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1. INTRODUCAO

O céncer se tornou uma epidemia em escala mundial. Em ambito global
estimasse em média 17 milhdes de novos casos, sendo desses 9.5 milhdes
diagnosticados em homens (AICR, 2018). Em relagdo a mortalidade o nimero de
ocorréncias chega em 9.6 milhdes apenas em 2018 de acordo com a organizagao
mundial de saude, assim, o cancer se tornou a segunda maior causa de morte
perdendo apenas para doencas cardiovasculares (WHO, 2018).

Dentre os varios tipos de neoplasia, o cancer de bexiga é o décimo mais
frequente. Sendo esse um dos tipos mais comuns de neoplasia do trato urinario,
com aproximadamente 430 mil casos em escala mundial e 9.480 novos casos
apenas no brasil (INCA, 2018). Este tipo de tumor merece destaque pelo fato de
representar o maior custo econémico em relacdo ao seu tratamento para a saude
publica, pelo fato de ter um longo periodo de tratamento.

Visto isso, embora existam abordagens quimioterapicas comumente
utilizadas na clinica para tratar neoplasias de bexiga, elas ainda apresentam
inameros efeitos adversos. Assim, no ambito do desenvolvimento de farmacos
antitumorais, compostos sintéticos representam uma das principais op¢cdes no
combate ao cancer.

A curcumina € um composto extraido do acafrdo-da-terra, com capacidade
de atuar em varias doencas inclusive o cancer (WEIR, 2017). Porém, sua
utilizacdo € limitada devido a baixa solubilidade e biodisponibilidade. Nesse
sentido, com o intuito de potencializar o uso da curcumina para fins terapéuticos,
estudos vém sendo realizados a fim de sintetizar moléculas tendo como base a
sua estrutura quimica, os denominados analogos de curcumina (CHOI, 2016).

Nesse contexto, devido ao potencial que 0s compostos sintéticos
apresentam e a importancia da continua busca de moléculas com acéo
antitumoral, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de indugao
de expressdo de caspases pelos compostos analogos de curcumina la e 1d,
além de analisar sua interacdo com receptores e proteinas relacionados com
fatores de crescimento por meio de docagem molecular.

2. METODOLOGIA

2.1 Cultivo celular

As células de carcinoma de bexiga (linhagem 5637), obtidas no banco de
células do Rio de Janeiro foram cultivadas com meio DMEM suplementado com
10% de Soro Fetal Bovino e mantidas na estufa em atmosfera controlada a 37°C,
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95% de umidade e 5% de CO2. Os experimentos foram realizados com as células
em fase logaritmica de crescimento.

2.2 Analise de expresséo génica

A analise de expressdo génica foi empregada a fim de avaliar as rotas
relacionadas com a morte celular e apoptose. Para realizar o teste, 5x10° células
da linhagem 5637 foram semeadas em placas de 6 pocos. Apds 24 horas, as
células foram submetidas a um tratamento com 12,5 pM dos analogos la e 1d,
depois incubadas por 48 horas. Os po¢cos sem tratamento representam o grupo
controle. Posteriormente, o RNA total foi extraido usando o reagente TRIzol™
(Invitrogen™), conforme recomendado pelas instru¢des do fabricante. A seguir, a
concentracdo e qualidade do RNA foram verificadas no Nanovue Plus
Spectrophotometer™ (GE®). Todas as amostras utilizadas para a confeccédo do
cDNA tiveram uma razéo de 260/280 entre 1.8 e 2 e uma concentracao superior a
100 ng/uL. O cDNA foi produzido com o kit de transcricdo reversa de cDNA de
alta capacidade (Applied Biosystems™, UK) usando 110 ng/uL de RNA total.
Finalmentem as reacbes de PCR quantitative em tempo real (qQRT-PCR)
ocorreram no Sistema PCR em tempo real Stratagene® Mx3005P™ (Agilent
Technologies, EUA), usando o GoTaq® qPCR Master Mix (Promega™, EUA) e os
primers descritos na Tabela 1. A quantificacdo relativa da expresséo génica foi
obtida usando a formula 2"®2CT) (LIVAK, 2001) e o gene GAPDH foi utilizado como
normalizador.

Tabela 1. Primers utilizados no pcr em tempo real e suas respectivas sequéncias.

PRIMER SEQUENCIA

CASP 3 FOR CAGTGGAGGCCGACTTCTTG
CASP 3 REV TGGCACAAAGCGATCGGAT
CASP 9 FOR GTCTCAATGCCACAGTCCAG
CASP 9 REV TGTACATGCAGCAAACCTC
GAPDH 3 FOR GGATTTGGTCGTATTGGG
GAPDH 3 REV TCGCTCCTGGAAGATGG

