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RESUMO

A resisténcia a multiplas drogas (MDR) é o principal obstaculo ao tratamento da leucemia mieloide
crénica (LMC) em crise blastica. Diferentes mecanismos podem ser induzidos durante o desenvolvimento
do fendtipo MDR, dentre eles: superexpressdo de bombas de efluxo de drogas, como a glicoproteina-P (P-
gp); alteracdo do ciclo celular; inibicdo da morte celular e aumento do metabolismo de xenobidticos. Uma
estratégia promissora é a identificacdo de compostos cuja acao seja seletiva sobre células MDR, fenémeno
conhecido como sensibilidade colateral (CS). A piperina, fitoquimico presente na pimenta-do-reino,
apresenta efeito anticancer e anti-MDR, no entanto, ainda néo foi explorada sua acdo na promocdo de CS.
O objetivo desse estudo foi investigar os efeitos da piperina sobre diferentes mecanismos de resisténcia a
quimioterapicos em células de LMC em crise bléstica. Os ensaios de redu¢do de MTT demonstraram que
a piperina promoveu maior efeito citotdxico sobre as linhagens de leucemia com fendtipo MDR, Lucena-1
e FEPS, do que sobre a linhagem sensivel a drogas, K562, caracterizando a ocorréncia da CS. Em
contrapartida, o efeito citotoxico da piperina sobre macréfagos peritoneais de camundongos foi menor do
que nas células MDR. Ensaios de colora¢do com panético rapido e por citometria de fluxo indicaram que
a piperina provocou importantes alteracdes morfoldgicas nas linhagens de leucemia, como indugdo da
formac&o de vacutolos no citoplasma, que, por sua vez, pode ter gerado aumento da granulosidade celular,
em maior grau na FEPS. Experimentos de citometria de fluxo indicaram que embora a piperina néo tenha
alterado a distribuicdo do ciclo celular, induziu apenas as células MDR ao processo de apoptose, sendo
gue esse efeito foi mais pronunciado sobre a linhagem FEPS. Tais dados foram confirmados pela
marcacdo de caspase-3 clivada por imunofluorescéncia. Apesar de as células MDR superexpressarem a
enzima glicolitica gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), por RT-PCR em tempo real e Western
blotting, indicando maior resisténcia a morte celular independente de caspases (MCIC), a piperina néo foi
capaz de induzir MCIC via inibicdo de GAPDH nessas linhagens. A enzima poli (ADP-ribose)
polimerase-1 (PARP-1) possui diversas funcbes celulares relacionadas tanto a sobrevivéncia, como
inducdo de morte celular. As analises por Western blotting indicaram que a linhagem FEPS apresentou 0s
menores niveis dessa proteina, bem como a menor atividade (inferida pelos niveis do polimero poli (ADP-
ribose) — PAR), além disso, foi a Unica que apresentou niveis detectaveis do fragmento de 24 kDa,
sugerindo o desenvolvimento de um mecanismo capaz de impedir a superativacdo de PARP-1, o que
poderia proteger essas células contra morte por necrose. A piperina foi capaz de reduzir os niveis de
PARP-1 e do fragmento de 24 kDa, indicando uma possivel relacdo com a indugdo de CS. A fim de
investigar se os niveis de PARP-1 teriam correlacdo com o fenétipo MDR, foi realizada analise da
expressao de P-gp, por citometria de fluxo. Apesar de a piperina ter aumentado a expressdo de P-gp em
ambas as linhagens MDR, somente na FEPS haveria uma possivel correlagdo entre a diminui¢do da
expressao de PARP-1 e o aumento da expressdo de P-gp apds incubacdo com piperina. Também
investigamos a possibilidade da piperina estar sofrendo metabolizacdo nas células MDR, gerando
metabolitos com potencial ainda mais citotdxico. Primeiramente, analisamos o nivel de genes relacionados
ao metabolismo de fase | de xenobidticos por RT-PCR em tempo real. As linhagens ndo apresentaram
niveis detectaveis de CYP3A4, CYP1B1 e PXR. No entanto, a linhagem FEPS apresentou a maior
expressdao de CYP3A5, seguida da Lucena-1, sendo que a piperina foi capaz de induzir ainda mais a
expressao desse gene nessas células MDR e, ainda, demonstrou interagir com a proteina CYP3ADS5, por
docking molecular. Em seguida, avaliamos a metabolizacéo de piperina, por CLAE-DAD. No entanto, ndo
foram observadas diferencas entre as linhagens de leucemia, sugerindo que, provavelmente, CYP3A5 ndo
estaria metabolizando esse fitoquimico. Sendo assim, piperina parece promover CS por diferentes vias de
sinalizacdo, como modulando PARP-1 (na FEPS), P-gp e CYP3A5. A identificacdo de mecanismos
relacionados a inducdo de CS pode auxiliar no delineamento de estratégias contra células com fen6tipo
MDR.

Palavras-chave: Leucemia Mieloide Cronica, Resisténcia a Multiplas Drogas, Piperina, Sensibilidade
Colateral, PARP-1, Glicoproteina-P, CYP3A5.



ABSTRACT

Multiple drug resistance (MDR) is the main obstacle to the treatment of chronic myeloid leukemia (CML)
in blast crisis. Different mechanisms may be induced during the development of the MDR phenotype,
among them: overexpression of drug efflux pumps, such as P-glycoprotein (P-gp); cell cycle alteration;
cell death inhibition and increased xenobiotics metabolism. One promising strategy is the identification of
compounds whose action is selective on MDR cells, the phenomenon known as collateral sensitivity (CS).
Piperine, phytochemical present in black pepper, has anti-cancer and anti-MDR effects, however, its effect
on CS induction was not investigated yet. The aim of this study was to investigate the effects of piperine
on different mechanisms of drug resistance in CML cells in blast crisis. The MTT reduction assay showed
that piperine promoted a greater cytotoxic effect on the leukemia cells with the MDR phenotype, Lucena-
1 and FEPS than on the drug-sensitive cells, K562, characterizing the occurrence of CS. In contrast, the
cytotoxic effect of piperine on mouse peritoneal macrophages was lower than in MDR cells. Rapid
panoptic staining and flow cytometry indicated that piperine caused significant morphological changes in
leucemia cells, such as induction of cytoplasmic vacuoles formation, which, in turn, may increase cellular
granularity, to a greater degree in FEPS. Flow cytometric experiments indicated that although piperine did
not undergo a change in the cell cycle, piperine induced only MDR cells to apoptosis and the effect was
more pronounced on FEPS cells. These data were confirmed by immunofluorescence of cleaved caspase-
3. MDR cells overexpress a glycolytic enzyme glycerol dehydrogenase-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), by real-time RT-PCR and Western blotting, suggesting a caspase-independent cell death
(CICD) resistance. However piperine was not able to induce CICD via inhibition of GAPDH in these cell
lines. Poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) has several survival and cell death-related functions.
Western blotting analyzes indicated that FEPS cells presented a small amount of this protein, as well as
the lower activity (inferred by the levels of the polymer Poly (ADP-ribose) - PAR). In addition, it was
detected only in FEPS cells the PARP-1 24 kDa fragment, suggesting the development of a mechanism
capable of preventing the overactivation of PARP-1, which could protect these cells from death by
necrosis. Piperine reduced the levels of PARP-1 and its 24 kDa fragment, establishing a relationship with
the induction of CS. In order to investigate whether PARP-1 levels is correlated with the MDR phenotype,
analysis of the P-gp expression was performed by flow cytometry. Although piperine increased P-gp
expression in both MDR cells, only in FEPS would have a possible correlation between the decrease in
PARP-1 expression and the increase in P-gp expression after incubation with piperine. We also
investigated the possibility that piperine is undergoing metabolism in MDR cells, generating metabolites
with even more cytotoxic potential. First, we analyzed the level of genes related to phase | metabolism of
xenobiotics by real time RT-PCR. The cell lines showed no detectable levels of CYP3A4, CYP1B1 and
PXR. However, FEPS cells presented the highest expression of CYP3A5, followed by Lucena-1, and
piperine was able to further induce expression of this gene in these MDR cells and also demonstrated to
interact with the CYP3Ab protein by molecular docking. Next, we evaluated the metabolism of piperine
by HPLC-DAD. However, no differences were observed among leukemia cells, suggesting that CYP3A5
would probably not be metabolizing this phytochemical. Thus, piperine appears to promote CS by
different signaling pathways, such as modulating PARP-1 (in FEPS), P-gp and CYP3A5. The
identification of mechanisms related to CS induction may help in the design of strategies against cells with
MDR phenotype.

Key-words: Chronic Myeloid Leukemia, Multiple Drug Resistance, Piperine, Collateral Sensitivity,
PARP-1, P-glycoprotein, CYP3ADS5.
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1. INTRODUCAO
1.1. Céncer

O cancer ¢ uma doenca conhecida, essencialmente, pela rapida proliferacdo e carater
invasivo das células, em decorréncia do acumulo progressivo de muta¢des no seu genoma. Essas
alteracdes na expressao ou funcdo de genes essenciais para a manutencdo da homeostasia celular
provoca uma perda da capacidade da célula de reparar danos no DNA e de responder aos sinais
de proliferacdo e morte, adquirindo autonomia de crescimento e tornando-se independentes de
controles externos (National Institutes of Health, 2019).

Além disso, pesquisas sobre o desenvolvimento do cancer tém destacado a complexidade
dessa doenca. Atualmente sabe-se que as células cancerigenas recrutam/ liberam um conjunto de
celulas e moléculas, constituindo o microambiente tumoral. Com isso, as células de cancer
podem influenciar as células normais que envolvem e suprem as demandas do tumor, induzindo
alteracdes na vascularizacéo e oxigenacao, garantindo vantagens de sobrevivéncia e crescimento
em relacédo as células normais (SIEMANN e HORSMAN, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cancer é a segunda principal
causa de mortalidade no mundo, sendo responsavel por uma estimativa de 9,6 milhGes de mortes
em 2018. Aproximadamente 70% das mortes por essa doenga ocorrem em paises em
desenvolvimento, dentre eles, o Brasil (OMS, 2018).

