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A busca fundamental

Entdo Jesus falou aos seus discipulos: “Por isso eu |lhes digo: ndo fiquem
preocupados com a vida, com o que comer; nem com 0O Corpo, com o que vestir.
Pois a vida vale mais do que a comida, e o corpo mais do que a roupa. Observem
0s corvos: eles ndo semeiam, nem colhem, ndo possuem celeiros ou armazeéns.
E, no entanto, Deus os alimenta. Vocés valem muito mais do que as aves. Quem

de vocés pode crescer um centimetro a custa de se preocupar com isso?

Portanto, se vocés nao podem nem sequer fazer a menor coisa, por que se

inquietam com o resto? Observem como os lirios crescem: eles n&o fiam, nem
tecem. Porém, eu digo a vocés que nem mesmo o rei Salomao, em toda a sua
gldria, jamais se vestiu como um deles. Se Deus veste assim a erva do campo,
qgue hoje existe e amanha € queimada no forno, quanto mais ele fara por vocés,
gente de pouca fé! Quanto a vocés, nao fiquem procurando o que vao comer € 0
que vao beber. Nao fiquem inquietos. O Pai bem sabe que vocés tém
necessidade dessas coisas. Portanto, busquem o Reino dele, e Deus dara a
VOCEs essas coisas em acréscimo.Fagam bolsas que ndo envelhecem, um
tesouro que nao perde o seu valor no céu: 14 o ladrao néao chega, nem a tracga roi

De fato, onde esta o seu tesouro, ai estard também o seu coragédo.”

(Lucas 12, 22-34)
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O que fica em repouso, é mais facil de manusear.

O que ainda né&o esta desenvolvido, é mais facil de gerenciar.

O que é fraco, é mais de controlar.

O que ainda é pequeno, € mais facil de dirigir.

Resolva as pequenas preocupacdes antes que elas cresgam.

Controle os pequenos problemas antes que eles escapem das suas maos.

Porque a maior arvore foi apenas um broto, a torre mais alta comegou com o

primeiro tijolo e a mais longa jornada comegou com o primeiro passo.

Lao Tsu



RESUMO

A terapia pro-droga/enzima direcionada por anticorpo (ADEPT) consiste em
uma primeira etapa , no direcionamento de uma enzima veiculada por anticorpo a
uma célula tumoral. Numa segunda etapa uma pré-droga inécua € administrada,
e, na presenca da enzima, produz compostos citotdxicos restritos a localizagao do
tumor. O par enzima/pro-droga horseradish peroxidase (HRP)/ acido 3- indol
acético (IAA) tem sido aplicada nas estratégias ADEPT. Nesta combinagao, o
horménio de planta ndo tdéxico IAA é ativado para espécies citotoxicas pela agao
catalitica da HRP. A elucidacéo das etapas e produtos da reacéo IAA/HRP levou
uma série de moléculas produto a serem apontadas como responsaveis pelos
efeitos citotoxicos sem que, até o presente momento, o mecanismo de
citotoxicidade tenha sido elucidado. Nesse trabalho, utilizando-se células McCoy
como alvo, foi constatado um efeito citotéxico dose dependente do sistema
IAA/HRP, por necrose. Esse efeito € quase completamente abolido com a
utilizagdo de substéncias antioxidantes ou em anaerobiose. Também foi estudado
0 uso de um Ester derivado do IAA, o Etil Ester do IAA, como uma nova
combinagao citotdxica pré-droga/ enzima. Foi constatado que a HRP isolada n&o
consegue catalizar a oxidagcédo do Etil Ester do IAA na auséncia de uma enzima
adicional (esterase). Dessa forma, pode-se controlar a citotoxicidade do IAA pelo
uso de duas enzimas, HRP e esterase. Finalmente, foram apresentadas
evidéncias da aplicagcéo potencial da triade: Etil Ester IAA/ esterase/ HRP como

uma estratégia potencial para a metodologia ADEPT e correlata.



Xi

Palavras- chave: ADEPT; IAA (acido 3-indol acético); Etil Ester do acido 3-indol

acético; HRP (horseradish peroxidase); esterase ; células McCoy.
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ABSTRACT

The antibody-directed enzyme pro-drug therapy (ADEPT) in a first stage, it's
directed to an enzyme carried to an antibody to a tumor cell. In a second stage
a pro-drug harmless is administered, and in the presence of the enzyme,
produces cytotoxic compounds restricted the location of the tumor. The pair
enzyme / pro-drug horseradish peroxidase (HRP)/ 3 - indole acetic acid (IAA)
has been applied in ADEPT strategies. In this combination, the nontoxic plant
hormone nontoxic IAA is activated for cytotoxic species by the action of catalytic
HRP. The elucidation of the steps and products of the reaction IAA/ HRP led to
a series of product molecules identified as being responsible for cytotoxic
effects, without, so far, the mechanism of cytotoxicity has been elucidated. In
this work, using cells McCoy as a target, we have seen a cytotoxic effect dose-
dependent system IAA/ HRP, for necrosis. This effect is almost completely
abolished with the use of antioxidant substances or oxygen depletion. We also
studied the use of an Ester derived from the IAA, the Ethyl Ester of the IAA, as
a new combination cytotoxic pro-drug/ enzyme. We have seen that the HRP
alone can not catalyze the oxidation of Ethyl Ester of the IAA in the absence of
an additional enzyme (esterase). Thus, we can control the cytotoxicity of the
IAA for the use of two enzymes, HRP and esterase. Finally, we showed
evidence of the potential application of the triad: Ethyl Ester IAA/esterase/ HRP

as a potential strategy for the methodology ADEPT and correlates.

Keywords: ADEPT / IAA (3-indole acetic acid); Ethyl Ester of 3-indole acetic

acid; HRP (horseradish peroxidase); esterase; McCoy cells.
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INTRODUCAO

1.1. O modelo de tratamento do céancer baseado no binbmio enzima/ pré-

droga

O tratamento do cancer € um dos maiores desafios médicos da atualidade
e vem sofrendo avangos nas ultimas décadas. Apesar de todo arsenal terapéutico
disponivel, a possibilidade de cura ainda atinge niveis insatisfatérios e a
toxicidade relacionada ao tratamento ainda é elevada. Modalidades terapéuticas
que direcionam o agente tdxico seletivamente a célula tumoral, poupando tecidos
normais de danos, estdo sendo extensivamente estudadas como principal meta
para o combate desta doenca. Até o momento, mais de 400 estudos clinicos
relacionados a terapia direcionada estdo em andamento no mundo, sendo mais
da metade desses relacionados a tratamentos antitumorais (HERMMINKI;

ALVAREZ., 2000).

Uma abordagem promissora que vem sendo cada vez mais estudada
baseia-se em uma estratégia de duas etapas: inicialmente uma enzima nao-
toxica € anexada a célula tumoral, a qual, em um segundo momento, é exposta a
uma proé-droga que, na presenca da enzima, converte-se em uma citotoxina
(GRECO, DACHS., 1994; BAGSHAWE et al., 2001). Para que tal efeito possa ter
aplicabilidade, algumas condigbes devem ser preenchidas: a enzima deve possuir

alta atividade catalitica em condigbes fisioldégicas e, capacidade de ativagéo
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rapida e eficiente da pro-droga, até mesmo em baixas concentragbes do substrato
e independentemente da ativagdo de outros mecanismos enzimaticos celulares. A
citotoxicidade induzida pelo complexo enzima/pré-droga deve idealmente né&o
depender da fase do ciclo celular ou ciclo proliferativo para agir em um maior

namero de células tumorais possiveis (GRECO., 2001).

Pesquisas mostraram que o IAA, do inglés indole-3-acetic acid, um
hormdnio de crescimento encontrado em plantas, quando oxidado por peroxidase
produz moléculas citotoxicas que, por sua vez, podem ser usadas para o

tratamento do cancer (FOLKES et al., 1999; FOLKES; WARDMAN., 2001).

1.2. O mecanismo da citotoxicidade do IAA associado a peroxidases

O IAA é um hormdnio de crescimento encontrado em plantas, afetando sua
diferenciacao, divisdo e expanséo (ENGVILD., 1989; BANDURSKI et al., 1995). A
atividade do horménio é regulada através de duas vias de metabolizagéo
irreversiveis: oxidacado por peroxidases levando a decarboxilagdo da molécula e
reacdo de nao-decarboxilagdo formando conjugados nao reativos. A primeira
delas, catalisada por enzimas peroxidases, tem sido extensivamente estudada e

envolve vias complexas, culminando com a formacao de radicais livres.

A peroxidase encontrada na planta Aromacia rusticana (HRP, do inglés
horseradish peroxidase) € uma enzima que contém uma molécula de heme,
sendo encontrada naturalmente na forma férrica (VEITCH., 2004). A HRP pode

oxidar uma grande variedade de compostos organicos e nao-organicos utilizando
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perdxido de hidrogénio e é intensamente explorada comercialmente, por exemplo,
para uso em Kits diagndsticos e ensaios imunologicos. Interesse especial sobre a
enzima surgiu apés demonstracao de que é capaz de oxidar o IAA, formando
compostos com capacidade citotoxica para células de mamiferos (incluindo

células tumorais), mesmo sem a presenca de peroxido de hidrogénio.

O mecanismo exato de toxicidade da associacdo IAA/HRP ndo é
conhecido, porém, varios estudos sugerem a formacdo de radicais livres e
também de uma citotoxina estavel ainda n&o identificada (capaz de causar danos
celulares mesmo apo6s separacdo da enzima através de filtros que retém
moléculas de alto peso molecular e também capaz de atravessar a membrana
celular e levar a lesdes em componentes nucleares) (FOLKES et al., 1996;
FOLKES et al., 1999; FOLKES, WARDMAN., 2001). A adicao de substancias
antioxidantes (como acido ascorbico, glutationa, a-tocoferol, -caroteno e trolox,
uma forma hidrossoluvel de vitamina E) ou antagonistas do IAA (triptofano)
mostrou ser capaz de reduzir os danos celulares causados pela reagdo de
oxidacdo em questao (CANDEIAS et al., 1996; KAWANO et al.,2001; KAWANO.,

2003).

A morte celular induzida por IAA/HRP ocorre tanto em condi¢cdes de
normoéxia ou hipdxia (esta ultima geralmente encontrada no microambiente
tumoral) (GRECO et al.,, 2001), e pode ser observada de diversas formas,
principalmente através de danos na membrana celular e no DNA (FOLKES et al.,
1999; GRECO et al.,, 2002). A lesdo na membrana celular acontece por
peroxidacdo lipidica, embora alguns estudos recentes contestem essa

possibilidade (KIM et al., 2006). As lesbes no DNA sdo demonstradas pelo
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aumento na quantidade de DNA circular e linear, assim como por aumento no
peso molecular da molécula, que pode ser observado através de analise por

eletroforese em gel (FOLKES et al., 1999).

A acdo do IAA/HRP nas células de mamiferos leva a condensacgao da
cromatina, formacédo de corpos apoptéticos, fragmentacdo do DNA e ligacdo a
anexina V (GRECO., 2002), eventos similares aos observados quando as células
sao incubadas com cisplatina, um agente indutor de apoptose. A via das
caspases (IGNEY; KRAMMER., 2002; SCHIMITT., 2003), parece ser uma das
responsaveis no processo apoptético induzido por IAA/HRP, uma vez que o
tratamento com inibidor de caspase reduz em 30% a quantidade de micronucleos,
em 50% a de DNA fragmentado e em 60% a de cromatina condensada (GRECO
et al., 2002). Porém, o processo de apoptose ndo pode ser considerado unico
responsavel pela morte celular, uma vez que a perda da integridade da
membrana (caracteristico de um processo de necrose) também é observado nas
células tratadas (MELO et al., 2004). O mecanismo da citotoxicidade causada por
esse tratamento é complexo com variagbes em diferentes células tumorais
estudadas e parece envolver varias vias de lesdo celular e ainda tem que ser

estudado mais detalhadamente.

O direcionamento da enzima HRP as células tumorais ja foi realizado de
diversas maneiras in vitro (procedimentos: ADEPT, PDEPT, GDEPT) (fig. 1).
ADEPT: terapia pré-droga/enzima direcionada por anticorpo, onde um anticorpo
contendo a HRP & criado e exposto a células tumoral, o qual vai se aderir a um

epitopo da célula, é adicionado |IAA ao meio que, ao entrar em contato com a
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célula tumoral contendo um anticorpo aderido a sua membrana contendo HRP,

produzira uma toxina levando a célula a morte .

PDEPT: terapia pro-droga/enzima direcionada por polimero, € criada uma
macromolécula, polimero, que contenha a HRP, por ser uma molécula grande s6
passara nos vasos que irrigam o tumor por serem mais permeaveis a
macromoléculas, sendo assim o polimero passa e fica no local do tumor, em um
segundo momento eu adiciono IAA ao sistema, que quando passar pelo local do
tumor que contém polimeros com HRP produzird toxina levando as células

tumorais a morte.

GDEPT: terapia pro- droga enzima direcionada por gene, onde é criado um
virus ou um plasmideo que veicule a HRP para o gene da célula tumoral, a célula
tumoral “infectada” pelo virus contendo o HRP vai transcrever e reproduzir mais
células contendo em seu gene a HRP, ao adicionar IAA ao meio, ao entrar em
contato com essas células contendo em seu gene HRP transcrita havera a

producao de toxina que levara as células tumorais a morte.

