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RESUMO

No norte do Brasil, sobretudo nos Estados do Amazonas e Para, ha alta incidéncia de
cancer gastrico, cujos tratamentos disponiveis séo ineficazes, na maioria dos casos. A
biflorina, uma ortonaftoquinona prenilada obtida das raizes de Capraria biflora L.,
demonstrou, em trabalhos prévios, inibir o crescimento tumoral in vivo e in vitro de
varias linhagens celulares, sem induzir mutagenicidade. A ACP02, principal linhagem
celular utilizada nesse trabalho, foi estabelecida a partir de um adenocarcinoma
gastrico difuso primario, retirado da regido céardia estomacal de um paciente de 66 anos
oriundo do Para. Entre as principais alteracdes cariotipicas e genéticas dessa linhagem
estdo a trissomia do cromossomo 8, com amplificacdo do oncogene MYC, e a delegéo
do braco curto do cromossomo 17, onde estaria localizado o gene supressor de tumor
TP53. Essas caracteristicas observadas na linhagem estabelecida correspondem
aguelas observadas no tumor que a deu origem, evidenciando que tal linhagem € uma
boa alternativa para o estudo da fisiopatologia do cancer gastrico humano e triagem de
drogas. Tendo em vista o potencial promissor da biflorina e a necessidade de
regionalizar o estudo de novas drogas anticancer para atender as particularidades
genotipicas de cada grupo de pacientes, avaliamos a atividade da biflorina sobre
ACPO02 através da analise morfolégica das células, dos ensaios de viabilidade celular,
do ensaio clonogénico, do teste de motilidade, do teste de diferenciacdo celular pelo
NBT e da avaliagdo do status de MYC e comprimento dos teldmeros por FISH, nas
concentracbes de 0, 1,0, 2,5 e 5 uM, apdés 24 e 72h de tratamento. As alteracbes
morfolégicas indicaram morte celular por necrose, além de sugerirem a ocorréncia de
processo de diferenciacdo, devido a alteracdo no formato da célula aderida. A biflorina
apresentou atividade citotoxica (Clsp 1,92 uM) e atividades citostéatica, anticlonogénica
e inibidora da motilidade in vitro, estatisticamente significativas (p<0,05) desde a
concentracdo de 1 uM. Houve reducéo significativa da taxa de amplificacdo de MYC,
nas células tratadas com 2,5 e 50 uM da droga (p<0,05), o que pode justificar a
ocorréncia de processo de diferenciacdo celular, tendo em vista o papel fisioldgico
desse gene. Essa diferenciacdo foi confirmada pelos resultados obtidos durante o teste
do NBT, no qual as células apresentaram capacidade de metabolizar o sal a partir do
tratamento de 1,0 uM. O comprimento do telémero foi reduzido nas células tratadas
com 5,0 uM de biflorina (p<0,05). Esses resultados demonstram que a biflorina atua
sobre importantes alvos da terapia anticancer, quando utilizada sobre a linhagem
gastrica ACP02 em concentracdes em torno de 2,5 uM, o que a torna uma substancia
promissora para o tratamento desse tipo de tumor.

Palavras-chave: cancer gastrico; MYC; biflorina; diferenciacdo; ACP02.



ABSTRACT

In the northern Brazil, especially in the states of Amazonas and Pard, there is a high
incidence of gastric cancer which available treatments are ineffective in most cases.
The biflorin, a prenylated ortanaftoquinona obtained from the roots of Capraria biflora L.,
showed, in previous studies, an inhibition of the tumor growth in vivo and in vitro in
several cell lines, without inducing mutagenicity. The ACP02, main cell line used in this
work, was established from a primary diffuse gastric adenocarcinoma, removed from
the stomach cardia region of a 66-year-old pacient born in Pard. Among the main
karyotypes and genetic changes of this lineage are the trisomy of chromosome 8, with
amplification of the MYC oncogene, and the deletion of the chromosome 17’s short
arm, where the tumor suppressor gene TP53 is located. These characteristics observed
in the established line correspond to those observed in the original tumor, what
indicates that this line is a good alternative to the study of the human gastric cancer
pathophysiology and the drug screening. Considering biflorin’s promising potencial and
the necessity to regionalize the study of new anticancer drugs to answer genotype
particularities of each group of patients, we evaluated the activity of biflorin on ACP02
through the morphological cell analysis, the cell viability assays, the clonogenic assay,
scratch assay, the cell differentiation test by NBT, the evaluation of the MYC status and
telomere length by FISH, in 0, 1.0, 2.5 and 5.0 uM concentrations, after 24 and 72 hours
of treatment. The morphological changes indicate cell death by necrosis, and suggest
the occurrence of the differentiation process, due to change in the format of the
attached cell. The biflorin showed a cytotoxic activity (ICso 1.92 uM) and cytostatic,
anticlonogenic and antimotility activities, statistically significant (p<0,05) since 1 uM.
There was a significant reduction in MYC amplification rate in cells treated with 2.5 e 5
uM of the drug (p<0,05), which can explain the occurrence of cellular differentiation
process, in view of the physiological role of this gene. This differentiation was confirmed
by the results obtained during the NBT test, in which the cells showed the ability to
metabolize salt from a treatment of 1.0 uM. The telomere length was reduced in cells
treated with 5.0 uM of biflorina (p<0,05). These results showed that biflorin acts on
important targets of anticancer therapy, when used on the gastric line ACP02, at
concentrations around 2.5 uM, which makes it a promising substance for the treatment
of this tumor type.

Keywords: gastric cancer, MYC; biflorin; differentiation; ACP02
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1 INTRODUCAO

A homeostase celular € regulada por mecanismos que controlam o balanco
entre proliferacdo, crescimento e morte celular, distarbios nesses balancos podem

resultar em hiperplasia e malignidade (FOSTER, 2008).

Céancer é uma designacao dada ao conjunto de manifestacdes patolégicas que
se caracterizam pela perda do controle da proliferagao celular, transformacao celular e
ganho de capacidade de invadir tecidos adjacentes ou de sofrer metastase para tecidos
distantes, trata-se de células inicialmente normais que adquirem mudancas

moleculares tornando-se cancerosas (HANAHAN. & WEINBERG,2011).

Desde o final dos anos 50, quando as primeiras curas reais do cancer foram
obtidas com as terapias de combinac¢éo, o progresso no tratamento do cancer tem sido
dolorosamente lento, com poucas e notaveis excec¢des. Durante os primeiros 25 anos
de estudo sobre o tema, descobriu-se que o cancer €, em grande parte, causado por
mutacbes em genes, sobretudo oncogenes e genes supressores de tumor, que
controlam a proliferacdo, crescimento, sobrevivéncia e diferenciacdo celular

(CANTLEY & BASELGA, 2011).

Apesar das melhorias significativas no diagnostico e de inovagfes no tratamento
de tumores, o céncer continua a representar uma grande preocupacdo médica,
delimitando a longevidade e a qualidade de vida humana, motivo pelo qual a busca
incessante por novas alternativas de tratamento se faz necessaria

(LESZCZYNIECKA et al, 2003).
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Com a evolugéo ocorrida no campo da genética, tem se tornado cada vez mais
notdrio que os canceres historicamente definidos com base no tecido de origem podem
ser divididos em dezenas de subtipos quando analisados em nivel molecular. Esse
conhecimento comecga a explicar por que dois pacientes com o diagndstico da mesma

doenca muitas vezes respondem de forma tao diferente & mesma terapia

(CANTLEY & BASELGA, 2011).

Dentro desse panorama esta se tornando cada vez mais imprescindivel a
determinacao, ndo s6 do poder citotoxico dos novos candidatos a drogas antitumorais,
mas também a definicdo de seu mecanismo de acado, sobretudo no que se diz respeito
a interacdo com alvos moleculares especificos. Sendo assim, todos os esfor¢cos que
visam lancar luz sobre esse aspecto sdo essenciais para a aceleracao nas descobertas

de novas opc¢des de tratamento (CERVANTES et al, 2008; YASUI, 2011).

O cancer gastrico, altamente prevalente no Brasil, destacando-se os Estados do
Amazonas e Para, constitui-se num mal progndstico, haja visto a agressividade desse
tipo de tumor, o diagndstico geralmente tardio e as poucas chances de evolucao para
cura mediante os tratamentos disponiveis, motivo pelo qual a busca de novas
alternativas € essencial (MEYERHARDT & FUCHS, 2002; RESENDE et al, 2006;

RIVERA et al, 2007; INCA, 2010).

Tem-se demonstrado solidamente a relacdo entre a carcinogénese gastrica,
hébitos alimentares, infec¢cdo por Helicobacter pylori e alteragBes genéticas, nas quais

a superexpressao do oncogene MYC e a dele¢cdo ou mutacdo do gene supressor de
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tumor TP53, sdo as mais evidentes e, aparentemente, as que conferem pior

prognostico (GREENBLATT et al, 1994; KOO et al, 2000; PANANI, 2008).

Somando-se a essas alteracdes mais freqientes, ha ainda a deteccdo de
atividade da telomerase na maioria dos tumores humanos, incluindo o cancer gastrico,
a qual promove e mantém o alongamento dos teldmeros, colaborando para que essas

células possuam capacidade replicativa indefinida (LICHTSTEINER et al, 2011).

Em 2009, foi estabelecida e caracterizada uma linhagem celular oriunda de
adenocarcinoma gastrico de um paciente paraense de 66 anos, a ACP02. Tal linhagem
compartilha de caracteristicas genéticas muito semelhantes ao tumor que lhe deu
origem, configurando-se numa excelente alternativa de estudo da fisiopatologia de tal
tumor bem como de sua sensibilidade farmacolégica (LEAL et al, 2009). No entanto,
até o presente momento ndo ha dados publicados a respeito da sensibilidade dessa

linhagem a drogas conhecidamente antitumorais nem a novas entidades bioativas.

Nas Ultimas décadas a maioria dos farmacos antitumorais introduzidos na
terapéutica teve sua origem nos produtos naturais (NEWMAN & CRAGG, 2007;

CRAGG et al, 2009).

A biflorina, uma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-
pran-7,8-diona) obtida de raizes de Capraria biflora L, tem demonstrado, em trabalhos
prévios, alto poder de inibicdo de crescimento tumoral in vivo e in vitro, na auséncia de
mutagenicidade (VASCONCELLOS et al, 2005; VASCONCELLOS et al, 2007;

VASCONCELLOS et al, 2010; VASCONCELOS et al, 2011).
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Considerando-se a necessidade de busca de novas alternativas de tratamento
para o cancer, destacando-se o cancer gastrico cujas opg¢des disponiveis parecem ter
um papel paliativo e ndo curativo na maioria dos casos, e a importancia de se explorar
0S possiveis mecanismos de acdo de novas entidades bioativas, o presente trabalho
visa avaliar a atividade da biflorina sobre a viabilidade celular, a atividade clonogénica,
a motilidade, a diferenciagédo celular, o comprimento do teldbmero e o status de

amplificacdo de MYC em células da linhagem ACPO02.
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2 OBJETIVOS

Avaliar o potencial anticancer da biflorina sobre células tumorais gastricas.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a citotoxicidade da biflorina em células tumorais gastricas humanas;
- Avaliar a morfologia de células tumorais gastricas humanas tratadas com biflorina;
- Avaliar a atividade citostatica da biflorina sobre células tumorais gastricas humanas;

- Avaliar a sensibilidade das células tumorais gastricas mediante tratamento com

biflorina;

- Avaliar a atividade da biflorina sobre a motilidade de células tumorais gastricas

humanas;
- Avaliar a inducao de diferenciacéo celular da biflorina em células tumorais gastricas ;

- Avaliar o status da amplificacdo de MYC e o comprimento telomérico de células

tumorais gastricas humanas apos tratamento com biflorina.
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3 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

3.1 Cancer

A carcinogénese € um processo complexo cuja iniciacao e progressao envolvem
passos em que o DNA acumula uma série de alteracdes, sendo muito freqlentes as

metilacbes aberrantes e as mutagdes (USHIJIMA, 2007).

