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RESUMO

Diversos estudos buscam identificar compostos com atividade seletiva para células tumorais e
que possuam mecanismo de acdo para desencadear a apoptose. Dentre as substancias isoladas
de Cryptocarya sp, algumas estirilpironas, como a goniotalamina, apresentam atividade
antiproliferativa e apoptogénica em diferentes linhagens celulares. No presente estudo, foram
avaliadas as atividades citotoxica e pro-apoptotica da estirilpirona (criptomoscatona D2)
isolada de Cryptocarya mandioccana, em linhagens celulares de carcinoma cervical humano
infectada por HPV (HeLa e SiHa), ndo infectada (C33A) e fibroblasto pulmonar humano
transformado pelo SV-40 (MRC-5). A atividade citotoxica foi avaliada pelo ensaio do MTT e
a apoptose foi avaliada, respectivamente, pelos ensaios de anexina V e a expressdo de
bak/bcl-2, por citometria de fluxo. Para o ensaio do MTT, as células foram tratadas com
estirilpirona (criptomoscatona D2) nas concentragdes de 15, 30, 60 ¢ 90uM por 6, 24 ¢ 48
horas e por 6 horas com periodo de recuperagdo de 24, 48 e 72 horas pds tratamento. Para os
ensaios de apoptose, as células foram tratadas por 6 horas e periodo de recuperagdo de 24, 48
e 72 horas. O tratamento com a estirilpirona (criptomoscatona D2) ocasionou elevada
citotoxicidade dose-resposta e tempo-resposta em HelLa, SiHa, C33A e MRC-5. Embora nédo
haja diferenca estatisticamente significativa de citotoxicidade entre as linhagens,
aparentemente a citotoxicidade foi maior em HelLa e C33A (tratamento de 24 e 48 horas) que
em MRC-5 e SiHa. Ainda, no periodo de recuperacio, HelLa e SiHa aparentemente
restabelecem sua capacidade proliferativa, que é diretamente proporcional ao tempo de
recuperagdo, enquanto 0 mesmo comportamento ndo ¢ observado em C33A. Ao avaliar a
expressdo de duas proteinas da via intrinseca de apoptose (bcl-2 e bak), ndo foi observada
modulagdo dessa expressdo entre as linhagens celulares, nas diferentes tempos de recuperacao
pos-tratamento. Na avaliacdo de Anexina V, foi observada baixa freqiiéncia de células
apoptose precoce, bem como apoptose tardia/necrose em todas as linhagens celulares. Em
conclusdo, a estirilpirona criptomoscatona D2 demonstrou elevada atividade antiproliferativa,
porém, aparentemente, ndo possui atividade apoptdtica nas concentracdes e tempos de
tratamento estudados. Possivelmente, a auséncia de atividade apoptdtica poderia ser resultante
da presenca de uma cadeia 1,3 butanodiol geralmente inexistente em pironas que possuem

essa atividade (por exemplo a goniotalamina).



ABSTRACT

Several attempts have been made to identify chemical compounds with selective cytotoxicity
against cancer cells and apoptosis trigger activity. Among the substances isolated from
Cryptocarya sp, some styrylpyrones, such as goniothalamine, demonstrate antiproliferative
and apoptotic activity in abroad human cell lines. In the present study, we evaluated the
antiproliferative and apoptotic activities of the styrylpyrone (cryptomoschatone D2) isolated
from Cryptocarya mandioccana in HPV-infected (HeLa and SiHa) and non-infected (C33A)
human cervical carcinoma cell lines, and in human lung’s fibroblast immortalized with SV-40
(MRC-5). The antiproliferative activity was evaluated by the MTT assay and the apoptotic
activity was investigated by measuring the expression levels of annexin V and bak/bcl-2 by
flow cytometry. In the MTT assay, cells were treated with styrylpyrone (cryptomoschatone
D2) at a 15, 30, 60 or 90uM concentration for 6, 24 or 48 hours as well as for 6 hours
followed by a recovery posttreatment period of 24, 48 or 72 hours. In the apoptotic assays,
cells were treated for 6 hours followed by a recovery posttreatment period of 24, 48 or 72
hours. High cytotoxicity (dose-response and time-response) was observed in HeLa, SiHa,
C33A and MRC-5 cell lines. Although the styrylpyrone cytotoxicity was not significantly
different among the cell lines tested, the citotoxicity was apparently higher in HeLa and C33A
than MRC-5 and SiHa in the case of treatments for 24 or 48 hours. Moreover, HeLa and SiHa
were able to recover their prolifetative status, which were directly proportional to the
posttreatment recovery time. On the other hand, C33A did not demonstrate a similar
posttreatment recovery. Despite the posttreatment recovery time, the expression of the
apoptotic proteins bcl-2 and bak seems not to be modulated by the treatment. In the case of
annexin V, it was observed low frequency of early apoptotic as well as late apoptotic/necrotic
cells in all cell lines after the posttreatment recovery time. Taken together these results
suggest that styrylpyrone (cryptomoschatone D2) possesses high antiproliferative activity but
does not apparently trigger either dose-response or time-response apoptotic signals. In
addition, the absence of apoptotic activity might be related to thel,3 butanediol chain, which

is not found in pyrones with apoptotic activity (e.g. goniothalamine).
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1- INTRODUCAO




1.1-Cancer Cervical

O cancer cervical ¢ um problema de saude publica no mundo, especialmente nos
paises em desenvolvimento (VALDESPINO GOMEZ ¢ VALDESPINO CASTILLO, 2004),
representando 12% de todos os tipos de neoplasias malignas que acometem as mulheres, e a
segunda neoplasia ginecoldgica mais freqiiente no mundo (PISANI, BRAY e PARKIN,
2002). E atualmente a doenca maligna mais comum entre as mulheres, sendo 500.000 novas
pacientes diagnosticadas a cada ano, das quais metade morrem anualmente (WAGGONER,
2003; DUARTE-FRANCO e FRANCO, 2004). O cancer cervical ¢ considerado ainda a
quarta ou quinta causa de morte por cancer em mulheres com faixa etaria entre 35-54 anos
(HEISE, 2003). As areas de maior risco para o cancer de colo uterino no mundo sdo as
Américas Central e do Sul, bem como o nordeste e leste da Africa, onde a taxa de incidéncia

média excede a 40/100.000 mulheres ao ano (PARKIN et al., 2001; INCA, 2004).

No Brasil, ao contrario do que ocorre nos paises mais desenvolvidos, as taxas de
mortalidade por cancer de colo uterino continuam moderadamente altas e aumentam
anualmente. Enquanto, em 1979, a taxa de mortalidade era de 3,44/100.000 mulheres, em
2000 ocorreu sua elevagdo para 4,59/100.000 mulheres, correspondendo a uma variacdo
percentual relativa de +33,1% (INCA, 2004). Em 2003, o numero de dbitos e de novos casos
esperados eram de 4.110 e 16.480 por 100.000 mulheres em todo pais, correspondendo a
taxas brutas de mortalidade e incidéncia de4,58/100.000 e 18,32/100.000, respectivamente
(INCA, 2004). Para o ano de 2006, as estimativas de neoplasias malignas em diversas
localidades anatomicas eram 472.050 casos novos de cancer. Nessa previsdo, com excec¢do do
cancer de pele ndo-melanoma, e considerando a populagdo feminina, o cancer de mama e de
colo do utero foram as neoplasias malignas de maior incidéncia, acompanhando o mesmo
perfil de magnitude observado no mundo. Ao considerar a populagdo do sexo feminino, eram

esperados 237.480 novos casos de cancer, com destaque para a estimativa de 19 mil novos



casos de cancer de colo do tutero a cada 100 mil mulheres. O cancer de colo uterino ¢ o
segundo tipo de neoplasia maligna mais incidente nas regides Sul (28.000/100.000 mulheres),
Centro-Oeste (21.000/100.000 mulheres) e Nordeste (17.000/100.000 mulheres). Entretanto,
na regido Sudeste, o cancer de colo de utero representa o terceiro tipo de tumor maligno mais

freqiiente com 20.000/100.000 mulheres (INCA, 2005).

Em relagdo as taxas de sobrevida, os valores variam entre as regides de maior e/ou
menor desenvolvimento, apresentando bom progndstico quando este cancer ¢ diagnosticado e
tratado oportunamente. Assim como no cancer de mama, no cancer de colo uterino, o
diagnostico em fase tardia da doenga, resulta na menor sobrevida da paciente. Os dados
disponiveis nos registros hospitalares brasileiros demonstram que, em média, a metade das
pacientes com cancer de colo uterino tem um diagndstico em estagio III ou IV (INCA, 2004).

Hé mais de duas décadas, estudos epidemiologicos e moleculares tém demonstrado
uma forte associacdo entre a infec¢do pelo HPV, especialmente os tipos denominados de alto
risco, € a etiologia e progressdo do cancer cervical (IARC 1995; KLETER et al., 1998;
FRANCESCHI, HERREO e VECCHIA, 2000). Os cofatores associados ao elevado risco de
desenvolvimento do cancer de colo uterino sdo: a idade prematura de inicio da vida sexual,
multiplicidade de parceiros, nimero elevado de gestagdes, uso de contraceptivos orais,
tabagismo. Ainda, doengas sexualmente transmitidas, como herpes, clamidia, HIV ¢ HPV
(papilomavirus humano) sdo também considerados cofatores na carcinogénese cervical
(BOSCH e SANJOSE, 2003; CASTELLSAGUE ¢ MUNOZ, 2003; INCA 2005).