No Brasil, foi divulgada pelo Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) a estimativa para os anos de 2018 e 2019. Foi estimada a ocorréncia de cerca de 420 mil
casos novos de cancer por ano, excetuando-se o cancer de pele ndo melanoma (aproximadamente
170 mil casos novos). Segundo essa mesma previsao, as leucemias estardo entre os 10 tipos de
canceres mais incidentes entre a populagdo, com aproximadamente 5.940 casos novos em
homens e 4.860 em mulheres (Figura 1) (INCA, 2018).
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Prastata 68.220 3.7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29 5%
Tragqueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8.7% Cdlon e Reto 18.980 9.4%
Gdlon e Reto 17.380 81% Colo do Utero 16.370 B1%
Estimago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Puman 12530 6,2%
Gavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3.8% Estdmago 7.750 38%
Bexiga 6.690 31% Corpo do Utero 6.600 33%
Laringe 6.390 3.0% Ovirio 6.150 30%
Leucemias 5.840 2.8% Sistemna Nervoso Central 5.510 27%
Sistema Nervoso Gentral 5810 27% Leucemias 4 860 24%

*Numeros arredondados para madltiplos de 10.

Figura 1. Distribuicio proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para
2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma (INCA, 2018).

1.1.1. Leucemias

As leucemias representam um grupo de neoplasias malignas derivadas das células
hematopoiéticas na medula éssea. De acordo com a célula de origem, as leucemias podem ser
classificadas em mieloide ou linfoide e de acordo com a velocidade de sua evolucdo, séo
classificadas em aguda ou crénica (INCA, 2018). Portanto, os tipos mais comuns de leucemia
sdo: leucemia linfoide aguda, leucemia mieloide aguda, leucemia linfoide crénica e leucemia
mieloide cronica (LMC), sendo esta Gltima o foco desta tese.

A LMC é uma doenca mieloproliferativa caracterizada pelo excesso de granuldcitos
(neutrdfilos, basofilos, eosinéfilos). Esse tipo de cancer pode se apresentar em trés fases distintas:
fase cronica ou estavel, fase acelerada (de metamorfose ou de transformacéo) e fase aguda (crise
blastica) (ANKATHIL e cols., 2018). Os pacientes que evoluem para crise blastica apresentam o
pior progndstico com mediana de sobrevida de menos de 1 ano (HEHLMANN e cols., 2016).

A LMC é caracterizada por uma anormalidade citogenética adquirida, 0 cromossomo
Philadelphia (Ph1) ou t(9;22) (g34;q11). O Phl resulta de uma translocacdo reciproca entre 0s
cromossomos 9 e 22, por meio da transferéncia do proto-oncogene ABL (do inglés,
Abelson Leukemia) do cromossomo 9 para uma regido do cromossomo 22 denominada BCR (do
inglés, breakpoint cluster region) (Figura 2). Com isso, é formado o gene hibrido BCR-ABL, que
codifica a proteina de fusdo bcr-abl e, esta, por sua vez, apresenta atividade constitutiva de
tirosina quinase aumentada, estando associada a inibicdo de apoptose, a indugédo da proliferacao,

a alteraces no citoesqueleto celular e a modificagdes dos processos de sinalizagdo em celulas
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portadoras do gene hibrido. Portanto, a expressdo do gene BCR-ABL em células hematopoiéticas
é responsavel por liderar a manifestagdo clinica da LMC (ASNAFI e cols., 2019).

Cromossomo 9
alterado

Cromossomo 9
normal
Cromossomo 22
alterado

Cromossomo 22 (cromossomo
normal Philadelphia)
P =

g» ber-abl

abl

Figura 1. Translocacéo reciproca entre os cromossomos 9 e 22, formando o cromossomo
Philadelphia (Ph1) (adaptado de National Cancer Institute, 2015).

Com relacéo as opcoes de tratamento dos pacientes com LMC, o transplante alogénico de
medula dssea apresenta potencial curativo, sendo capaz de erradicar o cromossomo Phl.
Contudo, este procedimento ainda apresenta riscos de morbidade e mortalidade. Por esse motivo,
deve ser indicado apenas em casos selecionados, sendo uma opg¢do apenas para pacientes com
quadro de saude relativamente estavel e que possuem doador compativel (JABBOUR e
KANTARJIAN, 2018).

Outras estratégias no tratamento da LMC incluem a utilizacdo de inibidores seletivos da
proteina bcr-abl (como mesilato de imatinibe, desatinibe e nilotinibe) e quimioterapia (como
vincristina e daunorrubicina) (MASCHAN e cols., 2016; SINGH e COUMAR, 2018; CHIBA e
cols.,, 2018). No entanto, a resisténcia das células tumorais aos quimioterdpicos € um dos
principais obstaculos ao sucesso do tratamento da LMC em crise bléstica (ZHOU e cols., 2018).

1.2. Mecanismos relacionados a Resisténcia a Multiplas Drogas
A resisténcia a multiplas drogas (MDR - do inglés, Multidrug Resistance) é um caso de
resisténcia adquirida, observada em células tumorais, in vivo e in vitro, que consiste na auséncia

de resposta aos quimioterapicos, tanto aquele que foi utilizado inicialmente, quanto a outros
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empregados como alternativa. A MDR ocorre quando as células tumorais apresentam resisténcia
a classes de farmacos com mecanismos de acdo diferentes, que ndo possuem estrutura molecular
relacionada, nem farmacoldgica (GOTTESMAN e PASTAN, 1993).

Existem varios mecanismos envolvidos com a resisténcia, que incluem a superexpressao
de bombas de efluxo de drogas (como transportadores ABC), alteracdo do ciclo celular, inibi¢éo
da morte celular, aumento do reparo do DNA e do metabolismo de xenobidticos (CREE e
CHARLTON, 2017).

1.2.1. Transportadores ABC

A superexpressdao de bombas de efluxo de droga, como os transportadores ABC (ATP-
Binding Cassette), tais como P-gp (P-glycoprotein), MRP-1 (Multidrug Resistance-associated
Protein) e BCRP (Breast Cancer Resistance-protein) causa resisténcia a diversos agentes
quimioterapicos durante o tratamento contra o cancer. Dentre estes, a P-gp foi a primeira a ser
caracterizada por sua capacidade de conferir um fenétipo de resisténcia a quimioterdpicos em
células cancerigenas (JULIANO e LING, 1976). A superexpressdo de P-gp tem sido relatada
como um fator independente de pior prognostico no desfecho clinico de pacientes com diferentes
tipos de canceres como, orteossarcoma, cancer de mama e leucemia mieloide (JARAMILLO e
cols., 2018). No entanto, sabe-se que esse transportador também é constitutivamente expresso em
varios orgaos envolvidos na absorcdo e eliminacdo de farmacos, como intestino, figado, rim e
cérebro, contribuindo para o sistema de defesa do nosso organismo contra substancias toxicas e
xenobidticos (PAN e cols., 2016).

A P-gp (Figura 3) é uma proteina de membrana, codificada em humanos pelo gene de
resisténcia a multiplas drogas 1 (MDR1). Possui peso molecular de 170 kD e é composta por 12
hélices transmembranares organizadas em dois dominios citoplasmaticos intercalados ligantes de
ATP (GOTTESMAN e LING, 2006).
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Meio extracelular

Quimioterapicos

Sitio ativo
(hidrélise de ATP)
NBD1 NBD2 COOH

NH2

Meio intracelular

Figura 3. Modelo hipotético bidimensional da glicoproteina-P humana, baseada na anélise
da sequéncia de aminoéacidos e seus dominios funcionais (adaptado de DI PIETRO e cols.,
1999).

Os substratos da P-gp sdo substancias hidrofébicas,como os quimioterdpicos vincristina e
daunorrubicina. Por sua caracteristica hidrofobica, esses substratos atravessam a membrana
plasmaética por difusdo passiva. Entretanto, devido a atividade transportadora da P-gp, ocorre o
efluxo dessas substancias, o que impede seu acumulo dentro da célula. Como os quimioterapicos
devem atingir concentracGes suficientes nas células tumorais para exercerem seus efeitos,
alteracOes no efluxo da droga podem ser responsaveis pela aquisi¢do de quimiorresisténcia contra
uma variedade de drogas anticancer (JOYCE e cols., 2015).

1.2.2. Ciclo celular

O ciclo celular é um processo por meio do qual uma célula somatica duplica seu material
genético e o reparte igualmente as suas celulas-filhas. A etapa inicial desse processo de diviséo
celular é conhecida como intérfase. A intérfase é dividida em trés fases: Gap phase 1 (G1);
sintese de DNA (S); Gap phase 2 (G2), durante a qual a célula se prepara para a mitose. Na
mitose ocorre a separacdo dos cromossomos e, consequentemente, a divisdo celular propriamente
dita, finalidade maior do ciclo celular (VERMEULEN e cols., 2003; SALAZAR-ROA e cols.,
2017).

A progressdo do ciclo celular de uma fase para outra € controlada pela ativagdo e
inativacdo sequencial de muitas proteinas que monitoram o estado da célula. Caso ocorram

mutacdes nos genes que codificam tais proteinas, a progressdo do ciclo celular sera
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comprometida, podendo gerar resisténcia aos agentes neoplésicos. Com isso, proteinas
regulatorias do ciclo celular sdo importantes alvos na terapia do cancer (ABOU-ZAHR
e BORTHAKUR, 2017). A diminuicdo da proliferacdo da célula tumoral por meio do blogueio
do ciclo celular em alguma fase especifica permite o reparo do DNA ou a inducdo de proteinas
pro-apoptoticas (PANI e NUDLER, 2017).

1.2.3. Morte celular

A morte celular programada € extremamente importante para todos o0s organismos
multicelulares, uma vez que apresenta diversas fungdes, incluindo eliminacdo de forma eficaz de
células danificadas, sendo a apoptose o tipo mais conhecido.

A apoptose caracteriza-se por alteracbes morfologicas tais como condensacdo da
cromatina (pyknosis), degradacdo do DNA e blebbling de membrana que culminam na liberacéo
de pequenas particulas envoltas por membrana contendo componentes celulares conhecidos como
corpos apoptéticos que sdo rapidamente identificados pelas células vizinhas ou fagdcitos e,
geralmente, eliminados sem inducédo de inflamacdo ou tecido cicatricial (SCHWEICHEL e cols.,
1973; XU e cols., 2019). A cascata de sinalizacdo para apoptose leva a ativacdo de proteases
como as caspases (do inglés, Cysteine-dependent Aspartate-specific Proteases), responsaveis pela
execucdo da morte celular (XU e cols., 2019).