A observacdo de que o IAA é uma substédncia muito bem tolerada em
humanos (MIRSKI; DIENGOTT., 2004), fortalece a idéia de que esse binémio

enzima/ pro-droga podera ter aplicabilidade in vivo.
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Figura 1: Representacao dos principais alvos estratégicos de potencial valor na
terapia do cancer pelo sistema IAA/HRP. (FOLKES; WARDMAN., 2001). ADEPT:
terapia pro-droga/enzima direcionada por anticorpo; PDEPT: terapia pro-
droga/enzima direcionada por polimero e GDEPT: terapia pro- droga enzima

direcionada por gene.

Em um estudo utilizando o direcionamento da peroxidase via terapia
génica em células de adenocarcinoma de mama MCF-7, carcinoma de bexiga
T24 e carcinoma de nasofaringe FaDu, foi observado cerca de 70-90% de morte
celular (GRECO et al., 2001). Ainda, pode-se inferir que o status do gene p53 das
células parece nao interferir na citotoxicidade mediada por IAA/HRP, uma vez que

a linhagem FaDu, possui mutagdes nesse gene, sendo que o efeito observado na



1. Introducgéo 29

morte celular dessas células foi o mesmo daquele encontrado naquelas células

que possuem o tipo selvagem do p53.

Alguns estudos mostraram inibicdo de crescimento e inducdo de apoptose
em outras linhagens celulares de tumores humanos: linhagem G361 de células
humanas de melanoma, (KIM., 2004), linhagem BXPC-3 de células humanas de
cancer de pancreas, (HUANG., 2005), linhagens de tumores de cabeca e pescoco

(TUPPER., 2004).

Esses estudos confirmam a atividade citotoxica da associagéo IAA/HRP em

linhagens de células tumorais humanas.

1.3. Melatonina (antioxidante enddgeno)

A melatonina € um neuro- hormdnio produzido pela glandula pineal e,
apresenta como principal fungcédo regular o sono. Esse hormbnio é produzido a
partir do momento em que fechamos os olhos. Na presenca de luz, entretanto, &
enviada uma mensagem neuro- endécrina bloqueando a sua formacéo, portanto,
a secrecao dessa substancia é quase exclusivamente determinada por estruturas
fotossensiveis, principalmente a noite. A melatonina também é produzida a partir
de um aminoacido chamado triptofano, normalmente ingerido numa alimentagéo
equilibrada. Dessa forma, a seqléncia seria o triptofano se transformar em
serotonina, e esta em melatonina. E por isso que a concentracdo de serotonina
fica aumentada na glandula pineal durante o dia, enquanto ha luz, inversamente

ao que ocorre com a melatonina. Quando a luz incide na retina, o nervo 6ptico e
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as demais conexdes neuronais levam a glandula pineal essas informacdes
inibindo a producdo da melatonina. A maior producdo da melatonina ocorre a
noite, entre 2:00 e 3:00 horas da manha, num ritmo de vida normal, e esta

producao aumentada produz sono (BALLONE., 2002).

Além de induzir o sono, a melatonina € um poderoso agente antioxidante
endégeno que, como outros antioxidantes, pode retardar o processo de
envelhecimento. Como antioxidante a melatonina possivelmente reduz o nivel do
horménio catabdlico cortisol. Existem também evidéncias de que a melatonina
estimula a producdo de hormdnio do crescimento. A adrenalina e o cortisol
induzem a formacado de uma enzima, a triptofano pirolase, capaz de destruir o
triptofano antes que este atinja a glandula pineal. Com isto, nem a melatonina é
fabricada e nem a serotonina (o que pode gerar compulsao de ingestdo de hidrato
de carbono, com tendéncia a aumento de peso e depressao). A melatonina € uma
substancia anti-radical livre, portanto, antioxidante. Esta é capaz de atravessar a
barreira hematoencefalica (membrana que protege o cérebro), portanto, capaz de
desempenhar fun¢gdes em nivel neuronal. Essa agdo é de fundamental
importancia na protegao dos neurdnios contra as lesdes dos radicais livres. Nosso
tecido cerebral € muito mais suscetivel a acdo dos radicais livres que qualquer
outra parte do nosso organismo e na medida em que os niveis de melatonina vao
caindo pode haver um concomitante declinio na funcao cerebral (BALLONE.,

2002).
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1.4. Acido Ascérbico (antioxidante exégeno)

O AA é um composto soluvel em agua e um dos principais antioxidantes do
organismo. Além do AA outra forma biolégicamente ativa da vitamina C é o
DHAA. A vitamina C € um nutriente essencial presente principalmente em frutas

citricas, folhas verdes e tomate (IMEN., 2006).

A vitamina C participa como co-fator de uma grande variedade de reacdes
quimicas fundamentais para a manutencdo da saude. Além de fazer parte da
sintese e do metabolismo de neurotransmissores, a vitamina C esta envolvida na
producdo de corticosterbides e aldosterona, absorgcdo e utilizagcdo do ferro e
biossintese de carnitina. A caréncia dietética de vitamina C acarreta no
desenvolvimento do escorbuto - doencga caracterizada inicialmente por defeitos na
formacgao de tecido conjuntivo, seguido de manifestacées hemorragicas, incluindo
sangramento no interior das articulagées e cavidade peritoneal. A incapacidade
da gengiva resistir a inflamagdo e sangramentos parece representar um sinal

precoce da deficiéncia desta vitamina (IMEN., 2006)

O AA ¢é considerado o mais importante e potente antioxidante
nutricional hidrossoltvel. No plasma, a vitamina C pode doar prontamente
elétrons para varias espécies reativas, retornando facilmente a seu estado
reduzido, eliminado-as antes que reajam com as membranas e lipoproteinas
biolégicas. De fato, estudos em animais e em humanos demonstram que a
deficiéncia de AA induzida pela dieta levou a lesdo miocardica por peroxidagéo

lipidica, sendo esse dano prevenido pela administragdo de suplementos de AA. A
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vitamina C também possui habilidade em restabelecer a atividade antioxidante do
Beta-caroteno e do Alfa-tocoferol. O AA pode reagir com o perdxido de
hidrogénio, o radical hidroxila, radical peroxil e radical superoxido neutralizando

sua reatividade (IMEN., 2006).

1.5. Horseradish peroxidase (HRP) e sua acédo no IAA

A peroxidase de raiz forte (HRP) é, provavelmente, a peroxidase mais
estudada e pode ser facilmente extraida da planta “rabano silvestre - raiz forte”,

da qual provém seu nome.

Essa enzima tem uma massa molecular de 42,1 KDa, € uma hemeproteina
cujo grupo prostético, a protoporfirina IX, esta ligada ndo covalentemente a parte

protéica da molécula (O’'BRIEN., 2000).

A HRP é uma peroxidase que pode oxidar uma grande variedade de
substratos na presenca de perdxido de hidrogénio, catalisando a oxidagao de um
elétron por meios das suas isoformas HRP | e HRP Il (esquema inserido na figura
2). A reacdo entre IAA e HRP foi estudada inicialmente pela importancia na
bioquimica das plantas, porém, o mecanismo é extremamente complexo e ainda

nao totalmente elucidado.

Um fator crucial na reagéo do IAA e HRP é que o peréxido de hidrogénio
nao é requerido para oxidar a HRP nativa para composto I, ao contrario de outras

reagcbes com muitos outros substratos da enzima (como por exemplos fenais).
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Figura 2: Principais vias de reacdo envolvidas na ativacdo do IAA pela

HRP. Modificado de: FOLKES; WARDMAN., 2001.

A HRP composto | e Il oxidam o IAA (1) em pH neutro, para a formacao de
um cation radical INDOLIL (2). Esse cation se dissocia para formar outro radical
INDOLIL (3) desprotonado. Apenas o primeiro radical INDOLIL cation (2) sofre
descarboxilagdo em aproximadamente 40 microssegundos para formar o radical
ESCATOIL (4). Esse radical centrado em carbono € muito reativo com o oxigénio,
formando rapidamente um PEROXIL (5). O radical PEROXIL sofre um
decaimento por dois processos: a) redugdo e protonagdo formando o
HIDROPEROXIDO ESCATOL (8), o qual reage novamente com o HRP-I para

formar o INDOL-3-CARBINOL (7) e também o HIDROPEROXIDO ESCATOL
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pode se decompdr por um processo ndo enzimatico para OXINDOL-3-CARBINOL
(9) e MOI (3-metileno-2-oxindol), (10)*. E b) O radical PEROXIL (5) pode sofrer
combinagcdo e eliminacdo pelo mecanismo de RUSSEL, no qual dois radicais
peroxil se combinam formando o INDOL-3-ALDEIDO (6), INDOL-3-CARBINOL (7)
e OXIGENIO SINGLETE, embora essa via possa ndo ocorrer em pH fisiolégico

(FOLKES; WARDMAN., 2001).

Considerando a alta especificidade que a HRP tem sobre o IAA, nés
hipotetizamos que seu Etil Ester IAA poderia ndo ser reconhecido pela enzima,
consequentemente, poderiamos ligar a geracao de espécies citotoxicas a agao de
duas enzimas: Etil Ester do IAA/esterase gerando IAA e finalmente IAA/HRP

gerando compostos citotdxicos.

*Segundo (FOLKES; WARDMAN., 2001), essa seria na realidade a molécula
candidata mais provavel como responsavel pelo efeito citotdxico do sistema

IAA/HRP.



2.0BJETIVOS
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OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

A associacao de IAA/HRP, ja provou causar danos a diversas linhagens
celulares de tumores humanos e vem sendo estudada como forma promissora de
terapia direcionada ao cancer. Na literatura, diferentes mecanismos de morte
celular tém sido observados para diferentes células tumorais sem a descricéo de
um claro mecanismo consensual. Esse modelo de dano celular (IAA/HRP) n&o foi
ainda testado para células tumorais do tipo McCoy, o que nos levou a estudar a
morte dessas células nesse contexto, tentando-se elucidar o(s) mecanismo(s)

pelo qual ela ocorre.

Serdo avaliados os efeitos de um antioxidante endégeno como a
melatonina, e um exdgeno como o AA, observando-se seus possiveis efeitos
protetores, uma vez que alguns dos principais produtos da interacdo IAA/HRP sao
radicais livres entre os quais radicais livres de oxigénio (figura 1). A possibilidade
da formacéo nessa reacéo de H,0O, foi recentemente aventada como o elemento
chave na citotoxicidade do sistema (KIM et al.,2006). Dessa forma também

avaliaremos o efeito da catalase nos nossos experimentos de citotoxicidade.

Uma outra interessante possibilidade que sera avaliada é a utilizagédo do
Etil éster do IAA como a pré- droga, no lugar do IAA. Dessa forma, com a adi¢ao

ao sistema de mais uma enzima, a esterase, o |IAA seria reconstituido e na
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sequéncia utilizado como substrato pela HRP desencadeando o processo

citotoxico.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Estudar os efeitos da associagdo IAA/HRP, na viabilidade de células McCoy
usando o método de coloracdo com Vermelho Neutro, coloragdo com Azul de

Trypan e por Citometria de Fluxo (anexina/iodeto de propideo).

2.2.2. Estudar o efeito do acido ascérbico, melatonina e catalase como possiveis
agentes protetores da associagao descrita no item 2.2.1 no que se refere a

inducédo de citotoxicidade.

2.2.3. Estudar o efeito da acéo de aeracéo (O2) e anodxia (N2) na reacéo IAA/HRP,

na producéao de efeitos citotdxicos.

2.2.4. Estudar o potencial do sistema Etil Ester do IAA + esterase + HRP como
um processo alternativo e mais seletivo para geragdo de espécies citotoxicas, ao

modelo IAA/HRP.



3.MATERIAIS E
METODOS
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MATERIAIS E METODOS

3.1. Determinacéo da citotoxicidade in vitro

3.1.1. Substancias quimicas e células

O IAA, acido etil ester 3-indol-acético, melatonina, acido ascérbico, Vermelho
Neutro, esterase de figado suino (suspenséao sulfato aménio, 160 unidades/mL) e
HRP tipo VI, foram adquiridos da Sigma- Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,

USA).

Azul de Trypan foi obtido da Vetec (RJ, Brasil).

Células McCoy de fibroblasto de rato (ATCC CRL 1696) foram obtidas da Se¢ao
de Cultura Celular do Instituto Adolfo Lutz (SP, Brasil), transformadas
continuamente dentro de uma linhagem celular e, freqientemente, empregadas

para avaliar toxicidade basal in vitro.