2.3 Docking molecular

A técnica de docagem molecular foi empregada para verificar a possivel
interacdo dos analogos de curcumina com o sitio ativo do receptor de fator de
crescimento epidermal com dominio quinase (EGFRK), além da proteina quinase
regulada por sinal extracelular (ERK2), sendo que ambas estéo relacionadas com
a proliferacéo celular (STAMOS, 2002) (GARAI, 2012). A possivel interacao entre
essa proteina e ligante foi prevista através do software Autodock Vina 1.1.2. (
OLEG, 2009). A estrutura cristalizada do EGFRK e da ERK2 foi obtida no
repositério Protein Data Bank (http://www.pdb.org/pdb/; codigo de acesso 1M17,
5Y9Q) e otimizada com o software Chimera 1.5.3, incluindo a remocao de ligantes
(PETTERSEN, 2004). Uma grid box engoblando os residuos do sitio ativo das
proteinas foram implementardas pelo software Autodock Tools. (G. M. Morris). O
analogo la foi desenhado no software ChemBioDraw Ultra 13.0 e a estrutura 3D
foi obtida com o software Avogadro. As interacdes entre 0 composto e as proteinas
foram visualizadas pelo software Accelerys Dsicovery Studio 3.5.

2.4 Andlise estatistica
Os resultados quantitativos da PCR em tempo real foram analisados por
one-way ANOVA, seguida pelo teste de Tukey para comparacdes multiplas,
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usando o software GraphPad Prism 7.0. Todos os dados foram expressos como
média £+ SEM e valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Todas as experiéncias foram realizadas em triplicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da expressao génica através de gRT-PCR permite investigar as
vias envolvidas na morte celular. Para esse fim, foi realizada essa técnica para
entender melhor os mecanismos moleculares responsaveis pela inducdo de
apoptose de curcumina la e 1d em células de carcinoma de bexiga (5637)
evidenciada em ensaios anteriores. O tratamento com 12,5 uM dos analogos de
curcumina la e 1d demonstrou que o andlogo la aumentou significantemente a
expressdo da caspase-3 e caspase-9. Por outro lado, o analogo 1d nao
demonstrou diferenca em relagéo ao controle (Tabela 2).

Tabela 2. Expressao génica dos genes da Caspase 3 e Caspase 9. Valores
referentes a folding induction (SEM). Asteriscos indicam diferenca estatistica dos
tratamentos em relacdo ao controle. ****: p<0,0001 e ***: p<0,001.

Caspase 3 Caspase 9
Control 11,00 (0,17) 1,00 (0,11)
la ' 3,69 (0,63)**** 3,38 (0,51)***
1d 11,31 (0,30) 1,34 (0,21)

A fim de hipotetizar qual mecanismo estaria desencadeando a ativagao das
caspases pelo analogo la, foi realizada docagem molecular do composto com
receptores envolvidos na via de sinalizacao da familia ERK, uma vez que a familia
de quinases reguladas por sinal extracelular (ERK) é conhecida por estar
envolvida em importantes processos celulares, como crescimento e diferenciacao,
mitose, metabolismo, embriogénese, além de seu papel critico na sobrevivéncia e
apoptose celular (MEBRATU, 2009). Rupturas na via ERK sdo comuns em
canceres e medicamentos capazes de modular os sinais ao longo dessa reacgao
em cadeia representam possiveis tratamentos contra o cancer (ROBERTS, 2007).

Através da técnica de docagem molecular, foi possivel prever que o
analogo la obteve uma energia de interacdo (AG) de -7.7 kcal/mol em relacéo ao
EGFRK. Algum dos residuos responsaveis pela interacdo do analogo com o sitio
ativo da proteina incluem THR766, ALA719, LEU764, MET742, ASP831, LYS721
e PHE699 (STAMOS, 2002). Quando utilizado a proteina ERK2, foi observado
um AG de -8.1 kcal/mol, onde pode-se enfatizar os residuos hidrofobicos bastante
significativos para o reconhecimento molecular ILE31, VAL39, ALE167, ALA32 e
LEU156 da proteina (GARAI, 2012). Ambas energias representam valores
satisfatorios de interacdo, sugerindo assim uma possivel interacdo do composto
com os receptores da via ERK. Pode-se observar que, em ambos as proteinas
testadas, a grande maioria das interagdes do analogo 1a com o sitio ativo se deu
nos anéis aromaticos da curcumina.

O potencial apoptoético dos analogos da curcumina ja foi anteriormente
relatado na literatura, onde os compostos mostraram atividade supressora de
crescimento por mecanismos apoptéticos contra uma variedade de células
cancerigenas, como cancer de pancreas (WEI, 2012), cabeca e pescogo (LEE,
2014), colon (OHORI, 2006) e pulméo (DAI, 2015). A inducdo de apoptose nessas
linhagens celulares ocorreu principalmente pela diminuicdo do nivel de Akt e
Erk1/2 fosforilados e pela apoptose dependente de caspases (ativagcao da
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caspase-9 e caspase-3), estando de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho. Ja foi proposta também a interconexdo da via ERK com a
ativacdo e atividade da caspase (ALLAN, 2003). O bloqueio desta via surge entao
como uma alternativa promissora para a inducdo de morte celular em células
neoplasicas.

4. CONCLUSOES

Visto que o analogo de curcumina la demonstrou induzir a expressao de
caspases iniciadoras e efetoras em linhagem de carcinoma de bexiga, além de
apresentar interacdo satisfatoria in silico com receptores da via ERK, pode-se
concluir que tal composto sintético possui um potencial uso na inducao de morte
celular em neoplasias de bexiga.
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