As caspases sao sintetizadas como zimogénios inativos e, por isso, necessitam de ativacdo
para exercerem suas fungdes. A ativacdo completa é alcancada por meio da clivagem de um pro-
dominio por outra caspase. As caspases envolvidas na apoptose sdo classificadas em caspases
iniciadoras e caspases efetoras. As caspases iniciadoras (caspases-2, -8, -9 e -10) estdo envolvidas
na iniciacdo da cascata proteolitica, enquanto as caspases efetoras (caspases-3, -6 e -7) sdo
responsaveis pela clivagem de diversos substratos citoplasmaticos e nucleares relacionados a
sobrevivéncia celular (CLARK, 2016). Entre os diversos substratos das caspases é possivel citar a
enzima poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1), cuja clivagem é um importante marcador da
morte celular por apoptose.

A apoptose pode ser iniciada por meio de duas vias: extrinsica (ou via do receptor de
morte) ou intrinsica (ou mitocondrial). Apoptose por via extrinseca € induzida por sinais
extracelulares que resultam na interacdo de ligantes especificos com receptores de morte

pertencentes a familia dos receptores do fator de necrose tumoral (rTNF - do inglés, Tumor
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Necrosis Factor Receptor). Essa interacdo € capaz de promover a ativacdo da cascata de
sinalizacdo de caspases: pro-caspase-8 sofre auto-clivagem, gerando caspase-8 ativa que inicia a
fase de execucdo da morte celular; caspase-8, entdo,cliva a pro-caspase-3, gerando caspase-3
ativa (XU e cols., 2019).

A via intrinseca é ativada em resposta a diversas situag@es de estresse, incluindo danos no
DNA. Esses estimulos causam aumento da permeabilidadeda membrana mitocondrial, o que
libera algumas proteinas do espaco intermembranal para o citosol que, por sua vez, vao contribuir
para ativacdo das caspases. As proteinas da familia Bcl-2 sdo reguladoras essenciais dessa via,
sendo classificadas em anti-apoptéticas (Bcl-2 e Bcl-xL) e pré-apoptéticas (Bax e Bak). As
proteinas pré-apoptdticas se oligomerizam e formam poros na membrana mitocondrial, por meio
do qual ocorre liberacdo de citocromo c. No citosol, o citocromo ¢ se liga a APAF-1 (do inglés,
Apoptosis Protease Activating Fator-1), induzindo a formacdo de um complexo, conhecido como
apoptossoma, que requer caspase-9. No apoptossoma, a caspase-9 € clivada e ativada, levando a
ativacdo de outras caspases, como a caspase-3 (XU e cols., 2019).

No entanto, mesmo que a apoptose seja um mecanismo extremamente bem regulado, é
bastante comum que as células de cancer desenvolvam mecanismos de evasdo a esse tipo de
morte, ocasionando falha do tratamento quimioterdpico (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Por
exemplo, muitas células com fen6tipo MDR expressam niveis aumentados de AP (do inglés,
Inhibitors of Apoptosis Proteins) (SHI e cols., 2007), inclusive em células de leucemia (SILVA e
cols., 2013). Por isso, a reativacdo das vias apoptéticas nas células MDR consiste em um
importante mecanismo de defesa capaz de promover a eliminacao dessas células de uma maneira
eficiente (PAN e cols., 2016).

Outra abordagem contra as células MDR € a identificacdo de compostos capazes de
induzir morte ndo-apoptotica. Ja foi descrito que a P-gp seria capaz de inibir a apoptose, mas nao
teria a capacidade de modular a Morte Celular Independente de Caspase (MCIC) (ZU e cols.,
2014). Sendo assim, caso um composto tenha acdo sobre a via de sinalizacdo independente de
caspases poderia ser seletivamente citotoxico para as celulas com fendtipo MDR que
superexpressam P-gp.

Apesar de ainda ndo ter sido descrito um marcador especifico para a MCIC, algumas

modificagdes na morfologia celular ja foram observadas: membrana plasmatica irregular,
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encolhimento de nicleo e auséncia de corpos apoptéticos, fragmentacdo do DNA e blebbing
celular (LAVALLARD e cols., 2009).

De maneira semelhante a apoptose, a MCIC também causa aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial, no entanto, de maneira contraria a apoptose, esse fenbmeno ocorre
mesmo na auséncia da ativacdo de caspases (GIAMPAZOLIAS e cols., 2018). Apesar de ainda
n&o ter sido totalmente elucidado quais seriam as consequéncias das alteracfes na membrana da
mitocondria (TAIT e cols., 2014), uma das hipoOteses sugere a ocorréncia de prejuizos na
respiracdo celular, causando deficiéncia na producéo energética (LARTIGUE e cols., 2009).

J& foi descrito que a disfuncdo da cadeia respiratoria poderia ser compensada pela
melhoria da eficiéncia da glicolise. Algumas linhagens celulares, inclusive de LMC que
superexpressam uma enzima da via glicolitica, GAPDH (do inglés, Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase), apresentam protecdo contra estresses provocados pela MCIC, uma vez que
possuem maior eficiéncia glicolitica, o que permite que continuem se proliferando
(LAVALLARD e cols., 2009). Por isso, a superexpressdo de GAPDH parece estar envolvida com

a maior resisténcia das células a MCIC.

1.2.4. Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1)

A poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP-1) é a mais abundante da superfamilia PARP
que é constituida por 18 proteinas (SODHI e cols., 2010). Essa enzima apresenta diversas funcdes
relacionadas tanto a promocéo do reparo do DNA e sobrevivéncia celular, bem como inducédo de
morte celular. Além disso, parece haver uma correlacdo entre a inibicdo da PARP-1 e o
desenvolvimento do fen6tipo MDR.

Esses mecanismos serdo abordados com mais detalhes nos subtopicos a seguir.

1.2.4.1. Reparo do DNA

As celulas de cancer sdo capazes de desenvolver diversos mecanismos para detectar e
reparar danos no DNA, permitindo a formacdo de proteinas integras e garantindo o bom
funcionamento e proliferacdo celulares. Por isso, a elevada capacidade de reparo do DNA em
células tumorais pode limitar a eficicia de abordagens terapéuticas cujos mecanismos de agdo
envolvem a inducdo de danos no DNA, gerando resisténcia celular durante a quimioterapia e
radioterapia (RAJAWAT e cols., 2017).
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A PARP-1 é uma proteina nuclear de 116 kDa que promove o reparo de quebras no DNA
por excisdo de base, mantendo a integridade do genoma celular. Essa enzima se liga a estruturas
danificadas do DNA e recruta outras enzimas de reparo, servindo como um fator de
sobrevivéncia para a célula. PARP-1 catalisa a transferéncia intracelular de unidades de ADP-
ribose para as proteinas nucleares, a partir da nicotinamida adenina dinucleotideo (NADY),
levando a formacdo de polimeros poli (ADP-ribose) (PAR) (RAY-CHAUDHURI e
NUSSENZWEIG, 2017).

Nesse contexto, os inibidores de PARP-1 tém sido utilizados em combina¢do com agentes
genotdxicos no tratamento de diferentes tipos de cancer, como: mama, ovario, prostata, pancreas
(KAMEL e cols., 2018) e leucemias (WU e cols., 2019), os quais apresentam deficiéncia no
reparo do DNA. A inibicdo de PARP-1 é uma estratégia capaz de melhorar a atividade de drogas
antitumorais por meio da inibi¢do da necrose e ativacdo de apoptose, resultando na diminuicédo da
dose utilizada do farmaco e dos efeitos colaterais provocados pelo tratamento (WU e cols., 2019).
Além de serem utilizados como co-adjuvantes no tratamento do cancer, os inibidores de PARP-1
também podem ser empregados como agentes isolados capazes de eliminar as células de cancer
com defeito no reparo do DNA (RAJAWAT e cols., 2017). Sendo assim, esses compostos
representam um grande avango na terapia-alvo do céncer por serem capazes de atingir
seletivamente as células tumorais através da sua deficiéncia em uma via de reparo especifica.

No entanto, ja foi demonstrado que a utilizacdo de inibidores de PARP-1 em células que
superexpressam P-gp constitui um desafio, uma vez que essa bomba de efluxo extrui alguns
desses compostos para 0 meio extracelular, reduzindo sua acdo (MONTONI e cols., 2013).

O inibidor de PARP-1 Olaparibe ja foi descrito como substrato da P-gp em um modelo
experimental in vivo de cancer de mama em camundongos, sendo capaz de induzir a expresséo
desse transportador (ROTTENBERG e cols., 2008). Outro estudo realizado com células de
cancer de ovario com fen6tipo MDR também observou resisténcia a acdo do Olaparibe. No
entanto, foi possivel reverter esse mecanismo por meio da utilizacdo de inibidores de P-gp, como
elacridar, zosuquidar e valspodar. Por isso, os inibidores de PARP-1 que nédo séo substratos de P-
gp, como o Veliparibe, parecem ser mais promissores no tratamento de células MDR (LAWLOR
e cols., 2014).
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1.2.4.2. Apoptose

O nivel de dano ao DNA parece ser crucial na escolha entre a sobrevivéncia celular ou
inducdo de um mecanismo de morte. Quando o dano no DNA é demasiadamente extenso e
irreparavel, as caspases-3 e 7 sofrem ativacdo e estas, por sua vez, podem clivar e inativar a
PARP-1. A clivagem de PARP-1 por essas caspases gera os fragmentos de 89 kDa e 24 kDa,
importantes marcadores bioquimicos da ocorréncia de apoptose (SOLDANI e SCOVASSI, 2002;
CHAITANYA e cols., 2010; BOOZARI e cols., 2015).