3.1.2. Meio de cultivo e solucdes

e Meio de cultivo para células McCoy: constituido por meio Eagle (Instituto

Adolfo Lutz) adicionado de 7,5% de soro fetal bovino (Cultilab).
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e Tampao PBS: solugéo A: 0,908 g de KH2PO4/100 mL; solugéo B: 0,9475 g de
KH2PO4/100 mL. Misturar 28,5 mL de solugdo A para 71,5 mL de solugdo B.
Acrescentar 0,85 g de NaCl. Ajustar pH = 7,2- 7,4. Esterilizar a 121°C por 15

minutos.

e Substancias testes: as solugbes dos inddis foram utilizadas nas concentragbes
finais de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,15 e 6,25 mM. A HRP sera utilizada na concentragéo

1uM final. Esterase 0,5; 1,5; 3,0 e 5,0 U/mL.

e Solucdo de Vermelho Neutro: solugdo estoque do corante vermelho neutro
(0,4% em tampéao PBS) (Neutralrot Redox-Indikator — Riedel-de-Haén AG Seelze-
Hannover — cod. 326.60) foi diluida a 50 uyg/mL em meio Eagle sem soro. Apés 24
horas de incubagéo, a 37°C, a solugéo foi submetida a centrifugagéo (1500 rpm —

10 minutos), para remogéao dos cristais remanescentes.

e Solucdo de Acido Ascérbico: (PM: 176,13), foi preparada a uma concentragéo

de 100mM (estoque) (0,0175g de acido ascorbico em 1mL de agua deionizada).

e Solugdo de Melatonina: solugdo de melatonina foi preparada em uma

concentragcéo de 120mM (estoque) em PBS.
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e Azul de Trypan: solugéo de Azul de Trypan foi preparada com 0,2g de azul de

Trypan em 100mL de solugéao salina fisiologica.

e Anexina: Annexin V-FITC (BD Biosciences - Cat. No0.51-65874X). Foram

utilizados 3 uL por teste. Estocado a 4°C.

e lodeto de Propidio: Propidium lodide (BD Biosciences - Cat. No.51-66211E).

Foram utilizados 6uL por teste. Estocado a 4°C.

e Tampéo : 10X Annexin V Binding Buffer (BD Biosciences - Cat.N0.51-66121E)
0,1 M NaOH (pH 7,4) 1,4 M NaCl, 25 mM CaCl,. A solugéo foi esterilizada e
filtrada. Para obtengdo da solugcédo de trabalho, foi diluida uma parte do tampéo

para nove partes de agua destilada.

3.1.3. Experimentos
3.1.3.1.Teste de Citotoxicidade pelo método do Vermelho Neutro

Células McCoy B (ATCC 1696) foram mantidas em meio Eagle. Apds
tripsinizacao (2 mL de solugéo de tripsina 0,2% + Versene 0,02%, Instituto Adolfo
Lutz), as células foram contadas em camara de Neubauer e 200 yL do meio

contendo aproximadamente 1x10° células/mL foram inoculados em microplacas
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(96 orificios) para cultura de tecido (Corning, co6d. 25860) as quais foram
incubadas a 37°C. Apds 24 horas, o meio foi removido e cada orificio tratado com
diferentes concentragbes das substancias teste. Apos 24 horas o extrato foi
substituido por 0,2 mL de meio Eagle contendo 20 mg de vermelho neutro/mL. A
incorporacado do Vermelho Neutro pelas células vivas foi verificada apds 3 horas,
incubadas a 37°C. O meio foi removido e as células lavadas com PBS. Apéds
descarte, cada poc¢o recebeu 0,2 mL da solu¢do de acido acético em etanol (1%
acido acético em etanol 50%). A placa foi agitada por 10 min e a leitura das DO foi
realizada num espectrofotometro Organon Teknika Reader 530 version 1.24, em
540 nm. Com os valores obtidos calculou-se a média da porcentagem de

viabilidade celular em relagao ao controle de células (100%).

3.1.3.2. Teste de Citotoxidade pelo metodo de exclusé&o do Azul de Trypan

As células McCoy obtidas a partir do tapete de células de frascos com meio
Eagle e ja tripsinizadas foram primeiramente contadas em cadmara de Neubauer
nos quadrantes referentes a contagem de leucécitos. Apds multiplicou-se o
resultado contado na camara por 2,5 obtendo-se o numero de células/uL da
suspensao. A partir desse valor foi calculado o volume de células que iria ser
utilizado para que as mesmas estivessem sempre cerca de 1x10° (concentragao

final dos testes).

Apés a incubagdo com as substancias testadas, misturou-se 100uL da
suspensao de células com 100uL da solugdo de Azul de Trypan, por cinco

minutos. Na camara de Neubauer fez-se uma contagem de 100 células,



3. Materias e métodos 43

separando- se em células vivas de mortas (que incorporam o corante), as quais

foram expressas em porcentagem.

As células vivas aparecem translucidas e brilhantes na presenca da
solucédo de azul de Trypan, enquanto as células mortas apresentam-se com uma

coloracgao roxa.

3.1.3.3. Teste do efeito da Melatonina

Neste experimento foi colocado em um tubo “eppendorf’ uma quantidade
de suspens3o células McCoy (de acordo com o ajuste de 1x10° final), em PBS,
HRP (1uM), IAA (2mM) e melatonina com concentragdo final 1mM, tendo um
volume final de reacdo de 500uL. Em seguida esta solug¢do foi incubada em
banho-maria a 37°C por 1 hora. Apos este periodo misturou-se 100uL desta
suspensado com 100uL da solugao de Azul de Trypan, homogeneizou-se e contou-

se em camara de Neubauer as porcentagens de células vivas e mortas.

3.1.3.4. Teste do efeito do Acido Ascérbico

Neste experimento foi colocado em um tubo "eppendorf” uma quantidade
de suspensao células McCoy (de acordo com o ajuste de 1x10° final), solucdo em
PBS, HRP (1uM), IAA (2mM) e acido ascoérbico concentracéao final 10mM, tendo
volume final de reacdo de 500uL final. Em seguida esta solu¢ao foi incubada em

banho-maria a 37°C por 1 hora. Ap6s este periodo misturou-se 100uL desta
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solugdo com 100uL da solugdo de azul de Trypan, homogeneizou colocou em

camara de Neubauer.

3.1.3.5. Teste do efeito do efeito do borbulhamento de Nitrogénio e Oxigénio

no meio

Neste experimento foi colocado em um tubo Falcon uma suspensao de
células McCoy em PBS na concentracgo de 1x 108/mL, HRP (1uM final), IAA (0,5;
1,0 e 1,5mM), pelo borbulhamento de O, no meio ou, IAA (2 mM) pelo
borbulhamento de nitrogénio no meio, num volume de 500uL final. Em seguida
esta solugéo foi incubada em banho-maria a 37° C, borbulhando nitrogénio ou
oxigénio por 1 hora. Apds este periodo misturou-se 100uL desta solugédo com
100puL da solugdo de azul de Trypan, homogeneizou colocou em cémara de

Neubauer e verificou-se a viabilidade das células pelo teste do Azul de Trypan.

3.1.3.6. Avaliacao da apoptose e/ou necrose por citometria de fluxo

Células McCoy B (ATCC 1696) foram mantidas em meio Eagle. Apos
tripsinizacao (2mL de solugéo de tripsina 0,2% + Versene 0,02%, Instituto Adolfo
Lutz), as células foram contadas em camara de Neubauer contendo
aproximadamente 1x10° células/mL. As células foram adicionadas em
microplacas (96 orificios) para cultura de tecido (Corning c6d. 25860) juntamente
com as substancias a serem testadas (IAA 1mM e 2 mM ; HRP 1 uM;nos meios

Eagle/PBS) as quais foram incubadas a 37°C por 1 hora e por 5 horas.



3. Materias e métodos 45

Para avaliacdo de apoptose, as células em estudo foram submetidas a
marcacado com anexina V conjugada a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). A
anexina V possui alta afinidade pelo fosfolipideo de membrana fosfatidilserina, o

qual é externalizado em fases precoces de apoptose.

Ademais, foram também marcadas com IP (BD Pharmigen, San Diego,

EUA), que identifica estagios finais de apoptose e também necrose celular.

Apds a incubacao foram retirados 500uL de cada orificio teste contendo:
IAA 1mM/ 2 mM ; HRP 1 uM; nos meios Eagle/PBS) e para cada teste foram
separados 2 tubos marcados com as iniciais A (anexina) IP (iodeto de propidio).
Em cada tubo contendo os 500 uL correspondentes ao teste, foram adicionados
2,5 mL de “stain buffer” e os tubos foram centrifugados por 5 minutos a 3500 rpm.
Ap6s a centrifugacao, verteram-se os tubos descartando o sobrenadante. Foram
adicionados 3 pL de anexina aos tubos com a inicial A, e 6 uL de iodeto de
propideo aos tubos com iniciais IP, os quais foram deixados em repouso por 5
minutos. Depois do tempo aguardado, foram adicionados 300 uL de tampdao para
ressuspender os testes. Os tubos foram deixados sob proteg¢ado da luz por 15 min.
Adicionou-se 400 uL de tampao em cada tubo e foram entdo analizados por

citometria de fluxo.

A analise dos resultados foi realizada usando o software “Cell Quest” em
citbmetro de fluxo FACS calibur (Becton Dickinson), possibilitando a classificagéo
das células em: viaveis (Anexina V- FITC e Pl negativa), apoptose inicial (anexina
V- FITC positiva e Pl negativa), apoptose avangcada (Anexina V- FITC e PI

positiva) e necréticas (Anexina V- FITC negativa e Pl positiva).
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3.1.3.7. Estudo do consumo de oxigénio

A mistura da reacao contendo 1mM IAA, 1mM Etil Ester IAA, 0,5 mM HRP,
e varias concentracdes de esterase em 0,05M de tampéo fosfato pH 5,5, foram
monitoradas com eletrodo Clark- type (Yellow Spring Instruments 5300A) ligado a

um gravador X-Y (EG & G, Princeton Applied Research).

3.1.3.8. Estudo cromatografico liquido de alta performance (HPLC)

As reacgbes continham 1mM IAA ou 1mM Etil Ester IAA, 0,5 mM HRP e/ou 3.0
U/mL esterase em 0,05 M tampao fosfato pH 5,5, as quais foram incubadas a
37°C, por 30 minutos. Entdo, uma aliquota de 20 pL foi injetada dentro do sistema
HPLC (Waters 2690 Separation Module in line with a Waters 996 UV- Vis Detector
set at 254 nm). As analises foram realizadas no modo isocratico utilizando coluna
em fase reversa Luna C18 (250 x 4.6 mm, 5 um) e a fase movel foi 75:25

agua/acetonitrila (fluxo 1.0mL/min).
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4.1.Avaliacdo da citotoxicidade para as células McCoy do sistema IAA/HRP

pelo teste do Vermelho Neutro.

Utilizando a metodologia do teste para citotoxicidade do Vermelho Neutro,
na Figura 3, foi realizado o controle basal de morte celular por incubagéo a 37°C
durante uma hora com monitoracdo a cada 15 minutos a fim de padronizarmos o
tempo de incubagdo dos testes que seriam realizados; como controles testamos
também as células com trés concentragdes diferentes de IAA, tendo sido
observado que somente na maior concentragédo (6,25mM) uma citotoxicidade de
cerca de 25% de morte celular pode ser observada. Foi realizada o teste de
validagéo do sistema com trés concentracdes de IAA adicionados de HRP (1uM),
concluindo que o método foi eficientemente citotdxico para células McCoy.

Além disso, na Figura 4, para confirmarmos que a citotoxicidade do
sistema |IAA/HRP é dependente de ERO’s (espécies reativas de oxigénio)
utilizamos uma substancia antioxidante, o acido ascorbico (AA) que foi adicionado
ao sistema IAA/HRP na concentracédo de 10mM. O teste esta representado pela
linha azul escura, mostrando que nas mesmas condi¢gdes anteriores a adigdo de
AA, a morte foi reduzida em aproximadamente 60% apo6s a adicao do AA. Quando
adicionou-se catalase na concentracdo 100uM, nas mesmas concentragdes
utilizadas para testar o sistema, observou-se que o efeito protetor nao foi eficiente
como pode-se observar acompanhando a linha azul clara que fica quase

sobreposta a linha verde que representa a citotoxicidade do sistema completo.
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Figura 3. Efeito de inducédo de citotoxicidade pela associacdo IAA+HRP (1uM

final) em células McCoy (6 x 10%/mL), pelo método de Vermelho Neutro.
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Figura 4. Avaliacdo dos efeitos protetores do AA (10mM) e catalase (100uL) no

sistema IAA+ HRP (1uM final) em células McCoy (6 x 10%/mL), pelo método do

Vermelho Neutro.
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4.2 Avaliacdo da citotoxidade para as células McCoy do sistema IAA/HRP

pelo teste do Azul de Trypan

Previamente a todos os testes foi feita uma contagem inicial das células
McCoy viaveis, utilizando-se o Azul de Trypan. A porcentagem de células vivas foi
sempre superior a 97%. A incubacao das células isoladamente a 37°C em PBS,
provoca uma morte celular ndo superior a 15% ap6s 1 hora (Figura 5).
Experimentos de indice de viabilidade com o teste do Vermelho Neutro mostraram
resultados comparaveis com o teste de exclusdo do Azul de Trypan padronizado
em testes preliminares e, por isso, optamos por esse ultimo, por ser mais rapido e
pratico, na seqUéncia dos experimentos. Esse procedimento também facilitou a
execucao dos testes realizados em aerobiose e anaerobiose.