Os tipos de HPV encontrados com maior freqiiéncia no trato anogenital sdo
classificados em dois grupos, segundo seu risco de malignidade: baixo risco, os tipos que
apresentam baixo potencial oncogénico (HPV 6, 11), e os de alto risco, com elevado potencial
oncogénico (HPV 16, 18, 31, 33, 35, 45 e outros). O HPV infecta tecidos de pele e mucosa e

seu ciclo de vida estd associado ao processo de diferenciagdo celular do epitélio



(STUBENRAUCH e LAIMINS, 1999; ZUR HAUSEN, 2000; STANLEY, 2002). Estudos
prévios demonstram que a infec¢do por HPV de alto risco € necessaria, mas ndo suficiente
para progressdo neoplédsica; embora comum entre as mulheres jovens sexualmente ativas,

apenas 30-40% das mulheres infectadas por esses tipos virais progridem de lesdes precursoras

para o cancer invasivo (STANLEY, 2002).

1.2- Papilomavirus Humano (HPV) e a Célula hospedeira

O genoma do HPV contém duas regides principais compostas por ORFs (open reading
frames) que codificam as proteinas virais. A regido E (early) ¢ constituida por 8 genes (E1-
ES8, sendo que E3 e E8 nao tém funcdo conhecida) e codifica as proteinas envolvidas na
replicagdo viral, e, para os tipos de HPV de alto risco, no processo de imortalizagdo. A regido
L (late) codifica as proteinas estruturais necessarias para a producdo do capsidio. Além
dessas, ainda existe uma regido regulatoria que contém a origem para a replicacdo viral e
controla a transcri¢do de alguns genes da regido E (HEISE, 2003). Possivelmente, os tumores
infectados com HPV apresentam um background molecular diferenciado dos ndo infectados,
o que pode ser ilustrado pelo fato de que o progndstico de pacientes com tumores infectados
com HPV pode ser diferente dos ndo-infectados (RITCHIE et al., 2003) e estdo relacionadas
com caracteristicas avangadas da doenca (SMITH et al., 2004).

Os genes E1 e E2 codificam proteinas que sdo essenciais na replicagdo do DNA extra-
cromossomico (epissomal) e completar o ciclo celular viral. A proteina E1 possui atividade
helicase e ATPase, e interage com varias proteinas da maquinaria de replicagdo, como DNA
pol a e RPA (replication protein A); também interage com chaperonas (HSP40 e 70), as quais
parecem auxiliar a unido de E1 ao DNA e a interagdo com histona H1 reflete a possivel

interferéncia de E1 nos processos de remodelamento da cromatina (WILSON et al., 2002). A



regido E2 codifica duas proteinas, uma delas responsavel por inibir e a outra por aumentar a
transcri¢do dos genes E6 ¢ E7 (MOTOYAMA et al., 2004).

O gene E4 codifica proteina que é expressa em estagios tardios da infecc¢ao, induzindo
o colapso da rede de citoqueratina no citoesqueleto, em queratinocitos humanos, e esse evento
¢ considerado importante para a maturacdo e replicagdo viral (MOTOYAMA et al., 2004;
DOOBAR, 2005).

O gene E5 ¢ considerado ndo essencial para a carcinogénese cervical humana e a
transformag@o maligna da célula hospedeira, uma vez que esses processos ocorrem mesmo
apos sua delecio (MOTOYAMA et al., 2004). Quando presente, a proteina E5 interage com
diversas proteinas da membrana plasmatica, como por exemplo o receptor de fator de
crescimento epidermal celular, EGFR (McMURRAY et al., 2001; TSAI e CHEN, 2003). A
proteina E5 também influencia a ativacdo da via de sinalizacdo das MAP quinases (MAPK,
mitogen activated protein kinases), como ERK1/2 e p38MAPK e parece ativar oncogenes
como c-jun, junB e c-fos (CRUSIUS, RODRIGUEZ e ALONSO et al., 2000; TSAI e CHEN,
2003). Ainda, essa proteina inibe a apoptose mediada por TRAIL e FasL, além de reprimir a
expressdo de CDKN1/p21, interferindo com o controle negativo do ciclo celular (TSAO et al.,
1996; KABSCH e ALONSO, 2002; KABSCH et al., 2004; DOOBAR, 2005).

As proteinas virais E6 e E7 apresentam funcdo de estimular a progressdo do ciclo
celular ao se associarem com proteinas reguladoras do ciclo celular do hospedeiro. E7
associa-se com pRb, um regulador negativo do ciclo celular que normalmente impede a
progressdo da fase G1 para a S por se associar ao fator de transcri¢do E2F. Ao se ligar a E7,
pRb ¢é degradada liberando E2F, a qual estimulara a transcri¢do de genes alvos associados a
replicacdo do DNA, resultando na prolifera¢do celular desordenada (ZUR HAUSEN, 2000;
MOTOYAMA et al., 2004). Ainda, a dissociacdo do complexo E2F/pRb ocasionado por E7

estimula a expressdo de ciclina-E, a qual € necessaria para progressao do ciclo celular de G1



para fase S (NOYA et al.,, 2001). E7 pode-se associar com proteinas do complexo de
desacetilagdo de histonas, como Mi23 e HDAC-1, o que pode levar a aumento de expressao
de proteinas como cdc25A, uma fosfatase envolvida na ativagdo de complexos CDK/ciclina
(BREHM et al., 1999; NGUYEN, WESTBROOK ¢ MCCANCE, 2002; LONGWORTH e
LAIMINS, 2004). E7 pode também estar envolvido com outros fatores de proliferacio
celular, incluindo os componentes do complexo transcricional AP-1, e as proteinas p21 e p27,
que sdo inibidores de quinase dependente de ciclina (DOORBAR, 2005).

A proteina viral E6 completa o papel de E7, prevenindo a apoptose celular em resposta
a entrada ndo programada na fase S induzida por E7 (DOOBAR, 2005). A associacdo de E6,
dos tipos de HPV de alto risco, com a proteina p53 da célula hospedeira, resulta na sua
degradagdo, comprometendo a interrupg¢do do crescimento celular e a ativagdo da apoptose
induzida por danos no DNA gendmico. A perda do controle do ciclo celular mediado por p53
favorece a instabilidade cromossomica e acumulo de muta¢des na célula infectada (ZUR
HAUSEN, 1996; STANLEY, 2002; DOOBAR, 2005). Estudos prévios demonstram que a
proteina E6 ativa a telomerase, possivelmente através da ativagdo do promotor de hTERT,
contribuindo para a imortalizagdo celular (CHAKRABARTI e KRISHNA, 2003;
MCMURRAY e MCCANCE, 2003; VELDMAN et al., 2003). Existem evidéncias de que E6
inativa CBP (CREB binding protein), um regulador transcricional que controla varias
respostas celulares, entre elas a ativacdo do TP53 (ZIMMERMANN et al., 1999). Por outro
lado, E6 pode aumentar a expressio de VEGF (vascular endothelial growth factor),
contribuindo assim para a angiogénese (LOPEZ OCEJO et al., 2000). Ainda, E6 interage com
inimeras outras proteinas celulares, envolvidas com processos de adesdo celular (paxilina),
contato celular (PDZ), sinalizacdo (JAK-STAT), apoptose (bak e bax) entre outros processos

(LT e DOU, 2000; CHAKRABARTI e KRISHNA, 2003; DOOBAR, 2005).



Por outro lado a forma de intera¢do entre o HPV e o genoma da célula hospedeira
parece dirigir os eventos intracelulares de transformag¢do maligna. O HPV pode estar
associado ao genoma da célula hospedeira de duas formas: epissomal ou integrada
(STANLEY, 2002). Na forma integrada, os tipos de HPV de alto risco estdo inseridos no
genoma da célula hospedeira, resultando no rompimento da regido E1/E2 do virus. A perda
funcional do gene E2, responsavel pelo controle da transcri¢do dos genes virais E6 ¢ E7,
resulta na elevacdo dos niveis dessas oncoproteinas. Esse aumento é reconhecido como
indutor da transformagdo maligna da célula hospedeira e no desenvolvimento dos tumores
infectados por HPV (MOTOYAMA et al., 2004).

As regides génicas L1 e L2 codificam para proteinas do capsideo viral em estagios
tardios da infec¢do viral. O gene L1 ¢ altamente conservado entre os diferentes tipos de
papilomavirus, enquanto o gene L2 ¢ menos conservado, apresentando mais seqiiéncias
variaveis (MOTOYAMA, 2004; DOOBAR, 2005).

Assim, as proteinas codificadas pelos virus HPV oncogénicos induzem a
transformag@o celular através da interagdo com intimeras moléculas dentro da célula
hospedeira, inclusive alterando a expressdo de genes, interferindo com processos como
controle do ciclo celular, sinalizacdo celular, expressdo génica e resposta apoptotica

(RITCHIE et al., 2003).

1.3- Morte Celular — Apoptose e Necrose

Multiplos sinais modulam a proliferacdo, sobrevida e morte celular e essa agdo
coordenada permite que a célula normal cresca e se divida até sua senescéncia. Entretanto, as
células tumorais perdem a capacidade de regular esses sinais, resultando no descontrole de
proliferacdo e auséncia de morte celular, contribuindo para o desenvolvimento dos tumores.

De modo geral, estimulos toxicos ou deletérios a célula podem desencadear a morte celular



por necrose ou apoptose, as quais sdo diferenciadas pela morfologia e vias bioquimicas
celulares (BAYLY et al., 1997; COTRAN, et al., 2000).