A inibicdo da PARP-1 torna-se necessaria para impedir o reparo do DNA, e,
consequentemente, a sobrevivéncia celular. Além disso, a clivagem da PARP-1 impede a
deplecdo de energia (NAD" e ATP) na célula (BERGER, 1985), e, consequentemente, a morte
celular por necrose. Para a célula manter a PARP-1 ativa ocorre elevado consumo de NAD" e
ATP. Como varias vias metabolicas dependem de NAD™, é fundamental repor os seus niveis, no
entanto, para que o NAD" seja reciclado, ocorre aumento do gasto de ATP. Com isso, a
inativacdo da PARP-1 promove reducdo da demanda energética celular, o que possibilita que a
célula tenha ATP suficiente para ocorréncia de apoptose (D'AMOURS e cols., 2001).

1.2.4.3. Partanatos

Partanatos é uma forma de morte celular programada, estudada héa relativamente menos
tempo do que os outros tipos, mediada pela super-ativacdo da PARP-1, cuja ativacdo de caspases
ndo é obrigatdria. Diversos trabalhos recentes tém sugerido a indugdo de partanatos como uma
nova estratégia capaz de eliminar células cancerigenas (AKHIANI e cols., 2014; MA e cols.,
2016; ZHENG e cols., 2016; JIANG e cols., 2018).

Caracteriza-se pela rapida deplecéo de energia (NAD" e ATP) e pela sintese e acimulo do
polimero PAR, levando a externalizacdo de fosfatidilserina e dissipacdo do potencial de
membrana mitocondrial. Além disso, PAR também atua como um sinal de morte capaz de
provocar a liberagcdo de AIF (do inglés, Apoptosis Inducing Factor) da mitocondria. AlF, entéo,
sofre translocacdo para o nucleo, causando condensacao nuclear, fragmentacdo do DNA em larga
escala e morte celular (YU e cols., 2002; ANDRABI e cols., 2006; DAVID e cols., 2009).
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1.2.4.4.P-gp

Como abordado previamente, a utiliza¢do de inibidores de PARP-1 em células de cancer,
que apresentam deficiéncia de mecanismos de reparo do DNA, pode auxiliar durante o
tratamento quimioterapico. Em contrapartida, ja foi descrito que células de camundongos knock
down para PARP-1 seriam capazes de desenvolver o fenétipo MDR, uma vez que poderiam
apresentar aumento concomitante da expressao e atividade da P-gp, embora ainda ndo se saiba ao
certo qual seria a razdo para essa correlacdo (WURZER e cols., 2000; WESIERSKA-GADEK,
2005). No entanto, PARP-1 parece ser um promissor alvo terapéutico contra o cancer, seja por

meio da sua inibicdo ou ativacdo, dependendo do modelo experimental em questao.

1.2.5. Metabolismo de xenobidticos e substancias enddgenas

Durante o processo de transformacdo de uma célula normal em cancerigena, ocorrem
alteracbes no metabolismo celular, podendo levar ao aparecimento do fenétipo MDR (CREE,
2017). A ativacdo de enzimas responsaveis pela biotransformacdo de quimioterdpicos
(xenobidticos) em metabdlitos inativos, que podem ser facilmente excretados, € uma das
estratégias da célula tumoral capaz de gerar a resisténcia ao tratamento (LOLODI e cols., 2017).

Em geral, o metabolismo ocorre em duas fases, conhecidas como fase | e fase Il. As
reacfes quimicas mais comuns na fase | sdo oxidacdo, reducdo e hidrolise (GUENGERICH,
2007; GUENGERICH, 2008). Ja na fase Il, geralmente ocorrem reacdes de conjugacao entre 0s
farmacos ou metabolitos formados na fase 1 com um substrato endégeno hidrofilico, como &cido
glicurénico, sulfato, acetatos enddgenos, glutationa e aminoacidos (JANCOVA, 2010). A
principal funcdo dessas reacBes é a transformacdo dos compostos em metabdlitos, a fim de
facilitar sua excregdo e eliminagéo do organismo.

Recentemente, a importancia dos transportadores ABC para 0 metabolismo de drogas
também passou a ser reconhecida, sendo classificados como metabolismo de fase Ill. Essas
proteinas regulam a entrada e a saida de compostos exdgenos e, consequentemente, seus efeitos
farmacologicos. Com isso, a inibicdo dessas bombas de efluxo poderia restabelecer as
concentragfes dos quimioterdpicos no interior da célula de céncer, revertendo o fendtipo de
resisténcia (DORING e PETZINGER, 2014).

O figado ¢é o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo de compostos, no entanto,

outros orgaos e tecidos também desempenham este papel, como intestino, rins, pulmdes, plasma,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%B6ring%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24483608
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hemécias, placenta, pele e cérebro (FAN e LANNQY, 2014). Dentre as enzimas fundamentais
para esse processo de biotransformacdo, destacam-se as proteinas do complexo CYP450 (do
inglés, Cytochrome P450) envolvidas no metabolismo de fase | (AKHDAR e cols., 2012). O
CYP450 é considerado o principal responsavel pela ativacdo e eliminacdo de farmacos. Apesar
de ser uma superfamilia, com 57 isoformas distribuidas em 18 familias e 44 subfamilias, apenas
cerca de 12 CYP's, pertencentes as familias 1, 2 e 3, sdo responsaveis pelo metabolismo da
maioria de compostos (ZANGER e SCHWAB, 2013).

Alguns substratos podem induzir ou inibir essas enzimas. Quando ocorre inibicédo
enzimética pode haver a diminui¢do do metabolismo do composto, levando ao aumento de sua
concentracdo plasmatica e, consequentemente, prolongando seu efeito, além de poder provocar
toxicidade farmacoldgica. E, caso ocorra inducdo enzimatica, podera haver um aumento do
metabolismo, levando a reducdo da concentracdo plasmatica do composto, reduzindo seu efeito
terapéutico (ZANGER e SCHWAB, 2013).

Diversos xenobidticos induzem a expressdo de enzimas por meio da via de sinalizacdo do
PXR (do inglés, Pregnane X Receptor), um receptor nuclear que regula transcricionalmente
enzimas envolvidas no metabolismo de farmacos e proteinas transportadoras de drogas (MOORE
e cols., 2000). Uma vez que o PXR controla a expressdo de genes relacionados ao metabolismo
de compostos anticancer, pesquisas recentes tém investigado seu potencial papel na aquisicdo da
MDR (CHEN, 2010). Gupta e cols. (2008) demonstraram que a ativacdo de PXR induz a
expressao de diferentes genes como CYP2B6 e CYP3A4, o que contribui para a resisténcia de
células de cancer de ovario a acdo de quimioterapicos. Além disso, PXR regula a expressao dos
genes CYP3A4 e MDR1 em varias linhagens celulares, aumentando o metabolismo e eliminacéao
de agentes anticancer (AKHDAR e cols., 2012).

Em outros casos, porém, esse processo de metabolizacdo também pode gerar metabolitos
com atividade bioldgica ainda mais potente do que sua molécula de origem, como ocorre com 0s
pro-farmacos (ZHANG e cols, 2017). A descoberta de pro-farmacos é uma estratégia promissora
contra o cancer, sendo capaz de melhorar a eficiéncia e a seletividade dos compostos citotoxicos.
Um classico exemplo ¢ a ciclofosfamida, um agente alquilante utilizado no tratamento do cancer
que precisa ser metabolizado pelas CYP's no figado a fim de que possa ter atividade terapéutica
(RODRIGUEZ-ANTONA e INGELMAN-SUNDBERG, 2006).
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Existem evidéncias de que a inducdo de alguns membros da CYP450 pode ser
responsavel pela metabolizacdo de compostos, tornando-os mais efetivos contra células tumorais
(SWANSON e cols., 2010). Ja foi demonstrado que a expressao de CYP3A4 em tumor cerebral
de ratos confere sensibilidade dessas células ao quimioterapico nemorrubicina (LU e cols., 2009).
No entanto, a inibig&o da expressdo de CYP1B1 em uma variedade de canceres humanos poderia
impedir a progressdo tumoral, mostrando ter beneficio terapéutico (CASTRO e cols., 2008). Por
isso, a ativacdo e inibicdo diferencial dos membros da familia do CYP450 pode gerar
citotoxicidade seletiva em células de cancer.

Sendo assim, pesquisas sobre o papel do metabolismo de compostos anticAncer na
aquisicdo de resisténcia a quimioterapia tém contribuido parao desenvolvimento de novas
abordagens, beneficiando-se da especificidade do metabolismo das células tumorais.

Além da importante funcdo das CYP’s sobre o metabolismo de fase I de xenobioticos,
essas enzimas também apresentam papel relevante sobre o metabolismo de substratos endégenos,
como esteroides e horménios. Esse sistema pode funcionar como um ciclo fatil de NADPH
oxidase, oxidando NADPH na auséncia de substrato, produzindo superoxido e outros ROS (do
inglés, Reactive Oxygen Species) (HANUKOGLU e cols., 2006; JIANG e cols., 2015).
Posteriormente, essas espécies reativas de oxigénio, particularmente os superdxidos, sdo
protonados e formam o radical perhidroxila, contribuindo para a peroxidacdo lipidica e
desestabilizagdo das membranas celulares (SINHA e cols., 2013).

Com isso, a modulacdo das CYP’s poderia provocar o aumento/ diminuicdo da
metabolizacdo de diversos compostos, influenciando nos seus efeitos bioldgicos, ou entdo seria

capaz de contribuir para a geracdo de ROS nas células, prejudicando seu funcionamento.

1.3. Sensibilidade Colateral

Uma estratégia para superar a MDR é a identificacdo de substancias que, em
concentragdes inocuas a células denominadas sensiveis a quimioterapia, sejam capazes de reduzir
a viabilidade de células MDR. Esse fendtipo de sensibilidade apresentado pelas células MDR é
chamado sensibilidade colateral (CS - do inglés, Collateral Sensitivity) (HALL e cols., 2009). A
identificacdo de agentes promotores de CS em células MDR é um grande desafio para os
pesquisadores por ser um fendmeno considerado raro, uma vez que existem poucas substancias

conhecidas. Dentre estas, destacam-se as que possuem maiores efeitos promissores: verapamil,
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tiopronina, NSC73306, Dp44mT, Desmosdumotina B e 2-Deoxy-D-glicose(PLUCHINO e cols.,
2012). No entanto, os mecanismos pelos quais esses compostos induzem CS ainda ndo foram
completamente elucidados.