Na Figura 6, utilizando o ensaio de exclusdo do Azul de Trypan, foi
realizado o estudo da citotoxicidade do sistema I|IAA/HRP, em quatro
concentragbes de IAA: 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mM com HRP (1uM), comprovando a
eficacia do sistema com aproximadamente 100% morte quando no ponto com IAA
(2 mM) e HRP (1uM). Na insercao esta demonstrado os controles com células e
HRP (1uM); células com IAA (2mM), mostrando n&o serem citotoxicos quando
sozinhos, e para provar o efeito citotdxico do sistema esta o teste IAA (2mM) com
HRP(1uM).

Os resultados n&o foram submetidos as delimitagbes dos estagios de

apoptose pelo software Cell Quest, porque foi observado que as células utilizadas
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Figura 5. Percentagem de morte celular apés 15, 30, 45 e 60 minutos de

incubagdo em banho—maria (37°C). Células McCoy 1x 10°/mL em um volume final

de 500uL em PBS (média e desvio padrédo de 3 experimentos realizados

concomitantemente).
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Figura 6. Citotoxicidade do par IAA/HRP nas células McCoy avaliadas no ensaio

de exclus&o do Azul de Trypan. Células McCoy (1 x 10° cels/mL), 1 uM. HRP. Os

resultados foram obtidos da média e desvio padréo das triplicatas (Insercéo)

Controles com 2mM |AA ou 1uM HRP contra sistema completo.
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Como no teste com Vermelho Neutro observamos um efeito inibidor de um
antioxidante exdgeno (AA), avaliamos no teste com o Azul de Trypan um
poderoso antioxidante endégeno, a melatonina, que na concentragcdo de 1mM se

mostrou eficiente na protecao das células McCoy frente ao sistema IAA/ HRP.

IAA+HRP L

|AA+HRP+1mM(mel.) I

0 20 40 60 80 100
(%) MORTE CELULAR

Figura 7. Estudo da concentracdo da melatonina como agente protetor da
citotoxicidade das células McCoy (1x 10%/mL) com IAA (2mM) + HRP (1uM), pelo
método de Azul de Trypan. Incubacgao a 37°C por 1 hora.
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Na Figura 8, para também comprovar que o sistema & dependente de
ERO’s, realizamos o teste de anaerobiose pelo borbulhamento de Nitrogénio no
tubo Falcon, contendo IAA (2mM) adicionado a HRP (1uM) e células McCoy; com

a retirada de oxigénio da reacéao foi observada uma diminuicédo de morte.

IAAHN2 ———
IAAHRP H
LA R R B R R B BN N B R B AL L RN R BN
0 20 40 60 80 100
%MORTE CHLULAR

Figura 8. Efeito da anaerobiose na percentagem de morte de células McCoy (1x
108mL) com IAA (2mM) + HRP (1uM), pelo método de Azul de Trypan.

Incubagéo a 37°C por 1 hora.
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A confirmacdo de que o sistema IAA/HRP é induzido pela presenga de
ERO’s, também pode ser confirmada no experimento de aeracdo do meio
representado pela Figura 9, onde utilizamos as trés menores concentracdes de
IAA adicionadas de HRP (1uM), onde n&o obtinhamos 100% de morte e
comprovamos que, ao introduzir oxigénio através do borbulhamento aumentou-

se a citotoxicidade.

IANO,5TVIHHRP ’

IAAO5MVIHHRPHOR "

IAA(IMIVHHRP ’

IAAAMVHHRPHOR "

IAA(1,5rVIHHRP "
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Figura 9. Aumento da citotoxidade do sistema HRP (1uM)+ IAA (0,5; 1,0 e
1,5mM), pelo borbulhamento de O, no meio, pelo método de Azul de Trypan.

Incubacgao a 37°C por 1 hora.
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A Figura 10, resume o achado da inducdo de morte celular pelo sistema
IAA/HRP avaliada pelo método de Azul de Trypan; comprova que a enzima HRP ou
o IAA isoladamente n&o sao citotoxicos; e que melhor efeito protetor da
citotoxicidade do sistema foi proporcionado pelo AA. Nos experimentos
anaerobicos, a mistura da reacao foi deoxigenada com nitrogénio. Os resultados
foram obtidos da média e desvio padréo dos experimentos realizados em triplicata.
O Grafico mostra que substancias antioxidantes, como melatonina e acido
ascorbico, foram parcialmente capazes de diminuir a morte das células. Quando a
mistura da reacgéo foi feita anaerdbica, por borbulhamento de nitrogénio durante o

curso da reacgao, a citotoxicidade do par IAA/HRP foi significantemente diminuida.

IAA+HRP+N2 S
IAA+HRP+0,1mM AA h
IAA+HRP+1mM mel h
IAA+HRP L
CT IAA B
CT HRP -
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0 20 40 60 80 100
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Figura 10. Efeito protetor de substancias antioxidantes na indugéo de citotoxidade
pela associacdo IAA (2mM final) + HRP (1uM final) em células McCoy (1x10°/mL).
Volume final da reagcdo = 500uL, pelo método de Azul de Trypan. Incubacgéo a

37°C por 1 hora. CT=s0 IAA, 2mM ou s6 HRP (1uM); Mel (1TmM) e AA (10mM).
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4.3. Andlise estatistica dos dados obtidos por citometria de fluxo.

Os estudos com citometria de fluxo comprovam em linhas gerais os
resultados obtidos com as técnicas do Vermelho Neutro e Azul de Trypan. O
sistema IAA/HRP, induz uma acelerada morte das células McCoy,
predominantemente por necrose/e ou apoptose tardia, tanto em meio pobre, PBS
(Figuras 11 e 12), como em meio rico, Eagle (Figura 13). Todavia neste ultimo,
resultados estatisticamente significativos de necrose foram observados apenas
apos 5 horas de incubacgéo (Figura 13). Nas figuras 11, 12 e 13, foi realizada
analise estatistica somente com os dados obtidos nos testes com IAA (2mM) e
HRP (1uM), devido a maior reprodutibilidade quando comparado com outra
concentracao testada. Foram também comparados os valores obtidos de morte
por necrose do controle com necrose do teste e apoptose do controle com
apoptose do teste.

Foi realizada a avaliagdo da necrose e apoptose das células McCoy apoés 1
hora de incubagcdo em meio pobre (PBS), Figura 11, com IAA (2mM) e HRP
(1uM); os dados foram obtidos ap6s marcagdo com anexina ou lodeto de
propideo (metodologia descrita no item 3.1.3.6). Foi observado que no controle a
percentagem de morte por necrose, sO pela exposicdo a incubacdo € de
aproximadamente 20% o que evidencia o fato de que essas células em
suspensao sao frageis, mas quando comparados os valores de morte por necrose
do controle com os do teste obtém-se aproximadamente 55% de morte com um
p<0,001.

Realizamos, na Figura 12, a avaliagdo da necrose e apoptose das células

McCoy ap6s 5 horas de incubagdo em meio pobre (PBS), com a adigao de IAA
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(2mM) e HRP (1 uM); e a avaliagao da apoptose e necrose dos controles s6 com
células; os dados foram obtidos apdés marcagcdo com anexina ou lodeto de
propideo (metodologia descrita no item 3.1.3.6). Observou-se que existe um
aumento da porcentagem de morte celular nos controles devido ao maior tempo
de incubacgao (5 horas), A porcentagem de morte por apoptose diminuiu no teste e
isso se deve, provavelmente, ao fato de que estas células estariam ja em
apoptose tardia, e,quando adicionado o sistema IAA/HRP, elas migram para o
quadrante das células em necrose.

Na Figura 13, podemos verificar a avaliacdo da necrose e apoptose das
células McCoy ap6s 5 horas de incubagédo em meio rico (Eagle), com a adicao de
IAA (2 mM) e HRP (1 uM); e a avaliagdo da apoptose e necrose dos controles sé
com células; os dados foram obtidos apés marcagcdo com anexina ou lodeto de
propideo (metodologia descrita no item 3.1.3.6). Mesmo com o meio rico (Eagle)
nos controles existe uma grande porcentagem de morte celular. Apos a adigéo do
sistema IAA/HRP é possivel observar que a porcentagem de morte por apoptose
diminuiu no teste e isso se deve ao fato de que estas células provavelmente
estariam em apoptose tardia, e, quando adicionado o sistema IAA/HRP, elas

migrariam para o quadrante das células em necrose.
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Figura 11. Citometria de fluxo: Necrose observada apdés 1 hora de incubagao, em
meio PBS: N = % células mortas por necrose; A = % células mortas por apoptose;
CT= controle. Anadlise estatistica: test t Student (teste vs controle) n.s = ndo

significativo.
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Figura 12. Citometria de fluxo: Necrose observada ap6s 5 horas de incubagéo,
em meio PBS: N = % células mortas por necrose; A = % células mortas por

apoptose; CT= controle. Analise estatistica: testt Student (teste vs controle).
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Figura 13. Citometria de fluxo: Necrose observada apés 5 horas de incubagao,
em meio Eagle: N = % células mortas por necrose; A = % células mortas por

apoptose; CT= controle. Analise estatistica: testt Student (teste vs controle).
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4.4. Utilizac&o da triade Etil ester IAA / esterase/ HRP como um modelo
alternativo ao sistema IAA/HRP.

A ligacao radicalar entre o escatoil e oxigénio explica o rapido consumo de

oxigénio quando o IAA foi misturado com HRP (Figura 14.A).
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Figura 14 (A). Consumo de oxigénio provocado pela oxidacdo do IAA ou Etil
ester IAA catalizado por HRP. O meio de reagao era composto de 1 mM IAA,
ou 1 mM Etil ester IAA; 0,5 uM HRP e varias concentracbes de esterase em
0,05 M tampéo fosfato pH 5,5 a 37°C. O volume final era 3 mL.(1) Etil ester
IAA e HRP,(2) IAA e HRP, (3) Etil ester IAA, 0,5 U/mL esterase e HRP, (4)

Etil ester IAA, 1,5 U/mL esterase e HRP, (5) Etil ester IAA, 3,0 U/mL esterase
e HRP.
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As oxidacgbes foram estudadas também no pH fisiol6gico. Embora a taxa
relativa da reagao para oxidacao tenha diminuido, quando comparada ao pH 5,5,

resultados similares foram obtidos no pH 7,4 (Figura 14.B).
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Figura 14 (B). Consumo de oxigénio provocada pela oxida¢do do IAA ou Etil
ester IAA catalizada por HRP. Reagdes de pH 7,0. Etil ester IAA e HRP (1), IAA
mais HRP (2) etil ester IAA mais HRP mais 3,0 U/mL esterase (3).
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A HRP foi completamente inativa quando IAA foi substituido pelo seu
derivado Etil ester. Entretanto, quando uma esterase foi adicionada na mistura da
reacao levando a hidrélise do Etil ester IAA para o precursor IAA, a oxidagcado toma
seu curso natural.

A confirmacéo que a esterase foi catalizando a hidrélise do Etil ester I1AA
para IAA foi obtida pelo HPLC. O cromatograma representado na (Figura 15),
mostra o pico do IAA (A), o pico do Etil ester IAA (B), o pico do Etil ester IAA
depois da hidrolise (C) e o pico obtido quando a mistura de reagcéo contendo Etil
ester IAA, esterase e HRP foi injetada (D).

A potente citotoxicidade do Etil ester do IAA na combinagcdo com HRP
acrescido de esterase, foi avaliada usando-se novamente a linhagem de células
McCoy. Utilizando o ensaio de citotoxicidade do Vermelho Neutro e Azul de
Trypan, observa-se citotoxicidade similar ao sistema IAA/HRP, anteriormente

demonstrado (Figuras 16 e 17).
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Figura 15. Perfil Cromatografico de IAA e Etil ester IAA. 1 mM IAA ou 1 mM Etil
ester IAA, 0,5 uM HRP; 3,0 U/mL esterase em 0,05 M tampéo fosfato pH 5.5 a
37°C.A mistura da reagao (20 pl) foi injetada depois de 1hora do inicio da reacgao.
Pico do IAA (A), pico do Etil ester IAA (B), pico do Etil ester IAA depois da hidrélise
catalisada por esterase (C) e o pico depois da oxidagao da hidrolise do Etil ester
IAA pelo HRP (D).
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Figura 16. Avaliacdo do potencial do Etil ester do IAA na concentracdo

3,125Mm+esterase (5U/mL)+ HRP (1uM) como um sistema alternativo ao modelo

IAA/HRP, pelo método de Vermelho Neutro.
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Esta € mais uma evidéncia da geracao de radicais peroxil. Como esperado,
considerando a caréncia de reatividade entre HRP e o Etil ester IAA, este par
enzima/pro-droga foi significantemente menos citotoxico na auséncia de esterase
(Figura 17).
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Figura 17. Citotoxicidade da triade Etil ester IAA/esterase/ HRP nas células
McCoy avaliadas no ensaio do Azul de Trypan. Células McCoy (1 x 10° cels/mL),
2 mM Etil ester IAA, 1 uM HRP, 5 U/mL esterase. Os resultados foram obtidos da

meédia e desvio padrao dos experimentos realizados em triplicata.
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O IAA é um horménio de planta que regula o crescimento e
desenvolvimento de plantas. O IAA é também um catabdlito do triptofano, com
niveis micromolares no plasma humano. Doses de IAA de 100ug/kg de peso
foram administradas em seres humanos em estudos pioneiros, com outro
proposito, observando-se alguma redugao nos niveis sangiineos de glicose, sem
outras alteracbes fisioldgicas notaveis (MIRSKY; DIENGOTT., 1956). Estudos
recentes sugerem que o IAA, quando oxidado pela HRP sem a participagcdo do
peréxido de hidrogénio, produz compostos citotoxicos que poderiam ser usados
como base para um novo modelo de terapia para tumores malignos. Os
mecanismos de citotoxicidade relatados na literatura indicam uma variedade de
moléculas e processos que poderiam induzir a morte de alguns tipos de células
alvo estudadas. Assim a primeira hip6tese aventada foi a possibilidade da

peroxidacao lipidica da membrana destas células (CANDEIAS et al., 1995).