A necrose ¢ definida como uma forma violenta de morte celular iniciada por estimulos
ambientais que resultam em rapida desregulacdo da homeostasia (BRAS, QUEENAN e
SUSIN, 2005). No processo de necrose (Figura 1), ocorre o intumescimento celular,
rompimento de organelas, ruptura da membrana plasmatica e liberagdo de componentes
intracelulares, ocasionando resposta inflamatéria (KERR et al., 1995). Nao hé evidéncia de
remodelamento de cromatina durante a necrose, ¢ a célula entra em citdlise imediata, com
digestdo aleatoria do DNA, cariolise e perda da integridade da membrana plasmatica. A
citolise € o estagio final da decadéncia celular evidente no processo de necrose (SARASTE e
PULKKI, 2000; JEFFREY, 2000; MELLO, VIDAL e MARIA, 2001; HAIL et al., 2005).

Em contrapartida, a apoptose ¢ uma forma altamente regulada de morte celular
programada, observada em resposta a numerosos estimulos (BRAS, QUEENAN e SUSIN,
2005). A apoptose ¢ caracterizada por alteragdes no citoesqueleto que induzem contragio
celular, sem perda de integridade da membrana e sem resposta inflamatoria (LAVIN, 1993;
YASUHARA et al., 2003). A apoptose pode ser dividida em trés fases: de iniciagdo, efetora e
de degradacdo. A fase de inicia¢do ¢ altamente dependente do tipo de estimulo apoptotico
recebido pela célula (por exemplo, estresse oxidativo, danos no DNA, desequilibrio i6nico e
presenca de citocinas). Esta primeira fase pode influenciar a eficacia das fases seguintes
(efetora e de degradagdo). A fase efetora € constituida da ativagdo de proteases, nucleases, €
de outros intermedidrios que participam da fase de degradacio.

As caracteristicas ultraestruturais tipicas da apoptose sdo resultantes dos eventos
ocorridos nas fases efetora e de degradacdo (Figura 1): diminuicdo do volume celular,
condensagdo da cromatina, cariorex, ¢ eventuais brotamentos nas membranas formando

corpos apoptoticos (HAIL et al., 2006).



Ha duas vias principais de regulacdo da apoptose: 1) Apoptose mediada por receptores
de morte (TNF, TNFR1, TRAMP, TRAIL e de Fas) presentes na membrana plasmatica,
denominada via extrinseca ¢ 2) Apoptose mediada pela mitocondria ¢ denominada via
intrinseca (HAJRA e LIU, 2004; HAIL et al., 2006).

Ambas as vias sdo reguladas por caspases, que pertencem a familia de diversas
proteinas com fun¢do de cisteino-proteases. As caspases estdo presentes constitutivamente na
maioria das células de mamiferos, se localizam no citosol como proenzimas e quando ativadas
sofrem clivagem em cisteinas localizadas proximas aos residuos de &cido aspartico
(GARRIDO e¢ KROEMER, 2004; LAUNA et al., 2005; HAIL et al., 2006). Ja foram
caracterizadas mais de doze isoformas de caspases e aproximadamente dois ter¢os destas
enzimas apresentam fung@o no processo de apoptose. Dois tipos de caspases atuam nas vias
de sinalizagdo para apoptose, sdo denominadas de iniciadoras (caspases 8 - 9 ¢ 10) e de
efetoras ou executoras (caspases 3, 6 ¢ 7) (THORMBERRY e LAZEBNIK, 1998). Tanto a via
extrinseca quanto a intrinseca (Figura 2) possui um grupo independente de caspases
iniciadoras que convergem sinais para o mesmo grupo de caspases efetoras com finalidade de
executar eventos intracelulares que resultardo na morte celular programada (HAJRA e LIU,

2004; ZHANG et al., 2004).



Figura 1: Caracteristicas morfologicas de apoptose e necrose. Figura adaptada de HAIL et al.,

2006.

Figura 2: Regulacdo das vias intrinseca e extrinseca durante a apoptose. Figura modificada de

HAIL et al., 2006.



A via extrinseca ¢ iniciada por associagdo de monomeros de diferentes receptores de
morte na membrana plasmatica e, ao se agruparem, promovem o recrutamento de proteinas
adaptadoras (COHEN, 1997; HAIL et al., 2006). Dentre os receptores na membrana
plasmatica (Figura 3), o receptor fas/CD95 recruta procaspase 8 e/ou procaspase 10, e a
conseqiiente elevacdo de seus niveis nas proximidades da membrana garantem interacdo
dessas caspases inativas com proteinas adaptadoras associadas a fas/CD95. A interag¢do desse
complexo protéico promove a autocatalise das procaspases que se tornam nesse momento em
caspases iniciadoras ativadas. A ativagdo proteolitica seqiliencial de outras caspases, culmina
na ativacdo de caspases efetoras 3, 6 e 7 que estdo no citoplasma (HAJRA e LIU, 2004).
Ainda, a ativacdo de outros receptores de morte na membrana plasmatica (Figura 3),
especialmente do receptor de estresse celular, bem como a agdo das caspases iniciadoras 8 e
10, integram sinais de apoptose de via extrinseca aqueles de via intrinseca (HAJRA e LIU,
2004; HAIL et al., 2006).

Na via intrinseca de apoptose, diversos sinais atuam na mitocondria, modulando a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa que poderd ou ndo culminar na liberagdo
de citocromo c. O citocromo ¢ liberado no citosol, associa-se a uma proteina adaptadora
(APAF-1), ativando caspase 9 e essa ativagdo resulta na formag¢ao do apoptossomo (GREEN e
KROMER, 1998, THORMBERRY ¢ LAZEBNIK, 1998; HAIL et al., 2006). O complexo
catalitico gerado pelos sinais mitocondriais e a acdo das caspases de via extrinseca sdo sinais
convergentes responsaveis pela ativagdo das caspases efetoras 3 e 7 (HAIL et al., 2006). A
permeabilizacdo de membrana mitocondrial e liberagdo de citocromo ¢ sdo fundamentais para
os sinais de via intrinseca, as quais dependem da modulagdo de proteinas anti e pro-

apoptoticas da familia Bcl-2 (TJALMA et al., 1998; HAIL et al., 2006).



Figura 3: Sinais de apoptose de via extrinseca e intrinseca. Figura adaptada de KUTUK e

BASAGA, 2006.

A familia Bel-2 possui cerca de vinte proteinas ja identificadas, cada uma delas com

duas ou mais isoformas. Dentre essas proteinas, bax, bak, bcl-Xs, bok, bad, bid exercem



funcdo pro-apoptoticas, enquanto as proteinas bcl-2, bel-XL, bl-w, mcl-1 tém fungdo anti-
apoptotica (KORSMEYER, 1999). Na mitocondria, durante a apoptose, algumas
modifica¢des dessas proteinas podem ocorrer (ZHANG et al., 2004). E conhecido que,
durante a apoptose, membros da familia Bcl-2 podem ser fosforilados (bcl-2 e bad), clivados
(bid) e podem ter mudangas de conformagdo e oligomerizacdo (bax e bak). Os sinais
mitocondriais anti ou pré-apoptoticos estdo em equilibrio e a predominancia de um desses
sinais, conduz, respectivamente, a sobrevida ou morte celular programada (CHAN e YU,
2004). A interacdo de proteinas anti e pro-apoptéticas, ocorre através dos dominios
hidrofébicos gerados por a hélices de BH1, BH2 ¢ BH3 membros da familia Bcl-2 que
interage com dominio BH3 de proteinas pré-apoptdticas (BRAS, QUEENAN e SUSIN,
2005). Proteinas BH3 (Bid e Bim) interagem com proteinas pro-apoptéticas da familia Bcl-2
como bak e bax e essa interacdo induz a ativagdo/oligomerizacdo (KUTUK e BASAGA,
2006). Assim, no equilibrio de sinais anti e pro-apoptotico sdo modulados por vias que se
complementam, nas quais ocorrem a associagdo das proteinas bcl-2/bax e bel-xL/bak (Figura
4). Se o estimulo for anti-apoptotico, a ligagdo de bcl-2/bax e bel-xL/bak ¢ mantida,
impedindo a formagdo do poro na membrana mitocondrial. Entretanto, por estimulo pro-
apoptdtico, a ativacdo de bax e bak ocorre pela forma clivada de bid (t-bid), seguida da
oligomerizacdo bax e bak na membrana mitocondrial, com subseqiiente liberacdo das
proteinas apoptogénicas (citocromo c¢) e indug¢do de morte celular (PETROS, OLEJNICZAK e

FESIK, 2004; BRAS, QUEENAN e SUSIN, 2005; KUTUK e BASAGA, 2006).



Figura 4: Mecanismo de permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial, mediada por

proteinas da familia Bcl-2. Figura modificada de BRAS, QUEENAN e SUSIN, 2005.

1.4- Apoptose e Anexina V

No final de 1970, a anexina V foi isolada de placenta humana, poucos anos depois esta
proteina foi descoberta independentemente em vasos sangiiineos e nomeadas como proteina
vascular anticoagulante-o (VAC-a). O mecanismo anticoagulante ¢ baseado na alta afinidade
de ligacdo a fosfolipidios de membrana, especialmente de fosfatidilserina (BOERSMA et al.,
2005). As células em apoptose expdem na sua superficie fosfatidilserina (PS) enquanto
células vidveis mantém esses fosfolipidios na face interna da membrana plasmatica
(BOERSMA et al., 2005). Assim, a anexina V tem a capacidade de se ligar fortemente aos
fosfolipidios de membrana plasmatica, através de suas cargas negativas, na presenca de ions

calcio.