Essas alteraces sequenciais frequentemente ocorrem em genes relacionados a
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Dentre as evidéncias experimentais que
corroboram esta teoria esta o fato da célula cancerosa ser capaz de transmitir as suas

caracteristicas genotipicas as células “filhas” (BALMIAN et al., 2003).

O processo de oncogénese resultante destas alteracdes culmina com o
crescimento de sucessivas populagdes ou clones celulares nos quais as mutagdes se

acumularam em um processo denominado expanséao clonal (SILVA, 2004).

As caracteristicas do cancer compreendem seis capacidades bioldgicas distintas
e complementares adquiridas durante o desenvolvimento de tumores humanos, a
sustentacdo de sinais pro-proliferativos, reducdo dos supressores de crescimento,
resisténcia ao processo de morte celular, imortalidade, indugdo de angiogénese e
ativacdo da invasdo e metastase. Sua designacdo tem origem latina significando
“caranguejo”, em analogia ao modo de crescimento infiltrante que pode ser comparado
as pernas do crustaceo, atualmente a definicdo cientifica de cancer refere-se ao termo

neoplasia, exclusivo dos tumores malignos (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
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Durante as duas Ultimas décadas houve grande avan¢o na compreensdo das
causas do cancer, em particular, sobre os genes que afetam o seu desenvolvimento.
Essas conquistas possibilitam melhorias nas ferramentas para a detecgao e tratamento
cancer, o que é imprescindivel, uma vez que um fator importante para o éxito da
terapia € a precocidade no diagnoéstico do tumor (ALMEIDA et al, 2005; MYC

PROTEIN, 2011).

No entanto, em detrimento dos avancos até hoje alcancados, o cancer se
mantém como uma das doencas que mais causa temor na sociedade por ter se

tornado um estigma de mortalidade e dor (ALMEIDA et al, 2005).

Os tumores séo classificados levando-se em consideracédo a célula normal que
os originou, além de serem estadiados para facilitar a compreensao do comportamento

daquele tumor (ALMEIDA et al, 2005).

Estadiar um caso de neoplasia maligna significa avaliar o seu grau de
disseminacdo. Para tal, ha regras internacionalmente estabelecidas, as quais estdo em
constante aperfeicoamento. O estaddio de um tumor reflete ndo apenas a taxa de
crescimento e a extensdo da doenga, mas também o tipo de tumor e sua relagdo com o

hospedeiro (DENOIX apud MENORE, 2002).

7

O sistema de estadiamento mais utilizado € o preconizado pela Unido
Internacional Contra o Céancer (UICC, 2009), denominado Sistema TNM de
Classificacdo dos Tumores Malignos. Este sistema baseia-se na extensdo anatdémica
da doencga, levando em conta as caracteristicas do tumor primario (T), as

caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6érgdo em que o
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tumor se localiza (N), e a presenc¢a ou auséncia de metastases a distancia (M). Estes
parametros recebem graduacdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1,

respectivamente.

Os fatores de risco para o cancer podem ser encontrados no meio ambiente ou
podem ser hereditario, sendo os fatores ambientais, representados pelo meio em geral
(dgua, terra e ar), o ocupacional, o socio-cultural e o de consumo, responsaveis por

cerca de 80% dos casos (BALMAIN et al, 2003; ALMEIDA et al, 2005).

Tendo em vista a importancia da influéncia de fatores comportamentais e
ambientais na tumorigénese de algumas neoplasias a questao da prevencao do cancer
envolve o processo de informacdo da populacdo a respeito dos comportamentos de
risco e sinais de alerta. Nesse sentido as politicas de atencdo basica tem papel de

destaque (CESTARI, 2005).

No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer (INCA) do Ministério da Saude/MS,
através de sua Coordenacdo de Prevencdo e Vigilancia (Conprev), é a instituicao
responsavel pelo desenvolvimento das acfes nacionais orientadas a prevencdo e ao

controle do cancer (INCA, 2010).

A despeito dos esforcos realizados, sobretudo nos ultimos 25 anos, o cancer
ainda configura-se como um grande problema de saude publica tanto nos paises
desenvolvidos, nos quais ele é a segunda principal causa de morte, como nos paises

em desenvolvimento, onde ele € a principal causa de morte (JEMAL et al, 2011).
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As estatisticas mundiais mostram que no ano 2000, ocorreram 5,3 milhdes de
casos novos de cancer em homens e 4,7 milhdes em mulheres, e que 6,2 milhdes de

pessoas morreram por essa causa (INCA, 2010; JEMAL et al, 2011).

Destes, os mais incidentes foram o cancer de pulméo (1,52 milhdes de casos
novos), mama (1,29 milhdes), colon e reto (1,15 milhdes). Devido ao mau prognéstico,
o cancer de pulméao foi a principal causa de morte (1,31 milhdes), seguido pelo cancer

de estbmago (780 mil 6bitos) e pelo cancer de figado (699 mil 6bitos) (INCA, 2010).
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3.1.1 Cancer gastrico

A carcinogénese géstrica € um processo multifatorial e gradativo e inicia-se por
alteracdes na mucosa gastrica, que adquire um fenoétipo progressivamente regressivo,
com substituicdo de células normais por aquelas que existem naturalmente no intestino
(delgado e, posteriormente, grosso), no sentido inverso ao que ocorre durante o
desenvolvimento fetal. Esse processo de transmutacdo da mucosa gastrica, em parte
conhecido, ocorre a longo prazo e sugere que os fatores de risco para o cancer

gastrico atuam desde a mais tenra idade e por muito tempo (BRITO et al, 1997).

Os tumores gastricos podem ser de quatro tipos: adenocarcinomas; linfomas;
tumores do estoma  gastrintestinal (GISTs) e tumores  carcindides

(HALL in GORE, 2009).

Cerca de 90% dos tumores de estdbmago sao adenocarcinomas, que Sao
subdivididos em dois tipos histolégicos principais: o tipo bem diferenciado, também
chamado de tipo intestinal; e o tipo indiferenciado, também chamado de difuso. O tipo
intestinal é descrito como sendo originado principalmente a partir de gastrites de corpo
estomacal com atrofia gastrica e metaplasia intestinal, enquanto o tipo difuso

geralmente se origina em pangastrites sem atrofia (CREW & NEUGU, 2006).

Tem-se observado um declinio da incidéncia de tumores do tipo intestinal,
enquanto ocorre o contrario com o0 adenocarcinoma gastrico do tipo difuso

(KANEKO & YOSHIMURA, 2001).
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O carcinoma gastrico pode se desenvolver de maneira localizada, envolver
estruturas adjacentes ou ainda desenvolver metastases linfaticas, peritoneais e
hematogénicas. Tanto os fatores anatémicos quanto biolégicos determinam grandes
variagbes nos padrbes de metastase. Em casos de recorréncias, metastases
locais/regionais séo identificadas em cerca de 50% dos casos, enquanto 30% dos
casos apresentam metastase peritoneal. Metastases distantes também ocorrem em
proporcdo significativa em fungdo do estdgio do tumor géstrico primério

(KHANDEKAR & KHANDEKAR in GORE, 2009).

Os principais fatores de risco para o cancer gastrico incluem a infeccdo por
Helicobacter pylori, habitos alimentares, habitos socioculturais, fatores hereditarios e

genéticos, além de fatores ocupacionais (CREW & NEUGU, 2006).

A infeccdo por Helicobacter pylori, um microaeréfilo gram-negativo espiralado
flagelado, foi pela primeira vez associada com o desenvolvimento de cancer gastrico
por Marshal em 1983 (MARSHAL, 1984). Logo em seguida muitos estudos
demonstraram que tal infeccdo era a principal causa de adenocarcinoma gastrico,
podendo ser a principal responsavel por até 63% dos casos (INCA, 2011). No entanto,
até o presente momento, ndo se conhece completamente os mecanismos pelos quais o
H. pylori induz carcinogénese estomacal. Aparentemente varios fatores podem agir em
diferentes estagios, como a viruléncia da cepa, o dano ao DNA, interferéncia no
balanco entre proliferacdo e apoptose, fatores relacionados ao hospedeiro e resposta

inflamatoria (ZUN-WU & FARTHING, 1999; QIU et al, 2010).
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Pesquisas sugerem que ha relacdo entre a infec¢cdo por esse microorganismo e
a deteccéo de deficiéncia de p53 e reativacdo da atividade da telomerase em tecidos
gastricos nos quais detecta-se processo carcinogénico instalado

(ZUN-WU & FARTHING, 1999).

A prevaléncia mundial calculada de infec¢é@o pelo H. pylori é de 50%, sendo que
chega a 90% nos paises em desenvolvimento. Na maioria das populacbes em que a
prevaléncia da infeccéo é alta, geralmente, ela € adquirida na infancia, persistindo ao
longo da vida, e esta intimamente relacionada a fatores sécio-econémicos, como baixa
renda, baixo indice educacional, condic6es de moradia inadequadas durante a infancia

(GOODMAN & CORREA, 2000; INCA, 2011).

Em 1994, a Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Céancer (IARC)
classificou o H. pylori como um carcinégeno tipo | para seres humanos, ou seja, de
acordo com a agéncia, ha evidéncias suficientes para afirmar a correlacdo entre tal

infeccéo e sua carcinogenicidade em humanos.

A infeccdo por H. pylori induz ainda resposta inflamatéria capaz de provocar a
superexpressdo da cicloxigenase 2, presente naturalmente na mucosa gastrica. Essa
superexpressao esta envolvida em varios processos que levam a progressao do tumor,
como a angiogénese, sobrevivéncia da massa tumoral, proliferacdo, invasao e
imunossupressao (RESENDE et al, 2011). Mesmo apo6s a erradicacdo da infeccéo
observa-se uma alta incidéncia de carcinogénese entre os individuos afetados,

fendmeno cujas caracteristicas clinicas e biologicas necessitam de melhor
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compreensao para que se determine se a via carcinogénica nesses casos € similar a

observada em individuos com infeccéo ativa (MATSUO et al, 2012)

No que tange aos fatores alimentares, estudos sugerem que eles tanto podem
ser indutores como protetores de carcinogénese gastrica. A ingestdo de frutas e
verduras, esta associada a um baixo risco para o desenvolvimento dessa neoplasia. A
hipotese de que a alimentacdo saudavel possa ser um fator protetor deve-se ao fato de
as frutas e legumes frescos possuirem vitaminas com propriedades antioxidantes,

como as vitaminas C e E e o betacaroteno (INCA, 2011).

Em contrapartida, o consumo de aditivos alimentares e de elevados teores de
sal de nitrito, que ocasionam inflamacdo da mucosa gastrica, esta associado a

facilitacdo da instalacdo da tumorigénese (GUERRA et al, 2005).

Os sais de nitrito, sofrem catdlise acida enddgena na presenca de aminas e
amidas, dando origem a nitrosaminas, que desde a década de 70 vem sendo descritas
como um potente grupo de carcindégenos. As nitrosaminas também podem ser
encontradas em alimentos com cerveja, peixes e derivados, derivados de carnes e
gueijos, e alimentos em conserva (MAGEE & BARNES, 1976; TRICKER &

PREUSSMAN, 1991).

Fatores sociais como o0 habito de fumar e ingerir bebida alcodlica séo
importantes fatores de risco, sobretudo, em pacientes que ja apresentam infeccao pelo

H. pylori (TRAMACERE et al, 2011; SJODAHL, et al, 2007).
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Outro fator de risco para neoplasias géastricas malignas é o pefil genético do
individuo, sendo as principais alteracdes observadas a superexpressao ou aneuplodia
com ganhos nos cromossomos 2q, 7pd, 8pg, 13q, 179, 18qg, e 20pq e perdas no
cromossomo 17p. O padrdo de alteragbes genéticas foi diferente, dependendo da
existéncia de metastase nodal e tipos histoloégicos. Ganhos em 8q e perdas em 17p
foram as caracteristicas mais comumente observadas (KOO et al, 2000; PANANI,

2008).