Todavia, estudos subsequientes em sistemas celulares sugeriram que essa
via ndo seria a mais importante, (FOLKES; WARDMAN., 2001) sendo propostos
outras citotoxinas como o MOI, 3-metileno-2-oxindol, (Figura 2, 10), e mesmo o
peréoxido de hidrogénio (KIM et al., 2006). Uma evidéncia concreta nos
experimentos desenvolvidos € a de que cada linhagem celular neoplasica ou
normal, possui uma susceptibilidade bastante variavel frente ao sistema
IAA/HRP.(KIM et al., 2004; HUANG et al., 2005; TUPPER et al., 2004; FOLKES,

WARDMAN., 2001).

Para testarmos algumas dessas hipdteses em particular o envolvimento de
radicais livres formados na reagéo IAA/HRP (Figura 2), nos utilizamos a linhagem

de células McCoy (fibroblastos neoplasicos transformados) (ATCC CRL-1696).
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Métodos in vitro que medem o potencial citotoxico de drogas, foram
introduzidos na década de 80 e continuam sendo largamente utilizados. Em geral
células sdo expostas a diferentes concentragdes da substéncia ou substancias
teste por um periodo de tempo e, posteriormente, o grau de inibicdo, de

viabilidade e/ou condi¢gdes funcionais das células s&o avaliados.

A sistematica de avaliagdo dessa viabilidade celular deve, evidentemente,
iniciar-se por procedimentos mais incisivos e, se nenhuma evidéncia de
citotoxicidade direta for observada, métodos mais refinados devem ser adotados.
Entre as metodologias que avaliam a viabilidade celular diretamente estdo as
técnicas com corantes vitais como o Azul de Trypan que tem a capacidade de
penetrar somente em células mortas que tiveram a integridade funcional da sua
membrana destruida. Também muito utilizado nesse contexto € o método da
captacédo do Vermelho Neutro o qual é ativamente absorvido pelas células vivas
por pinocitose ou transporte ativo através da membrana plasmatica integra e

acumula-se apenas nos lisossomos de células vivas (BARILE., 1994).

A avaliacédo do sistema IAA/HRP para as células McCoy, por essas duas
técnicas com corantes vitais evidenciam efeito citotoxico significativo em
concentragcéo de 1 e 6 mM de IAA acrescido de 1 uM de HRP (Figuras 3 e 6). A
principal informagdo desses resultados é de que o sistema IAA/HRP altera a
viabilidade da célula McCoy por acdo direta na integridade funcional da sua
membrana celular, de acordo com os mecanismos de agao descritos no paragrafo

anterior.

Quando uma célula sofre grave lesdo que compromete sua viabilidade, ela

pode ser destruida por faléncia dos seus multilplos sistemas, em especial se a
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integridade da membrana celular for afetada. A esse processo de morte celular é
reservada a denominacdo de necrose. Ja a apoptose, a morte celular
programada, permite a eliminacédo de células que perderam a fungédo ou que vao
ser substituidas por outras, ou ainda que sofreram lesbes sutis que impedem a
sua viabilidade. Em contraste com a necrose, a apoptose € um mecanismo ativo,
que envolve a acédo coordenada de genes pro- apoptoticos e ativagdo de uma
cadeia de enzimas (caspases) que degradam o DNA (GORICOCHEA; ZAGO.,

2004).

Utilizando-se uma metodologia mais refinada, a citometria de fluxo, que
permite distinguir, com precisédo, o processo de morte envolvida no experimento,
pudemos confirmar de forma inequivoca, a total predominancia da indugéo de
necrose celular nas células McCoy quando submetidas ao sistema |IAA/HRP,
tanto em meio pobre (PBS) como em meio rico (Eagle), (Figuras 11,12 e 13),
periodo em que a unica diferenga observada € que em meio rico as células
demoram mais para serem destruidas, a exemplo do que ocorreu com o teste do
Vermelho Neutro, onde em meio Eagle houve a necessidade de uma maior
concentragcdo do IAA para se observar a morte celular mais eficiente.
Evidentemente, nos dois casos, as melhores condi¢cdes propiciadas pelo meio rico

protegem parcialmente as células, da citotoxicidade do sistema IAA/HRP.

As figuras 11, 12 e 13 provam que este sistema IAA/HRP quando testado
para células McCoy, induz a morte celular por necrose. As barras que
representariam os valores obtidos por apoptose provavelmente estdo inseridos no
quadrante referente a apoptose tardia. Como no nosso experimento as células

McCoy se mostraram muito sensiveis a este sistema, nao foi utilizado o software
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Cell Quest que classificaria a morte celular em trés estagios (apoptose inicial,
tardia e necrose),onde, certamente, as células mortas estariam no quadrante de
células mortas por apoptose tardia, explicando o fato de encontrarmos nas
figuras de barras os controles com percentagens de apoptose maiores que as dos
testes pois, depois da adicdo do sistema IAA/HRP, as células migraram do

quadrante de apoptose para o de necrose.

O mecanismo da citotoxicidade do sistema IAA/HRP é controverso.
Observando-se a Figura 2, um passo importante na formacéo de produtos pela
reacao enzimatica, € a producéo de radical livre centrado em carbono como o
escatoil, e um radical livre de oxigénio, o peroxil. Evidentemente os primeiros
candidatos a acgao citotoxica, foram esses radicais, principalmente o peroxil ja que
essas espécies reativas de oxigénio sdo elementos bastante conhecidos como
promotores de peroxidacao lipidica e portanto indutores da destruicdo da camada
bilipidica das membranas de células alvo. De fato, experimentos iniciais
evidenciaram que o sistema IAA/HRP induzia a peroxidagado lipidica em um
modelo utilizando lipossomos como alvo (CANDEIAS et al., 1995; CANDEIAS et
al., 1996). Estudo subsequente, todavia, ndo conseguiu evidenciar peroxidacéo
lipidica significativa em duas linhagens de células neoplasicas: MCF-7 e HT29

(FOLKES; WARDMAN., 2001).

O mesmo grupo de pesquisa que chegou a esses resultados propds outro
mecanismo citotoxico: a reacdo do produto MOI com compostos celulares
nucleofilicos como tidis levando a formacéao de tio- ésteres citotoxicos (FOLKES;

ROSSITER; WARDMAN., 2002).
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Nossos resultados todavia, indicam fortemente para uma lesdo de
membrana nas células McCoy com subsequiente necrose como indicam os testes
com os corantes vitais e a citometria de fluxo. O ataque a membrana dos produtos
radicalares da reagdo IAA/HRP parece ser o mecanismo mais 6bvio quando
verificamos os diferentes passos dessa reacdo. Para confirmarmos essa hipotese
submetemos o sistema IAA/HRP/células McCoy a dois tipos de antioxidantes: um
exogeno, o AA; e um enddgeno, a melatonina. O AA reduz em cerca de 70% a
morte celular avaliada pelo teste do Vermelho Neutro e 80% no teste do Azul de
Trypan. A melatonina reduz em cerca de 60% a morte das células McCoy no teste
de Azul de Trypan (Figuras 3,4 e 7). Além disso, a indugdo de anaerobiose no
meio da reagao, pelo borbulhamento de N, também reduz a percentagem de
morte celular em cerca de 60% (Figura 8 e 10). Ao contrario, o borbulhamento de

O, no meio favorece o processo de citotoxicidade (Figura 9).

Relatos mais recentes da literatura, usando como células alvo neutrofilos,
linfécitos (MELO et al., 2004) e hepat6citos de rato (TAFAZOLI; O’'BRIEN., 2004)
também evidenciaram lesdo de membrana nas células alvo, bem como o
processo de peroxidagao lipidica foi detectado. As diferengas observadas nesses
relatos podem estar relacionadas com os procedimentos metodolégicos. As
investigacbes que nao obtiveram evidéncias de lesdo de membrana, a morte
celular detectada foi predominatemente por apoptose, verificada apés um tempo
prolongado de incubagcédo (acima de 6 horas) e, as concentragbes do IAA
inferiores a 0,5 mM. E muito provavel que em baixas concentracdes de IAA o
mecanismo de morte celular seja muito mais sutil e demorado. No6s realizamos

experimento com citometria de fluxo em baixas concentrac¢des de IAA (< 500mM),
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porém, apos 12 horas de incubagdo mesmo as células controle atingiam 100% de
morte, indicando uma baixa viabilidade das células McCoy em suspensao, mesmo
em meio rico (Eagle). Todavia, a baixa dosagem do IAA n&o seria um fator
limitante, caso essa droga, em conjunto com o HRP, venha a ser utilizada em
técnicas de tratamento a tumores malignos (como a técnica ADEPT, por
exemplo), uma vez que esse composto possui uma toxicidade extremamente

baixa (MIRSKY; DIENGOTT., 1956).

O perdxido de hidrogénio foi a ultima molécula a se tornar candidata como
o veiculo efetor da morte celular pelo sistema IAA/HRP (KIM et al., 2006).
Utilizando células de G361, esses autores obtiveram evidéncias da formacéo de
H>0O2 quando as mesmas interagiam como sistema IAA (0,5mM) + HRP(1uM). O
perdxido de hidrogénio € uma molécula reconhecida como indutora de apoptose
em uma grande variedade de tipos celulares (DAS; MUKHERJEE; SHAHA.,
2001), embora outras espécies reativas de oxigénio também sejam indutoras
desse tipo de morte celular (AKIYAMA et al., 2005). No nosso modelo, a agédo do
peréoxido de hidrogénio na morte das células McCoy, aparentemente nao
desempenha um papel preponderante, uma vez que a utilizagdo da catalase nao

diminuiu a eficiéncia citotéxica do sistema IAA/HRP (Figura 4).

Pelo que podemos depreender da somatoria dos nossos dados com os da
literatura € que o sistema IAA/HRP é um eficiente e promissor sistema citotdxico
que atua por diferentes mecanismos induzindo células alvo, tumorais ou néao, a
necrose ou apoptose. O caminho a ser seguido, da morte celular, nos parece
estar intimamente relacionado com a concentracéo do IAA empregada bem como

o tipo de célula alvo escolhida como teste.
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Considerando a alta especificidade da HRP pelo IAA, nds hipotetizamos
que o seu Etil Ester (Etil Ester IAA), ndo seria reconhecido pela HRP,
consequentemente, poderiamos disparar a geragao de espécies citotoxicas com a
colaboracédo de duas enzimas: uma esterase que quebraria o Etil Ester IAA em
IAA e numa segunda etapa a conhecida agdo da HRP sobre o IAA. Teriamos
entdo uma aplicagéo potencial da triade: Etil Ester IAA/ esterase/ HRP como uma

nova estratégia para um procedimento do tipo ADEPT.

De fato, a especificidade da HRP para IAA, na auséncia de H,O, é
realmente marcante haja visto que as peroxidases estdo entre enzimas mais
inespecificas. A HRP pertence a uma classe de enzimas que usam peroxido de
hidrogénio como um co-substrato para oxidar um grande numero de fendis,
aminas aromaticas e derivados indoéis (VEITCH et al.,, 2001). Outra importante
peroxidase € a mieloperoxidase, que inclui aproximadamente 5% da proteina
contida nos neutréfilos e é responsavel pela produgdo de acido hipocloroso
bactericida quando estas células sdo ativadas (KLEBANOFF., 2005). Entretanto,
s6 a HRP é capaz de catalizar a oxidagao do IAA sem perdxido de hidrogénio
(DUNFORD., 1999). Esta alta especificidade foi confirmada por nés com o Etil
Ester IAA, que apesar de sua estrutural similaridade com IAA, nao foi reconhecido
como substrato da HRP (Figuras 14a e 14b). Uma explicacdo razoavel para a
falta de reatividade entre HRP e Etil Ester IAA é a impossibilidade da
decarboxilagcdo oxidativa. Este passo é responsavel pela produgcédo de
hidroperéxido escatoil que é essencial na geragdo de espécies citotoxicas
(GAZARIAN et al., 2000). A necessidade de decarboxilagdo oxidativa durante a

geracao de espécies citotdxicas mediada por IAA foi a base para nossa aplicagéo



5. Discussao 77

do Etil Ester IAA como uma pré-droga potente. Montamos entdo um modelo
experimental em que duas enzimas foram necessariamente disparadas para a
geracado de espécies citotdxicas o que podera conferir um aperfeicoamento da

seletividade no local do tumor (Figuras 15, 16 e 17).

