteriormente, a via autofagica pode ser ativada em reposta ao estresse de RE, no
entanto, também pode haver o envolvimento de outro processo de morte celular, a
mitose catastrofica, em resposta ao tratamento com curcumina. Estudos
demonstraram que a morte induzida por curcumina em células de leucemia humana,
HCW-2, esta relacionada com a inducdo de mitose catastrofica (MAGALSKA et al.
2006), enquanto em células de glioma maligno ha o envolvimento da via autofagica
(AOKI et al. 2007).

De maneira surpreendente, as células LB373 apresentaram reducdo na

porcentagem de células em morte celular com a associacdo dos tratamentos (Figura
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19). Portanto, ao invés de sensibilizar, neste contexto o tratamento com curcumina
conferiu protecdo para estas células. A capacidade de sobrevivéncia celular
apresentada pelas células LB373 em resposta ao tratamento com curcumina, também
foi avaliada pelo ensaio clonogénico. O tratamento prévio com curcumina conferiu
protecdo para as células LB373 (Figura 20 B e C) na concentracdo de 1uM, com
aumento do nimero de clones formados ap6s o tratamento associado de curcumina e
cisplatina, quando comparado ao tratamento apenas com cisplatina. Estes achados
reforcam a hipotese de que curcumina é capaz de conferir resisténcia a morte celular
ou vantagem de sobrevivéncia nestas células.

Neste contexto, o tratamento com curcumina ao invés de suprimir vias
envolvidas na sobrevivéncia celular, como observado em estudos com varios tipos
tumorais, nas células LB373, curcumina poderia estar levando a ativacdo de alguma
destas vias. Em melanomas, o fator de transcricdo NFxB regula genes envolvidos em
vias de crescimento celular, sobrevivéncia, angiogénese e metastase (HUANG et al.
2000). A curcumina, em células de melanoma, inibe a ativacdo da via de NF«xB,
resultando em parada de ciclo celular (G2/M) e apoptose nestas células (ZHENG et
al. 2004). A inibicdo da ativacdo e modulacdo da expressdo génica de NFxB por
curcumina ocorre através da inibicdo de IKK (IkBo quinase) e da ativacdo de Akt
(AGGARWAL et al. 2006). A transfeccdo das células LB373 com plasmideo
contendo a regido promotora de NFkB conjugada a GFP, permitiu avaliar a ativacédo
de NFxB na vigéncia do tratamento com curcumina. Assim, o tratamento com
curcumina induz a ativacdo de NFxB nestas células, diferente do observado no

tratamento com tunicamicina onde ndo ocorre esta ativacdo (Figura 21).
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Ao mesmo tempo, por esta linhagem se apresentar mais adaptada a situacées
de estresse de RE, curcumina ao inves de ultrapassar os niveis sustentados de
estresse presente nestas células, poderia estar favorecendo a sobrevivéncia celular
através da indugdo de niveis de estresse mais amenos. Como citado anteriormente, a
presenca de estresse de RE em niveis basais confere vantagens adaptativas as células
tumorais como as desempenhadas por GRP78 em melanomas (LEE 2007). Os
ensaios de Western blot mostram que curcumina ndo é capaz de alterar de maneira
importante a expressdo de GRP78, que permanece em niveis proximos dos basais, e
também ndo é capaz de induzir a expressao de GADD153. RUTKOWSKI et al.
(2006), mostrou que a resposta adaptativa a estresse de RE crbnico ndo é
conseqliéncia da ativacdo seletiva dos sensores de estresse do RE, mas sim da
instabilidade de mMRNAs e proteinas que facilitam a adaptacdo, como GRP78, versus
aquelas que levam a morte celular, GADD153.