Atualmente, existem apenas algumas hipdteses sobre os possiveis mecanismos de CS
sobre células que apresentam expressdo de transportadores ABC. Alguns estudos indicam que a
membrana das células MDR é menos estavel, uma vez que células que superexpressam P-gp
apresentam alteracdes nas propriedades biofisicas da membrana plasmatica, resultando numa
estrutura menos rigida. Portanto, os agentes promotores de CS causariam, preferencialmente,
perturbacbes na membrana dessas células resistentes, como aumento da fluidez e da
permeabilidade, comprometendo a integridade celular e, consequentemente, a viabilidade celular
(CALLAGHAN e RIORDAN, 1995).

Outra hipotese relacionada com a CS é baseada em observacdes de que diversos agentes
promotores de CS sdo substratos da P-gp, e, por isso, seriam capazes de promover o estimulo da
atividade ATPé&sica dessa bomba de efluxo. Esses compostos estariam sendo constantemente
internalizados e extruidos para o meio intra e extracelular, em um processo conhecido como
"ciclo futil", levando, portanto, a um aumento na taxa de deplecdo de ATP intracelular
(LABERGE e cols., 2009; GOTTESMAN e cols., 2009). Isso, possivelmente, promoveria um
aumento na taxa de fosforilagdo oxidativa e um aumento de ROS, podendo levar a célula
resistente a apoptose (PLUCHINO e cols., 2012).

1.4. Fitoquimicos

Os ensaios clinicos com os classicos agentes reversores, moduladores da MDR ou, ainda,
quimiossensibilizadores, como o bloqueador de canais de calcio, verapamil (CORNWELL e
cols., 1987), foram limitados devido a sua toxicidade (KIM e cols., 2014). Por isso, nos Gltimos
anos, buscou-se descobrir compostos efetivos e com baixa citotoxicidade em células normais,
capazes de modular o fenétipo MDR.

Nesse contexto, os fitoquimicos sdo de vital importancia para a satde humana, uma vez
gue sdo capazes de atingir diferentes alvos moleculares em células de cancer e, ainda, apresentam
baixo custo, baixa toxicidade em células normais e facil disponibilidade (NYAMAI e cols.,
2016).
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Os compostos bioativos ou fitoquimicos sdo metabdlitos secundarios presentes nas
plantas, sendo considerados substancias ndo-nutricionais, porém de vital importancia para a
salide, uma vez que podem atuar no metabolismo e na fisiologia humana, reduzindo o risco de
desenvolvimento de doencas crbnicas nao transmissiveis, como doencas cardiovasculares,
diabetes mellitus e cancer (KIBE e cols., 2017). Séo classificados de acordo com suas estruturas
quimicas (Figura 4) e podem ser divididos em cinco grandes grupos: carotenoides, compostos
fenolicos, alcaloides, compostos nitrogenados e compostos organossulfurados (SAMY e
GOPALAKRISHNAKONE, 2010).
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Figura 4. Alimentos funcionais e seus compostos bioativos (adaptado de SURH, 2003).

Os compostos bioativos sdo encontrados nos alimentos funcionais. De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria em 1999, o alimento ou ingrediente que alegar
propriedades funcionais ou de salde deve, além de exercer funcbes nutricionais basicas, quando
se tratar de nutriente, produzir efeitos metabolicos e fisioldgicos, e ou efeitos benéficos a salde,

devendo ser seguro para consumo sem supervisdo médica (ANVISA, 1999).



35

O 6rgao que regulamenta os alimentos funcionais nos Estados Unidos € a Academia de
Nutricdo e Dietética. Sua definicdo inclui os alimentos integrais, fortificados, enriquecidos ou
restauradores, que apresentam, potencialmente, efeitos benéficos para a salde, quando
consumidos como parte de uma dieta variada. Para produzir o efeito desejado, 0s compostos
bioativos devem estar presentes nos alimentos funcionais, em quantidades suficientes e
adequadas. No entanto, as evidéncias cientificas ainda sdo escassas para assegurar a quantidade
desses alimentos que deve ser ingerida diariamente para prevenir determinadas doencas, por isso,
poucos alimentos apresentam uma quantidade recomendada diaria (HASLER e cols., 2009;
CROWE e cols., 2013).

Dentre os milhares de compostos bioativos presentes em alimentos, muitos séo
identificados em ervas e especiarias, as quais tém sido alvos frequentes de pesquisas cientificas
relacionando com suas propriedades benéficas para a saude (BOWER e cols., 2016; YASHIN e
cols., 2017).

1.4.1. Piperina

A piperina (Figura 4) é um alcaloide que pode ser isolado, principalmente, da espécie
Piper nigrum, cujos frutos séo conhecidos tradicionalmente como pimenta-do-reino (NISHA e
cols., 2009). O teor de piperina nesses frutos varia em torno de 5-9%, sendo considerada o
principal alcaloide e composto bioativo presente nos gréos de pimenta-preta, o qual confere o
sabor pungente (MAHDY e cols., 2012; MEGHWAL e GOSWAMI, 2013).

1.4.1.1. Biodisponibilidade e metabolismo

A piperina pode apresentar-se, de forma minoritaria, nas trés formas isoméricas:
isopiperina, isochavicina e chavicina (Figura 5). A exposicao da piperina a luz leva ao aumento
da sua isomerizacdo e, consequentemente, perda da sua atividade bioldgica, uma vez que o0s
beneficios associados a saude sdo atribuidos, em sua maioria, a piperina (KOZUKUE e cols.,
2007).
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Figura 5. Estruturas quimicas dos isdmeros da piperina (BUDAVARI, 1996).

De acordo com alguns estudos conduzidos em ratos, foi observada meia-vida de cerca de
2 horas para a piperina, no entanto, o tempo necessario para atingir a concentracdo maxima desse
fitoqguimico no sangue variou entre 1 e 6 horas devido as diferentes dosagens e vias de
administracdo (ZHONG FENG e cols., 2010; SAHU e cols., 2014; SHAO e cols., 2015; LI e
cols., 2016). Além disso, piperina apresentou biodisponibilidade em torno de 25 % em ratos (LI e
cols., 2016).

Estudos sobre a farmacocinética da piperina em humanos sdo escassos, no entanto, uma
pesquisa com voluntarios saudaveis observou que apos a ingestdo de duas doses de 24 mg de
piperina durante um dia, sua concentracdo sérica foi em torno de 6 uM (VOLAK e cols., 2013).
Considerando que na pimenta-do-reino teria em torno de 9% de piperina (MAHDY e cols., 2012;
MEGHWAL e GOSWAMI, 2013), os voluntarios desse estudo ingeriram o equivalente a 267 mg
de pimenta-preta duas vezes ao dia.

Um estudo realizado nos Estados Unidos da América estimou o consumo medio de
pimenta-do-reino, baseando-se em populacdes que utilizam regularmente esse condimento em
sua dieta. O consumo diario desses individuos variou entre 17 mg e 31 mg (KINDELL, 1984). Na
populacéo indiana este consumo € estimado em torno de 330 mg, quase dez vezes maior do que 0
observado para os norte-americanos (PRADEEP e cols., 1993). Essas estimativas indicam que
seria inviavel o consumo de 267 mg de pimenta-do-reino duas vezes ao dia a fim de atingir 6 uM
de piperina no sangue, mesmo considerando como padrdo a populagdo que mais ingere esse

condimento, os indianos.
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Um recente trabalho publicado por Gao e cols. (2017) identificou, em ratos, 0s
metabdlitos da piperina em amostras de sangue, bile e fezes ap6s sua administracdo via oral.
Foram detectados e identificados 12 metabdlitos, sendo que alguns destes foram reportados pela
primeira vez na literatura cientifica. Além disso, também foram descritas as principais vias
metabdlicas da piperina nesse modelo experimental: reducdo, hidroxilagdo, glucuronidacéo e a
sulfatacdo (Figura 6). Esses dados sugerem que a piperina estaria sendo metabolizada por
enzimas de fase | e Il, apesar desse estudo ndo ter identificado quais enzimas especificas

participariam desse processo.
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Figura 6. Proposta das vias metabdlicas da piperina em ratos (Adaptado de GAO e cols.,
2017).
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Recentemente, Zabela e cols. (2018) realizaram um estudo in vitro a fim de investigar o
metabolismo da piperina e de seus analogos utilizando microssomos hepéaticos humanos. Dentre
as enzimas de fase | que foram testadas (CYP3A4, CYP2D6, CYP2C9, CYP1A2, CYP2C8 e
CYP2A6) somente a enzima hepatica CYP1A2 foi responsavel pela metabolizacdo desse
composto.

Com relagcdo ao metabolismo da piperina em humanos, CLAUS e GERHARD (1984)

detectaram e caracterizaram trés metabolitos da piperina na urina de atletas (Figura 7).

Metabolitos em humanos
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Figura 7. Estruturas quimicas dos metabdlitos da piperina em humanos (Adaptado de
CLAUS e GERHARD, 1984).

E provavel que os metabélitos encontrados em humanos, por Claus e Gerhard (1984)
sejam os mesmos que foram identificados pelas siglas M06, M07 e M08 (Figura 6) no estudo de
Gao e cols. (2017) com ratos. Esses dados sugerem que a metabolizagdo da piperina gere alguns
metabolitos semelhantes em humanos e ratos.

A identificacdo de metabdlitos ainda é um desafio devido a complexidade da matriz

biologica e a baixa concentracdo de metabolitos encontrados em amostras bioldgicas (GAO e
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cols., 2017). A relagdo entre 0 metabolismo da piperina e os seus efeitos biol6gicos em humanos
ainda é de extrema relevancia, uma vez que ainda ndo esté claro se a sua biotransformacdo em
metabolitos € necessaria para que possa apresentar efeitos para a salde ou se sua prépria
molécula original ja seria responsavel pelas suas propriedades benéficas. Por isso, novos estudos
devem ser conduzidos a fim de elucidar essas questdes a respeito da metabolizacdo desse
fitoquimico.