Certamente, alguém poderia argumentar que esterases estdo em toda a
parte nos mamiferos e, conseqientemente, ndo seria adequado para estratégia
do ADEPT. Entretanto, este é s6 um modelo, e este poderia ser avancado pela
sintese de B- galactosideos ou HRP e B- glucosidase, que também poderiam ser
utilizadas na estratégia ADEPT (WANG et al.,, 2007; THOMAS et al., 2007). A
Figura 18, mostra nossa proposta para uso de derivados de Ester de IAA como

duas enzimas dependentes de pré-drogas para estratégia ADEPT.

Outra poderosa aplicacdo do Etil Ester IAA estd ligada a sua alta
lipossolubilidade, quando comparada com o IAA. Por exemplo, na estratégia
GDEPT, onde células construidas poderiam expressar HRP (GRECO et al.,
2002). Neste caso, depois da difusdo do Etil Ester IAA para o meio intracelular,
esterases enddgenas poderiam hidrolizar o substrato, liberando IAA para HRP

expressa in situ.
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Figura 18. Proposta para o uso do Ester derivado do IAA como uma pré-droga dependente

de duas enzimas para estratégia de ADEPT.
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CONCLUSOES

1. Sistema IAA/HRP significativamente citotdxico para células McCoy em

relagdo aos controles;

2. Acido Ascorbico (10mM), Melatonina (1mM) produzem efeito eficiente;

3. A anodxia (N2) e a oxigenacao (O2) do meio, respectivamente, protegem e

aumentam o efeito citotdxico do sistema IAA/HRP;

4. A catalase é ineficiente na protecdo das células McCoy para o mesmo

sistema;

5. Pelos dados obtidos, o mecanismo de citotoxicidade € dependente de
radicais livres, que sabidamente s&o indutores de necrose em modelos

celulares;

6. A triade Etil ester IAA/ esterase/ HRP mostrou ser um novo e eficiente
sistema enzimatico, produtor de citotoxicidade seletiva, podendo ser

utilizado como modelo para novas estratégias ADEPT e correlatas.



7. REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS




7. Referéncias Bibliograficas 82

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AKIYAMA, N.; SHIMMA, N.; TAKASHIRO, Y.; HATORI, Y.; HIRABAYASHI, T.;
HORIE, S.; SAITO, T.; MURAYAMA, T. Decrease in cytosolic phospholipase 2
o mMRNA levels by reactive oxygen species via MAP Kinase pathways in PC12

cells: effects of dopaminergic neurotoxins. Cell Signal., v.17, p. 597-604,2005.

ALAQOUI, A.E.; SAHA, N.; SCHMIDT, F.; MONNERET, C.; FLORENT, J.C.; New
Taxol (paclitaxel) prodrugs designed for ADEPT and PMT strategies in cancer

chemotherapy. Bioorg Med Chem., v.14,p. 5012-5019, 2006.

BAGSHAWE, K.D. Antibody-directed enzyme prodrug therapy (ADEPT) for

cancer. Expert Rev Anticancer., Ther vol.6, p.1421-1431, 2006.

BAGSHAWE, K.D.; SHARMA, S.K.; SPRINGER, C.J.; ROGERS, G.T.; Antidoby
directed enzyme produg therapy (ADEPT). A review of some theoretical,

experimental and clinical aspects. Ann. Oncol., v. 5, p. 879-891,1994.

BALLONE, G.J., - Melatonina - in. PsiqWeb Psiquiatria Geral, Internet,
disponivel em <http://gballone.sites.uol.com.br/geriat/melatonina.html, acesso 2

de fevereiro de 2007.



7. Referéncias Bibliograficas 83

BANDURSKI, R.S.; COHEN, J.D.; SLOVIN, J.P.; REINECKE, D.M.; Auxin
biosynthesis and metabolism. IN: DAVIES, P.J., editor. Plant hormones:
physiology, biochemistry and molecular biology. Dordrecht: kluer Academic

Plublishers, p. 3965, 1995.

BARILE, F.A. Introduction to in vitro cytotoxicology: mechanisms and methods.

Boca Raton: CRC Press, Inc., p. 222, 1994.

BORENFREUND,E.;PUERNER, J.A. Toxicity determined in vitro by morphological

alterations and neutral red absorption. Toxicol Lett., v. 24, p.119-124,1985.

CANDEIAS, L.P.; FOLKES, L.K.; WARDMAN, P. Amplification of oxidative stress
by decarboxylation: a new strategy in anti-tumor drug synthesis. Biochem. Soc.

Trans., v.23, p.262s, 1995.

CANDEIAS, L.P.; FOLKES, L.K.; DENIS, M.F.; PATEL, K.B.; EVERETT, S.A,;
STRATFORD, M.R.L.; WARDMAN, P. Free-radical intermediates and stable
products in the oxidation of indole-3-acetic-acid. J Phys Chem., v.98, p. 10131-

10137, 1994.

CANDEIAS, L.P.; FOLKES, L.K.; WARMAN, P. Enhancement of peroxidase-
induced lipid peroxidation by indole-3-acetic acids: effect of antioxidants. Redox.

Resp., v.2, p.141-147, 1996.



7. Referéncias Bibliograficas 84

CARVALHO, P.R.F.; SILVA, D.H.S.; BOLZANI, V.S.; FURLAN, M. Antioxidant
quinonemethide Triterpenes from Salacia campestris. Chemistry & Biodiversity.,

v. 2, p. 367-372, 2005.

CHENG, H.; CAO, X.; XIAN, M.; FANG, L.; CAI, T.B.; JI, J.J.; TUNAC, J.B.; SUN,
D.; WANG, P.G. Synthesis and enzyme-specific activation of carbohydrate-
geldanamycin conjugates with potent anticancer activity. J Med Chem., vol.48,

p.645-652, 2005.

DAS,M.; MUKHERJEE, S.B.; SHAHA, C. Hydrogen peroxide induced apoptosis
like death in Leishmania donovani promasigotes. J. Cell Sei., v.114, p.1461-2469,

2001.

DIENGOTT, D.; MIRSKY I|.A. Hypoglycemic action of indole-3-acetic acid by
mouth in patients with diabetes mellitus. Proc. Soc. Exp. Biol. Med., v. 93, p.109-

110, 1956.

DUNFORD, H.B. Heme peroxidases. Wiley—VCH., New York, 1999.

ENGVILD, K.C., The death hormone hypothesis. Physiol Plant., v.77, p.282-285,

1989.

FERREIRA, A.L.A;; MATSUBARA, L.S., Radicais Livres: conceitos, doencas
relacionadas, sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da Associacéo

Médica Brasileira., v. 43, p. 61-68, 1997.



7. Referéncias Bibliograficas 85

FOLKES, L.K.; CANDEIAS, L.P.; WARDMAN, P. Toward targeted "oxidation
therapy" of cancer: peroxidase-catalysed cytotoxicity of indole-3-acetic acids. Int J

Radiat Oncol Biol Phys., v.142, p.917-920, 1998.

FOLKES,L.K,;DENNIS,M.F.;STRATFORD,M.R.L.;CANDEIAS,L.P.;WARDMAN,P.,
Peroxidase- catalysed effects of indole-3-acetic acid and analogues on lipid
membranes, DNA and mammalian cells in vitro. Biochem. Pharmacol., v. 57, p.

375-382, 1999.

FOLKES, L.K.; WARDMAN, P. Oxidative activation of indole-3-acetic acids to
cytotoxic species a potential new role for plant auxins in cancer therapy. Biochem.

Pharmacol., v. 61, p.129-136, 2001.

FOLKES, L.K.; ROSSITER, S.; WARDMAN, P. Reactivity toward thiols and
cytotoxicity of 3-methylene-2-oxindoles, cytotoxins from indole-3-acetic acids, on

activation by peroxidases. Chem ResToxicol., vol.15, p.877-882, 2002.

GAZARIAN, 1.G.; LAGRIMINI, L.M.; MELLON, F.A.; NALDRETT, M.J.; ASHBY,
G.A.; THORNELEY, R.N. Identification of skatolyl hydroperoxide and its role in the
peroxidase-catalysed oxidation of indol-3-yl acetic acid. Biochem J., vol.333,

p.223-232, 1998.



7. Referéncias Bibliograficas 86

GORICOCHEA, B; ZAGO, M.A. Bases moleculares e Citogenéticas. Oncogenes e
antioncogenes. In: Hematologia. Fundamentos e Pratica, ZAGO, M.A;

FALCAO, R.P.; PASQUINI, R. Ed Atheneu, p.375, 2004.

GRECO, O.; FOLKES, L.K.; WARDMAN, P.; TOZER, G.M.; DACHS, G.U.
Development of a novel enzyme/prodrug combination for gene therapy of cancer:
horseradish peroxidase/indole-3-acetic acid. Cancer Gene Ther., vol.7, p.1414-

1420, 2000.

GRECO, O.; DACH, G.U., Gene-directed enzyme/prodrug therapy of cancer:
historical appraisal and future prospectives. J. Cell Physiol., vol.187,p. 22-36,

2001.

GRECO, O.; ROSSITER, S.; KANTHOU, C.; FOLKES, L.K.; WARDMAN, P;
TOZER, G.M.; DACHS, G.U., Horseradish peroxidase mediated gene therapy:
choice of prodrugs in oxic and anoxic tumor conditions. Mol. Can. Ther., vol.1,

p.151-160, 2001.

GRECO, O.; DACHS, G.U.; TOZER, G.M.; KANTHOU, C. Mechanisms of
cytotoxicity induced by horseradish peroxidase/indole-3-acetic acid gene therapy.

J Cell Biochem., vol.87, p.221-322, 2002.

HARTEMINK, A.E. Biomass and nutrient accumulation of Piper aduncum and
Imperata cylindrica fallows in the humid lowlands of Papua New Guinea. Forest

Ecology and Management., vol.144, p.19-32, 2004.



7. Referéncias Bibliograficas 87

HATHERILL, J.R.; TILL, G.O.; WARD, P.A. Mechanisms of oxidant-induced

changes in erythrocytes. Agents — Actions., vol.32, p.351-358, 1991.

HERMMINKI, A.; ALVAREZ, R.D. Human gene marker/therapy clinical protocols.

Hum. Gene Ther., vol.11, p.2543-2619, 2000.

HUANG, C.; LIU, L.Y.; SONG, T.S.; NI, L.; YANG, L.; HU, X.Y.; HU, J.S.; SONG,
L.P.; LUO, Y.; SI, L.S. Apoptosis of pancreatic cancer bxpc-3 cells induced by
indole-3-acetic acids in combination with horseradish peroxidase. Word J

Gastroenterol., vol.11. p.4519-4523, 2005.

IGNEY, F.H.; KRAMMER, P.H. Death and anti-death: tumor resistance to

apoptosis. Nature Reviews., vol. 2, p.227-288, 2002.

IMEN - INSTITUTO DE METABOLISMO E NUTRICAO - - in. PsigWeb Acido
Ascorbico Geral, Internet, disponivel em <http:// www.nutricao clinica.com.br,

acesso em 2 de fevereiro de 2007.

JUNG, M. Antibody directed enzyme prodrug therapy (ADEPT) and related

approaches for anticancer therapy. Mini Rev Med Chem., vol.1, p.399-407, 2001.



7. Referéncias Bibliograficas 88

KAWANO, T.; KAWANO, N.; HOSOYA, H.; LAPEYRIE, F. Fungal auxin
antagonist hypaphorine competitively inhibits indole-3-acetic acid dependent
superoxide generation by horseradish peroxidase. Biochem. Biophys. Res.

Commun., vol. 288, p.546-551, 2001.

KAWANO, T. Possible use of indole-3-acetic acid and its antagonist tryptophan
betaine in controlled kiling of horseradish peroxidase-labeled human cells.

Medical Hypotheses., vol. 60, p.664-666, 2003.

KIM, D.S.; JEON, S.E.; PARK, K.C. Oxidation of indole-3-acetic acid by
horseradish peroxidase induces apoptosis in G361 human melanoma cells. Cell

Signal., vol. 16, p. 81-88, 2004.

KIM, D.S.; JEON, S.E.; JEONG, Y.M.; KIM, S.Y.; KWON, S.B.; PARKK.C.
Hydrogen peroxide is a mediator of indole-3-acetic acid/horseradish peroxidase-

induced apoptosis. FEBS Lett., vol.580,p.1439-1446, 2006.

KIM, D.S.; KIM,S.Y.; JEONG, Y.M.; JEON, S.E.; KIM, M.K.; KWON, S.B.; PARK,
K.C , Indole-3-Acetic Acid/Horseradish Peroxidase- Induced Apoptosis Involves
Cell Surface CD95 (Fas/APO-1) Expression. Biolm Pharm. Bull., vol.29, p. 1625-

1629, 2006.

KLEBANOFF, S.J. Myeloperoxidase: friend and foe. J Leukoc Biol., vol.77,

p.598-625, 2005.



7. Referéncias Bibliograficas 89

KRATZ, F.; MULLER, LA.; RYPPA, C.; WARNECKE, A. Prodrug Strategies in

Anticancer Chemotherapy. ChemMedChem., vol.3 ,p.20-53, 2007.

MELO, M.P.; LIMA, T.M.; PITHON-CURI, T.C.; CURI, R.; The mecanism of indole

acetic acid cytotoxicity. Toxicology Letters., vol. 148, p.103-111, 2004.