Estudos demonstram a existéncia de trinta e trés polimorfismos
significativamente relacionados ao risco de desenvolvimento dessa neoplasia, entre
eles o gene MYC tem papel de destaque. Alguns desses polimorfismos podem tornar-
se biomarcadores do risco de cancer géastrico no futuro. Polimorfismos que determinam
a producao de altos niveis de fatores de crescimento, que sao importantes no processo

de reparacdo tecidual, foram recentemente associados a reducdo do risco de

desenvolvimento de cancer gastrico (GAO et al, 2009; CALCAGNO, 2008).

A amplificacdo de MYC parece estar presente em cerca de 30% dos casos e a
perda alélica de TP53 foi encontrada em 50%, no entanto os dados para MYC podem
estar sendo subestimados devido limitacdes nas técnicas de deteccéo que ndo permite

detectar amplificacdo de sequéncias rearranjadas (KOO et al, 2000; PANANI, 2008).

Mudangas genéticas que levam ao desenvolvimento de cancer gastrico
permanecem sendo elucidadas através de estudos que visam identificar as regides

cromossOmicas que contém genes importantes para o desenvolvimento de carcinomas
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gastricos e marcadores genéticos associados com a progressdo do tumor

(KOO et al, 2000; PANANI, 2008).

AlteracOes hereditarias relacionadas a carcinogénese gastrica séo raras, sendo
relatadas na literatura em cerca de apenas 5% dos casos de cancer gastrico, em sua
maioria do tipo difuso (BARBER et al, 2006). Nesses casos, a mutacéao identificada tem
sido no gene da e-caderina, o CDH1, e a gastrectomia profilatica é citada como a
melhor alternativa terapéutica disponivel, uma vez que o cancer gastrico tem sido
identificado em 76,5 — 100% dos estdbmagos retirados profilaticamente (HUNTSMAN et

al, 2001; SURIANO et al, 2005).

Sao enumerados também como fatores de risco menos comuns para o cancer
gastrico a exposicdo a radiacdo, obesidade, anemia perniciosa, tipo sanguineo (maior
frequéncia no tipo A) e infec¢do pelo virus Epstein-Baar (CREW & NEUGU, 2006;

INCA, 2011).

A mais recente estimativa mundial apontou a ocorréncia de cerca de um milhao
de casos novos de cancer do estbmago para o ano de 2008, configurando-se como o
guarto colocado em incidéncia e o terceiro em taxa de mortalidade (IARC, 2008). Mais
de 70% dos casos ocorrem em paises de baixo e médio recurso financeiro. A taxa de
incidéncia é cerca de duas vezes mais alta no sexo masculino do que no feminino. No
mundo, o local que concentra a mais alta incidéncia dessa neoplasia maligna é a Asia

Oriental (INCA, 2011).
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No Brasil as estimativas para 2012/2013 apontam para a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 novos casos de céancer, dos quais 20.090 serdo de

estdbmago (12.670 em homens e 7.420 em mulheres) (figura 1) (INCA, 2011).

Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer do estbmago em
homens é o segundo mais frequente nas regides Norte (11/100 mil) e Nordeste (9/100
mil) e o quarto nas regides Sul (16/100 mil), Sudeste (15/100 mil) e Centro-Oeste
(14/100 mil). Para as mulheres, ocupa a quarta posi¢cao na regido Norte (6/100 mil), a
guinta na regido Centro-Oeste (7/100 mil) e a sexta nas regibes Sudeste (9/100 mil),

Sul (8/100 mil) e Nordeste (6/100mil) (INCA, 2011).

Homens Mulheres

. 14,84 - 18,96
B 1196-1483
. 837-11,85

4,58-8,36

8,17-9,66

6,52-8,16

4,47-6,51

3,06-4,46

Figura 1. Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia por 100 mil homens e
mulheres, estimadas para o ano de 2012, segundo Unidade da Federagdo (neoplasia maligna
do estbmago).

Fonte: INCA, 2011.
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No Amazonas, considerando-se a populagdo masculina no periodo entre 1979-
1983, o cancer de estdbmago foi o primeiro no ranking de mortalidade por céancer e,
entre 1995-1999, ele foi o segundo, entre a populacdo feminina ele foi o segundo e

terceiro mais agressivo, respectivamente (INCA, 2011).

Para o biénio 2012/13 estima-se que ocorrerdo 693,61 novos casos a cada 100
mil habitantes do Estado do Amazonas. Dos quais 6,5% serdo de estdmago,
configurando esse tipo de tumor como o terceiro mais frequente. Em Manaus, estima-
se que ele sera o segundo tipo mais frequente de cancer em homens e 0 quarto em
mulheres. Apesar das mulheres serem menos acometidas, sdo elas que apresentam a

forma mais agressiva do tumor (INCA, 2011).

Apesar de ser a segunda causa de morte por cancer no mundo, em ambos os
sexos, sua série histérica mostra declinio em varios paises. As taxas de incidéncia
também mostram uma reducao substancial ha maioria dos paises. Parte da explicacéo
para esse declinio deve-se a identificacdo de seus fatores de risco e a tomada de
medidas de prevencao, sobretudo no que se diz respeito a melhora da qualidade de
vida e alimentacdo, além do controle da infeccdo por H. pylori

(IARC, 2008; INCA, 2011).

O céancer do estbmago € um tipo de tumor que néo possui um bom prognadstico,
sendo a razdo mortalidade/incidéncia considerada alta em todas as partes do mundo.
Sua sobrevida relativa em cinco anos é considerada baixa, tanto em paises em

desenvolvimento como em paises desenvolvidos (INCA, 2011).
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Essa baixa sobrevida relaciona-se ao fato de que, na maioria dos pacientes, 0

cancer gastrico é diagnosticado em estdgio avancado, quando as opcdes de

tratamento curativo sdo limitadas (BORNSCHEIN & MALFERTHEINER, 2011).

Esse diagnostico tardio ocorre porque 0s pacientes s6 se tornam sintomaticos
guando ja desenvolveram lesdes avancadas com metéastase local ou distante. Alguns
dos sintomas apresentados sdo dor epigéastrica, inchagco ou massa epigastrica palpavel.
Alguns pacientes podem apresentar nduseas e vomitos devido a obstrucdo géstrica,
assim como sensacdo de saciedade precoce e disfagia. Também se observa a
ocorréncia de sangramente, em caso de ulceragcbes do tumor. Em casos mais
avancados da doenca sintomas como anorexia, perda de peso, ictericia, ascite e

hepatomegalia podem estar presentes (OLEARCHYK, 1978).

A quimioterapia classica do cancer gastrico baseia-se principalmente nos
regimes de  5-fluorouracil  (5-FU)  cisplatina  infusional (CF) e  5-
fluoruracil+cisplatina+epirrubicina (ECF). Com esses esquemas obtem-se resposta em
20-40% dos pacientes, no entanto a duracdo dessas respostas € curta e incompleta e a
sobrevivéncia média ndo excede 7-10 meses. Buscando-se a melhora desses
resultados novas combinacdes incluindo docetaxel, oxaliplatina, capecitabina e

irinotecan tem sido testadas (MEYERHARDT & FUCHS, 2011; RIVERA et al, 2007).

Mais recentemente foi adicionado ao arsenal terapéutico do cancer gastrico o
trastuzumab, um anticorpo monoclonal que atinge seletivamente o dominio extracelular
da proteina do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2)

(BANG et al, 2010).



-27-

Esses novos regimes podem ter algum papel no auxilio do tratamento desses
pacientes, mas a sobrevivéncia continua sendo rara e a toxicidade permanece alta
(RIVERA et al, 2007; MEYERHARDT & FUCHS, 2011). Por isso a busca de novas
alternativas de combinacdo e incorporacdo de drogas direcionadas a novos alvos

terapéuticos é de vital importancia.
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3.2 O protoncogene MYC — tumorigénese e diferenciacao celular

MYC €& um oncogene envolvido na regulacdo do ciclo celular, parada no
crescimento celular, adesao celular, metabolismo, biogénese dos ribossomos, sintese

protéica e funcdo mitocondrial (CALCAGNO, 2008; CROCE, 2008)

O gene MYC tem sido objeto de muitos estudos, nos quais ele vem
demonstrando ser um duradouro enigma. A familia de proteinas myc promove
proliferacdo, crescimento e apoptose, além de inibir diferenciacdo terminal e, quando
desreguladas, estdo profundamente envolvidas na génese de uma extraordinaria lista

de tipos de cancer (EISENMAN, 2001; VITA & HENRIKSSON, 2006).

O primeiro gene MYC foi identificado como um oncogene do retrovirus MC29
(v-MYC), que induz mielocitomatose em aves, em seguida sequéncias similares foram
identificadas em células nao infectas. Subsequentemente o gene c-MYC foi identificado
como o homologo celular desse oncogene retroviral, sendo sua superexpressao e/ou
translocacdo demonstrada em  varios tumores humanos e  animais

(HEMERKING, 2003; FARIA, 2006).

Logo depois da descoberta de c-MYC dois outros genes foram encontrados
amplificados em canceres humanos: o N-MYC (nos neuroblastomas) e o L-MYC
(nos carcinomas pulmonares). Adicionalmente, dois novos genes foram identificados,
contudo somente em roedores, o B-Myc e o S-Myc. O conjunto desses genes é

denominado genericamente como familia de oncogenes MYC (FARIA, 2006).
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O gene MYC esta localizado na regido cromossémica 8g24.21 compreendendo
3 exons cujos produtos consistem em fosfoproteinas nucleares altamente conservadas
(TAUB et al, 1982; LUSCHER & EISENMAN, 1990; FACCHINI, 1998; MYC, 2012)

(figura 2).

MYC &—— €16 ATG ’ =

Exon1 .~/ Exon2 . .--"" Exon3

s /-~ Exon2 Exon 3

myc
Figura 2: Representacdo esqueméatica do Gene MYC e os exons que déo origem a proteina
myc.

Fonte: Adaptado de RYAN & BIRNIE, 1996.

A proteina Myc, de férmula molecular Cz186H3447Ne250725S15, € composta de 454
aminoacidos e possui com meia vida de 10-30 horas, sendo classificada como instavel
(THE MYC, 2011; MYC PROTEIN, 2012). Trata-se de um fator de transcricdo formado
basicamente de uma hélice—alga—hélice leucina zipper (bHLH-Zip), capaz de interagir
com o DNA, e um dominio adjacente rico em aminoacidos basicos

(RYAN & BIRNIE, 1996; NILSON, 2003).

Ela forma um complexo dimérico com uma proteina complementar, denominada
Max, essa complexacdo & necessaria a maioria das atividade biologicas do Myc.
Essencialmente toda proteina Myc encontrada nas células esta complexada com Makx,

gue € ubiquitaria (BLACKWOOD, 1992; LUTZ et al, 2002) (figura 3).
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0"

Figura 3: Complexo dimérico formado entre as proteinas Myc (em vermelho) e Max (em azul)
interagindo com o DNA.

Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/File:C-Myc-DNA_complex.png.

A proteina Max pode ainda formar complexos com outras duas proteinas, Mad e
Mxil, além de formar dimeros, mediando a repressao da transcricdo. A expressao de
Max ndo é altamente regulada e ela possui alta estabilidade enquanto a expresséo de
Mad sofre uma regulagdo mais intensa e ela parece ter uma meia vida mais curta

(figura 4) (BLACKWOOD, 1992; HOFFMAN & LIEBERMANN, 1998) .
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Figura 4: Consequéncias transcripcionais dos possiveis complexos formados entre Myc-Max-
MXxil.

Fonte: adaptado de RYAN & BIRNIE, 1996.

O papel do gene MYC no cancer foi inicialmente apontado por Varmus e Bishop,

ganhadores do prémio Nobel em 1989 (FARIA, 2006).