Todas anexinas apresentam uma dominio central com quatro repeticdes em o hélices
que permite a ligagdo do célcio (MOSS e MORGAN, 2004). Assim, na presenca de ions
calcio, varias moléculas de anexina V se associam fortemente aos fosfolipidios de membrana,
ligando-se preferencialmente as cargas negativas presentes especialmente nas fosfatidilserinas
externalizadas. A associagdo entre si das anexinas leva a formacdo de ligagdo proteina-
proteina estavel, porém reversivel quando os niveis de calcio intracelular sdo depletados
(VAN HEERDE et al., 2000). A taxa de associagdo e dissociagdo sugere que anexina V ndo
penetra na membrana e comporta-se como uma proteina extracelular. Assim, externalizagdo
da fosfatidilserina, que normalmente € restrita a face interna da membrana lipidica e a ligagdo
de anexina V ¢ uma evidéncia da apoptose (MOCHIZUKI et al., 2004). Logo, a quantificagdo
de anexina V ¢ uma ferramenta ttil na detec¢do de células em apoptose. Para que a exposicao
de fosfatidilserina ocorra, a ativagdo de caspase 3 e o fluxo de ions calcio s@o necessarios.
Ainda, a exposicdo de fosfatidilserina, modula o controle mediado por proteinas da familia
Bcl-2, as quais estdo associadas aos sinais mitocondriais de morte celular programada (VAN

HEERDE et a., 2000).

1.5- HPV, Terapia e Apoptose

O desenvolvimento do cancer estd associado ao rompimento desequilibrio entre o
crescimento e a morte celular e tem-se tornado evidente que as células neoplasicas escapam
da morte celular por apoptose (STANLEY, 2003). As células tumorais geralmente possuem
uma série de modificagdes genéticas que impedem o processo de apoptose, colaborando para
o crescimento celular aberrante, o desenvolvimento da neoplasia maligna e, posteriormente,
sua capacidade de invasdo (HAJRA e LIU, 2004).

O HPV ¢ considerado o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer

cervical. Nas células infectadas por HPV, aparentemente as oncoproteinas virais interferem no



equilibrio dos sinais anti e pro-apoptéticos, colaborando para que a célula infectada escape da
morte celular programada, podendo ser este um dos multiplos mecanismos pelos quais o virus
promulga a carcinogénese celular (MIYASHITA et al.,, 1994; LIANG, MUNGAL e
AYSCUE, 1995; DOORBAR, 2005).

Em funcdo da complexidade de interacdes que o HPV estabelece com a célula
hospedeira, a possibilidade de permanéncia do virus, sua integracdo no genoma da célula
hospedeira e indugdo de transformacdo maligna dos tipos de HPV de alto risco, a busca de
novas terapias antivirais ¢ cada vez mais intensa. Diversas terapias sdo utilizadas com o
propdsito de remover o virus do epitélio, como por exemplo S5-fluoracila, laser,
criocauterizagdo e ativacdo da resposta imunoldgica com imunomoduladores e, mais
recentemente, as vacinas (STANLEY, 2003). O tratamento, com medicamentos, de lesdes
intraepiteliais cervicais de alto grau (HGSIL — high-grade squamous intraepithelial lesions)
infectadas com HPV, pode ser benéfico para algumas lesdes. O mais importante € a evidéncia
de que o tratamento medicamentoso possa restabelecer a capacidade da célula maligna
infectada por HPV em restabelecer a apoptose. Na infec¢do pelo HPV de alto risco, a agdo das
oncoproteinas E6 e E7 ¢é essencial para a manutencdo do fendtipo celular maligno e a evasao

da apoptose (HALL e ALEXANDER, 2003).

Prévios estudos demonstraram que a a¢do de compostos quimicos e produtos naturais
em linhagens celulares infectadas por HPV (HeLa, SiHa e Caski) apresentaram: redu¢do nos
niveis de RNAm de E6 e E7, inibi¢cdo da fun¢do de E6/E7 em se ligar a p53, restabelecimento
da expressdo de p53, inibi¢do da proliferacdo de células tratadas, indugdo de apoptose
(NARAYANAN et al., 1998; UM et al., 2002; LEE et al., 2005). Retindides tém papel como
agente quimioterdpico em neoplasias intra-epiteliais e em céncer cervical associado a
presenca do HPV. O tratamento com retinoides, em queratinocitos e linhagens celulares de

carcinoma cervical imortalizados com HPV, diminui a transcri¢do de E6/E7, aumenta a



expressdo de p53, desregula as vias de sinalizacdo mediadas por EGF e IGF e induz a
apoptose, modulando o aumento da ligagcdo Fas com ligante de Fas. Indol c-3-carbinol (I3C)
um constituinte natural de vegetais cruciferos, demonstrou efeitos pré-clinicos na
quimioprevencao, atividade anti-estrogénica e indutora de apoptose. Dieta suplementada com
I3C reduziu drasticamente a incidéncia de cancer de camundongos transgénicos para E6/E7
de HPV16 (STANLEY, 2003).

Estudos de substancias naturais poderiam colaborar para o maior entendimento da
capacidade dessas substancias em permitir a terapia anticarcinogénica de células infectadas
por HPV. Alcaldides e terpenos extraidos de Uncaria genus, uma planta da familia das
Rubiaceas e existente na Africa, Asia e América do Sul, sdo potentes agentes
antiproliferativos e até mesmo antivirais (HEITZMAN et al., 2005). O alcaléide denominado
sanguinarina, 1isolado da planta Sanguinaria canadensis, demonstrou atividade
antiproliferativa em células tumorais infectadas com HPV, induzindo a apoptose (DING et al.,
2002). O restabelecimento da apoptose foi observado em linhagens tumorais de prostata,
transformadas com HPV7 e HPVI10, tratadas com os flavonodides apigenina e baicalina

(CHAN et al., 2000; GUPTA et al., 2001).

Nesse sentido, o projeto Biota FAPESP tem permitido o estudo da biodiversidade
brasileira com o objetivo de encontrar principios ativos naturais que possam servir como
modelo na sintese de novos farmacos, além do estudo das atividades biologicas dos
compostos isolados. Alcaldides, terpendides e flavondides sdo compostos com atividade
anticarcinogénica reconhecida. Substancias purificadas de diversas plantas oriundas das
florestas ciliares e do cerrado brasileiro tém apresentado quantidades varidveis de alcaloides,
terpenos e flavonoides (NEHEME et al, 2002; URREA-BULLA, SUAREZ ¢ MORENO-
MURILLO, 2004). Estudos prévios com plantas dessa regido do Brasil demonstraram que

alcaldides e terpendides possuem atividade biologica antifiingica, antiproliferativa e indutora



de genotoxicidade (DE CARVALHO et al, 1998; MAISTRO, CARVALHO e
MANTOVANI, 2004). Em contrapartida, a presenca de flavonoides nesses extratos vegetais
pode funcionar como imunoestimuladores (GUPTA, AFAQ e MUKHTAR, 2001).

Cryptocarya ¢ um género pantropical com cerca de 350 espécies, sendo que 9 ocorrem
no Brasil e 8 endémicas das florestas da Mata Atlantica. Entre as espécies do género, 38
foram estudadas sob o enfoque fitoquimico. No Brasil, a espécie Cryptocarya mandioccana
ocorre de Alagoas ao Rio Grande do Sul. E uma arvore que pode atingir até 30m de altura e
130 cm de didmetro, conhecida popularmente como canela-branca, canela-fogo, canela-
batalha, canela-noz moscada, nhutinga-branca, anhuvinha-branca e noz moscada do Brasil
(TELASCREA, YOUNG ¢ CAVALHEIRO, 2006). As substdncias comumente encontradas
no género sdo alcaldides, monoterpenos, sequiterpenos, alilfenois, neolignanas,
diidrochalconas, flavonas, chalconas, flavondides e pironas.

Estirilpironas isoladas de diferentes plantas demonstraram elevada atividade citotoxica
e seu estudo foi considerado o mais importante depois da avaliagdo fitoquimica e
oncofarmacologica do taxol (TIAN et al.,, 2007). De modo similar, as estirilpironas
encontradas em algumas plantas brasileiras, essa classe de composto aparentemente
demonstrou a¢do antitumoral, principalmente por apresentar atividade citotoxica em linhagens
celulares de carcinoma de ovario e de células leucémicas (FAIRLAMB et al., 2004; WANG
et al., 2005). Alfa-pironas, denominadas de obolactonas, isoladas de Cryptocarya obovata
possuem atividade citotdxica in vitro (LAN et al., 2003; DUMONTET et al., 2004). Ainda,
em prévios estudos as estirilpironas apresentaram atividade citotoxica e indutoras de apoptose
em diferentes linhagens de células tumorais (CHIEN e PIHIE, 2003; INAYAT-HUSSAIN et
al.; 2003TIAN et al.,, 2007). Em linhagens celulares de cancer de mama e leucemia
promielocitica, derivados de estirilpirona, isolados de Goniothalamus umbrosus e

Goniothalamus cheliensis, apresentaram importante acdo antiproliferativa, induzindo morte



celular e alterando a expressdo de proteinas da via intrinseca de apoptose (CHIEN e PIHIE,

2003; INAYAT-HUSSAIN et al., 2003; ZHONG et al., 2005).



2- OBJETIVOS



2.1- OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade apoptotica induzida em células de carcinoma cervical tratadas com

a estirilpirona criptomoscatona D2, isolada de Cryptocarya mandioccana.

2.2- OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a citotoxicidade comparando os resultados entre as linhagens de carcinoma
cervical infectadas (HeLa, SiHa) e ndo infectada (C33A), e linhagem ndo tumoral
(MRC-5) tratadas em diferentes tempos e concentragdes da estirilpirona

criptomoscatona D2.