Enquanto os estudos sobre o metabolismo da piperina sdo raros, existem diversas
pesquisas, inclusive ensaios clinicos, que buscam compreender a capacidade desse composto em
aumentar a biodisponibilidade e eficacia de outras substancias, incluindo, antibidticos, anti-
inflamatorios e compostos bioativos de outros alimentos. A piperina foi a primeira molécula a ser
validada cientificamente, em 1979, como um bioenhancer. Essa substancia, mesmo em baixas
concentracdes, é capaz de aumentar a biodisponibilidade de diferentes medicamentos em 30-
200%, sendo, portanto considerada um biopotencializador (ATAL e BEDI, 2010). Com relagéo
aos mecanismos de acéo relacionados com esse efeito, alguns autores ja relataram que a piperina
seria capaz de inibir a bomba de efluxo P-gp e enzimas metabolizadoras de xenobioticos, como
CYP3A4 e CYP2B1, e, assim, promoveria 0 aumento da absorcdo e do tempo de acdo de
indmeros compostos (REEN e WIEBEL, 1997; BHARDWAJ e cols., 2002; SINGH e cols.,
2013; SHAMSI e cols., 2017; LEE e cols., 2018).

1.4.1.2. Efeito antitumoral

Acredita-se que os estudos cientificos sobre o efeito da piperina na salde tenham sido
iniciados h& quase 200 anos atrds (CARPENTER, 1828). Atualmente, existem inumeras
comprovacOes dos beneficios desse composto para a salde, incluindo: efeito anti-hipertensivo,
antiplaquetario, analgésico, anti-inflamatério, antidiarreico, antiespasmadico, antipirético,
hepato-protetor, bactericida, fungicidade, larvicida e inseticida (SRIVASTAVA e SINGH, 2017).

Piperina também apresenta importante acdo quimiopreventiva e quimioterapéutica em
estudos in vitro e in vivo. Uma recente revisdo publicada por Manayi e cols. (2018) concluiu,
ainda, que essas evidéncias sobre o efeito anticancer da piperina poderiam subsidiar futuros
ensaio clinicos.

Foi encontrado um total de 144 trabalhos cientificos na base de dados Pubmed (acesso em
27 de fevereiro de 2019) sobre o efeito da piperina contra o cancer. Entre os mecanismos de acao
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sugeridos, destacam-se: a modulacdo de enzimas metabolizadoras de xenobioticos, atividade
antioxidante e pro-oxidante, efeito antiproliferativo, regulacdo do ciclo celular, inducdo de
apoptose e autofagia, potencial anti-metastatico e reversdao da MDR (RATHER e cols., 2018).

Um dos mecanismos responsaveis pelo efeito quimiopreventivo da piperina esta
relacionado a sua capacidade de modulacdo de enzimas metabolizadoras de xenobioticos,
promovendo inibicdo de enzimas de fase | (CYP450), responsaveis pela ativagdo de pro-
carcindgenos, ou entdo inducdo de enzimas de fase Il (glutationa peroxidase) que possuem
atividade antioxidante (SELVENDIRAN e cols., 2005).

Outros estudos tém evidenciado que a piperina contribui para a reducdo do
desenvolvimento do cancer devido a prevencdo de danos as células e aos tecidos pela inibicao de
reacOes de oxidacdo causadas por ROS (MANOHARAN e cols., 2009; VELLAICHAMY e cols.,
2009; LIU e cols., 2010).

Piperina apresentou efeitos contra os danos ao DNA causados pelo carcindgeno
benzo(a)pireno em células do pulmao, reduzindo a formac&o de radicais livres e a proliferacdo de
células cancerigenas em camundongos (SELVENDIRAN e cols., 2004a; SELVENDIRAN e
cols., 2004b).

Enquanto o efeito antioxidante da piperina protege as células normais do nosso
organismo, prevenindo o desenvolvimento do cancer, esse composto também é capaz de atuar
como um potente pré-oxidante em células tumorais, contribuindo para o tratamento contra essa
doenca. Normalmente altas concentracdes de piperina levam ao efeito pro-oxidativo. O estudo de
Gunasekaran e cols. (2017) sugeriu que a piperina induziu células de cancer hepatico a apoptose
via geracdo de ROS mitocondrial. A piperina também foi capaz de gerar ROS em carcinoma oral
de células escamosas, levando a perda de potencial da membrana mitocondrial, ativacdo de
caspases e bloqueio do ciclo celular (SIDDIQUI e cols., 2017). Além disso, esse composto
induziu apoptose via geracdo de ROS em células de adenocarcinoma retal (YAFFE e cols., 2013).

Estudos in vitro sugerem que a piperina seria capaz de inibir a proliferacdo por meio do
blogqueio do ciclo celular na fase G1 em células de cancer de préstata (OUYANG e cols., 2013;
BA e MALHOTRA, 2018), célon (YAFFE e cols., 2015) e melanoma (FOFARIA e cols., 2014)
ou entdo na fase G2/M em carcinoma oral de células escamosas (SIDDIQUI e cols., 2017) e em
osteossarcoma (ZHANG e cols., 2015).
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Além disso, a piperina se mostrou capaz de induzir apoptose em véarios modelos
experimentais de cancer, incluindo de colon (YAFFE e cols., 2015), melanoma (FOFARIA e
cols., 2014), pulmé&o (LIN e cols., 2014), mama (GREENSHIELDS e cols., 2015), carcinoma oral
de células escamosas (SIDDIQUI e cols., 2017), carcinoma hepatocelular (GUNASEKARAN e
cols., 2017), prostata (BA e MALHOTRA, 2018) e celulas de cancer de ovério (Sl e cols., 2018).

A piperina também parece modular a autofagia, processo de conservacdo celular em que
materiais citoplasmaticos sdo degradados e reciclados, a fim de atender as demandas energéticas
da célula e de manter a homeostasia celular (CHIANG e cols., 1989). No entanto, sabe-se que
esse mecanismo também pode levar as células de cancer & morte celular nos casos de ativacdo
excessiva dessa via (LI e cols., 2017). A piperina inibiu o crescimento e a proliferacdo de células
de cancer de prdéstata por meio da inducdo da autofagia (OUYANG e cols., 2013). Além disso, a
piperina mostrou ser capaz de inibir mTOR, um regulador negativo da autofagia, em células de
cancer de colon (MOREAU e KAUR, 2017).

Estudos recentes indicam que a piperina teria, ainda, um papel de inibicdo da transi¢do
epitélio-mesenquimal, processo biolégico que permite que uma célula epitelial sofra
modificagcdes bioguimicas, moleculares e morfologicas, resultando na aquisicdo de um fendtipo
de célula mesenquimal, com maior capacidade de migracdo, invasdo e resisténcia a apoptose
(CHAFFER e cols., 2016; KIM e cols., 2017; SHIBUE e WEINBERG, 2017). Além disso, a
piperina também inibe a angiogénese por meio da modulagdo do Fator de Crescimento Vascular
Endotelial, que promove o crescimento de novos vasos sanguineos (TALIB e cols., 2017).

Ja foi demonstrado também que a piperina pode atuar de maneira sinérgica com a
quimioterapia, radioterapia ou com outros compostos bioativos de alimentos. A piperina
sensibiliza células de cancer de mama, que superexpressam o proto-oncogene HER?2, para acao
da droga anticancer paclitaxel (DO e cols., 2013); potencializa o efeito citotéxico da radioterapia
em camundongos com melanoma e em células de céncer de colon (TAK e cols., 2012);
potencializa o efeito anticAncer do tamoxifeno contra células de cancer de mama (KHAMIS e
cols., 2018); apresenta efeito sinérgico com paclitaxel em células de adenocarcinoma de ovario
(PAL e cols., 2016); o tratamento com a combinacdo de curcumina com piperina em ratos
provoca inibicdo do carcinoma hepatocelular induzido pelo carcindgeno dietilnitrosamina
(PATIAL e cols., 2015). Esses dados sugerem um possivel uso desse composto como adjuvante
na terapia do cancer.
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A piperina também é capaz de modular o fenétipo MDR em alguns modelos
experimentais, como de cancer de mama, pulmdo, cdlon e linfoma. Esse composto inibiu a
expressao génica e atividade das bombas de efluxo P-gp e BCRP (em células de cancer de mama)
e da bomba de efluxo MRP-1 (em células de cancer de pulméo) (LI e cols., 2011). Um trabalho
recente também demonstrou a acdo desse fitoquimico sobre células de cancer de colon e linfoma
com fendtipo MDR, por meio da potencializacdo do efeito citotoxico dos quimioterapicos
doxorrubicina e mitoxantrona, respectivamente. Além de ter inibido a atividade da P-gp nesses
dois tipos de canceres (LI e cols., 2018). Outra pesquisa recentemente publicada por Morsy e
cols. (2018) constatou, por meio de estudos in silico e in vitro, que a piperina foi capaz de inibir a
P-gp em células de céncer de ovario, sugerindo que esse fitoquimico seria um promissor
adjuvante no tratamento com doxorrubicina.

O efeito da piperina em leucemias humanas foi pouco investigado. Apenas um trabalho
foi encontrado na literatura cientifica (base de dados Pubmed), ressaltando, mais uma vez, a
importancia da presente pesquisa para a area em questdo. No estudo citado, foi visto que
concentragoes de 20 ou 40 uM de piperina levaram as células K562 a diferenciagdo em
macrofagos/ mondcitos, sendo que a inducdo desse mecanismo pode ser considerada uma

estratégia eficaz para o tratamento da leucemia (SONG e cols., 2008).

1.5. Modelo experimental de LMC

Nesta tese foram utilizadas trés linhagens celulares de LMC: K562, linhagem parental
sensivel a quimioterapia e as linhagens MDR, Lucena-1 e FEPS, que foram derivadas da K562.
As células K562 pertencem a uma linhagem originada de uma LMC em crise blastica
eritroleucemia humana e caracteriza-se por expressar 0 oncogene quimérico BCR-ABL no
cromossomo Philadelphia (KOEFFLER e GOLDE, 1980).

As linhagens celulares Lucena-1 e FEPS foram desenvolvidas no Laboratério de
Imunologia Tumoral da Universidade Federal do Rio de Janeiro (RUMJANEK e cols., 2001;
DAFLON-YUNES e cols., 2013) e foram selecionadas a partir da linhagem K562 devido a
exposicdo a concentragfes crescentes dos quimioterdpicos vincristina e daunorrubicina,
respectivamente.