O protoncogene MYC € o oncogene mais frequentemente ativado e estima-se
gue ele esteja envolvido em 20% de todos os cénceres humanos (DANG et al, 2006).
Existe uma base de dados que relaciona 1.697 genes alvos do MYC e 93 estudos
indicando correlacdo o gene MYC com diferentes tipos de tumores, dos quais 8
referem-se a relacdo entre amplificacdo e/ou superexpressdo de MYC e cancer

gastrico (MYC PROTEIN, 2011).
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O oncogene MYC pode ser ativado através de uma variedade de alteracdes
genéticas incluindo translocacdo cromossomal, insercdo viral, transducdo retroviral e
amplificacdo genética. A desregulagcdo de sua expressao causa imortalizacao celular,
mas ndo ¢é suficiente para induzir transformacdo nas células primarias

(RYAN & BIRNIE, 1997; HOFFMAN & LIEBERMANN, 1998).

A desregulacdo da expressao de myc promove nao apenas proliferacdo, quando
em up-regulation, mas também pode induzir ou sensibilizar a célula para apoptose,
guando em down-regulation. O protoncogene MYC desempenha um papel em ambas
vias de crescimento, positiva e negativa, devido sua influéncia sobre a diferenciacéo e
apoptose. E importante entender como myc desempenha suas mdltiplas funcées na
manutencdo do desenvolvimento normal, na formacdo e manutencdo tumoral e na
resposta a diferentes terapias anti-cancer (HOFFMAN & LIEBERMANN, 1998;

THOMPSON, 1998; PENDERGAST, 1999).

A apoptose associada a expressdo inapropriada de MYC limita seu efeito
tumorigénico isolado, portanto mecanismos inibidores da apoptose tem de ser somados
a essas alteracbes para que se promova a tumorigénese, como ocorre durante a
tumorigénese de precursores de células B em que a alteracdo em MYC se associa a
alteracdo em BCL-2, outro protoncogene localizado no cromossomo 18921 que se ativa
ao translocar-se no cromossomo 14 (HOFFMAN & LIEBERMANN, 1998;

PRENDERGAST, 1999; NILSON, 2003).

A apoptose mediada por MYC é dependente de p53 em alguns tipos celulares.

Sendo assim, nessas células o status de TP53, gene supressor de tumor localizado no
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braco curto do cromossomo 17, e p53 determinara se o tumor respondera ou nao a

determinados tratamentos (THOMPSON, 1998; PENDERGAST, 1999).

Apesar de ndo ser capaz de induzir isoladamente o processo de tumorigénese, a
expressao ectopica da oncoproteina myc evita parada do ciclo celular em resposta aos
sinais de inibicdo do crescimento, estimulos de diferenciacdo ou retirada do agente
mitdégeno. Além disso, a ativacdo de MYC em células quiescentes é suficiente para
induzir a entrada do ciclo celular na auséncia de fatores de crescimento. Assim, MYC

transduz um potente estimulo mitogénico (EISENMAN, 2001).

As alteragbes em MYC tem sido muito descritas em casos de neoplasias
gastricas. Xu e colaboradores (2001) e Yang e colaboradores (2004) descreveram uma
significante elevacdo da expressdo de MYC no cancer gastrico do tipo difuso. Yang e
colaboradores (2004) reportaram ainda sua associacdo com a incidéncia de metastase.
Han e colaboradores (1999) descreveram que pacientes com altos niveis de expressao
de MYC raramente evoluem para cura. Dessa forma a expressdao de MYC pode

representar um fenotipo agressivo quando se trata de cancer gastrico.

Tem-se demonstrado que a reducdo da amplificacdo de MYC possibilita a
diferenciacao terminal de células neoplasicas, sobretudo de linhagens hematopoiéticas,
mas também em outras linhagens, como linhagens de adipdécitos, células pancreaticas
endocrinas, queratindcitos, melandcitos, células nervosas e teratocarcinomas. Outras
alteracbes na expressdo de MYC também tem sido relacionadas com a inibicdo da

diferenciacdo dessas células (GRIEP, 1988; DEMETERCO et al, 2002; GEBHARDT et
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al, 2006; BUSCHBECK et al, 2007; MONTENEGRO et al, 2007; TAKAHASHI et al,

2008).

Sachs (1978) e Waxman (1986) ja relatavam a grande importancia dessa
evidéncia uma vez que a inducdo de diferenciacdo terminal, necessaria a morte da
célula, é uma potencial alternativa de tratamento menos tdxica para o cancer
(apud LESZCZYNIECKA et al, 2003). Esse tipo de terapia, quando utilizada em
associacdo a drogas puramente citotoxicas podem reduzir a toxicidade das mesmas
devido a reducdo da dosagem requerida para o alcance do efeito desejado

(FISCHER et al, 1985).

Esta abordagem é baseada na suposi¢do tacita de que muitos tipos de células
neoplasicas apresentam defeitos reversiveis na diferenciacdo, que apds tratamento
adequado, resulta na reprogramacdo do tumor e uma perda concomitante da
capacidade proliferativa e inducdo de diferenciacdo terminal ou apoptose. Estudos
laboratoriais que se concentram na elucidacdo de mecanismos de acdo tem
demonstrado a eficacia da "terapia de diferenciacdo", que esta comecando a alcancar o

contexto clinico (JIANG et al, 1994 apud LESZCZYNIECKA et al, 2003).



-35-

3.3 Telbmero

Teldmeros, o complexo DNA-proteina presente na extremidade dos
cromossomos eucarioticos, sdo protetores contra 0s eventos que promovem a
instabilidade do genoma, como degradacdes das regifes terminais do cromossomo,

fusdes e recombinacdes inapropriadas (BLACKBURN, 2005).

O DNA telomérico consiste em sequéncias repetitivas simples, ndo codificante,
muitas vezes ricas em guanina, complexadas com proteinas teloméricas

(BLACKBURN, 2005).

Os telébmeros dos vertebrados consistem em repeticdes da sequéncia de bases
TTAGGG com terminal poli-G. Nos mamiferos o complexo multiproteico associado a
sequéncia de bases do teldbmero € conhecido como shelterina ou telossomo, e
compreende as proteinas: tankyrase, TRF1 (telomeric repeat-binding factor 1), TRF2
(telomeric repeat-binding factor 2), TIN2 (TRF1-interacting protein 2), Rapl (repressor-
activator protein 1), POT1 (protection of telomeres 1) e TPP1(formalmente chamada de

PTOP/PIP1/TINT1) (GREIDER, 1999).

Essas regidbes cromossdmicas sdo especificas para a acdo da telomerase,
enzima responsavel por seu alongamento (BLACKBURN, 2005). Trata-se de uma
ribonucleoproteina grande, do tipo transcriptase reversa, que atua adicionando
sequéncias repetitivas de DNA telomérico nas extremidades do cromossomo
(TIAN et al, 2010). Ela apresenta-se sob duas isoformas, a 1 contém 1.132

aminoacidos e a 2, 1.069 (TELOMERASE]1, 2012; TELOMERASEZ2, 2012).
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A atividade da telomerase € suprimida na maioria das células somaticas
humanas normais, essas células perdem progressivamente porgcdes teloméricas ao
longo de sua vida, a cada ciclo celular, devido a falta de atividade da telomerase.
Muitos estudos correlacionam essa perda com o processo de envelhecimento e morte.
Em contrapartida, a maioria das linhagens celulares imortalizadas e as células que
compdem os tumores malignos humanos parecem manter o comprimento dos
teldmeros através da ativacao da telomerase, o que destaca o papel do teldbmero como

um importante passo na carcinogénese humana (REDDEL, 1998; MEYERSON, 1998).

Tem-se demonstrado que a disfuncdo do telémero e a ativacdo da telomerase
sdo achados comuns também em casos de cancer gastrico, motivo pelo qual eles se
tornaram importantes itens no estudo de novos alvos para a terapia anticancer,
sobretudo porque essas alteracbes ocorrem especificamente no tecido afetado pelo
processo carcinogénico, o que leva a crer que os efeitos desse tipo de terapia sobre os
demais tecidos seria pequeno, minimizando assim o aparecimento de efeitos colaterais

(LICHTSTEINER et al, 1999; TIAN et al, 2010).
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3.4 Biflorina

O século XX apresentou um avanco extraordinario na pesquisa de produtos
naturais no campo da oncologia, especialmente oriundos de plantas e
microorganismos, propiciando a descoberta de diversas substancias utilizadas
atualmente na terapéutica antineoplasica (NEWMAN & CRAGG, 2007;

CRAGG et al, 2009).

A maioria (60%) dos farmacos anticancer introduzida na terapéutica nas ultimas
décadas tem sua origem nos produtos naturais. Dentre estes se destacam a
vimblastina (Velban®) e a vincristina (Oncovin®) e os analogos vindesina (Eldisine®) e
vinorelbina (Navelbine®); o paclitaxel (Taxol®) e o analogo docetaxel (Taxotere®); a
podofilotoxina e os analogos, etoposideo (Etopophos®) e teniposideo (Vumon®); e a
camptotecina e o0s analogos, topotecano (Hycamtin®) e irinotecano (Camptosar®)

(NEWMAN & CRAGG, 2007; CRAGG et al, 2009).

A Capraria biflora L. € uma espécie de arbusto perene pertencente a familia
Schrophulariaceae, originaria das Antilhas e América do Sul, que habita zonas

temperadas e areas de clima tropical (CORREA, 1984; MATOS, 2002) (figura 5).

A espécie é amplamente distribuida pelo continente americano. Na América do
Sul é encontrada em paises como Venezuela, Peru, Guiana Francesa e Brasil
(encontra-se nos estados de Goias, Minas Gerais e na faixa litoranea entre o Piaui, até

o Espirito Santo) (CORREA, 1994; MATOS, 2002).
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Na América Central pode ser encontrada em El Salvador, Trinidad-Tobago,
Bahamas, Panam4, Curacao, Guatemala e Porto Rico; na América do Norte: Estados
Unidos e México, na Asia: india e China. No continente Europeu é muito usada como

ornamento (CORREA, 1994; MATQOS, 2002).

Figura 5: Capraria biflora L. A) folhas e flor; B) raizes

Fonte: VASCONCELLOS et al, 2007.

Esta planta é conhecida no Brasil como: Balsaminha, ca-da-balsaminha, cha-do-
méxico, cha-da-martinica, cha-de-goteira, cha-do-rio, cha-das-antilhas, cha-de-lima,
cha-do-maranhdo, cha preto, cha-de-boi, cha-bravo, cha-de-calcada, cha-de-terra, cha-

da-américa, cha-de-marajé (CORREA, 1984; LORENZI & MATOS, 2002).

Folhas secas e raizes sdo usadas na medicina popular para tratar dores, febre,

gripe, vomito, diarreia, hemorroidea, reumatismo, enquanto as raizes possuem
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propriedades antimicrobianas e anti-sépticas. O extrato aquoso das folhas de C. biflora
demonstra potente citotoxicidade, atividade analgésica e anti-inflamatoria em estudos
farmacoldgicos (AYENSU, 1981; HONYCHURCH, 1986; MORAIS et al, 1995;

SCOFIELD, 2002; LORENZ| & MATQOS, 2002).

A biflorina, objeto desse estudo (figura 6), € uma o-naftoquinona (6,9-dimetil-3-
(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-pran-7,8-diona) prenilada de origem natural que pode
ser facilmente obtida das raizes da Capraria biflora L., foi isolada pela primeira vez em
1953 por Gongalves de Lima e colaboradores e seus dados de RMN de *C foram
registrados pela primeira vez por Fonseca e colaboradores (2002), que nos forneceram

a aliquota de substancia utilizada nesse estudo.

O~ =

Figura 6: Estrutura quimica da biflorina (6,9-dimetil-3-(4-metil-3-pentenil)nafta[1,8-bc]-pran-7,8-
diona).

Dentre as propriedades comprovadas da biflorina destaca-se a atividade contra
bactérias = gram-positivas e alcool-acido-resistentes e alguns  fungos

(GONCALVES et al, 1962; SERPA, 1958).
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Somado a isso, a biflorina possui citotoxicidade contra varias linhagens de
melanoma, tanto murino quanto humano, leucemia mieloblastica humana, carcinoma
de mama humano, carcinoma de pulmdo humano, adenocarcinoma de pulmao,
carcinoma de prostata, glioblastoma, além de mais 13 outras linhagens celulares, tais
como de prostata, colon e sistema nervoso central (VASCONCELLOS et al, 2005;

VASCONCELLOS et al, 2010; VASCONCELLOS et al, 2011).