2. Avaliar os niveis de proteinas associadas a apoptose celular de via intrinseca (bak e
bcl-2), por citometria de fluxo, comparando os resultados entre todas a linhagens
celulares (HeLa, SiHa, C33A e MRC-5) tratadas em diferentes tempos e concentragdes

da estirilpirona criptomoscatona D2.

3. Avaliar a apoptose celular por citometria de fluxo (Anexina V), comparando os
resultados entre todas as linhagens (HeLa, SiHa, C33A e MRC-5) tratadas em diferentes

tempos e concentragdes de estirilpirona criptomoscatona D2.



3- MATERIAIS E METODOS




3.1- Extracio e preparacio da substancia pura

Os procedimentos de extragdo e purificagdo da substancia isolada de folhas de
Cryptocarya mandioccana foram realizados no Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP),
pelo doutorando Marcelo Telascréa, no laboratorio de Quimica Organica, sob a orientagao do
Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro. O material vegetal seco e moido de Cryptocarya
mandioccana foi submetido a extragdo com solventes organicos de diferentes polaridades
(hexano e etanol). As solugdes obtidas foram evaporadas sob pressdo reduzida, fornecendo os
extratos brutos hexanico e etanolico. Os extratos obtidos a partir do material vegetal foram
dissolvidos em MeOH/H,O (9:1, v:v) e submetidos a particdo com solventes organicos
(hexano, acetato de etila, butanol), fornecendo fracdes de diversas polaridades
(TELASCREA, 2006).

O 1solamento da substancia presente foi realizado por técnicas cromatograficas usuais e
diversos solventes. A substancia pura foi submetida a analise espectrométrica (IV, UV, RMN
de 'He °C, e EM).

A substancia pura testada foi uma estirilpirona (criptomoscatona D2) isolada de folhas

de C. mandioccana (Figura 5), C17H2004.

Criptomoscatona D2

Figura 5: Formula estrutural da estirilpirona (criptomoscatona D2) extraida de Cryptocarya

mandioccana.

A criptomoscatona D2 foi solubilizada em DMSO, esta solugdo estoque foi diluida em

meio de cultura para obtencdo das concentragdes da substancia pura que foram testadas.



3.2- Cultura de células

O potencial efeito antiproliferativo da criptomoscatona D2 foi avaliado
comparativamente entre as diferentes linhagens carcinoma cervical imortalizadas pelo HPV
(HeLa e SiHa), carcinoma cervical ndo imortalizadas por virus (C33A) e ndo maligna
transformada pelo virus SV-40 (MRC-5). As linhagens ATCC (American Type Culture
Collection) de carcinoma cervical transformada pelo HPV16 (SiHa), HPV18 (HeLa) e ndo
transformada pelo virus (C33A) foram gentilmente cedidas pela Dra. Luiza Lina Villa, do
Laboratério de Virologia, do Instituto Ludwig para Pesquisa do Céncer. A linhagem néo
neoplasica (fibroblasto pulmonar humano) e transformada pelo virus SV-40 (MRC-5) foi
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Elza Tiemi Sakamoto Hojo, Laboratério de Genética, da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP.

As células foram cultivadas em uma mistura 1:1 (massa : massa) DMEM e Ham's F10
(Sigma Co., St. Louis, USA) acrescido de 100U/mL de penicilina, 100pg/mL de
estreptomicina, 0,25pg/mL de anfotericina B, 0,2mg/mL de ciprofloxacina, 0,1 mg/mL de
kanamicina (Sigma) e 10% de soro fetal bovino (Cultlab, Campinas, Brasil). As células foram
cultivadas em garrafas, mantidas a 5% de CO, e a temperatura de 37 °C até que a
monocamada celular estivesse confluente. Posteriormente, as células foram lavadas com 5SmL
de solucdo de Hanks (0,4g de KCI, 0,06g de KH,POy, 0,04g de Na,HPOy4, 0,35g de NaHCOs,
l1g de glicose, H,O g.s.p. 1000mL) e tripsinizadas acrescentado-se 1mL de ATV (Associagdo
de Tripsina (0,2%) e Versene (0,02%) — Instituto Adolpho Lutz, Sdo Paulo, Brasil). Apds o
desprendimento do tapete celular, as células foram homogeneizadas com volumes variados do
meio acrescido de 10% de soro fetal bovino. A suspensdo celular obtida em uma garrafa foi
transferida para outras garrafas, de modo a obter 10° células por garrafa. Esse procedimento

foi repetido até que houvesse quantidade de células suficientes para os experimentos.



3.3- Determinacéo do IC50

A estirilpirona, criptomoscatona D2, foi submetida a ensaios preliminares para
estabelecimento de curvas dose e tempo resposta na inducdo de morte celular avaliada pelo
teste de viabilidade celular utilizando o método de azul de trypan (GABLER et al., 2002). As
células foram cultivadas na concentracdo de 5,0x10%células/well em placa de 12 wells. Apos
24 horas de crescimento celular, as células foram tratadas com diferentes concentragdes da
criptomoscatona D2 isolada de C. mandioccana e por diferentes tempos de tratamento. Em
seguida, a viabilidade celular foi determinada apds tripsinizacdo do tapete celular,
centrifugacdo (por 5 minutos a 169xg) e as células foram ressuspendidas em solugdo corante
de azul de trypan a 0,4% (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, Brasil) em PBS. As
células vivas e mortas foram quantificadas em camara de Neubauer, em microscopio Optico
comum (Nikkon) em aumento de 400 vezes, considerando células viaveis aquelas ndo coradas
pelo azul de trypan (transparentes). As células coradas em azul foram consideradas ndo
viaveis por apresentarem permeabilizagdo do corante pela membrana plasmatica.

Em funcdo da auséncia de estudos prévios com essa substancia, ensaios preliminares
foram conduzidos para determinagdo da atividade citotoxica capaz de ocasionar morte celular
em 50% das células tratadas (IC50). Para isso, diferentes concentragdes da criptomoscatona
D2 (2,5 a 180uM) e tempos de tratamento (2, 4, 6, 18, 24 e 48 horas) foram utilizados. Em
seguida, as concentragdes escolhidas para o estudo de viabilidade celular foram 15, 30, 60 e
90uM tratadas por 6, 24 e 48 horas, e tratadas por 6 horas e recuperadas por 24, 48 e 72 horas.

A determinag¢do do IC50 foi acompanhada de um controle positivo (as células foram
incubadas em Banho Maria a 60°C por 15 minutos), controle negativo (células ndo-tratadas) e

controle de veiculo (DMSO 3%).



3.4- Citotoxicidade (MTT)
3.4.1- Tratamento das Linhagens

Uma suspensdo celular de 2,5x10°células/well foi cultivada em placas de 96-wells, e
ap6s 24 horas de cultivo, as células HelLa, SiHa, C33A ¢ MRC-5 foram tratadas com a
criptomoscatona D2 nas concentragdes de 15, 30, 60 e 90uM por 6, 24 e 48 horas. Ainda,
para avaliar o efeito pds-tratamento, foram selecionados os tratamentos de 6 horas e periodo
de recuperagdo pds-tratamento de 24, 48 e 72 horas. Para o periodo de recuperagdo, o meio de
cultura, contendo o tratamento, foi removido e, em seguida, adicionado meio de cultura fresco
acrescido de 10% de soro fetal bovino. Cada ensaio foi acompanhado de controle positivo
(doxorrubicina 15ug/mL), controle negativo (células ndo-tratadas) e controle de veiculo
(DMSO 1%). Todos os ensaios de tratamento e tratamento seguido de periodo de recuperacio

foram realizados em trés experimentos independentes.

3.4.2- Ensaio de MTT

O método de MTT foi utilizado para a avaliacdo de citotoxicidade e tém como
principio a determinagdo da habilidade de células vivas em reduzirem 3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma), formando cristais insoliveis
de formazana de coloragdo violeta. Apos o tratamento (descrito em 3.4.1), o meio de cultura
foi removido e 10uL de solu¢do de Smg/mL de MTT em PBS foram adicionados em cada
well. Em seguida, as células na microplaca foram incubadas a 37°C, ao abrigo da luz, até a
observa¢do da presenca dos cristais violetas de formazana que ocorreu entre 2 e 4 horas. Para
a solubilizag¢do dos cristais de formazana, 100 pL de dimetilssulféxido (DMSO) concentrado
foi adicionado a cada well e a leitura espectrofotométrica da absorbancia, em comprimento de
onda de 540nm, foi realizada em leitor de placas (Bio-Tek Powerwave X, BioTek

Instruments, Inc.,USA). A porcentagem de células mortas foi calculada em relagdo ao



controle negativo, representando a citotoxicidade de cada tratamento, segundo proposto por

ZHANG et al., 2004:

células mortas (%) = Absorbancia do Controle Negativo — Absorbancia do Teste X 100

Absorbancia do Controle Negativo

3.5- Expressao bak e bcl-2

A avaliacdo dos niveis de proteinas associadas a apoptose celular de via intrinseca
(bak e bcl-2) foi realizada por citometria de fluxo, estabelecida através da intensidade de
fluorescéncia, utilizando o equipamento FACSCalibur (Becton Dickinson, USA). As células
(1 x 10°cell/well) foram cultivadas em placas de 24 wells por 24 horas e tratadas com a
criptomoscatona D2 de C.mandiocanna nas concentragdes de 15, 30, 60 e 90uM, por 6 horas
e seguidos de periodos de recuperacdo de 24, 48 ¢ 72 horas pds-tratamento (como descrito no
item 3.4.1). Em seguida, as células foram tripsinizadas, transferidas para eppendorfes estéreis
e fixadas com paraformaldeido 4%. Para reacdo com os anticorpos, as células foram
permeabilizadas com saponina 0,5% em PBS, por 30 minutos, a temperatura ambiente. Apds
a incubacdo, as células foram lavadas com solugdo de 0,5% de soro albumina bovina (Sigma)
e 0,1% de saponina em PBS (solugdo BSA/saponina) e incubadas com anticorpo monoclonal
anti-bcl-2 (diluido 1:200, DAKO, Glostrup, Denmark) ou anti-Bak (diluido 1:200 DAKO) a 4
°C, overnight. A seguir, as células foram lavadas com solu¢do BSA/saponina e incubadas com
anticorpo secundario conjugado com Isotiocianato de Fluoresceina (FITC, diluido para 1:60,
volume : volume, Sigma) ou Ficoeritrina (PE, diluido para 1:40, Sigma). Apds a incubagdo
por 1 hora a 37°C, as células foram lavadas com PBS e fixadas em paraformaldeido 1%. Os

ensaios foram acompanhados de controle positivo (doxorrubicina 15ug/mL), controle



negativo (células nio-tratadas) e controle de veiculo (DMSO 1%). Todos os ensaios foram

realizados em trés experimentos independentes.