Neste contexto, o processo de adaptacdo ao estresse de RE € favorecido pela
inducdo de ameno estresse de RE, podendo favorecer a sobrevivéncia celular através
da inducdo de adaptacdo ao mesmo. A ativacdo de propriedades celulares protetoras
e reparativas induzida por baixos niveis de estresse, processo denominado hormese,
também pode ser observada na resposta celular a outro composto natural, o
resveratrol (SCHWARTZ E SACK 2008). Este composto presente principalmente
em vinho tinto e na casca ou semente da uva, apresenta atividade antioxidante e
moduladora da biogénese mitocondrial (BAUR e SINCLAIR 2006). Assim, seu
efeito pleiotrépico, apresenta atividade mitohormética capaz de induzir protecdo a
lesdo cardiaca de isquemia-reperfusdo (GOH et al. 2007). E tentador especular que

um fendmeno semelhante esteja ocorrendo no modelo aqui estudado.
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55 AVALIACAO DA ATIVIDADE DE CASPASES NAS CELULAS
LB373 E SKMEL37 TRATADAS COM CURCUMINA E/OU

CISPLATINA

Caspases (cysteine-aspartic-acid-proteases) sdo proteases com especifica
atividade de clivar outras proteinas apdés um residuo de acido aspartico. Estas
enzimas sdo essenciais no processo de morte celular por apoptose. A verificacdo da
atividade de caspases é importante para sugerir a ativacao deste tipo de morte celular.

As células Skmel37 ndo apresentaram aumento de caspases ativadas com a
associacdo dos tratamentos (Figura 22). Assim, a sensibilizacdo destas células nédo
esté relacionada com morte celular por apoptose, provavelmente outra via de morte
independente de caspases esta sendo ativada. O que corrobora com os resultados de
auséncia de expressdao de GADD153 nesta linhagem quando submetida ao tratamento
com tunicamicina, cisplatina e curcumina. Estes dados também reforcam a sugestéo
de que esta linhagem celular possui outro mecanismo de morte celular, que néo
apoptose, ativado prontamente em reposta aos diferentes tratamentos estudados.

No entanto, as células LB373 apresentaram aumento de caspases ativadas
com a associacao dos tratamentos (Figura 23A), mais especificamente a ativacdo das
caspases efetoras 3 e 7 (Figura 23C). A avaliacdo da ativacdo de caspases
iniciadoras, caspases 8, também foi realizada, mas estas parecem que ndo estdo
envolvidas neste contexto (Figura 23B). Estudos tém mostrado que a ativacdo de
caspases em resposta ao estresse do RE possui 0 envolvimento de uma caspase
presente na membrana do RE, a caspase 12 em murinos e a caspases 4 em humanos.

Uma das vias envolvidas na resposta a UPR é a clivagem da procaspase 12/4
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presente na membrana no RE, que uma vez ativa leva a ativacdo da cascata de
caspases efetoras (FAITOVA et al. 2006). Ou embora as células estejam sendo
induzidas a morte celular com a ativacdo de caspase 3 e 7, a fragmentacdo de DNA
possa ndo estar sendo a maneira mais adequada para analisar esta inducao.
Curcumina poderia estar interferindo na dissociacdo de CAD (caspase-activaded
DNase)/ICAD (inibidor de CAD) resultante da clivagem de ICAD pela caspase-3,
impedindo portanto, que CAD alcance o nucleo para realizar a clivagem do DNA. A
sobrevivéncia das células LB373 pode estar relacionada com a eficiéncia da
maquinaria de reparo de DNA que pode favorecer que as células reconhegam o erro

de DNA causado pela cisplatina, permitindo que a célula sobreviva nestas condicdes.

5.6 PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (ROS-
REACTIVE OXYGEN SPECIES) EM RESPOSTA AO TRATAMENTO

COM CURCUMINA

Uma vez que os resultados obtidos sugeriam que curcumina neste modelo
experimental, ndo foi capaz de induzir estresse de RE, verificamos se havia o
envolvimento de estresse oxidativo em resposta ao tratamento com curcumina. Como
citado anteriormente, curcumina possui propriedades tanto antioxidantes quanto pro-
oxidantes. Como antioxidante curcumina atua como “scavenger” de ROS inibindo
peroxidacdo lipidica e danos oxidativos no DNA. No entanto, estudos mostraram que
a apoptose induzida por curcumina esta associada com a producdo de ROS e estresse
oxidativo em diversos tipos tumorais, inclusive em células de cancer de pele