De acordo com testes realizados por Vasconcellos e colaboradores (2011), a
biflorina causa supressdo significativa no crescimento celular na forma dose
dependente, também diminui a inibicdo da sintese de DNA além de causar morte

celular por apoptose em melanoma.

A biflorina causa também um aumento nas figuras mitoticas em diferentes
estagios do processo mitdtico pela sua propriedade de diminuir o nimero de divisbes
celulares, além de reduzir o numero de células viaveis sem aumentar o nimero de
células inviaveis (VASCONCELLOS et al, 2011). Ela demonstra ainda possuir atividade
antioxidante e nao causa ruptura da membrana plasmatica de eritrécitos

(VASCONCELLOS et al, 2005).

Essa substancia mostrou-se ativa também in vivo sobre o tratamento de tumores
de Erlich, Sarcoma 180, além de melhorar a resposta ao tratamento com 5-fluorouracil
em camundongos acometidos desses mesmos tumores (VASCONCELLOS et al, 2007)
e de nédo induzir mutagenicidade e genotoxicidade em diversos modelos biologicos

(VASCONCELLOS et al, 2010). Avaliando-se sua atividade sobre melanoma induzido
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em ratos observou-se inibicdo do processo carcinogénico e aumento da média de

sobrevida dos animais (VASCONCELLOS et al, 2011).

Considerando-se a necessidade de busca de novas alternativas de tratamento
para o cancer, destacando-se o cancer gastrico cujas opc¢des disponiveis parecem ter
um papel paliativo e ndo curativo na maioria dos casos, e a importancia de se explorar
0s possiveis mecanismos de acdo de novas entidades bioativas, acreditamos que as
analises propostas fornecerdo dados preliminares esclarecedores capazes de nortear a

compreensao da utilidade da aplicacdo da biflorina nesse tipo de neoplasia.
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3.5 Linhagem celular - ACP02

A cultura de células humanas tem gerado importantes elucidacdes a respeito da
biologia celular, processos patolégicos e suas potenciais terapias. No entanto, o
processo de cultura celular in vitro esta cercado de diversos desafios, o ambiente de
cultura celular é ideal para o crescimento de numerosos microorganismos, as células
sdo passiveis a mudancas genéticas durante a manipulacdo laboratorial e a

contaminacgdes cruzadas entre as linhagens (FRESHNEY et al, 2007).

O estabelecimento e caracterizacdo de linhagens celulares de cancer gastrico
tem sido usado para obter informacdes sobre a evolucdo da malignidade e um vasto
banco de linhagens celulares bem caracterizadas pode refletir a diversidade de
fendtipos tumorais, fornecendo modelos Uuteis para o estudo de neoplasias

(RIBEIRO et al, 2010).

No entanto poucas linhagens celulares de tumores gastricos estédo disponiveis e,
em sua maioria, sdo oriundas de pacientes Asiaticos, onde epidemiologicamente ocorre

a maioria dos casos desse tipo de neoplasia (LIMA et al, 2004).

Em 2004, a ACP-01 foi a primeira linha celular de adenocarcinoma gastrico
desenvolvido no Brasil, a partir de células neoplasicas de uma paciente residente no
Estado do Para (LIMA et al, 2004). Em seguida, em 2009, 0 mesmo grupo de pesquisa
estabeleceu e caracterizou geneticamente outros 3 linhagens de células oriundas de
cancer gastrico, a ACP02 e ACPO03, obtidas de adenocarcinoma gastrico primario e

AGPO01, oriunda de fluido ascitico (LEAL et al, 2009).
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Mais recentemente, em 2010, outro grupo caracterizou geneticamente a primeira
linhagem celular de céncer gastrico brasileira disponivel comercialmente, a PG100

(RIBEIRO et al, 2010).

A ACPO02 (figura 6) foi estabelecida de um adenocarcinoma gastrico primario
oriundo de um homem de 66 anos. O tumor foi removido da regido da cardia
estomacal, classificado como sendo do tipo difuso e estadiado como T3N2MO. Apds o
estabelecimento da cultura a partir de fragmentos do tumor tratados com 0,1% de
colagenase e sua imortalizacéo in vitro, através de transformacao espontanea, analises
morfolégicas e citogenéticas foram realizadas com o intuito de correlacionar as
caracteristicas das células estabelecidas com as células originarias do tumor

(LEAL et al, 2009).

Durante o acompanhamento do desenvolvimento dessa cultura celular
observou-se que elas crescem de maneira desorganizada com aglomeracdes
(figura 7), divisdes heterogéneas e ciclo celular flutuando em torno de 30 horas

(LEAL et al, 2009).

Apesar de serem comuns alteracdes cromossOmicas devido ao processo de
cultura celular, essa linhagem demonstrou compartilhar alteracbes com o tumor de
origem, entre elas a principal alteracdo cariotipica foi a trissomia do cromossomo 8,
onde MYC se localiza, a trissomia do cromossomo 21 e a delecdo do 17p, que inclui o
I6cus de TP53 (figura 8) (LEAL et al, 2011). Essas evidéncias indicam que tal linhagem

celular representa uma boa alternativa para o estudo de céancer gastrico humano,
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incluindo-se a triagem de novas opc¢oes de drogas (LEAL et al, 2009), como € o caso

da biflorina.

Sendo assim a ACPO02 foi a linhagem celular eleita para o desenvolvimento dos
estudos do presente trabalho. Aléem das linhagens AGPO01, PG100, supracitadas, e
MRC-5, um fibroblasto pulmonar fetal humano normal, utilizado como controle néo

neoplasico (JACOBS et al, 1970).

Figura 7: Morfologia da linhagem ACP02 (em torno da passagem 55) sob microscépia invertida
com contraste de fase.

Fonte: LEAL ET al, 2009.
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Figura 8: Cariograma metafasico da linhagem ACP02 com setas indicativas das principais
alteracges cariotipicas observadas.

FONTE: LEAL et al, 2009.
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4 METODOLOGIA

Os protocolos experimentais abaixo descritos foram realizados no Laboratério de
Atividades Biolégicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade

Federal do Amazonas e Laboratérios parceiros da Universidade Federal do Para.

4.1 Manipulacdo e Manutencé&o da cultura celular

A manutencdo e manipulacdo da linhagem ao longo de todo trabalho
experimental obedeceu os critérios estabelecidos pelos guias de cultura celular, que
indicam o uso de garrafas e placas plasticas de cultura celular estéreis, uso meio de
cultura RPMI 1640 acrescido de bicarbonato de sédio (5,6%), HEPES (25 mM),
estreptomicina (0,005 mg/L), penicilina (0,001 U/L) e soro fetal bovino (10-20%)
também estéril, além de incubacédo a 37 °C em atmosfera com 5% de CO, e outros
reagentes complementares, como tripsina e tampéo fosfato (FRESHNEY, 2007,

PROTEOMICS, 2007; CURRENT, 2010, ABCAM, 2011).

Também foram seguidas as orientacbes do grupo que estabeleceu e
caracterizou a linhagem, que indica observagcdo diaria do crescimento celular em
microscopio invertido, além de realizacdo de repiques sempre que necessario para
meio de cultura novo em uma concentracdo de 0,5 — 1,0 x 10° células por mililitro

(LEAL et al, 2009).
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4.2 Citotoxicidade Celular pelo Alamar Blue

Nesse ensaio determinou-se a concentracao inibitéria capaz de provocar a morte

ou a inativacdo metabdlica de 50% das células cultivadas em analise.

Esse parametro inicial forneceu dados a respeito do perfil citotoxico da referida
droga sobre as linhagens ACP02, AGP01, PG100 e MCR5, assim como norteou a
determinacdo da concentracdo de biflorina e drogas-padrdo que foram utilizadas nos

demais subsequentes.

Muitos ensaios biolégicos ja foram descritos para a medida de sobrevivéncia e
proliferacdo celular. Fields e Lancaster (1993) apud Nakayama e colaboradores (1997)
e Ahmed e colaboradores (1994) descreveram o ensaio do Alamar Blue, um sensivel,

reprodutivel e ndo radioativo ensaio possivel de se realizar em placa de 96 pocos.

Esse ensaio envolve a adicdo de um composto fluorogénico redox, o alamar
blue, ao meio de cultura das células cultivadas. A forma oxidada do alamar blue, a
rezasurina, possui cor azul escura e fluorescéncia intrinseca limitada. Apds algum
tempo de exposicdo a ceélula, a rezasurina é reduzida e transforma-se em resofurina,
uma substancia que emite cor rosa, altamente fluorescente. Acredita-se que esse
processo de reducdo seja mediado por enzimas mitocondriais, citosolicas e
microssomais. A extensdo dessa conversao reflete a viabilidade celular e pode ser
guantificada pela leitura da fluorescéncia emitida em leitor de microplaca com filtro de

excitacao de 465 nm e emisséo de 540 nm (NAKAYAMA et al, 1997).
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Para a realizagdo desse teste as células foram cultivadas em uma densidade de
0,5x10” células/100 pL em placas com 96 cavidades, essas placas foram mantidas em
estufa a 37°C com 5% de CO; por 24h para que ocorresse a adesao das células. Apos
esse periodo as células foram tratadas em triplicata com 7 concentracdes seriadas de
biflorina e doxorrubicina (controle positivo), iniciando-se em 25 pug/mL e 5 ug/mL,
respectivamente. O diluente das drogas, DMSO (10 uL/mL), foi usado como controle

negativo.

Apébs o tempo de tratamento estipulado, adicionamos 10 pL do reagente Alamar
Blue 0,02% em cada poc¢o da placa e, apés duas horas exposicao, a leitura da
fluorescéncia das placas foi processada em leitor de microplaca nos comprimentos de

onda em 465 nm e 540 nm.

A concentracdo letal 50 foi entdo calculada através de regresséo nao linear tipo

sigmoidal utilizando-se o software graphpad prism 5.

(P_ Processo de redugdo

‘/\[ N\:C\ em células viavei j\/E[ N\\ Jii
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Na* Na

Sal de resazurina sodica Sal de resofurina sédica
fracamente fluorescente fortemente fluorescente

Figura 9: Reducgdo da resazurina em resofurina, base do principio da técnica do ensaio de
viabilidade celular pelo alamar blue



=49 -

4.3 Exclusao pelo Azul de Tripan

Com o intuito de avaliar viabilidade celular realizamos o ensaio de excluséo pelo
Azul de Tripam (RENZI et al, 1993 apud MONTENEGRO et al, 2007), no qual as
células foram cultivadas em placas de 12 pocos e, posteriormente, tratadas com trés
diferentes concentracdes de biflorina (1,0, 2,5 e 5,0 ug/mL), além do controle negativo,

tratado apenas com DMSO (10 uL/mL), todos em triplicata.

Apos 24 3 72h de tratamento, 0 sobrenadante dos pocos foi coletado em um
eppendorf, assim como as células, soltas por tripsinizacdo. Essa solucéo resultante foi
cautelosamente homogeneizada e uma aliquota de 90 pL foi coletada e misturada a 10
uL de corante azul de tripam®. Apés 2 minutos de repouso, uma aliquota de 10 pL da
solucéo de células expostas ao tripam foi transferida para uma camara de Neubauer
para a realizacdo da contagem das células contidas nos 4 quadrantes externos.
Durante essa contagem € possivel diferencias células viaveis e ndo viaveis, uma vez

gue elas se apresentam transparentes ou coloradas em azul, respectivamente.

ApGs a contagem foi calculado o percentual de células viaveis e ndo viaveis para
a triplicata de cada tratamento e a comparacao entre esses valores foi realizada por
analise de variancia com pos teste de Tukey, para determinar se houve diferenca
estatistica na viabilidade celular frente aos tratamentos nos diferentes tempos de

exposicao.
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4.4 Analise morfologica

Com o intuito de avaliar a ocorréncia de alteracbes morfolégicas nas células da
linhagem ACPO02 causadas pela droga em estudo, cultivamos a referida célula numa
densidade de 5x10* células/mL em placas de 12 pocos e tratamos com 1, 2,5 e 5 uM
de biflorina, além do controle negativo, tratado apenas com DMSO (10 uL/mL), e do

controle positivo tratado com 0,16 uM TPA.