3.6- Ensaio de Apoptose (Anexina V)

As células (1 x 10°cell/well) foram cultivadas em placas de 24 wells por 24 horas e
tratadas com a estirilpirona, criptomoscatona D2, isolada de C.mandiocanna nas
concentragdes de 15, 30, 60 e 90uM, por 6 horas e seguidos de periodos de recuperacio de
24, 48 e 72 horas pds-tratamento (como descrito no item 4.1). Apds o tratamento e periodo de
recuperacdo as células foram tripsinizadas, e lavadas com meio DMEM F10 acrescido de 10%
de soro fetal bovino. A seguir, as células foram ressuspendidas com 500uL de tampdo de
ligacdo, SpuL de anexina conjugada com FITC e 5uL de iodeto de propidio (kit anexina-V,
Aléxis, Lausen, Switzerland), a reag¢do foi incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente,
sob abrigo da luz. A intensidade de fluorescéncia (FITC e iodeto de propidio) foi avaliada
utilizando o equipamento FACScalibur (Becton Dickinson, USA). As células em apoptose
precoce foram marcadas somente por anexina-V, enquanto as células com dupla marcagdo
resultante da permeabilidade de membrana, foram classificadas como apoptose tardia/necrose,
devido a impossibilidade de se diferenciar células em apoptose tardia ou em necrose por esse

método (PEC et al., 2003).



3.7- Analise Estatistica

O teste Lilliefors foi aplicado para determinar a normalidade dos dados obtidos nos
ensaios de citotoxicidade (MTT) e avaliacdo da expressdo de bak e bcl-2. Considerando que
os resultados apresentaram distribui¢do normal, o teste one way ANOVA e pods-teste de
Tukey foi aplicado em todos os ensaios para comparagdo do efeito dose-tempo-resposta dos
tratamentos com a criptomoscatona D2, e entre as linhagens HeLa, SiHa, C33A e MRC-5. A
analise estatistica foi realizada através do software Biostat 4.0 (Belém do Pard, Brasil). O teste
Z foi aplicado para os resultados do ensaio de AnexinaV / lodeto de Propidio, comparando o
efeito dose-resposta e tempo-resposta, entre as diferentes concentragdes e tempo de
tratamento nas linhagens HeLa, SiHa, C33A e MRC-5. O teste Z foi realizado através do
software Sigma-Stat (USA). Em todas as andlises estatisticas foi considerado o nivel de

significancia de p<0,05.



4- RESULTADOS



4.1- Citotoxicidade (MTT)

Os tratamentos com a criptomoscatona D2 por 6, 24 e 48 horas e por 6 horas com
recuperagdo de 24, 48 e 72 horas foram primeiro avaliados para cada linhagem. Para células
HeLa o aumento da citotoxicidade ocorreu proporcionalmente ao aumento da concentragdo e
do tempo de tratamento em relagdo ao controle de veiculo, o qual apresentou morte celular em
menos que 10% das células. Nos tratamentos de 6 horas, seguidos de recuperagdo em 6, 24 ¢
48 horas, somente na concentracdo de 90uM e periodos de recuperacio de 24 horas (p<0,05)
e 48 horas (p<0,01) foi possivel observar um aumento de citotoxicidade. Ainda, a melhor
atividade citotdxica ocorreu no tratamento de 30uM, no tempo de recuperacdo de 72 horas
(p<0,05).

A maior atividade citotdxica do tratamento com a criptomoscatona D2 em células
SiHa foi em 60uM (p<0,05) e 90uM (p<0,01) por 24, bem como nos tratamentos de 30, 60
(p<0,05) e 90uM (p<0,01) por 48 horas. Nos tratamentos seguidos de recuperagdo, a
citotoxicidade foi elevada no tratamento de 90uM com recuperagdo de 24 horas (p<0,05) e 48
horas (p<0,01).

Quando analisada a citotoxicidade da criptomoscatona D2 em C33A, nos tempos de
tratamento de 6, 24 e 48 horas, um aumento dose resposta e tempo resposta de morte celular
foi observado. Maior citotoxicidade foi observada na concentracdo de 30uM por 48 horas
(p<0,05), 60 € 90uM por 6, 24 ¢ 48 horas (p<0,01). Apds tratamento das células C33A por 6
horas, seguido de periodos de recuperagcdo de 24, 48 e 72 horas, foi possivel observar uma
elevada citotoxicidade no tratamento com 60uM com recuperagdo de 24 horas (p<0,01), 48 ¢
72 horas (p<0,05), bem como no tratamento de 90uM seguido de recuperacio por 24, 48 e 72
horas.

Elevada citotoxicidade em linhagem celular MRC-5 foi observada no tratamento com

criptomoscatona D2 na concentracdo de 90uM em 6 e 48 horas (p<0,05). Apods o tratamento



de 6 horas seguido de periodo de recuperagdo, um aumento de citotoxicidade foi observado
nas concentragdes de 60uM (p<0,05) e 90uM (p<0,01) com periodo de recuperagdo de 24
horas.

A avaliagdo comparativa de citotoxicidade do tratamento com a criptomoscatona D2
entre as linhagens Hela, SiHa, C33A e MRC-5 foi realizada para as diferentes concentragdes
(15, 30, 60 e 90uM) e tempos de tratamento (6, 24 e 48h), bem como no tempo de tratamento
de 6 horas, seguido de periodo de recuperagdo de 6, 24 e 48 horas (Figuras 6 e 7). Nao foi
encontrada diferencga significativa entre as diferentes linhagens celulares em todos os tempos
de tratamento (Figura 6) e no tratamento de 6 horas seguido de recuperagdo (Figura 7).
Embora ndo haja diferenca na citotoxicidade entre as linhagens, € possivel observar que HeLa
e C33A, respectivamente, apresentam maior freqiiéncia de morte celular, nos tratamentos de
24 e 48 horas (Figura 6 B e C) . Em contrapartida, menor freqiiéncia de morte celular foi
observada nas linhagens MRC-5 e SiHa nas mesmas condic¢des de tratamento.

No tratamento de 6 horas e recuperagdo de 24, 48 e 72 horas (Figura 7) ¢ possivel
observar que a linhagem C33A foi mais suscetivel a acdo citotoxica da criptomoscatona D2
em todos os tempos de recuperagdo. Menor freqiiéncia de morte celular foi observada,

consecutivamente, nas linhagens HeLLa (HPV18), MRC-5 (SV-40) e SiHa (HPV16).
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Figura 6: Ensaio de citotoxicidade (MTT). Porcentagem de células mortas nas linhagens HelLa
(HPV1S8), SiHa (HPV16), C33A (ndo infectada) e MRC-5 (SV-40) tratadas com
criptomoscatona D2 de C. mandioccana nas concentragdes de 15uM, 30uM, 60puM e 90uM. A)
Tratamento por 6 horas; B) Tratamento por 24 horas e C) Tratamento por 48 horas. Os dados
referem-se as médias (M) de trés experimentos independentes e erro padrio (M + EP). CP

(controle positivo) e CV (controle de veiculo — DMSO 1%).
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Figura 7: Ensaio de citotoxicidade (MTT). Porcentagem de células mortas nas linhagens HeLa
(HPV18), SiHa (HPV16), C33A (ndo infectada) e MRC-5 (SV-40) tratadas com
criptomoscatona D2 nas concentragdes de 15uM, 30uM, 60uM e 90uM. A) Tratamento por 6
horas e recuperagdo de 24 horas; B) Tratamento por 6 horas e recuperacdo de 48 horas ¢ C)
Tratamento por 6 horas e recuperagdo de 72 horas. Os dados referem-se as médias (M) de trés
experimentos independentes e erro padrdo (M + EP). CP (controle positivo) e CV (controle de

veiculo — DMSO 1%).



4.2- Expressao bak e bcl-2

Quando os tratamentos em diferentes concentragdes da criptomoscatona D2 de
C.mandiocanna, por 6 horas seguido dos periodos de recuperacdo de 24, 48 ¢ 72 horas foram
avaliados em cada linhagem, ndo foi observada diferenga estatistica significativa para a
expressio de bak e bel-2. E possivel observar uma pequena expressdo das proteinas bak e bel-
2 (< 10%) nas células HeLa, SiHa, C33A e MRC-5 (Figura 8).