(REUTER et al. 2008).
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Além de induzir apoptose através da producdo de ROS, curcumina é capaz de
sensibilizar células tumorais a apoptose induzida por drogas. O efeito terapéutico de
radioterapias e algumas quimioterapias, como cisplatina, é resultado do aumentando
de niveis celulares de ROS. Assim a indu¢do de ROS por curcumina associada ao
aumento dos niveis de ROS em resposta a quimioterdpicos, pode resultar em
aumento do efeito terapéutico antitumoral por ultrapassar os niveis de adaptacdo a
estresse oxidativo presente nas células tumorais. No entanto, ha determinados
trabalnos em que curcumina aumenta efeitos terapéuticos de radioterapia e
quimioterapia e em outros reduz estes mesmos efeitos. Estes dados aparentemente
controversos podem ser explicados através da dualidade apresentada por curcumina.
Em baixas concentragBes curcumina parece desempenhar propriedade antioxidante,
reduzindo ou mantendo os niveis celulares de ROS em niveis fisiologicos. A
atividade antioxidante, portanto, também reduz os niveis de ROS induzidos por
radioterapia e quimioterapias, reduzindo a atividade e citotoxicidade destas terapias.
No entanto, em concentracdes elevadas, curcumina desempenha atividade pro-
oxidativa, aumentando os niveis de ROS e podendo produzir efeitos carcinogénicos.
O aumento dos niveis de ROS em resposta ao tratamento com curcumina pode
contribuir para morte celular induzida por radioterapias e quimioterapias (LOPEZ-
LAZARO 2008). BAVA et al. (2005), mostraram que o tratamento combinado de
curcumina e Taxol resultou em aumento dos efeitos antitumorais quando comparado
ao tratamento apenas com Taxol.

A avaliacdo da producdo de ROS em resposta ao tratamento com curcumina,
neste modelo, mostrou que o aumento da producdo de ROS ocorre de maneira dose-

dependente em ambas as linhagens. As células LB373 (Figura 24) apresentaram
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aumento da producdo de ROS nas maiores concentragdes de curcumina (25 e 50uM),
sugerindo que a citotoxicidade presente nestas concentracfes é acompanhada pelo
acumulo de ROS e provavelmente com o envolvimento de mecanismos de morte
celular ativados por estresse oxidativo. No entanto, na concentracdo de 10uM é
possivel observar apenas um aumento discreto dos niveis de ROS. O tratamento
prévio com 10uM de curcumina ndo resultou na sensibilizacdo destas células a
cisplatina, provavelmente porque nesta concentracdao os niveis de ROS permanecem
préximos dos niveis fisioldgicos e, portanto, ndo foi suficiente para ultrapassar os
niveis sustentaveis de ROS apresentados por estas células. Ao contrario, a
sobrevivéncia celular conferida por curcumina nestas células pode estar associada a
atividade antioxidante apresentada por este composto quando em baixas
concentragoes.

Diferente do observado nas células LB373, as células Skmel37 (Figura 24)
apresentaram discreta inducdo de ROS ja na concentracdo mais baixa de curcumina
(2uM). Na maior concentragdo (501M) observamos a perda de fluorescéncia devido
ao acentuado efeito citotoxico. Na concentracdo de 10uM de curcumina é possivel
observar um importante aumento de ROS, sugerindo que esta concentracdo escolhida
para sensibilizar as células Skmel37 foi suficiente para que a atividade pro-oxidativa
de curcumina fosse desempenhada. Esta atividade de curcumina associada ao efeito

oxidativo de cisplatina, resultou em aumento de morte celular (Figura 18).
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57 ALTERACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA
MITOCONDRIAL (AyM) EM RESPOSTA AO TRATAMENTO COM