Em seguida, apds 72h, o sobrenadante dos pogos foi coletado em um
eppendorf, assim como as células, soltas por tripsinizacdo. Centrifugamos essa
solugdo resultante a 3000 rpm por 5 minutos, desprezamos 0 sobrenadante e
ressuspendemos o pellet em 200 uL de PBS, retiramos uma aliquota de 100 pL e

cetrifugamos por 5 minutos a 1000 rpm em citocentrifuga.

Apos a centrifugacdo as ceélulas aderidas nas laminas foram fixadas e coradas
com kit corante pandtico rapido LaborClin®. As laminas foram entdo analisadas em
microscépio Optico, para avaliagcdo das alteracdes morfolégicas comparando-se as
células tratadas e ndo tratadas. O registro das alteracbes celulares foi feito por

fotografia (VASCONCELLOS et al, 2007).
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4.5 Avaliacao da sensibilidade celular pelo ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico foi primeiramente descrito na década de 60 por
radiologistas que desejavam avaliar a radiossensibilidade de linhagens tumorais in
vitro. Posteriormente foi adaptado para a avaliacdo de drogas para fornecer dados a
respeito da integridade estrutural e funcional das células tratadas, podendo evidenciar
algum efeito citotoxico/citostatico através da avaliacdo do tempo de recuperacao da
célula pos-tratamento medido em funcéo do nimero de coldnias formadas e do nimero

de células em cada col6nia celular (PLUMB, 2004).

Para este ensaio as células foram cultivadas em placas de 6 pocos, na
concentracdo de 400 células/mL. Apés 24h do plaqueamento, elas foram tratadas com
DMSO (10 uL/mL) e 1, 2,5 e 5 uM de biflorina em triplicata e o crescimento das
colénias foi observado durante 7-10 dias, periodo no qual a placa permaneceu sob

condi¢Bes de cultivo (PLUMB, 2004).

ApoOs esse periodo as células foram fixadas com metanol e coradas com cristal
violeta. O numero de colbnias foi quantificado e os resultados das triplicatas
comparados por analise de variancia 1way com pos teste de Dunnett. Nesse ensaio 0
efeito citotdxico resulta na reducdo no niumero de coldnias e o efeito citostatico resulta

na redug&o no numero de células em cada col6nia (PLUMB, 2004).
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4.6 Avaliacao da motilidade pelo ensaio de raspagem celular in vitro

O ensaio de raspagem celular in vitro, descrito por Liang e colaboradores (2007),
€ um ensaio simples, bem desenvolvido e de baixo custo capaz de fornecer dados a

respeito da migracao celular in vitro de células que crescem aderidas.

Os passos basicos desse ensaio envolvem: a raspagem de uma regido da
monocamada celular criando um “arranhao”, provocando entdo uma descontinuidade
na camada de células antes homogénea (= 70% de confluéncia), e 0 acompanhamento

do comportamento e captura de imagens da regido “arranhada” a intervalos regulares

(LIANG et al, 2007).

Para tanto as células foram cultivadas em triplicata em placas de 12 po¢cos numa
densidade de 10x10*mL, tratadas com 1,0, 2,5 e 5,0 pM de biflorina e DMSO

(10 pL/mL) por 24h. Apoés esse periodo foi feito o “arranhdo” e o comportamento das
células foi observado e fotografado nos tempos de 0, 24 e 48 horas. Nas imagens
obtidas mediu-se distancia das bordas do arranhdo e essas medidas foram tratadas

estatisticamente por analise de variancia 1way e pos teste de Dunett.

A inibicdo da migracdo das células em direcdo a regido raspada in vitro mimetiza
a inibicdo do processo de migracao in vivo e fornece dados iniciais sobre a interferéncia

da droga no processo metastatico tipico de tumores malignos (LIANG et al, 2007).
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4.7 Ensaio de diferenciacéo celular pelo NBT

O NBT (nitro blue tetrazolium) € um sal que nas células diferenciadas é reduzido
a formazan, um composto insoluvel de coloracéo arroxeada

(KOHROKI et al., 1998).

No teste do NBT as células sdo ativadas por estimulos apropriados na presenca
do corante, que age como receptor de elétrons, e se reduz quando em contato com 0s
intermediarios reativos de oxigénio mudando da cor amarela para a cor azul, podendo
ser quantificado no citoplasma das células diferenciadas, facilmente visualizados no

microscopio comum (BAEHNER & NATHAN, 1968).

Para a realizacdo desse teste as células foram cultivadas em placas de 12
pocos, na concentracdo de 2,5 x 10% e tratadas, ap6s 24 h, com 1, 2,5 e 5 uM de
biflorina, DMSO (10 uL/mL) e TPA (0,16 10 uM)por 24 e 72h. Posteriormente o

sobrenadante e as células tripsinizadas foram coletados em tubos falcon de 15 mL e

centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos.

O pellet resultante dessa centrifugacdo foi ressuspenso em 100 pL de tampéao
fosfato (PBS) e 100 pL de solucdo de NBT (2 mg/mL em PBS + 2 ug/mL de TPA) e

incubado a 37 °C em banho maria por uma hora protegido da luz.

Em seguida a reacéo foi interrompida pela adicdo de 3 mL de PBS gelado, a
suspensao foi centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspenso em 200
uL de PBS. Foram entdo preparadas laminas em citocentrifuga com 50 uL dessa

suspensao submetidos a centrifugacdo a 1000 rpm por 5 minutos.
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As células aderidas nas laminas foram fixadas em metanol PA por um minuto,
lavadas em 4gua corrente e, em seguida, contracoradas com safranina 0,5%. Apoés a
secagem as laminulas foram montadas com xilol e as laminas analisadas ao
microscopio 6ptico, quando foram contadas duzentas células diferenciando-se aquelas
com coloragcdo rosa (indiferenciadas — negativas) e das com coloracdo roxa

(diferenciadas — positivas).

Os resultados obtidos foram avaliados utilizando-se o software graphpad

prism5® por ANOVA 2way seguida de pés teste de Bonferroni.
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4.8 Avaliacao do status de amplificacdo MYC e teldmero por FISH

A introducéo da técnica de fluorescence in situ hybridization (FISH — florescéncia
no local da hibridizacdo), ha aproximadamente 30 anos marcou o inicio de uma nova
era do estudo da estrutura e fungdo cromossémica. Conceitualmente, o FISH é uma
técnica simples que consiste essencialmente na hibridizacdo de uma sonda de DNA
(DNA probe) a sua sequéncia complementar no cromossomo de preparacfes

previamente fixadas em laminas (VOLPI & BRIDGER, 2008; BISHOP, 2010).

A marcacdo fluorescente pode ser feita diretamente, pela incorporacdo de
nucleotideos fluorescentes na sequéncia da sonda, ou indiretamente através da
utilizacdo de anticorpos secundarios com fluoréforos. Apds esses procedimentos as
sondas e seus alvos podem ser visualizadas através de analise microscopica

(VOLPI & BRIDGER, 2008; BISHOP, 2010).

Para andlise da interferéncia da biflorina na amplificacdo de MYC e no
comprimento do telébmero da linhagem ACPO02, as células foram cultivadas em placas
de 12 pocos, na concentracdo de 5x10* células/mL e apds 24h, tratadas 1, 2,5 e 5 uM
de biflorina e DMSO (10 puL/mL) por 24 e 72 horas. Decorrido esse periodo, o
sobrenadante e as células tripsinizadas foram colocados em tubos falcon de 15 mL e

centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos.

Em seguida o pellet formado foi ressuspenso em 5 mL de solucéo hipotbnica de
KCI 0,075 M e incubado por 20 minutos a 37 °C, para que ocorresse a ruptura da

membrana nuclear dessas células.



-56 -

Essa nova suspenséo foi novamente centrifugada a 1500 rpm por 5 minutos e o
pellet ressuspenso em 5 mL de solugdo fixadora de metanol/ &cido acético 3:1
acrescida de cytoclear procell® (5 puL/mL), um reagente que consiste numa mistura de
proteinas detergentes capazes de remover resquicios de citoplasma, tornando a
visualizacdo mais facil. Com essa solucao fixadora foram feitas sucessivas lavagens
através de centrifugacdo e ressuspensdo até que a lamina preparada estivesse

suficientemente limpa.

Para o preparo da lamina foi utilizado o pellet obtido nas lavagens. Esse pellet
foi ressuspenso em 300 pL da proépria solucédo fixadora e gotejado na regidao central de

uma lamina previamente limpa e desengordurada.

ApoOs a evaporacao total do fixador os nucleos interfasicos aderidos na lamina
foram observados em microscopio Optico com contraste de fase, para a certificacdo de
gue havia material em quantidade suficiente e satisfatoriamente limpo para a realizacéo

dos procedimentos seguintes.

Para a marcacédo de MYC foi utilizada a sonda comercial Poseidon® que fornece
fluorescéncia direta e para a marcacao do telébmero utilizamos a sonda pan telomérica
StarFISH®, também de fluorescéncia direta, seguindo-se o protocolo experimental

indicados na bula das referidas sondas para a hibridizacédo que consiste em:

- Aplicar de 10-20 pL da sonda sobre o local da lamina onde estéo aderidos os nucleos,
posteriormente cobrir com laminula 22x22 mm, e envolver lamina e laminula

cuidadosamente em papel filme;
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- Co-desnaturar DNA celular e sonda por aquecimento a 75 °C por 10 minutos;

- Hibridizar por incubacdo em overnight em camara umida a 37°C protegida da luz;

- Retirar o papel filme e a laminula, cuidadosamente, e aplicar de 15 uL do
contracorante DAPI/Antifade e nova laminula sobre o local onde o material esta

aderido.

- Armazenar a -20 °C por 20 minutos a até 60 dias;

- Realizar a leitura em microscépio de fluorescéncia com avaliacdo de 200 células por
tratamento, nas quais a detecc¢ao de sinais vermelhos amplificados indicam a marcacéo

de MYC amplificado, enquanto os sinais azuis referem-se a regido telomérica.

A medida de comprimento de telémeros, determinado em cada nucleo interfasico foi
adquirido pelo software de captura de imagem “Applied Spectral Imaging image analysis
system”. As imagens foram processadas pelo software TFL-TELO seguindo o protocolo de

(POON et al., 1999).
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5 CONCLUSOES

Apos a andlise dos resultados obtidos podemos afirmar que:

- A biflorina possui atividade citotoxica equivalente a doxorrubicina sobre células da

linhagem gastrica ACP02;

- A citotoxicidade apresentada pela biflorina provoca inibicdo da proliferacdo de clones

celulares in vitro;

- A biflorina apresenta a capacidade de inibir a motilidade celular in vitro;

- A biflorina é capaz de reduzir a populacéo de células com 4 sinais de MYC ou mais,
aumentando, proporcionalmente, aquelas com menos de 3 sinais, sugerindo reducao

do numero de células amplificadas e aumento de células com amplificagdo normal;

- Células tratadas com biflorina apresentam ainda reducdo do comprimento dos

teldbmeros, 0 que pode indicar inibicdo da atividade da telomerase;
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Abstract

Stomach cancer is the second cause of cancer death. Advances in genetics and further
characterization of each tumor particularities became necessary to regionalize the study of
tumors. In this work, we used ACP02, a gastric cancer cell line established from a primary
gastric difuse adenocarcinoma in Para, to evaluate the potencial anticancer of biflorin, a prenyl-
ortonaftoquinone obtained from Capraria biflora L.’s roots. Biflorin was citotoxic in ACP02, and
the morphological analysis indicated cell death with features of necrosis. In clonogenic assay
was observed a decrease in colony formation at all concentrations tested (1.0, 2.5 and 5.0 yM)
and the cell shape has changed, suggesting induction of cell redifferentiation. NBT test was
performed and after 24 h of biflorina treatment differentiation process starts at all
concentrations. We used a FISH locus-specific probe for MYC and telomere in cells with and
without biflorina treatment. We concluded that biflorin has cytotoxic and anticlonogenic activity
in ACP02, induces cell differentiation and reduces cell amplification of MYC gene, which is
involved in cellular differentiation of various tumor types. In addition, biflorin inhibits the in vitro
migration and reduces the telomeres length, inducing a terminal process in ACP02 cells. These
results showed that biflorin acts on important targets of anticancer therapy, when used on the
gastric line ACPO02, at concentrations around 2.5 uM, which makes it a promising substance for

the treatment of this tumor type.