NAKAJIMA, R.; YAMAZAKI, I. The mechanism of indole-3-acetic acid oxidation by

horseradish peroxidases. J Biol Chem., vol.254, p.872-878, 1979.

O'BRIEN, P.J. Peroxidases. Chemico-Biological Interactions., vol.129, p.113-

139, 2000.

PEDONE, E.; SEARLE, F.; BROCCHINI, S.J. Diethylstilbestrol glutamate as a

potential substrate for ADEPT. J Drug Target., vol.14, p.437-43, 2006.

RYAN, O.; SMYTH, M.R.; FAGAIN, C.O. Horseradish peroxidase: the analyst's

friend. Essays Biochem., vol.28, p.129-146, 1994.

SCHMITT, C.A. Senescence, apoptosis and therapy-cutting the lifelines of cancer.

Nature Reviews., vol. 3, p.286-295, 2003.

SILVA, A.T.; CHUNG, M.C.; CASTRO, L.F.; GUIDO, R.V.; FERREIRA, E.I

Advances in prodrug design. Mini Rev Med Chem., vol.5, p.893-914, 2005.



7. Referéncias Bibliograficas 90

TAFAZOLI, S.; O’ BRIEN, P.J. Prooxidant activity and cytotoxic effects of indole-3-

acetic derivate radicals. Chem. Res. Toxicol., vol.17,p.1350-1355, 2004.

THOMAS, M.; RIVAULT, F.; TRANOY-OPALINSKI, I.; ROCHE, J.; GESSON, J.P.;
PAPOT, S. Synthesis and biological evaluation of the suberoylanilide hydroxamic
acid (SAHA) beta-glucuronide and beta-galactoside for application in selective

prodrug chemotherapy. Bioorg Med Chem Lett., vol.17, p.983-986, 2007.

TUPPER, J.; GRECO, O.; TOZER, G.M.; DACHS, G.U.; Analysis of the
horseradish peroxidase/ indole-3-acetic acid combination in a three-dimensional

tumor model. Cancer Gene Ther., vol.11, p.508-513, 2004.

VEITCH, N.C. Horseradish peroxidase: a modern view of a classic enzyme.

Phytochemistry., vol.65, p.249-259, 2004.

XU, G.; McLEOD, H.L. Strategies for enzyme/prodrug cancer therapy. Clin

Cancer Res., vol.7, p.3314-3324, 2001.

XU, K.L.; ZHANG, Y.; PAN, X.Y.; LU, Q.X. Inhibiting the expression of CD28
costimulatory molecule on human lymphocytes by special siRNA. Chinese Med J

(Engl)., vol.118, p.480-6, 2005.



7. Referéncias Bibliograficas 91

XIMENES, V.F.; CAMPA, A.; CATALANI L.H. The oxidation of indole derivatives
catalyzed by horseradish peroxidase is highly chemiluminescent. Arch Biochem

Biophys., vol.387, p.173-179, 2001.

WANG, S.; LIU, D.; ZHANG, X.; LI, S.; SUN, Y.; LI, J.; ZHOU, Y.; ZHANG, L.
Study on glycosylated prodrugs of toxoflavins for antibody-directed enzyme tumor

therapy. Carbohydr Res., vol.342, p.1254-1260, 2007.



3. ANEXOS




8.1. Anexo

8.1. Avaliacdo da citotoxidade para as células McCoy do sistema IAA/HRP

por citometria de fluxo.

8.1.1. Analise da citotoxicidade realizada por citometria de fluxo. Células

McCoy (4,5 x10%/mL) IAA (ImM e 2mM) e HRP (1uM final) em meio PBS com

incubacao de 1 hora

N= necrose

A= apoptose

Contagem de células inicial

“gate” controle de células vivas

CT PBS/1h

Teste PBS IAA(1mM) /HRP(1uM)/1h

Teste PBS IAA(2mMM)/HRP(1uM)/1h
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8.1.2. Analise da citotoxicidade realizada por citometria de fluxo. Células
McCoy (4,5 x10%/mL) IAA (ImM e 2mM) e HRP (1pM final) em meio PBS com

incubacao de 5 horas.

CT PBS 5h Teste PBS IAA(1ImM) /HRP(1uM)/5h

Teste PBS IAA(2mM)/ HRP(1uM)/5h
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8.1.3. Analise da citotoxicidade realizada por citometria de fluxo. Células
McCoy (4,5 x10*/mL) IAA (ImM e 2mM) e HRP (1uM final) em meio Eagle com

incubagéo de 1 hora.

Contagem de células inicial “gate” Controle de células vivas

CT Eagle 1h Teste Eagle IAA(ImM)/HRP(1uM)/1h

Teste Eagle IAA(2mM)/HRP(1uM)/1h
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8.1.4. Anadlise da citotoxicidade realizada por citometria de fluxo. Células
McCoy (4,5 x10%) IAA (ImM e 2mM) e HRP (1uM final) em meio Eagle com

incubacao de 5 horas.

CT Eagle 5h

Teste Eagle IAA(ImM)/HRP (1uM)/5h

Teste Eagle IAA(2mM)/HRP(1uM)/5h
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Abstract

Background: The antibody-directed enzyme prodrug therapy (ADEPT) is a means of
restricting the action of toxic drugs to tumor site. The pair enzyme/prodrug horseradish
peroxidase (HRP)/indole-3-acetic acid (IAA) has been applied in the ADEPT strategies.
In this combination, the non-toxic plant hormone IAA is activated to cytotoxic species
by the catalytic action of HRP. Here we studied the use of the 1AA ester derivative,
IAA-ethyl ester, as a new cytotoxic prodrug/enzyme combination. Results: We found
that HRP was not able to catalyze the oxidation of IAA-ethyl ester in the absence of an
additional esterase. Hence, we controlled the cytotoxicity of IAA, by using two
enzymes, HRP and esterase. We present evidence for the potential application of a triad
IAA-ethyl ester/esterase/horseradish peroxidase as a new potential strategy for the
ADEPT or related strategies. Conclusions: We suggest that this technique could

provide more selectivity for the generation of cytotoxic drugs in tumor sites.

Key words: ADEPT; Indole-3-acetic acid; Indole-3-acetic acid ethyl ester; horseradish

peroxidase, esterase



Background

Anticancer drugs are characterized by a narrow therapeutic window that results
mainly from a high systemic toxicity of the drugs in combination with an evident lack
of tumor selectivity [1] Hence, the strategy known as Antibody-directed enzyme
prodrug therapy (ADEPT) is a means of restricting the action of toxic drugs to tumor
site. In ADEPT, an enzyme is linked to the antibody that targets the tumor cells. After
administration of this conjugate and clearance of the non-bonding circulating antibody,
a nontoxic prodrug, a substrate for the enzyme, is then given and, by cleaving an
inactivating component from the prodrug, a potent cytotoxic agent is generated [2,3].
The ideal drugs for ADEPT are small molecules that can diffuse within the tumor
tissues and cause the cytotoxic effect. Additionally, the enzyme system should not have
a human homologue to avoid prodrug activation outside the tumor site [4]. Some recent
developments in this area include (enzyme/prodrug): B-glucosidase/glycoside of
toxoflavin [5]; B-galactosidade/p-galactoside of suberoylanilide hydroxamic acid [6];
carboxypeptidase/diethylstilbestrol-glutamate [7]; B-D-glucuronidase/ glucuronide
paclitaxel [8]; B-galactosidase /carbohydrate-geldanamycin conjugates [9].

In 1998, Folkes et al. proposed the pair horseradish peroxidase (HRP)/ indole-3-
acetic acid (IAA) as an enzyme/prodrug combination with potential application in the
ADEPT technology [10]. This combination meets the criteria for the ADEPT strategy
since HRP is a plant enzyme and IAA, a plant hormone, is nontoxic for humans. In fact,
there are many mammalian endogenous peroxidases; however, HRP is the only one able
to catalyze the oxidation of IAA in the absence of hydrogen peroxide, which is crucial
for its potential use in the ADEPT. Under the enzymatic action of HRP, I1AA is oxidized

producing cytotoxic radical and non-radical species. Following this seminal work, many



papers have presented and discussed the mechanism of cytotoxicity of HRP/IAA in
several tumor cell lines. For instance, the identification of 3-methylene-2-oxindole as a
cytotoxic species generated during the oxidation of IAA, which is reactive towards
endogenous nucleophiles as glutathione, cysteine, and a cysteinyl peptide [11]. The use
of antioxidants, to block the apoptosis of human melanoma cells induced by IAA/HRP,
is an evidence that free radicals play an important role in the mechanism of cytotoxicity
[12]. The finding that catalase prevents IAA/HRP-induced apoptosis of G361 human
melanoma cells is an indication that hydrogen peroxide may be also involved in the
mechanism of action [13].

Considering the high specificity of HRP towards IAA, we hypothesized that its
ethyl ester, indole-3-acetic acid ethyl ester (IAA-ethyl ester), would not be recognized
by the enzyme, consequently, we could link the generation of cytotoxic species to two
enzymes. Hence, we present evidence of this potential application of a triad indole-3-
acetic acid ethyl ester/esterase/horseradish peroxidase as a new strategy for ADEPT or

related strategies.



Methods

Chemicals and Cell Culture

Indole-3-acetic acid, indole-3-acetic acid ethyl ester, melatonin, ascorbic acid,
neutral red, esterase from porcine liver (ammonium sulfate suspension, 160unit/ml) and
HRP (Type VI) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Trypan blue was purchased from Vetec (RJ, Brazil). McCoy mouse fibroblast
cells (ATCC CRL 1696) were obtained from the Cell Culture Section of the Instituto
Adolfo Lutz (SP, Brazil). They were transformed into a continuous cell line and used to
assess the in vitro basal toxicity. The 5% trypan blue solution was prepared in 0.9%
NaCl. The neutral red stock solution was 4 mg/ml in PBS and the work solution of

neutral red was prepared by diluting the stock solution to 50 ug/ml in Eagle medium.

Trypan Blue assay

McCoy cells were assessed for viability by trypan blue exclusion assay where
living cells with intact cell membranes do not take up the dye, while nonviable cells are
unable to exclude the dye and stain dark blue. The cells (1x10%ml) were incubated in
Dulbecco’'s phosphate-buffered saline (PBS-D) in various combinations of the tested
compounds and enzymes for 1 hour, at 37°C. Then, these mixtures were (1:1) incubated
with solution of trypan blue for five minutes. Cells were observed under a microscope
and stained and unstained cells were counted in a hemocytometer and the percentage of

death cells calculated [14].



Neutral red assay

The McCoy cells were maintained in the Eagle medium with 7.5% fetal bovine
serum. After trypsinization, 0.2 ml aliquots of medium containing approximately 10*
cells/ml were seeded into 96-well tissue-culture plates and incubated at 37 °C. After 24
h, the Eagle medium was removed and the cells were placed into unmodified medium
(control) or in a modified medium with various concentrations of tested compounds and
enzymes. After incubating for another 24 hr, the medium was removed and the plates
were prepared for microculture neutral red assay [15]. After a brief agitation, the plates
were transferred to a microplate reader (Spectra and Rainbow (Shell) Readers — Tecan,
Austria) and the optical density of each well was measured using a 540 nm filter and

620 nm reference wavelength. All experiments were performed at least four times.

Oxygen uptake study

The mixture of reaction contained 1 mM IAA, 1 mM IAA-ethyl ester, 0.5 uM
HRP, and various concentration of esterase in 0.05 M phosphate buffer pH 5.5. The
reactions were monitored with a Clark-type Electrode (Yellow Spring Instruments
5300A) coupled to a X-Y recorder (EG & G, Princeton Applied Research). The
reactions were performed at 37°C in a final volume of 3 ml and triggered by adding the

enzymes.



High performance liquid chromatographic (HPLC) study

The reaction mixtures consisted of 1 mM IAA or 1 mM IAA-ethyl ester, 0.5 uM
HRP and/or 3.0 units/ml esterase in 0.05 M phosphate buffer pH 5.5 were incubated at
37°C, for 30 min. Then, an aliquot of 20 pL was injected into the HPLC system (Waters
2690 Separation Module in line with a Waters 996 UV-Vis Detector set at 254 nm). The
analyses were carried out isocratically on a Luna C18 reversed-phase column (250 x 4.6

mm, 5 um) and the mobile phase was 75:25 water/acetonitrile (flow rate 1.0 ml/min).



Results

The oxidations of IAA and its ethyl ester catalyzed by HRP were monitored by
the consumption of dioxygen dissolved in the reaction medium. As well established, the
mechanism for HRP-catalyzed oxidation of 1AA, in the absence of H,0,, involves an
oxidative decarboxilation, leading to a skatolyl radical [16,17]. Here, the oxidation
studies were conducted in a slightly acid medium (pH 5.5), which is ideal for HRP-
catalyzed oxidation of IAA [16,18]. The radical coupling between the skatolyl and
dioxygen explains the fast oxygen uptake when IAA was mixed with HRP (Fig. 1A)
[10]. The oxidations were also studied at the physiological pH. Although the relative
reaction rate for oxidation was decreased, as compared to that at pH 5.5, similar results
were obtained at pH 7.4 (Fig. 1B).