CURCUMINA

LIGERET et al. (2004) sugerem que na morte celular de células tumorais
induzida por curcumina, ha o envolvimento do aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial com abertura dos poros transientes de permeabilidade
mitocondrial (PTP). A mitocéndria é uma importante fonte de ROS em células de
mamiferos, principalmente através do escape de elétrons da cadeia transportadora de
eletrons. A producdo de ROS pela mitocondria ocasiona a abertura dos PTP,
resultando no aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial
(KOWALTOWSKI AJ, CASTILHO RF e VERCESI AE 1996). A perda do
potencial de membrana mitocondrial (Aym) € um dos principais mecanismos
envolvidos no processo de apoptose. E um evento que antecede a externalizacdo de
fosfatidilserina e coincide com a ativacdo de caspases. Portanto, a avaliacdo da perda
do potencial de membrana mitocondrial é uma estratégia para avaliar o processo de
morte celular e sugerir apoptose.

A avaliacdo do perfil de Aym em resposta ao tratamento com curcumina
mostrou que as células LB373 (Figura 25A) e Skmel37 (Figura 25B) apresentam
aumento de alteragio do Aym dependente do aumento da concentragdo de
curcuming, a partir da concentracdo de 10uM. Portanto, o tratamento com curcumina
induz a producdo de ROS, podendo induzir a abertura dos PTP e despolarizacdo da
membrana mitocondrial, e resultar na liberacdo de citocromo c e ativacdo da cascata

de caspases.
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58 ALTERACOES MORFOLOGICAS OCASIONADAS PELO
TRATAMENTO COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE

CURCUMINA

Devido 0s experimentos com curcumina mostrarem constantemente que o
aumento da concentracdo da droga era acompanhado pelo aumento de alteragdes
morfoldgicas, foram realizadas capturas de imagens para ilustrar estes eventos
(Figura 26). Como demonstrado pelos achados descritos neste trabalho, elevadas
concentragdes de curcumina sdo citotoxicas para as células LB373 e Skmel37. Esta
citotoxicidade pode ser observada principalmente na maior concentracdo (50uM)
(Figura 26 F), onde a maioria das células apresenta-se descoladas e pode ser
observado maior numero de células em morte celular quando comparado ao
observado no controle sem tratamento (Figura 26 A) e tratadas com o diluente de
curcumina (ETOH) (Figura 26 B). A partir da concentracdo de 10uM é possivel
observar a presenca de inducdo de morte celular em resposta ao tratamento com
curcumina. Sugerimos morte celular pela presenca de células descoladas e com
morfologia apoptotica, indicadas pelas setas nas figuras.

A desorganizacdo celular observada principalmente nas maiores
concentragdes de curcumina (25 e 50 pM) pode estar relacionada com a
desestruturacdo de microtdbulos. Estudo demonstrou que curcumina em
concentragdes superiores a 10uM se liga a tubulina ocasionando a desestruturacao de
microtubulos e alteraces conformacionais. Em concentragfes menores, curcumina

possui mininos efeitos nos microtdbulos, porém induz a agregacdo de tubulina
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(GUPTA et al. 2006). Para verificar se as alteracdes morfologicas observadas com o
tratamento com curcumina nas células de melanoma em estudo (Figura 26) estariam
associadas com a desestruturacdo dos microfilamentos do citoesqueleto, foi realizado
marcacdo com Faloidina e as células foram observadas em microscopio confocal. A
marcacdo com Faloidina permitiu observar os filamentos de F-actina, e em ambas as
linhagens (Figura 27 e 28) pode-se observar a desorganizacdo dos filamentos de
actina a partir da concentracdo de 10 puM, culminando em completa auséncia de
estrutura do citoesqueleto na maior concentracdo (50 uM). Diferente da integridade
dos filamentos de actina presentes nas células tratadas apenas com ETOH, onde é
possivel observar as fibras integras, tipo fibras de estresse, que comunicam um ponto
ao outro da célula. A citotoxicidade produzida pela curcumina é acompanhada pela
desestruturacdo do citoesqueleto e mais especificamente da desorganizacdo dos
filamentos de F-actina, com a fragmentacao das fibras de estresse. Assim, a morte
induzida por curcumina pode estar relacionada com o processo de morte celular por
“mitose catastrofica”. Estudos mostram que curcumina € capaz de induzir mitose
catastrofica em células tumorais humanas (DEMPRE et al. 2008) (MAGALSKA et
al. 2006).