Key words: gastric cancer; MYC; cell differentiation; telomeres; citotoxicity.
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Introduction

Gastric cancer is the fourth most common cancer around the world, with a high incidence
and mortality for both sexes'. In Brazil, the estimative for 2012/2013 is 20.090 new cases of
gastric cancer, 12.670 in men and 7420 in women, being this disease the second cause of
death by cancer®. The survival for gastric cancer is rare from the fact that patients are often
diagnosed with advanced disease®*. Therapeutic advances in gastric cancer treatment are late,
comparing to others solid organs malignancies. There is not much consensus on optimal
systemic treatment. Despite of the ongoing researches using the classical chemotherapy agents
(whether as single-agent or combination therapy), there has been a lack of efficacy of these
treatments®. Therefore, the efforts on development of new drugs that target molecular
aberrancies in signal transduction pathways specific to gastric cancer is even more needed and

relevant.

The multistep carcinogenesis of gastric cancer is still not well understood. Chromossome
instability can lead to the loss of tumor suppressor genes, the activation of oncogenes and the
multiple mutations®’. Also, abnormall cell differentiation can be related to tumor formation®.
Therefore, agents that induce differentiation of tumor cells can induce redifferentiation in these
cells and restore their normal phenotype or cause a terminal differentiation leading to cell death,
being a useful biological treatment strategy. There is not much literature on gastric cancer cell
differentiation. However, recently, Bai and collaborators (2010) showed that sodium butyrate

(NaB), a histone deacetylase inhibitor, could induce gastric cancer cell differentiation®.

In this context, Biflorin, an o-naphthoquinone isolated from Capraria biflora, has been

found to be cytotoxic to several cancer cell lines and in vivo models™®*2,

Gastric cancer cell lines are useful tools to study the clonal evolution of this malignancy

and new experimental drugs. However most of these cells are derived from Asia samples™.
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In 2004, Lima and collaborators established a new gastric cell line from a primary human
gastric tumor from the North of Brazil™®. Furthermore, other three cell lines were established
from the same group and cytogenetic characterization was performed®. Chromosome 8
trisomy, where MYC oncogene is located, was found to be one of the most important molecular

alterations leading to gain function®’.

Activated signaling of MYC gene-family members (c-MYC, MYCN, MYCL) is a hallmark
of many cancer types. MYC genes can activate and repress transcription of target genes
through distinct mechanisms and contributes to tumorigenesis by promoting cell growth,
metastasis, angiogenesis and genomic instability and differentiation*®%*. High MYC ampilification
has frequently been observed in primary tumors from individual from the North of Brazil, making

2224 It has

the cell model suitable to study gastric cancer molecular pathways and treatment
been shown that the reduction of MYC amplification allows the neoplasic cell terminal
differentiation, especially hematopoietic, but also in other cell lines, such as adipocytes,
pancreatic cells, endocrine cells, keraticocytes, melanocytes, nerve cells and

teratocarcinomas®>*°,

Sachs (1978) and Waxman (1986) have already reported the importance of this
evidence, since the induction of terminal differentiation, necessary for cell death, is a potentially

less toxic alternative treatment for cancer®..

Considering the necessity to find new alternatives for the gastric cancer treatment and
the importance for unraveling action mechanisms of promising cytotoxic drugs, this study
evaluated the biflorin’s activity on cell viability, clonogenicity, motility, differentiation, telomere

length and MYC amplification in ACPO02 cell line.



- 80 -

Material and Methods

Chemicals

Biflorin (Figure 1) was obtained as previously described®*, and was always above 95% purity.
Doxorubicin hydrochloride (adriamycin, CAS no. 25316-40-9) was purchased from Sigma
Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA), AlamarBlue™ (CAS no. 153796-08-8 St. Louis, MO, USA)
and penicillin/streptomycin (USB, Cleveland, OH, USA). DMSO (dimethylsulfoxide) (CAS no.
67-68-5), DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle Medium) and fetal calf serum were purchased
from Gibco® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Crystal violet (CAS no. 548-62-9), Methanol (Cas
no. 67-56-1), Glacial Acetic Acid (CAS no. 64-19-7) was purchased from Merck; KCI (CAS no.
74-47-40-7), PMA (CAS no0.16561-29-8), Nitrotetrazolium Blue Chloride (CAS no. 298-83-9)

was purchased from Sigma Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Cell line and cell culture

ACP02 (human gastric adenocarcinoma), AGP01 (human gastric ascites), PG100 (human
gastric adenocarcinoma) and MRC5 (normal human fibroblast) cells were obtained from Jo&o
de Barros Barreto, University Hospital (HUJBB) in Para State, Brazil. The cells were maintained
in DME medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL
penicillin, 100 pg/mL streptomycin at 37 °C with 5% CO,. The cells were split every 3 days and

were diluted 1 day before each experiment.
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Citotoxicity

ACP02, AGP01, PG100 and MRCS5 cells, seeded in 96-well plates (0,5x10* cells per well), were
treated, in triplicate, with biflorin, doxorubicin or DMSO solvent and the AlamarBlue™ assay was
performed®*3*. The concentrations used were: Biflorin from 1.25 to 20 uM, Doxorubicin (positive
control) from 0.078 to 5uM and DMSO (negative control) 10 uL/mL. After treatment cells were
incubated for 24, 48 and 72 h and than 10 pL of AlamarBlue™ 0,02% was added to each well.
After 2 h, the fluorescent signal was monitored in a multiplate reader using 530-560 nm
excitation wavelength and 590 nm emission wavelength. The fluorescent signal generated was
directly proportional to the number of living cells in the sample, as soon as only viable cells are
capable of metabolizing the salt originating its fluorescent form. The ICsq values and their 95%
confidence intervals (ClI 95%) were obtained by sigmoidal nonlinear regression using the

GRAPHPAD prism5 software (Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

Tripan Blue exclusions

Cell viability was determined by the trypan blue dye exclusion test® after incubation of ACP02
cells (2.5 x 10* cells/mL) with biflorin at 1.0, 2.5 and 5.0 pM, 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-
acetate (TPA) 0.16 uM and DMSO 10 ulL/mL. After 24 and 72 h of treatment, both, the
supernatant and the trypsinized cells, were completely collected. 90 uL of this cells suspension
was mixed to tripan blue (10 uL) and, after 60 seconds, cells that excluded trypan blue were

counted in a Neubauer chamber.



-82 -

Analysis of morphological changes

ACPO2 cells treated with biflorin (1.0, 2.5 and 5.0 uM) and DMSO (10 uL/mL) were examined by
light microscopy (LeicaDM500, Heerburgg, Swiss) and morphological changes were evaluated.
To prepare the slides, the cells were harvested, transferred to cytospin slides, fixed with ethanol

for 1 min and stained with hematoxylin—eosin**.

Clonogenic assay

After biflorin treatment (1.0 uM, 2.5 uM and 5.0 uM), cells (400 cells/per well) were incubated in
complete medium at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO, for 7 days. Colonies
were washed with PBS and fixed with methanol (P.A.), stained with crystal violet (0.1%),
counted, and the survival expressed as a percentage relative to the negative control treatment
(DMSO 10 uL/mL)*. The statistical analysis were performed by ANOVA 1way using the

GRAPHPAD prism5 software (Intuitive Software for Science, San Diego, CA).

Migration

Cells were cultured in 12 well plates (2.5x10* cells/well) and, after 24h, treated with Biflorin (1.0,
2.5 and 5.0 uM) and DMSO (10 pL/mL). After 24 h of treatment the "scratch" was done and the

behavior of cells was observed and photographed at 0, 24 and 48 h*,
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NBT reducing activity

ACP02 cells (2.5x10* cells/well) were treated with biflorin (1, 2.5 and 5.0 pM), DMSO
(10 uL/mL) and TPA (0,16 uM) for 24 and 72 h. Then the NBT reducing activity was determined
by the method described by Kohroki and collaboratos®. Briefly, after the incubation, cells were
harvested and centrifugated. The supernatant was discarded and the pellet resuspended in 100
uL of phosphate buffer (PBS) and 100 uL of a solution containing TPA (1 pg/mL) and NBT (2
mg/mL) freshly prepared. This was incubated for 30 min at 37 °C. The reaction was stopped by
the addition of cold PBS (3 mL). The suspension was centrifuged, resuspended in PBS and
transferred to cytospin slides. After centrifugation (5 min/1000 rpm) the cells were fixed in slides
with ethanol (1 min), and stained with safranin (0,5%). Two hundred cells were counted using
light microscopy, differentiating the stained ones with purple, which metabolized TPA, from
those colored in pink, which didn't metabolized it. The statistical analysis were performed by
ANOVA 2way using the GRAPHPAD prism5 software (Intuitive Software for Science, San

Diego, CA).

Fluorescent in situ hybridization analysis

For FISH analysis, metaphasic and/or tumoral interphasic nuclei, with or without treatment with
biflorin (1, 2.5 and 5.0 uM), were hybridized with a probe specific for the region of the MYC gene
(8924.12—24.13) (ONPONCO0824; Bioagency®). The hybridization was visualized by a
fluorescence microscope (Olympus BX41) with a double filter (FITC/TRITC) and a capture and

image analysis system (Applied Spectral Imaging®). Two hundred interphasic nuclei and/or
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metaphase events were evaluated per slide and the fluorescent signals were verified. Untreated
normal lymphocyte nuclei were used as negative controls, whereas untreated ACPO1 cells were

used as positive control to MYC amplification®®*".

For fluorescence in situ hybridization with probes to telomeric sequences (TELO-FISH) used the
method of Lansdorp (1995) and Lansdorp et al (1996)***. Nuclei obtained from temporary
culture of human lymphocytes, using the protocol established by Preston et al. (1987)*, were
fixed (3 methanol: 1 acetic acid) on slides. The slides were hybridized with a telomeric probe
pan Star FISH, following the manufacturer's recommendations. The measurement of telomere
length, determined in each interphase nucleus was acquired by the image capture software
"Applied Spectral Imaging image analysis system." The images were processed using the TFL-

|45

TELO software following the protocol™. The statistical analyze were performed by ANOVA 2way

using the GRAPHPAD program (Intuitive Software for Science, San Diego, CA).
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Results

Biflorin displayed in vitro citotoxicity in gastric cancer cell line

The cell lines were treated with biflorin for 24 and 72 h and analyzed by Alamar blue assay.
Table 1 shows the obtained ICs, values. The ICs values ranged from 0.73 pM in MRC5 (human
normal fibroblast) to 7.08 uM in PG100 (human gastric cancer) cell lines. Doxorubicin showed
ICso values from 0.1 pM in MRC5 (human normal fibroblast) to 5.89 pM in AGPO1 (human
gastric cancer). All subsequent experiments were carried out in ACP02 gastric cancer cells. For
mechanistical purposes, the experiments were conducted after 24 h and 72 h incubation, at

concentrations corresponding to 1.0, 2.5, and 5.0 uM of biflorin.

Effects of biflorin on ACPO02 differentiation

Morphological examination of ACP02 gastric cancer cells showed drug-mediated changes
(Fig. 2). ACPO02 cells treated with biflorin, at all tested concentrations, presented morphology
consistent with necrosis, citoplasmatic vacuolization and tumescence, naked nuclei,
disappearance of the nuclear and homogeneous nucleus with appearance pyknotic nucleus.
After ten days of treatment was observed a decreased of clones formation (Fig. 3),
morphologically this cells treated with biflorin showed an aspect similar to neuronal cells, this
behavior might suggest induction of differentiation. The same time, the migration results (Fig. 4)

demonstrated that the distance between scratch borders after 24 and 72 h of treatment has
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decreased quickly in control cells than in treated cells, what can be related with cell proliferation
reduction or an antimetastatic activity. Further to confirm the ability of biflorin to induce cell
differentiation, the NBT reduce assay was performed. After 24 h, cell exposed to biflorin at all
doses start the differentiation. Biflorin-induced cell differentiation was maximal at 72 h

incubation (Fig. 5).