The HRP was completely inactive when 1AA was replaced by its ethyl ester
derivative. However, when an esterase was added in the reaction mixture leading to
hydrolysis of IAA-ethyl ester to the precursor IAA, the oxidation took its natural course.
The confirmation that esterase was catalyzing the hydrolysis of the IAA-ethyl ester to
IAA was obtained by HPLC. The chromatograms depicted in Fig. 2 show the peak of
IAA (trace A), the peak of IAA-ethyl ester (trace B), the peak of IAA-ethyl ester after
hydrolysis (trace C) and the peaks obtained when the reaction mixture containing IAA-
ethyl ester, esterase and HRP was injected (trace D).

The potential cytotoxicity of IAA and its ethyl ester in combination with HRP
was assessed using the lineage of fibroblast cells, McCoy cells. Using the trypan blue
exclusion assay, which is based in the rupture of the cell membrane, it was found that
the combination HRP/IAA is highly cytotoxic in this experimental model (Fig. 3). The

inset in Fig. 3 also shows that neither HRP nor IAA alone, were cytotoxic.



The mechanism of cytotoxicity of IAA/HRP is linked to the generation of
oxidant species including peroxyl radical and hydrogen peroxide [13,19]. In agreement,
Fig. 4 shows that antioxidant substances, as melatonin and ascorbic acid, were partially
able to impair the cells death. When the reaction mixture was made anaerobic, by
bubbling nitrogen during the reaction course, the cytotoxicity of the pair IAA/HRP was
significantly decreased (Fig. 4). This is one more evidence of the generation of peroxyl
radicals. As expected, considering the lack of reactivity between HRP and the IAA-
ethyl ester, this pair enzyme/prodrug was significantly less cytotoxic in the absence of
the esterase (Fig. 5).

Similar results were obtained using the neutral red assay which is based on the
uptake of neutral red in the lysosomes of living cells [15]. In this case, the cells were
incubated for 24 h with the various combinations of IAA or 1AA-ethyl ester and
enzymes. Once again, a significant difference for the IAA-ethyl ester alone or in

combination with HRP and esterase (Fig. 6), was obtained.



Discussion

The restriction of the action of toxic drugs to tumor site is the major concern in
cancer chemotherapy. Hence, the ADEPT and the related strategies such as gene-
directed enzyme/prodrug (GDEPT) and virus-directed enzyme prodrug (VDEPT)
therapies, are among the widely studied technologies to target tumor cells [20]. IAA is a
promising candidate in this area, since it is completely devoid of toxicity before its
oxidation, catalyzed by HRP [10].

The specificity of HRP towards IAA, in the absence of H,O, is really
impressing, since peroxidases are among the most unspecific enzymes. Indeed, HRP
belongs to a class of enzymes that use hydrogen peroxide as a co-substrate to oxidize a
large number of phenols, aromatic amines and indoles derivatives [21-23]. Another
important peroxidase is the myeloperoxidase, which comprises up to 5 % of the protein
content in neutrophils and is responsible for the production of the bactericidal
hypochlorous acid when these cells are activated [24]. However, only HRP is able to
catalyze the oxidation of IAA without hydrogen peroxide [25]. This high specificity has
been confirmed here, since the ethyl ester of 1AA, despite its structural similarity to
IAA, was not recognized as a substrate of HRP. A reasonable explanation for the lack of
reactivity between HRP and IAA-ethyl ester is the impossibility of the oxidative
decarboxilation. This step is responsible for the production of skatolyl hydroperoxide
which is essential in the enzyme turnover and generation of cytotoxic species [16,26].
The necessity of oxidative decarboxilation during IAA-mediated generation of cytotoxic
species was the basis for our application of IAA-ethyl ester as a potential prodrug. We
suggest that, the experimental design, in which two enzymes are necessary to trigger the

generation of cytotoxic species, could confer an improved selectivity on a tumor site.



Certainly, one could argue that esterases are ubiquitous in mammalian, and
consequently, not adequate for the ADEPT strategy. However, this is just a model, and
it could be advanced by the synthesis of B- galactoside or B-glycosides esters of IAA. In
these cases, the cytotoxicity would be triggered by two non-mammalian enzymes, that
is, HRP and B-galactosidase or HRP and B-glucosidase, which have been used in the
ADEPT strategy [5,6]. Figure 7 shows our proposal for the use of ester derivatives of
IAA as two-enzyme dependent prodrugs for the ADEPT strategy.

Another potential application of the IAA-ethyl ester relies on its higher
liposolubility, as compared to IAA. For instance, in the GDEPT strategy, where
engineered cells could express HRP [19]. In this case, after the diffusion of the IAA-
ethyl ester to intracellular medium, endogenous esterases could hydrolyze the substrate,

releasing 1AA for the expressed HRP.



Authors' contributions

DHP and RRK performed the cytotoxicity studies, LMF and VFX conceived and
designed this study and wrote this manuscript. VFX performed the oxygen uptake and
HPLC studies. MSGR and RGP made substantial intellectual contributions to generate

this manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Acknowledgments
This study has been supported by Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Séo

Paulo (Fapesp) and Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolédgico

(CNPQq).



References

1. Kratz F, Miiller 1A, Ryppa C, Warnecke A: Prodrug Strategies in Anticancer

Chemotherapy. ChemMedChem 2007, 3:20-53.

2. Bagshawe KD: Antibody-directed enzyme prodrug therapy (ADEPT) for cancer.

Expert Rev Anticancer Ther 2006, 6:1421-1431.

3. Jung M: Antibody directed enzyme prodrug therapy (ADEPT) and related

approaches for anticancer therapy. Mini Rev Med Chem 2001, 1:399-407.

4. Xu G, McLeod HL: Strategies for enzyme/prodrug cancer therapy. Clin Cancer

Res 2001, 7:3314-3324.

5. Wang S, Liu D, Zhang X, Li S, Sun Y, Li J, Zhou Y, Zhang L: Study on
glycosylated prodrugs of toxoflavins for antibody-directed enzyme tumor therapy.

Carbohydr Res 2007, 342:1254-1260.

6. Thomas M, Rivault F, Tranoy-Opalinski I, Roche J, Gesson JP, Papot S: Synthesis
and biological evaluation of the suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) beta-
glucuronide and beta-galactoside for application in selective prodrug

chemotherapy. Bioorg Med Chem Lett 2007, 17:983-986.



7. Pedone E, Searle F, Brocchini SJ: Diethylstilbestrol glutamate as a potential

substrate for ADEPT. J Drug Target 2006, 14:437-43.

8. Alaoui AE, Saha N, Schmidt F, Monneret C, Florent JC: New Taxol (paclitaxel)
prodrugs designed for ADEPT and PMT strategies in cancer chemotherapy.

Bioorg Med Chem 2006, 14:5012-5019.

9. Cheng H, Cao X, Xian M, Fang L, Cai TB, Ji JJ, Tunac JB, Sun D, Wang PG:
Synthesis and enzyme-specific activation of carbohydrate-geldanamycin

conjugates with potent anticancer activity. J Med Chem 2005, 48:645-652.

10. Folkes LK, Candeias LP, Wardman P: Toward targeted ""oxidation therapy" of
cancer: peroxidase-catalysed cytotoxicity of indole-3-acetic acids. Int J Radiat Oncol

Biol Phys 1998, 142:917-920.

11. Folkes LK, Rossiter S, Wardman P: Reactivity toward thiols and cytotoxicity of
3-methylene-2-oxindoles, cytotoxins from indole-3-acetic acids, on activation by

peroxidases. Chem ResToxicol 2002, 15:877-882.

12. Kim DS, Jeon SE, Park KC: Oxidation of indole-3-acetic acid by horseradish
peroxidase induces apoptosis in G361 human melanoma cells. Cell Signal 2004,

16:81-88.



13. Kim DS, Jeon SE, Jeong YM, Kim SY, Kwon SB, Park KC: Hydrogen peroxide is
a mediator of indole-3-acetic acid/horseradish peroxidase-induced apoptosis. FEBS

Lett 2006, 580:1439-1446.

14. Xu KL, Zhang Y, Pan XY, Lu QX: Inhibiting the expression of CD28
costimulatory molecule on human lymphocytes by special siRNA. Chinese Med J

(Engl) 2005, 118:480-6.

15. Borenfreund E, Puerner JA: Toxicity determined in vitro by morphological

alterations and neutral red absorption. Toxicol Lett 1985, 24:119-124.

16. Gazarian IG, Lagrimini LM, Mellon FA, Naldrett MJ, Ashby GA, Thorneley RN:
Identification of skatolyl hydroperoxide and its role in the peroxidase-catalysed

oxidation of indol-3-yl acetic acid. Biochem J 1998, 333:223-232.

17. Nakajima R, Yamazaki |I: The mechanism of indole-3-acetic acid oxidation by

horseradish peroxidases. J Biol Chem 1979: 254:872-878.

18. Candeias LP, Folkes LK, Denis MF, Patel KB, Everett SA, Stratford MRL,
Wardman P: Free-radical intermediates and stable products in the oxidation of

indole-3-acetic-acid. J Phys Chem 1994, 98:10131-10137

19. Greco O, Dachs GU, Tozer GM, Kanthou C: Mechanisms of cytotoxicity induced
by horseradish peroxidase/indole-3-acetic acid gene therapy. J Cell Biochem 2002,

87:221-322.



20. Silva AT, Chung MC, Castro LF, Guido RV, Ferreira EI: Advances in prodrug

design. Mini Rev Med Chem 2005, 5:893-914.

21. Veitch NC: Horseradish peroxidase: a modern view of a classic enzyme.

Phytochem 2004, 65:249-259.

22. Ryan O, Smyth MR, Fagain CO: Horseradish peroxidase: the analyst's friend.

Essays Biochem 1994, 28:129-146.

23. Ximenes VF, Campa A, Catalani LH: The oxidation of indole derivatives

catalyzed by horseradish peroxidase is highly chemiluminescent. Arch Biochem

Biophys 2001, 387:173-179.

24. Klebanoff SJ: Myeloperoxidase: friend and foe. J Leukoc Biol 2005, 77:598-625.

25. Dunford HB: Heme peroxidases. Wiley—VVCH, New York; 1999.

26. Greco O, Folkes LK, Wardman P, Tozer GM, Dachs GU: Development of a novel

enzyme/prodrug combination for gene therapy of cancer: horseradish

peroxidase/indole-3-acetic acid. Cancer Gene Ther 2000, 7:1414-1420.



Figure Legends

Fig. 1. Dioxygen consumption provoked by the oxidation of IAA or IAA-ethyl ester
catalyzed by HRP. (A) When present 1 mM IAA, 1 mM IAA-ethyl ester, 0.5 uM HRP
and various concentration of esterase in 0.05 M phosphate buffer pH 5.5 at 37°C The
final volume was 3 ml. IAA-ethyl ester plus HRP (trace 1), IAA plus HRP (trace 2),
IAA-ethyl ester plus 0.5 units/ml esterase plus HRP (trace 3), IAA-ethyl ester plus 1.5
units/ml esterase plus HRP (trace 4), IAA-ethyl ester plus 3.0 units/ml esterase plus
HRP (trace 5) . (B) Reactions at pH 7.0. IAA ethyl ester plus HRP (trace 1), IAA plus

HRP (trace 2) IAA-ethyl ester plus HRP plus 3.0 unit/ml esterase (trace 3).

Fig. 2. Chromatographic profile of IAA and IAA-ethyl ester. 1 mM IAA or 1 mM IAA-
ethyl ester, 0.5 uM HRP, 3.0 units/ml esterase in 0.05 M phosphate buffer pH 5.5 at
37°C. The reaction mixture (20 pl) was injected after 1 h of the initiation of the
reaction. Peak of IAA (trace A), peak of IAA-ethyl ester (trace B), peak of IAA-ethyl
ester after hydrolysis catalyzed by esterase (trace C) and the peaks after oxidation of

the hydrolyzed 1AA-ethyl ester by HRP (trace D).

Fig. 3. Cytotoxicity of the pair IAA/HRP on McCoy cells assessed by trypan blue
exclusion assay. McCoy cells (1 x 10° cells/ml), 1 uM. HRP. The results are mean and
SD of triplicates. (Inset) Controls with 2 mM IAA or 1 uM HRP versus complete

system.



Fig. 4. Effect of antioxidants and absence of dioxygen on HRP/IAA cytotoxicity. McCoy
cells (1 x 10° cells/ml), 2 mM IAA, 1 uM. HRP and, when present, 1 mM melatonin or
0.1 mM ascorbic acid. In anaerobic experiments, the reaction mixtures were purged

with nitrogen. The results are mean and SD of triplicates.

Fig. 5. Cytotoxicity of the triad 1AA-ethyl ester/esterase/HRP on McCoy cells assessed
by trypan blue exclusion assay. McCoy cells (1 x 10° cells/mL), 2 mM IAA-ethyl ester,

1 uM HRP, 5 units/ml. The results are mean and SD of triplicates.

Fig. 6. Cytotoxicity of IAA/HRP or IAA ethyl ester/esterase/HRP on McCoy cells
assessed by neutral red assay. McCoy cells (1 x 10* cells/mL), 1 pM. HRP, when

present esterase 5 units/ml. The results are mean and SD of triplicates.

Fig. 7. Proposal for the use of ester derivatives of IAA as a two-enzyme-dependent

prodrug for ADEPT strategy.
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