A fim de identificar de outra maneira alteracbes no RE decorrentes do
tratamento com curcumina, foi avaliada atraves de microscopia confocal a marcacgéo
da sequencia de aminoécidos carboxi terminal KDEL (Lys-Asp-Glu-Leu)
responsavel pela retencdo de proteinas no reticulo endoplasmatico. A marcagdo de
KDEL permite avaliar a quantidade de proteinas, que possuem o peptideo KDEL,
acumuladas no RE. Em situacfes de estresse ha um acumulo de proteinas no RE,

levando a dilatacdo desta organela e consequentemente marcacdo de KDEL mais
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intensa. Nas maiores concentragdes de curcumina (25 e 50uM), tanto nas células
LB373 (Figura 27) quanto nas células Skmel37 (Figura 28) o RE encontra-se
bastante dilatado. A dilatacdo do RE é acompanhada pela desestruturacdo das fibras
de actina, demonstrando a elevada toxicidade apresentada por essas concentracgdes.
Na concentracdo de 10uM pode-se observar um discreto aumento de marcacdo, o
que condiz com os dados obtidos anteriormente de que nesta concentracdo possa
haver menor inducdo de estresse do RE e respostas iniciais de morte celular. No
entanto, a inducdo de estresse ndo é suficiente para ultrapassar os niveis de adaptacdo
ao mesmo apresentado por estas celulas. A acentuada inducao de estresse de RE por
curcumina que poderia ultrapassar estes niveis sustentados de estresse, s6 ocorre em
concentragdes elevadas que sdo extremamente citotoxicas neste modelo.

Mediante os resultados demonstrados anteriormente em que curcumina nao €
capaz de induzir aumento da expressdo protéica de GRP78, observamos que, neste
modelo, curcumina ndo € um bom indutor de estresse de RE. A marcagdo com
KDEL sugere que exista um acumulo de proteinas no RE em resposta ao tratamento
com curcumina. Este acimulo de proteinas provavelmente resulte na disfuncéo desta
organela, podendo levar a morte celular diretamente por autofagia, por exemplo, sem

que ocorra envolvimento direto da via de UPR nestas células.
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1.1)

1.2)

1.3)

2)

SUMARIO DE RESULTADOS

As células de melanoma humano em estudo, apresentaram diferentes perfis
de sensibilidade & morte induzida tanto por tunicamicina quanto por
cisplatina. Sendo as células Skmel37 mais sensiveis que as células LB373 nos

dois tratamentos.

O tratamento com tunicamicina induz aumento da expressdo protéica de
GRP78, molécula sinalizadora de estresse do RE, em ambas as linhagens. No
entanto, a inducdo de GADD153, molécula efetora de morte celular em

resposta ao estresse do RE, s6 ocorre nas celulas LB373.

Curcumina parece induzir aumento da expressdo de GRP78 apenas em
concentragcdes citotoxicas em ambas as linhagens. Entretanto, nao foi
observada expressdo protéica de GADD153 em nenhuma das células
submetidas ao tratamento com curcumina. A morte induzida por curcumina

parece ser independente da via de morte induzida por GADD153.

As ceélulas de melanoma metastatico humano, LB373 e Skmel37 foram
sensibilizadas, através do tratamento prévio com tunicamicina, a morte
induzida por cisplatina. Sugerindo o envolvimento da inducdo de estresse do
RE neste contexto de sensibilizacdo. Curcumina também € capaz de

sensibilizar as células Skmel37. No entanto, o tratamento prévio com



Sumario de Resultados 100

3.1)

3.2)

curcumina, confere resisténcia & morte celular induzida por cisplatina nas

células LB373.