Essas linhagens diferem entre si tanto sob o aspecto funcional (DAFLON-YUNES e cols.,
2013), quanto o seu transcriptoma (MOREIRA e cols., 2014) e o seu proteoma (VIDAL, 2017).
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Podem ser destacadas algumas diferencas entre essas células: Lucena-1 e FEPS possuem um
proteoma menor (VIDAL, 2017), o que poderia indicar que se encontram mais diferenciadas do
que a K562; tambem possuem um ciclo mais lento, isto é, se dividem menos (DAFLON-YUNES
e cols., 2013), sugerindo que apresentam maior resisténcia a acdo de quimioterapicos que atuam
durante a etapa de proliferacdo celular; as linhagens de leucemia apresentam grandes diferencas
na expressdo de genes relacionadas a morte celular (MOREIRA e cols., 2014), apontando para a
possibilidade de ocorréncia de mecanismos de resisténcia a morte nas células MDR.

As linhagens Lucena-1 e FEPS também sdo mais resistentes ao estresse oxidativo que a
linhagem sensivel a drogas, K562, provavelmente devido a maior capacidade antioxidante das
celulas com fenétipo MDR. Diversas enzimas antioxidantes estdo diferentemente expressas nas
linhagens Lucena-1 e FEPS, em comparacdo com a K562. Um exemplo disso é o sistema da
tiorredoxina/peroxirredoxina que se encontra aumentado nas células com fenétipo MDR, Lucena-
1 e FEPS (MOREIRA e cols., 2014; VIDAL, 2017), e é considerado crucial para a defesa contra
0 estresse oxidativo em células de cancer (MONTEIRO e cols., 2017).

Lucena-1 também apresenta alta atividade da catalase, enzima envolvida com a protecédo
de ROS, especificamente com a conversdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio,
provavelmente conferindo a essas células protecdo contra a radiacdo UVA, contra H,0, (perdxido
de hidrogénio) (TRINDADE e cols., 1999) e contra agentes quimioterapicos (RUMJANEK e
col., 2001). Um recente trabalho realizado por Soares e cols. (2019) também identificou na FEPS
maior resisténcia a UVA e H,0,, em relacdo a K562, sendo que essa linhagem MDR é ainda mais
resistente a acdo de quimioterapicos do que a Lucena-1 (DAFLON-YUNES e cols., 2013). Além
disso, a atividade da catalase também esta elevada na linhagem FEPS (VIDAL, 2017). Dessa
forma, diversos compostos anticancer que agem por meio da inducdo de estresse oxidativo
tornam-se ineficazes.

No entanto, Lucena-1 e FEPS se mostraram sensiveis a outro tipo de radiacdo (UVB)
(TRINDADE e cols., 1999; SOARES e cols., 2019). A inducdo de ROS pela UVB é causada pelo
aumento de moléculas de oxigénio reativas como oxigénio singlete e peroxido de hidrogénio,
além de radicais livres hidroxila (SCHARFFETTER-KOCHANEK e cols., 2000; RAVANAT e
cols., 2001). Além disso, esse tipo de radiacdo também causa dano direto no DNA da célula,

principalmente devido a interagdo com bases heterocicilicas, formando dimeros de pirimidina
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(RAVANAT e cols.,, 2001). Sendo assim, a radiacdo UVB parece atuar por diferentes
mecanismos de acdo, sendo capaz de afetar até mesmo as células MDR.

Além disso, a linhagem Lucena-1 apresenta cinco vezes mais copias do gene MDR1 (que
codifica a P-gp) que sua linhagem parental K562 (RUMJANEK e col., 2001), sendo que a
linhagem FEPS possui expressdo e atividade da P-gp ainda maior do que a Lucena-1 (DAFLON-
YUNES e cols., 2013). Com isso, em ambas linhagens MDR, a expressdo de P-gp parece ser o
principal mecanismo de resisténcia (DAFLON-YUNES e cols., 2013; RUMJANEK e cols.,
2013). Contudo, sabe-se que o fendtipo MDR tem origem multifatorial, podendo gerar alteragdes
no ciclo celular, inibicdo da morte celular, aumento do reparo do DNA e do metabolismo de
xenobidticos (CREE e CHARLTON, 2017).

A fim de investigar a importancia da expressdo de P-gp para o desenvolvimento do
fenotipo MDR, foi analisado o perfil protedmico das linhagens Lucena-1 e FEPS silenciadas para
MDR1 (que codifica a P-gp) (VIDAL, 2017). Foi demonstrado que o silenciamento da P-gp
provocou diversas alteracdes em proteinas de outras vias de sinalizacdo e metabdlicas, sugerindo
uma interconexao entre os diferentes mecanismos de resisténcia (VIDAL, 2017).

Portanto, os mecanismos de resisténcia a quimioterdpicos desenvolvidos durante a
aquisicdo do fendtipo MDR parecem ser extremamente complexos e vdo muito além da
superexpressdo de transportadores de efluxo. Por isso, sdo necessarias multiplas abordagens
experimentais a fim de identificar as vias de sinalizagdo alteradas.
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2. JUSTIFICATIVA

O fendmeno da MDR é considerado o principal obstaculo no tratamento de varios tipos de
cancer, dentre eles a LMC em crise blastica. Os pacientes que evoluem para crise blastica
apresentam o pior prognéstico com mediana de sobrevida de menos de 1 ano. Uma das
estratégias mais promissoras contra a MDR € a identificacdo de substancias capazes de atuar
seletivamente sobre células MDR. Esse fenotipo de sensibilidade apresentado pelas células MDR
é chamado CS, um fenbmeno considerado raro, uma vez que poucas substancias apresentam essa
acao.

Além disso, a identificagdo de compostos capazes de modular a resisténcia por meio de
mecanismos como regulacdo do ciclo celular, inducdo de morte celular e ativagdo de enzimas
metabolizadoras de xenobidticos (promovendo ativacdo de compostos anticancer), pode ser uma
estratégia contra o cancer.

Entre os compostos capazes de reverter a resisténcia de células a quimioterapicos esta a
piperina. Apesar de ja terem sido demonstradas evidéncias cientificas promissoras sobre sua acéo
anticancer e anti-MDR, ainda néo foi investigado seu efeito na promocéo de CS.

Dessa forma, torna-se relevante investigar os efeitos da piperina na inducdo de CS em

celulas de LMC em crise blastica com fenétipo MDR.
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3. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Investigar os efeitos da piperina sobre diferentes mecanismos de resisténcia a
quimioterapicos em células de LMC em crise blastica.

2.2. Objetivos especificos

e Auvaliar o efeito da piperina sobre a viabilidade e morfologia das células de LMC humana
sensivel a drogas, K562, e sobre linhagens de LMC com fen6tipo MDR, Lucena-1 e
FEPS;

e Verificar, nas linhagens de leucemia K562, Lucena-1 e FEPS, a acdo da piperina sobre a:

v" distribuicdo do ciclo celular;

v" inducdo de morte celular;

v" modulacdo de GAPDH, PARP-1, PAR e P-gp;

v' expressdo génica do receptor PXR e de enzimas de fase | (CYP3A4, CYP3A5 e
CYP1B1);

e Investigar a interacdo da piperina com a proteina CYP3ADS5;

e Analisar nas linhagens de leucemia K562, Lucena-1 e FEPS a metabolizacdo da piperina;



47

4. METODOS
4.1. Culturas de células

As linhagens K562 e Lucena-1 foram mantidas em uma concentragéo de 2 x 10* céls/mL
e foram cultivadas em um volume final de 5 mL de meio RPMI-1640, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (SFB), 100 unidades/mL de penicilina G e¢ 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, 5 pM de B-mercaptoetanol e 2 g/L de bicarbonato de sodio. As células da
linhagem FEPS foram mantidas como descrito para K562 e Lucena-1, porém em um volume final
de 10 mL de meio de cultivo. Na cultura de Lucena-1 foi adicionada vincristina a uma
concentracdo final de 60 nM e na cultura de FEPS foi adicionada daunorrubicina a uma
concentracdo de 466 nM, a fim de manter suas caracteristicas de MDR. As células foram
mantidas a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO; e foram subcultivadas a
cada trés ou quatro dias (DAFLON-YUNES e cols., 2013).

4.2. Ensaio de citotoxicidade - Reducéo de MTT (3-(4,5 dimethyl thiazole-2yl)-2,5 diphenyl
tetrazolium bromide) com as células de leucemia

As células de leucemia foram plaqueadas em placas de 96 pocos com fundo chato.
Posteriormente, as células foram tratadas com diferentes concentrac@es de piperina dissolvida em
0,25% de dimetilsulfoxido (DMSQO) ou com os respectivos volumes de DMSO 0,25% (Vv/v;
controle).

Apds o tratamento por 48, 72 e 96 horas foi realizado o ensaio de reducdo de MTT. O
MTT é um composto que € reduzido pelas desidrogenases mitocondriais, formando os cristais de
formazan, que possuem uma coloracdo roxa e podem ser quantificados por densidade Otica. Para
isso, foram adicionados 20 pL de MTT, diluido em Phosphate-Buffered Saline (PBS), a uma
concentracdo final de 0,5 mg/mL em cada poco. As placas foram mantidas na estufa a 37 °C e
com 5% de CO, por 3 horas. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 200 x g, durante 7
minutos, o sobrenadante foi descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em
200 pL de DMSO. A intensidade de coloracdo foi medida em um leitor de microplacas
(Biochrom Anthos Zenyth 200 ST), a um comprimento de onda de 492 nm (adaptado de
MOSMANN, 1983). Para a analise da viabilidade celular, foi realizado o calculo do percentual de
células viaveis em relacdo aos respectivos controles dos experimentos. Os valores de ICsy (do

inglés, Half Maximal Inhibitory Concentration) foram calculados a partir das curvas dose-
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resposta, sendo definido como a concentracdo da droga necesséria para reduzir o numero de
células viaveis a 50% em relacdo ao controle. O programa GraphPad Software 5.0 foi utilizado

para os célculos de ICs.