Na avaliagdo comparativa entre os tratamentos e periodos de recuperacdo nas
diferentes linhagens, foi possivel observar maior expressdo de Bcl-2 (Figuras 8§ A e B) em
células SiHa nos periodos de tratamento por 6 horas e periodo de recuperacdo de 24 horas
(SiHa versus HelLa p<0,01; SiHa versus C33A e MRC-5, p<0,05) e 48 horas (para todas as
linhagens p<0,01). A expressdo de bak foi maior no tratamento de 6 horas seguido de
recuperagdo por 24 horas (SiHa versus HeLa p< 0,01), 48 horas (SiHa versus HelLa e C33A,
p<0,01) e 72 horas (SiHa versus HeLa p< 0,05).

E possivel observar que SiHa apresenta maior expressio de bcl-2 e bak no controle
negativo, em todos os tempos de recuperagdo, quando comparadas com as demais linhagens e
em todos os tempos de recuperagdo, exceto para o tempo de recuperacdo de 72 horas, cuja
expressdo de bak ¢ maior em MRC-5 (controle negativo). De modo interessante, no periodo
de recuperagdo de 24 horas, SiHa apresenta diminui¢do de expressdo de bcl-2 e aumento de
bak com efeito dose-resposta, o que corresponde a uma maior morte celular avaliada pelo
MTT (Figura 7 A). No periodo de recuperacdo de 48 horas (Figura 8 B e E) bcl-2 encontra-se
diminuido até 30uM e a expressdo de bak diminui em 15uM. Quando a concentragdo do
tratamento ¢ maior (60 e 90uM), ambas as proteinas encontram-se com expressdo elevada,
sugerindo que a maior expressdo de bak favoreceria os estimulos de morte celular,
suplantando os estimulos anti-apoptoticos promovidos por bcl-2 e correspondendo a maior

morte celular no MTT (Figura 7 B). Finalmente, no tempo de recuperacdo de 72 horas, ndao ha



modulagdo da expressdo de bcl-2, quando comparado com o controle negativo, € uma maior
expressdo de bak nas concentragdes 30, 60 ¢ 90uM (Figura 8 C e F). Curiosamente, nas
mesmas condi¢des, ao avaliar a citotoxicidade em 72 horas de recuperagdo (Figura 7 C), as
células SiHa apresentam maior freqiiéncia de morte em 60uM e diminuicdo na maior
concentragdo (90uM), sugerindo que as células recebam estimulos anti-apoptdticos por estas

proteinas relacionadas com o controle de apoptose.
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Figura 8: Expressdo quantitativa de bak e bcl-2 (citometria de fluxo), nas linhagens HelLLa (HPV18),
SiHa (HPV16), C33A (ndo infectada) e MRC-5 (SV-40) tratadas com criptomoscatona D2 nas
concentragdes de 15uM, 30uM, 60uM e 90uM. A) a C) Expressao de bcl-2 no tratamento por 6 horas
e, respectivamente, recuperagdo de 24, 48 ¢ 72 horas; D) a F) Expressdo de bak no tratamento por 6
horas e, respectivamente, recuperagdo de 24, 48 e 72 horas. Os dados referem-se as médias (M) de
trés experimentos independentes e erro padrio (M * EP). CP (controle positivo), CN (controle

negativo) e CV (controle de veiculo —- DMSO 1%).



3- Ensaio de Apoptose (Anexina V)

Os resultados dos ensaios com anexina V, avaliados por citometria de fluxo, nas
linhagens HeLa, SiHa, C33A ¢ MRC-5 tratadas com a criptomoscatona D2 isolada de C.
mandioccana estio apresentados Figura 9 A a F. E possivel observar que a indugdo de
apoptose precoce € apoptose tardia/necrose, foi muito baixa com freqiiéncia variando de 1 a
7% (apoptose precoce) e de 5 a 40% (apoptose tardia/necrose). Quando os tratamentos sdo
avaliados em todas as linhagens (Figura 9 A a B), foi observada diferenca estatisticamente
significativa de apoptose precoce no tempo de recuperagdo de 24 horas (C33A versus HeLa e
MRC-5, p< 0,05) e de 48 horas (C33A versus MRC-5, p< 0,05). Para os demais tratamentos,
ndo foi observada diferenca significativa para a presenga de apoptose precoce e/ou apoptose
tardia/necrose. Esses resultados poderiam sugerir que o tratamento de 6 horas seria
insuficiente para a inducdo de apoptose ou que o mecanismo de morte celular observado no
ensaio do MTT seria possivelmente atribuido a outros mecanismos ndo avaliados no presente

estudo.
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propidio (apoptose tardia/necrose) no tratamento por 6 horas e, respectivamente, recuperagao de 24,

48 e 72 horas. CP (controle positivo), CN (controle negativo) e CV (controle de veiculo — DMSO

1%).



5- DISCUSSAO




O desequilibrio entre o crescimento ¢ a morte celular ocasiona o desenvolvimento do
cancer, e tem-se tornado evidente que as células neoplasicas escapam da morte celular por
falha nos mecanismos de apoptose (STANLEY, 2003). As células tumorais geralmente
possuem uma série de modificagdes genéticas que impedem o processo de apoptose,
colaborando para o crescimento celular aberrante, o desenvolvimento da neoplasia maligna e,
posteriormente, sua capacidade de invasdo (HAJRA e LIU, 2004). Apoptose ¢ a habilidade de
as células em se autodestruirem através da ativag@o do suicidio celular intrinseco na presenga
de danos severos (LOWE e LIN, 2000). Ainda, tem-se tornado claro que certos virus possuem
estratégias para driblar a apoptose, e tendem a estar associados com a tumorogénese. Estudos
demonstram que a E6 do HPV 18 pode interferir na apoptose induzida por Bak
independentemente de p53. A oncoproteina E6 de HPV de alto risco induz a degradagao de
bak em células Saos-2 e 293 (THOMAS e BANKS, 1998). A resisténcia a apoptose das
células cancerosas faz necessario o desenvolvimento de novas drogas para combinacdo
quimioterapica (LOWE e LIN, 2000). Contudo, a seletividade da agdo quimioterapica é o
maior desafio, pois esses farmacos destroem tanto células cancerosas como células ndo
cancerosas. Dessa forma, hd uma urgente necessidade de encontrar novos agentes quimicos
que possam diferenciar entre células normais e células cancerosas, matando seletivamente
células cancerosas (TIAN et al, 2007), por mecanismo de apoptose.

As estirilpironas tém sido estudadas por apresentarem atividade antiproliferativa em
diferentes linhagens, principalmente a substdncia denominada goniotalamina, apresentando
atividade apoptogénica (LEE, AZIMAHTOL e TAN, 2003). Recente estudo demonstrou que
embora z-criptofoliona e criptomoscatona D2 sejam eficientes inibidores de checkpoint na
fase G2, impedindo a proliferacdo celular por interromper o ciclo celular nessa fase, sdo ao
mesmo tempo muito toxicos (STURGEON et al., 2007). O tratamento com compostos

extraidos de plantas € capaz de induzir morte celular em HeLa, SiHa, CaSki e C33A (ZHANG



et al.,2005; YIM et al., 2006). No presente estudo a estirilpirona criptomoscatona D2 isolada
de Cryptocarya mandioccana, demonstrou um aumento de citotoxicidade dose-resposta e
tempo-resposta em células HeLa, SiHa, C33A e MRC-5. No nosso estudo, embora ndo haja
diferenca significativa de citotoxicidade entre as linhagens, ¢ possivel observar que HelLa e
C33A responderam com maior sensibilidade ao tratamento em 24 e 48 horas (maior morte
celular) enquanto MRC-5 e SiHa foram menos sensiveis (menor morte celular) nas mesmas
condi¢des de tratamento. O tratamento das linhagens HeLa, SiHa e C33A com 4cido ursélico
demonstrou maior atividade de inibi¢do de proliferacdo celular nas linhagens infectadas por
HPV, quando comparadas a ndo infectada, C33A (YIM et al., 2006). O niimero de copias
virais e a oncogenicidade do virus poderiam explicar o comportamento diferente para a morte
celular induzida no tratamento com a criptomoscatona D2. As linhagens possuem nimero de
copias virais diferentes: SiHa (HPV-16) possui 1 a 10 copias /célula enquanto HeLa (HPV18)
possui 10 a 50 copias/célula (OH et al., 2004).

Nossos resultados demonstram que a citotoxicidade do tratamento com
criptomoscatona D2 nas linhagens HeLa e C33A apresentou atividade diferente quando o
tratamento ¢ realizado com e sem periodo de recuperacdo. HeLa e SiHa aparentemente
retomam sua capacidade proliferativa, que ¢é diretamente proporcional ao tempo de
recuperagdo, enquanto o mesmo comportamento ndo ¢ observado em C33A. A maior
capacidade das células em restabelecer a proliferacdo parece estar associada a presenca do
HPV, indicando que esta estirilpirona pode ndo possuir agdo seletiva sob as oncoproteinas E6
e E7 de HPV. Embora, no presente estudo ndo tenha sido avaliada a expressdo de RNAm de
E6 e E7, uma boa terapia anti-HPV deveria inibir a expressdo dessas oncoproteinas. Em
células HeLa, o bloqueio da funcdo das proteinas virais E6, E7 ou ambas, utilizando RNA de
interferéncia (RNAi1) induz a senescéncia dessas células demonstrando a importancia da

atividade viral para a sobrevida celular (HALL e ALEXANDER, 2003). Ainda, a auséncia de



virus na linhagem C33A poderia explicar a menor recuperacdo pods-tratamento com a
criptomoscatona D2 isolada de C. mandioccana. A superexpressdo de E6 ¢ capaz de degradar
p53 inibindo o controle do ciclo celular de fase G1/S (DOORBAR, 2005). O tratamento
genotoxico de células de cancer com tipos de HPV de alto risco e que expressam o gene E6 de
copias virais integradas ao genoma, resultam no aumento da expressdo de p53 e o
restabelecimento dos mecanismos de apoptose (BUTZ et al.,, 1996). Estudos recentes
conduzidos por nosso laboratorio verificaram que o extrato etanolico de C. mandioccana nas
concentragdes de 0,5 a 2,0 mg/mL apresentaram efeito mutagénico (OLIVEIRA et al,
submetido em 2007). O tratamento com agentes indutores de danos no DNA eventualmente
resulta na morte de células tumorais HPV-positivas por apoptose, induzindo genes alvos de
p53, como por exemplo bax. Células infectadas por HPV podem exibir resposta celular intacta
ao estresse genotodxico, o qual pode envolver vias bioquimicas dependentes ou independentes
de p53 (BUTZ et al., 1996).