Curcumina induz a producdo de ROS e despolarizagdo da membrana
mitocondrial em ambas as linhagens, indicando a presenca de inducdo de
estresse oxidativo. A ativacdo de caspases foi observada somente nas células
LB373, especificamente caspases 3/7. Sugerindo que a morte celular nas
celulas LB373 deva ocorrer por apoptose. Diferentemente das células
Skmel37 que parecem estar envolvidas com outra via de morte celular como
autofagia, pois estas apresentam morte celular independente de GADD153 e

ativacdo de caspases.

Curcumina com o0 aumento de sua concentragdo tende a induzir a
desorganizacdo do citoesqueleto celular com a ruptura dos filamentos de
actina. O tratamento com curcumina induz acumulo de proteinas no RE, que
possuem a sequencia KDEL responsavel pela retencdo de proteinas no RE.
Este acimulo de proteinas provavelmente resulte na disfuncdo desta organela,
podendo levar a morte celular diretamente por autofagia, por exemplo, sem

que ocorra envolvimento direto da via UPR.
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7 CONCLUSAO

A inducdo de estresse do RE através do tratamento com tunicamicina
demonstrou ser uma estratégia de sensibilizacdo das células de melanoma, LB373 e
Skmel37, a morte induzida por cisplatina. No entanto, curcumina ndo se demonstrou
como um bom indutor de estresse do RE neste modelo. Pois, além de induzir
resisténcia nas células LB373 ao tratamento com cisplatina, a sensibilizacdo
conferida as células Skmel37 parece estar mais relacionada com inducéo de estresse

oxidativo do que com estresse do RE.
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ANEXOS



Anexo 1 — Bloqueio da N-glicosilagdo por tunicamicina.
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Fonte: Adaptado de denecke e MARQUARDT (2003).

No processo de N-glicosilagdo, fundamental para o enovelamento protéico, é sintetizado
oligossacarideo que sera adicionado a proteina nascente. Este oligossacarideo é formado a partir da
adicdo de moléculas de glicose, manose e N-acetil glucosamina (GICNAc) a molécula carreadora
Dolicol fosfato. A primeira etapa desta sequencia de reacdes é catalizada pela enzima GICNAc
fosfotransferase (GPT), molécula alvo de tunicamicina.



Anexo 2 — Tratamento das células de melanoma humano Skmel37, LB373, Skmel28,

Mewo e MZ2mel com tunicamincina.
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As células foram tratadas com 5ug/ml e 1,25ug/ml de tunicamicina por 24 horas. A quantificacdo das
células em processo de morte celular foi realizada através da incorporacéo de iodeto de propidio (PI) e
obtida por citometria de fluxo. Foram analisados 10000 eventos com a quantificacdo das células
hipodipléides (M1).



Anexo 3 - Tratamento das células de melanoma humano Skmel37 e LB373 com

cisplatina.
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As células foram tratadas com 2,5 e 25uM de cisplatina por 24 horas. O controle sem tratamento com
cisplatina também foi realizado em ambas as células. A quantificacdo das células hipodipl6ides (M1)
foi realizada através da incorporacdo de iodeto de propidio (PI) e analise por citometria de fluxo.
Foram analisados 10000 eventos. CTL: controle; 2.5 CIS: 2,5 uM cisplatina; 25 CIS: 25 uM
cisplatina.



Anexo 4 - Sensibilizacdo das células LB373 & morte induzida por cisplatina.
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As células foram tratadas com tunicamicina (0,5 e 1,25 ug/ml por 24 horas) previamente ao
tratamento com cisplatina (12,5 uM por 24 horas). A quantificagdo das células hipodipldides (M1) foi
realizada através da incorporagdo de iodeto de propidio (PI) e andlise por citometria de fluxo. Foram
analisados 10000 eventos. CTL: controle; 0,5 TUN / 1,25 TUN: 0,5 e 1,25 pug/ml tunicamicina; 12,5
CIS: 12,5 uM cisplatina.



Anexo 5 - Sensibiliza¢do das células Skmel37 a morte induzida por cisplatina.
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As células foram tratadas com tunicamicina (0,5 e 1,25 ug/ml por 24 horas) previamente ao
tratamento com cisplatina (12,5 uM por 24 horas). A quantificagdo das células hipodipldides (M1) foi
realizada através da incorporagdo de iodeto de propidio (PI) e andlise por citometria de fluxo. Foram

analisados 10000 eventos. CTL: controle; 0,5 TUN / 1,25 TUN: 0,5 e 1,25 ug/ml tunicamicina; 12,5
CIS: 12,5 uM cisplatina.