Molecular cytogenetics analysis

MYC amplification and telomere size were evaluated by FISH. The 200 cells analyzed after
Biflorin treatment (2.5 and 5 pM), 24 h and 72 h, had a significant increase percentage of cells
exhibiting 1 — 2 signals and proportional reduction on that exhibiting 3-5 signals in MYC
amplification assay (Tab. 2). In telomere we observed a significant elongation reduction on

biflorin treated cells (5.0 uM - 24 and 72 h) (Tab. 3).
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Discussion

Gastric cancer is one of the most aggressive cancer in the world. Patients with inoperable,
recurrent or metastatic tumors are incurable and prognosis is about few months with best
supportive care. In despite of the progress in recent decades, the metastatic gastric cancer
remains an incurable disease. The drugs used for treatment are not efficient. The strategies for
the future are based on new cytotoxic drugs, targeted therapies, identification of predictive or
prognostic markers and integration of molecular determinants, which may help to select patients
likely to benefit from treatment. In this way, the screening for new drugs is a constant search.
Biflorin an o-naphthoquinone isolated by roots of Capraria biflora L. have already been very

1013 gver the

promising, as proposed for the treatment of cancer. Vasconcellos and co-workers
past seven years have shown that this molecule is cytotoxic to various tumor cells in vitro, has
activity in vivo against tumor models Sarcoma 180, Ehrlich carcinoma and melanoma, the latter
with the increased survival of the animals. In this work, we demonstrated that the values of ICs
in gastric cell lines by Alamar Blue test is very significantly, in ACP02, the lineage chosen for the
development of research on the potential of biflorin against gastric tumors. After 72 hours the
ICso was 1.92 uM (0.73 pug/ml) (Tab. 1) and, according to the literature, pure compounds can be
considered promising to justify further studies when presenting ICs, less than 1 pg/ml*’. In
MRC5 cell line (Human normal fibroblast) biflorin was citotoxicity but Vasconcellos e
collaborators*®*® demonstrated that this compound in V79 cells (Hamster Chines Fibroblast),
Yeast and Salmonella thiphymurim was not mutagenic. Biflorin reduced ACPO02 cell viability but
didn’t cause significant increase in the number of unviable cells (data not show). The same
event was observed in B16 cells (Vasconcellos et al; 2011). In the clonogenic assay biflorin was

able to reduce the number of colony cells (Fig. 3) at all doses. In the migration assay, biflorin

inhibited the migration of human gastric cancer cell ACP02 in 2.5 and 5.0 uM at 24 and 48
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hours after biflorin’s treatment (Fig. 4). Others quinones demonstrated similar activities. Kim
and collaborators (2007)*® showed that B-lapachone inhibited migration of both, HepG2 and
Hep3B cells, in wound-healing experiment and confirmed this approach with matrigel invasion
assay, these founds were associated with a dramatic increase of erg-1 and trombospondin-1
protein levels and a down-regulation of Snail and up-regulation of E-cadherin expression. The
same experiments were performed for Manu and collaborators (2011)*, using plumbagin on
breast and gastric cancer cells, showing that this drug could inhibit CXCL12-induced migration
and invasion, when the suppression of CXCR4 expression is observed. Chia and collaborators
(2010)*° tested Chinese herbal cocktail Tien-Hsien Liquid, which could inhibit the migration and
invasion of MDA-MB-231, H1299, PC-3, and CT-26 cancer cells, determined by Boyden
chamber transwell assays. An antroquinone, Aloe-Emodin, showed the same inhibition and it

was associated with the suppression of MMP-2 and MMP-9 proteins expressions™'.

Cell differentiation is essential for normal growth and dedifferentiation is a key process in the
development of malignant tumors. Therefore, drug-induction of re-differentiation of tumor cells is
an important mechanism of some anticancer chemotherapy, discovery of differentiation inducing
factors is a critical strategy of drug development®. The changes in morphology was the first
indicator that biflorin could induce cell redifferentiation. The ability of treated cells to reduce NBT
implies functional redifferentiation and the results demonstrated a time- and dose-dependent
effect on NBT reduction, which was maximal at 72 h with 5.0 uM (Fig. 5). Others studies with
gastric cells lines demonstrated different pathways responsible by this phenomenon. Ling and
co-workes (2006)> describe the effect of a substance extracted by garlic (Diallyl disulfide) of
inducing cell differentiation on MGC803 cells by ERK pathway inhibition. In a study with
SGC7901 cells, Zhang and collaborators (2011)°> showed that these cells treated with
melatonin demonstrated more morphological differentiation that cells untreated, but the authors

correlated the results to the negative balance of alkaline phosphatase and lactate
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dehydrogenase, enzymes involved on differentiation in gastric tissue. Another work with
SGC7901 cells demonstrated that p27 but not p21, is an important protein involved on cell
differentiation of gastric cancer®. Our study, analyzed the MYC gene by fluorescence in situ
hybridization (FISH). MYC is a proto-oncogene commonly deregulated in gastric cancer, which
is involved, mainly, in cell cycle regulation and growth arrest®. It has become clear that the
proto-oncogene MYC is an important regulator of cell growth and the enhanced expression of
the MYC contributes for almost every aspect of tumor cell biology, including angiogenesis,
dedifferentiation, cell adhesion reduction and metastasis promotion®*®*’. Our group found that
biflorin treated cells (2.5 and 5.0 uM) showed a significant reduction of MYC amplification (Tab.

2) which can be a result of a selective citotoxicity or a proteolytic degradation of this gene®®.

Telomeres, the DNA-protein complex present at the end of eukaryotic chromosomes, are
protective against events that promote genomic instability, such as degradation of the
chromosome terminal regions and inappropriate recombination. These chromosomal regions
are specific to the action of telomerase, a specialty reverse transcriptase ribonucleoprotein that
acts in the maintenance of telomere®®. Telomerase activity is suppressed in most normal human
somatic cells, these cells lose gradually telomeric portions, every cell cycle, due to the lack of
telomerase activity. Many studies correlate this loss with the aging process and death®*®!. On
the other way, up-regulation of telomerase activity and telomere enhance is found in most
cancer cells, what is associated with immortalization and unlimited cell division. This specific
expression in affected carcinogenic tissues justify telomeres as a great target for anticancer
therapy®. It has been shown that telomere enhance and telomerase activation are also
common findings in cases of gastric cancer®®. We observed that biflorin (5.0 uM) reduces the
telomeres length after 24 and 72h of treatment (Tab. 3). Another quinone, B-lapachone,

decreased telomerase activity in human leukemia cells (U937, K562, HL60, and THP-1) 5 and
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in human prostate DU145 carcinoma cells®, these findings provide important new insights into

the possible molecular mechanisms of these substances group.
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Conclusions

In conclusion, we have shown that biflorin affects cell survive, clonogenicity, motility, which are
hallmarks of cancer, and promote cell redifferentiation, which seem to be associated to a
reduction of MYC amplification. In addition, telomeres length is also affected, this length
reduction corroborates to the approach that this substance may reduce the cell immortalization

in ACPO2 cell line.
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llustrations

Figure 1. Chemical structure of biflorin (6,9-dimethyl-3-(4-methyl-3-pentenyl)naphtha[1,8-bc]-
pyran-7,8-dione).

Figure 2. Morphological analysis of ACP02 stained with hematoxylin/eosin 72 h after treatment.
(C) Untreated cells (400x); (1.0)(2.5)(5.0) treated with biflorina 1.0, 2.5 and 5.0 uM (400x),
respectively.
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Figure 3. A — Numbers of colonies and B - Morphological analysis of ACP02 colony stained
with crystal violet. Experiments performed after 10 days of treatment.. (C) Untreated cells, (1,
2.5, 5.0) treated with biflorin 1.0, 2.5 and 5.0 pM (200 x). *p<0.05.

C 1.0 2.5 5.0

Figure 4. Migration processes of ACPO02 after scratching the cell layer (0, 24 and 48 h) (40 x).
(C) Untreated cells, (1, 2.5, 5.0) treated with biflorin (1.0, 2.5 and 5.0 uM). *p<0.05; ***p<0.001.
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Figure 5. ACPO02 differentiation analysis in NBT test after 24 and 72h of treatment. 24h (C)
Untreated cells; (1.0)(2,5)(5.0) treated with biflorin 1.0, 2.5 and 5.0 uM, (TPA) treated with TPA
0.16 uM; 72h (C) Untreated cells; (1.0)(2,5)(5.0) treated with biflorin 1.0, 2.5 and 5.0 uM.; (TPA)
treated with TPA 0.16 uM. *p<0.05; **p<0.001.
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Figure 6. Cells submitted to FISH with locus-especific probe for MYC; (A) ACP02 cells before
treatment with biflorin (positive control): arrows indicate high MYC amplification at 8q24.1; (B)
ACPO02 after treatment with biflorin (5.0 uM): reduction of MYC amplification.



- 105 -

Figure 7. Cells submitted to FISH with locus-especific probe for telomere. (A) Control —
Humans Lymphocytes without treatment; (B) Untreated ACP02 cells (positive control); (C)
ACPO02 after treatment with biflorin (5.0 pM): reduction of telomere lenght.



Table 1 - Cytotoxic activity of biflorin on cell lines (CLg in uM).
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Cell Lines Biflorin 24 h Biflorin 72 h Doxorubicin 24h Doxorubicin 72h
3.46 1.92 1.12 1.30
ACPO02
(2.83 - 4.22) (1.7 - 2.19) (0.84-1.50) (1.21-1.41)
5.63 3.44 5.89
AGP01 <10
(3.08 —10.30) (3.32 - 3.56) (4.76 - 7.30)
7.08 6.35 0.45 0.43
PG100
(6.26 — 8.00) (5.67 - 7.11) (0.38 - 0.52) (0.37 - 0.51)
491 0.73 0.98 0.10
MRC5
(4.27 — 5.66) (0.62 - 0.85) (0.75-1.27) (0.086 - 0.13)

Table 2 - FISH analysis of MYC copy number in gastric cancer cell line ACP02. ? The FISH
analysis was performed on 200 nuclei. HA: High amplification.*p>0.05; **p>0.01.

Nuclei exhibiting MYC signals, no. (200 nuclei)®

1 signal
C24h 3(L.5)
C72h 4(2)
1.0 24h 5 (2.5)
1.0 72h 6 (3)
2.5 24h 6 (3)
2572h 8 (4)*
5.0 24h 9 (4.5)*
5.0 72h 9 (4.5)*

2 signals
9 (4.5)

13 (6.5)

11 (5.5)

15 (7.5)
19 (9.5)*
21 (10.5)*
31 (17.5) **

37 (18.5)**

3 signals 4 signals
69 (34,5) 82 (41)
72 (36) 79 (39.5)
65 (32.5) 81 (40.5)
66 (33) 78 (39)
72 (36) 75 (37.5)
77 (38,5) 74 (37)
81 (40.5) 69 (34,5)
89 (44.5)* 60 (30)*

>5 signals
29 (14.5)
23 (11.5)
27 (13.5)
25 (12.5)
20 (10)*
17(8.5)

9 (4.5)**

4 (2)**

HA
8 (4)
9 (4.5)
11 (5.5)
10 (5)
8 (4)
3(1.5)
1(0.5)

1(0.5)




Table 3 - Telomere Fluorescence Intensity in Human Chromosomes as Measured by pan
Telomeric Probe. # Media indirect relative measure of the size of telomeres (units of TFL-TELO
software)* p>0.05.

Treatment (UM) Allarms (mean#)

72h 0.0 11.96

72h 1.0 10.87

72h 2.5 8.30

72h 5.0 6.52*
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