Entretanto, a elevada citotoxicidade de um composto ndo pode ser considerada
necessariamente evidéncia de eficdcia na terapia anticarcinogénica. No presente estudo,
procuramos identificar o potencial mecanismo de a¢@o da criptomoscatona D2 na apoptose de
via intrinseca. Estudos prévios, em linhagens celulares de cincer de mama e leucemia
promielocitica, verificaram que derivados da estirilpirona goniotalamina, isolados de
Goniothalamus umbrosus ¢ Goniothalamus cheliensis, apresentaram importante agdo
antiproliferativa, induzindo morte celular e alterando a expressdo de proteinas da via
intrinseca de apoptose (CHIEN e PIHIE, 2003; INAYAT-HUSSAIN et al., 2003; ZHONG et
al., 2005). A ativacdo de caspase 7 e acumulo de citocromo ¢ apos o tratamento de células
MCF-7 com estirilpirona isolada de Goniothalamus umbrosus, evidenciou a atividade
apoptotica desse composto (LEE, AZIMAHTOL e TAN, 2003). Em outro estudo, a evidéncia

de inducdo de apoptose em células MCF-7 (adenocarcinoma de mama), tratadas com a



goniotalamina, foi observada pela manuten¢do da baixa expressdo de bcl-2 e aumento de bax,
uma proteina pro-apoptdtica, em todas as concentracdes estudadas (CHIEN e PIHIE, 2003).

Como a estirilpirona criptomoscatona D2 de C. mandioccana possui estrutura quimica
similar a da goniotalamina, com apenas a inser¢do de um grupamento 1,3 butanodiol,
decidimos avaliar diferentes proteinas da via intrinseca, esperando encontrar o0 mesmo efeito
apoptdtico. A expressdo anormal da proteina bcl-2 tem sido amplamente demonstrada em uma
variedade de tumores, incluindo malignidades hematolégicas (HANADA et al., 1993),
carcinoma de préstata (COLOMBEL et al., 1993) e carcinoma de pequenas células do pulméo
(BEN-EZRA et al., 1994). Substancias quimicas que bloqueiam proliferacdo celular podem
apresentar potencial anticarcinogénico por indugdo da apoptose. Acido ursdlico, uma
substancia isolada de plantas (Rosemarinus officinalis, Eriobotrya japonica, Calluna vulgaris
e FEugenia jumbolana), representa uma potencial droga anticarcinogénica para neoplasias
associadas ao HPV (YIM et al., 2006). Experimentos in vitro, utilizando células CaSki
infectadas por HPV 16, verificaram a inativa¢do e/ou um baixo nivel de p53 estdo associados
com o aumento da expressdo de bcl-2, o que pode contribuir para a transformagdo maligna
(LIANG et al., 1995; MIYASHITA et al., 1994). Prévios estudos demonstram que a acdo de
compostos quimicos e produtos naturais em linhagens celulares infectadas por HPV (HeLa,
SiHa e Caski) apresentaram: redu¢ao nos niveis de RNAm de E6 e E7, inibi¢do da fun¢do de
E6/E7 em se ligar a p53, restabelecimento da expressdo de p53, inibicdo da proliferagao de
células tratadas, indu¢do de apoptose (NARAYANAN et al., 1998; UM et al., 2002; LEE et
al., 2005).

Ao avaliar a expressdo de proteinas sinalizadoras da apoptose de via intrinseca, bcl-2
(antiapoptdtica) e bak (pro-apoptotica) foi observado que a expressdo destas proteinas ndo se
alterou com o aumento das concentracdes e tempos de tratamento em nenhuma das quatro

linhagens celulares estudadas (HeLa, SiHa, C33A e MRC-5). Baixa expressdao de bak e bcl-2



foi observada, sugerindo que talvez esse ndo seja o mecanismo de morte celular promovido
pela criptomoscatona D2. Alguns compostos podem induzir morte celular por
despolimerizagdo do citoesqueleto de actina, miosina ou tubulina (MOSS et al., 2006;
PRAGER-KHOUTORSK et al., 2007) por senescéncia (FENG et al., 2007) ou por inibi¢cdo de
topoisomerase (POLYCARPOU-SCHWARZ et al., 2007; KOGAN et al., 2007). Assim na
continuidade do estudo seria desejavel a avaliagdo de outros mecanismos de morte celular que
pudessem justificar a citotoxicidade observada no ensaio do MTT. Em contrapartida, a
auséncia de ativagdo de proteinas responsaveis pelo controle de apoptose de via intrinseca ndo
exclui a possivel atividade do tratamento por via extrinseca ou outro tipo de morte celular
como a autofagia ou necrose. (HAJRA e LIU, 2004).

A diferenca de atividade citotoxica e de apoptose poderia ser explicada pela estrutura
quimica da estirilpirona criptomoscatona D2 utilizada no tratamento das diferentes linhagens.
Algumas estirilpironas isoladas de Goniothalamus (goniotalaminas) apresentam alta
citotoxicidade se tornando um novo topico na fitoquimica e oncofarmacologia desde o
descobrimento da atividade anticarcinogénica do taxol (TIAN et al, 2007). Segundo PILLI et
al., 2006, as estirilpironas possuem, pelo menos, trés grupos farmacoféricos que estdo
envolvidos nas atividades antiproliferativa (Figura 10 A). O fato de o carbono C6 das
estirilpironas estar em R ou S também influencia a atividade antiproliferativa. Em estudos
recentes com derivados de estirilpironas, através de sinteses assimétricas de algumas
moléculas, a goniotalamina com a estereoquimica S do C6 demonstrou-se mais ativa que seu
enantiomero.

O aumento do niimero de hidroxilas na cadeia lateral das estirilpironas pode aumentar
ou diminuir a atividade antiproliferativa na dependéncia da linhagem celular (TELASCREA,
2006). A estirilpirona criptomoscatona D2 estudada apresenta adi¢do do grupamento 1,3-

butanodiol em sua estrutura em relagdo a goniotalamina (Figura 10 B), substancia com



atividade antiproliferativa e apoptogénica. Este grupamento adicional poderia aparentemente
alterar a atividade da molécula mantendo a atividade antiproliferativa (citotoxica), porém

perdendo a atividade apoptogénica.

A

, So Aceptor de Michael
Importante para a N — i
atividade antiproliferativa \\ Essencial para a

atividade

 Parte hidrofobica

Configuragdo S mais
ativa que R

Grupamento 1,3- butanodiolg

Figura 10: Em A) grupos farmacoforicos da goniotalamina, segundo PILLI et all, 2006. Em B)

Criptomoscatona D2, adi¢do do grupamento 1,3-butanodiol em relag@o a goniotalamina.

Ainda, a presenga de aceptor Michael, presente na estirilpirona criptomoscatona D2
utilizada no presente estudo, poderia ser responsavel pela atividade antiproliferativa
encontrada. A ligacdo do aceptor de Michael com proteinas alvos, como por exemplo aquelas
responsaveis pela exportagdo nuclear (STURGEON et al, 2007) ou por induzir
ubiquitinizagdo de Erb2 (JUNG et al., 2007), aparentemente contribuem para essa atividade
antiproliferativa. A curcumina (Diferuloil metano), que também possui esse aceptor, parece
possuir atividade para cancer de colo uterino infectado por HPV (DIVYA e PILLAI 2006;
PRUSTY e DAS, 2005; SINGH e BHAT, 2004). Esse composto induz apoptose e inibe a
expressdo do RNAm de E6 ¢ E7 (DIVYA e PILLAI, 2006), desregula a transcri¢do de genes

de HPV18 (PRUSTY e DAS, 2005) e diminui a expressao de bcl-2 (SINGH e BHAT, 2004).



6- CONCLUSOES



1) A estirilpirona criptomoscatona D2 isolada de C. mandiocanna ocasiona morte celular
devido a sua alta citotoxicidade, em linhagens HelLa, SiHa, C33A e MRC-5, na
dependéncia da concentragdo, do tempo de tratamento e do tempo de recuperacdo pos

tratamento.

2) A estirilpirona criptomoscatona D2 isolada de C.mandiocanna aparentemente nido induz
apoptose de via intrinseca nas concentragdes e tempos estudados, sugerindo que outras e

vias apoptdticas ou diferentes mecanismos de morte celular deveriam ser investigados.

3) A estirilpirona criptomoscatona D2 isolada de C.mandiocanna aparentemente ndo induz
apoptose por via extrinseca, avaliada parcialmente pela externalizagdo de fosfatidilserina,
sugerindo diferentes mecanismos de apoptose e outras estruturas subcelulares,

potencialmente alvos terapéuticos, deveriam ser investigados.
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