Anexo 6 - Tratamento das células LB373 com tapsigargina e/ou cisplatina.
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As células LB373 foram tratadas com tapsigargina (50 nM por 24 horas) previamente ao tratamento
com cisplatina (2,5 e 25 uM por 24 horas). A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi
realizada através da incorporagdo de iodeto de propidio (PI) e analise por citometria de fluxo. Foram
analisados 10000 eventos. CTL: controle; TAP: tapsigargina; 2,5 e 25 CIS: 25 uM e 25 uM
cisplatina.



Anexo 7 - Tratamento das células LB373 com diferentes concentracbes de

curcumina e diferentes tempos de tratamento.
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As células LB373 (A) e Skmel37 (B) foram tratadas com curcumina (2; 10; 25 e 50 uM) e 0,1% de
ETOH (diluente da curcumina) por 16, 24 e 48 horas. O controle sem tratamento também foi
realizado. A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi realizada através da incorporacgdo de
iodeto de propidio (PI) e anélise por citometria de fluxo.Foram analisados 10000 eventos.



Anexo 8 - Tratamento das células Skmel37 com diferentes concentragdes de

curcumina e diferentes tempos de tratamento.
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As células LB373 (A) e Skmel37 (B) foram tratadas com curcumina (2; 10; 25 e 50 uM) e 0,1% de
ETOH (diluente da curcumina) por 16, 24 e 48 horas. O controle sem tratamento também foi
realizado. A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi realizada através da incorporagdo de
iodeto de propidio (PI) e anélise por citometria de fluxo.Foram analisados 10000 eventos.



Anexo 9 - Células Skmel37 tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas

previamente ao tratamento com cisplatina (2,5 e 25 uM) durante 16 horas.
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A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi realizada através da incorporacdo de iodeto de
propidio (PI) e andlise por citometria de fluxo. Foram analisados 10000 eventos. Ctl: controle; Curc:

curcuming; Cis: cisplatina.



Anexo 10 - Células Skmel37 tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas

previamente ao tratamento com cisplatina (2,5 e 25 uM) durante 24 horas.
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A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi realizada através da incorporacdo de iodeto de
propidio (PI) e anélise por citometria de fluxo. Foram analisados 10000 eventos. Ctl: controle; Curc:
curcuming; Cis: cisplatina.



Anexo 11 - As células LB373 foram tratadas com 10uM de curcumina por 24 horas

previamente ao tratamento com cisplatina (2,5 e 25 uM) durante 24 horas.
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A quantificacdo das células hipodipldides (M1) foi realizada através da incorporacdo de iodeto de
propidio (PI) e anélise por citometria de fluxo. Foram analisados 10000 eventos. Ctl: controle; Curc:
curcuming; Cis: cisplatina.



Anexo 12 - Avaliacdo da ativacdo de NFxB em resposta ao tratamento com
curcumina e tunicamicina.
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As células LB373 foram transfectadas com o plasmideo pNF-xB-hrGFP (células transfectadas) ou
apenas com Lipofectamina (células controle) Os valores de M1 representam a média geométrica
obtida em cada tratamento. Foi realizada a razdo e a subtracdo dos valores de M1 obtidas nas células

transfectadas e células controle.



Anexo 13 — Tratamento das células Skmel37, submetidas ao tratamento com

curcumina e/ou cisplatina, com inibidor de multicaspases.
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O inibidor de multicaspases SR-VAD-FMK, que se liga irreversivelmente a multiplos membros da
familia de caspases ativados durante o processo de apoptose. A quantificacdo de caspases ativas foi
realizada através da soma dos quadrantes direitos superiores e inferiores.



Anexo 14 — Tratamento das células LB373, submetidas ao tratamento com

curcumina e/ou cisplatina, com inibidor de multicaspases.
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O inibidor de multicaspases SR-VAD-FMK (A), que se liga irreversivelmente a mltiplos membros
da familia de caspases ativados durante o processo de apoptose. A quantificacdo de caspases ativas foi
realizada através da soma dos quadrantes direitos superiores e inferiores.



Anexo 15 — Tratamento das células LB373, submetidas ao tratamento com

curcumina e/ou cisplatina com substratos de caspases 8.
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A quantificacdo de caspases 8 ativas foi realizada através da soma dos quadrantes direitos superiores e
inferiores.



Anexo 16 - Tratamento das células LB373, submetidas ao tratamento com curcumina

e/ou cisplatina com substratos de caspases 3 e 7.
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A quantificacdo de caspases 3 e 7 ativas foi realizada através da soma dos quadrantes direitos
superiores e inferiores.



Anexo 17 - Avaliacdo do perfil de alteragdo do potencial de membrana mitocondrial

(Aym) nas células tratadas com curcumina.

A Controle Cis
§E g:
2 3 6.39 £ 1 3865 2
5 3 2 | y 3 2 5
G YR & 3 v 3
°' ojo 1 102 10° 108
0 1 02 03 4 10 10 1 1 10
10 10 1 1 10
FL2-H el
2pM Curc 2 10uM Curc 25uM Curc
§ &7 %’.
7] 3 3 3
21y i 75 5 :
= = »n 3 w 3
o |5 3 " £ 3 9.48 £ 17.52
i |3 3wt $f—w1p |8 —w
c>100 10! 102 108 10 - P 10! w02 10° 108 o
FL2.H 107 1031 1 10 100 101 102 103 104
FL2-H FLo.H

v

FL2-H

As células foram tratadas com 2; 10; 25 e 50 uM de curcumina e 0,1% de ETOH (diluente da
curcumina) por 24 horas. O controle sem tratamento e com cisplatina (controle positivo para Aym)
também foi realizado. Apos tratamento com curcumina as células foram incubadas com JC-1 (2nM),
marcador lipofilico catidnico, e os agregados e mon6meros de JC-1 foram medidos por citometria de
fluxo. A alteracdo do Aym foi quantificado através da perda da formacdo de agregados de JC-1
(vermelho) mensurados com M1 em FL2-H.



Anexo 18 - Avaliacdo do perfil de alteracdo do potencial de membrana mitocondrial

(Aym) nas células LB373(A) e Skmel37(B) tratadas com curcumina.
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As células foram tratadas com 2; 10; 25 e 50 uM de curcumina e 0,1% de ETOH (diluente da
curcumina) por 24 horas. O controle sem tratamento e com cisplatina (controle positivo para Aym)
também foi realizado. Apos tratamento com curcumina as células foram incubadas com JC-1 (2nM),
marcador lipofilico catidnico, e os agregados e mondmeros de JC-1 foram medidos por citometria de
fluxo. A alteracdo do Aym foi quantificado através da perda da formacdo de agregados de JC-1
(vermelho) mensurados com M1 em FL2-H.



Anexo 19 — Aprovacio do Comité de Etica.

A ComissGo de Efica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, em sessdo de
14/11/2007, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n° 0975/07, intitulado:
"ATIVAGAO DA VIA DE ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO
COMO POTENCIAL AGENTE SENSIBILIZADOR DA MORTE CELULAR
INDUZIDA POR CISPLATINA- ESTUDO EXPERIMENTAL." apresentado pelo
Departamento de RADIOLOGIA E RADIOTERAPIA.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a
CAPPesq, os relatdérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do
Conselho Nacional de Saudde n° 196, de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra

e}

Pesquisador (a) Responsdavel: Prof. Dr. Roger Chammas
Pesquisador (a) Executante: Renata de Freitas Saito

CAPPesq, 21 de Novembro de 2007

Gt

Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da Comissao

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

Comissio de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo Rua Ovidio Pires de Campos, 255, 5° andar - CEP 05403 010 - Sdo Paulo - SP Fone: 011 3068
6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br-sol