4.3. Ensaio de citotoxicidade - Teste de exclusdo com azul de tripan

O ndmero de células viédveis foi avaliado apds 72 horas de tratamento das células de
leucemia com 50 e 100 uM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com o respectivo
volume de DMSO 0,25% (v/v; controle). Foram transferidos 10 puL da suspensao de células para
eppendorfs, em seguida, foi adicionado 10 uL de solucdo de azul de tripan a 0,4% (v/v). Apds
homogeneizagdo, 10 uL do total do volume foram utilizados para a contagem das células em
camara de Neubauer. Para a andlise da viabilidade celular, foi realizado o célculo do percentual
de células viaveis em relacdo aos respectivos controles dos experimentos. Esse método de
contagem de células é baseado no principio de que as células vivas possuem membrana intacta e
conseguem excluir o azul de tripan, ja as células mortas, em necrose ou apoptose tardia,
incorporam esse corante e ficam marcadas, permitindo contagem diferenciada entre células vivas
e mortas (BARILE, 1994).

4.4.Ensaio de citotoxicidade - Reducdo de MTT com macro6fagos peritoneais

Animais: Duas fémeas de camundongos albinos suicos (6-8 semanas) foram obtidas do
Biotério Thomas George do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da Universidade
Federal da Paraiba. Os animais foram mantidos em condi¢des controladas de temperatura (21 + 1
°C), ciclo de luminosidade (12 horas claro/ 12 horas escuro) e livre acesso a racao e a agua. Apés
a manipulacdo, a eutandsia foi realizada por meio de deslocamento cervical. Todos os
procedimentos adotados neste estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude — CEP/ CCS/ UFPB (numero de protocolo: 111/2016 - Anexo D).

Obtencdo de macrofagos peritoneais: A inflamacdo peritoneal foi induzida pela injecao
intraperitoneal de 4 mL de tioglicolato a 4% (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA). Apds quatro
dias, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e a cavidade peritoneal foi lavada
com 8 mL de PBS e 3% de SFB. A suspensdo celular obtida da lavagem peritoneal foi
centrifugada (390 x g; 5 minutos; 4 °C) e, em seguida, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura (RPMI + 10% SFB). As células foram
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contadas com o auxilio de uma camara de Neubauer utilizando azul de Tripan para identificacdo
somente das células viaveis.

Cultura de macrofagos: As células peritoneais foram plaqueadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 4 x 10° células/ poco e incubadas por 24 horas na estufa a 37 °C e com 5% de
CO,. Em seguida, as células ndo aderentes foram removidas e as células remanescentes
(macroéfagos) foram ainda incubadas por 24 horas na presenca de diferentes concentracbes de
piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com o respectivo volume de DMSO 0,25% (v/v;
controle). Apos 24 e 48 horas de cultura, a viabilidade celular foi analisada pelo método de
reducdo de MTT.

Ensaio de redugdo de MTT: O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 90 pL de
meio de cultura e 10 uL de MTT, diluido em PBS, a uma concentracdo final de 0,5 mg/mL em
cada pocgo. As placas foram mantidas na estufa a 37 °C e com 5% de CO, por 4 horas.
Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 200 x g, durante 7 minutos, o sobrenadante foi
descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 200 pL de DMSO. A
intensidade de coloracdo foi medida em um leitor de microplacas (Leitor Universal de
Microplacas EL 800, Bio-TEK), a um comprimento de onda de 570 nm (adaptado de
MOSMANN, 1983). Para a andlise da viabilidade celular, foi realizado o calculo do percentual de

células viaveis em relacdo aos respectivos controles dos experimentos.

4.5. Coloracéo por Panoético Rapido

A fim de identificar possiveis alteracbes na morfologia das células de leucemia ap6s 72
horas de tratamento com 100 pM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com o0s
respectivos volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle) por 72 horas, foram realizados
citoesfregacos por 3 minutos a 500 rpm, utilizando a centrifuga Cytospin (Thermo Fisher
Scientific, USA) e, posteriormente, foi feita coloracdo com Panético Rapido utilizando kit
hematoldgico comercial (Laborclin® produtos para laboratorios Ltda., Pinhais, PR, Brasil).
Seguindo as recomendacdes do fabricante, cada lamina foi submetida a acdo de um fixador
(solucéo de triarilmetano a 0,1%) por 1 minuto. Em seguida, as ld&minas foram sequencialmente
imersas em duas solucGes corantes (solucdo de xantenos a 0,1% e solucdo de tiazinas a 0,1%) por

1 minuto cada. Apds a ultima imersdo as laminas foram lavadas em agua destilada e secas ao ar
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previamente a avaliagdo em um microscépio optico de luz transmitida (OLYMPUS 1X81). As

imagens foram analisadas usando o programa Olympus cellSens Standard.

4.6. Analise do ciclo celular

A distribuigdo do ciclo celular foi analisada por citometria de fluxo, como descrito
previamente por Pozo-Guisado e cols. (2002). As celulas de leucemia foram plaqueadas em
placas de 6 pocos, com volume final de 3 mL/ pogo na concentracdo final de 2 x 10* céls/mL. Em
seguida, foi feito o tratamento com 50 e 100 uM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou
com os respectivos volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle). Apés incubagdo por 72 horas, 1 x
10° células foram coletadas, centrifugadas a 220 x g por 7 minutos & 4 °C e lavadas 2 vezes com
PBS, e entdo ressuspendidas em PBS contendo Triton X-100 0,1% (v/v), 50 pg/mL de PI (do
inglés, Propidium lodide) e 1 mg/mL de RNase A. Em seguida, o conteddo de DNA foi medido
em citometro de fluxo (FACScalibur) equipado com o programa CellQuest (Becton Dickinson,
CA). A leitura do PI foi realizada pelo detector FL-2 area. A porcentagem de células nas fases
Sub-G1, G1, S e G2/M do ciclo celular foi quantificada usando o programa Summit v4.3®
(DAKO).

4.7. Ensaio de apoptose

A caracterizagdo da morte celular foi investigada pela dupla marcagcdo com Pl e Anexina-
V-FITC (do inglés, Fluorescein isothiocyanate). A marcacdo por Pl reflete um rompimento da
membrana plasmatica, caracterizando necrose. Ja a Anexina-V-FITC se liga ao fosfolipidio de
membrana, fosfatildiserina, que sofre externalizacdo durante a apoptose. De forma similar,
quando ocorre a marcacao dupla, considera-se apoptose tardia. O termo técnico é necrose
secundaria, pois a marcacdo por Pl ocorre ap0s a permanéncia da célula apoptética no meio de
cultura, de tal forma, que € secundaria a marcacdo por Anexina-V-FITC. As células vidveis sao
representadas pela auséncia de qualquer marcagéo.

As células das linhagens de leucemia foram plaqueadas em placas de 6 pogos, com
volume final de 3 mL/ pogo na concentracdo final de 2 x 10* céls/mL. Em seguida, foi feito o
tratamento com 50 e 100 uM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com 0s respectivos
volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle). Etoposideo (25 uM) foi utilizado como controle
positivo de inducdo de apoptose (SEN e cols., 2004; MOLAVI e cols., 2008). Apds incubagéo
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por 72 horas, as células foram centrifugadas a 220 x g por 7 minutos a 4 °C e ressuspendidas no
tampéo de ligacéo do fabricante do kit de detecgéo de apoptose da eBioscience. Posteriormente,
foram transferidas para uma placa de 96 pocos com fundo em U (200 pL/ poco) e foram
novamente centrifugadas a 220 x g por 7 minutos a 4 °C. Em seguida, foram incubadas com
tampé&o de ligagdo (96 pL) contendo Anexina-V-FITC (3 pL) por 20 minutos em temperatura
ambiente e protegidas da luz. Apds o periodo de tempo referido, foram acrescentados 200 puL do
tampdo de ligacdo e, no momento da leitura foram adicionados 4 uL de PI. A andlise foi
realizada, em seguida, em citbmetro de fluxo (FACScalibur) equipado com o programa CellQuest
(Becton Dickinson, CA). A leitura do Pl e da Anexina-V-FITC foi realizada pelo detector FL-3 e
FL-1, respectivamente. A porcentagem de células marcadas com Pl e/ou Anexina-V-FITC foi

quantificada usando o programa Summit v4.3® (DAKO).

4.8. Imunofluorescéncia

Os experimentos foram realizados de acordo com as instru¢des do fabricante. As células
de leucemia (2 x 10* céls/mL) foram tratadas com 100 pM de piperina por 72 horas.
Posteriormente, foram realizados citoesfregacos por 3 minutos a 500 rpm, utilizando a centrifuga
Cytospin (Thermo Fisher Scientific, USA) seguido de fixacdo com 4% de paraformaldeido por 15
minutos em temperatura ambiente e lavagem com PBS previamente a marcacdo por
imunofluorescéncia. Em seguida, as células foram permeabilizadas com 0,5% Triton X-100 em
PBS por 10 minutos. As células foram entdo mantidas com 1% albumina em PBS por 30 minutos
em temperatura ambiente e, posteriormente, incubadas com anticorpo contra capase-3 clivada
(1:400; Cell Signaling) diluido em 1% albumina overnight a 37 °C. Apoés sucessivas lavagens
com PBS, as células foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com Alexa Fluor® 555 (Thermo Fisher Scientific) diluido em
PBS (1:1000) com DAPI (1 mg/ mL, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), para marcacao
nuclear. As células foram entdo lavadas com PBS e montadas com para-fenilenodiamina. Cada
lamina foi observada e fotografada em pelo menos trés diferentes campos em um microscopio de
fluorescéncia (Spinning Disk) e as imagens foram entdo analisadas utilizando o programa Zen
Pro 2012 (blue edition).
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4.9. Investigacao da expressao de GAPDH, PARP-1 e PAR
4.9.1. Preparacdo do extrato proteico das células

Ap0s o tratamento com 100 uM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com 0s
respectivos volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle) por 72 horas, as células foram centrifugadas
a 220 x g por 15 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi removido, as células foram lavadas com PBS
e lisadas com nitrogénio liquido. Antes que as células descongelassem foi acrescentado um
tampdo, contendo Tris-HCI 5 mM pH 7,4, EDTA (do inglés, Ethylenediamine Tetraacetic Acid)
10 mM, coquetel de inibidores de proteases (aprotinina A, leupeptina, bestatina, pepstatina A e E-
64) em concentracdo final de 1 mM, diluido 100 vezes, PMSF (do inglés, Phenylmethylsulfonyl
Fluoride) 1 mM, ortovanadato de s6dio 1 mM, fluoreto de sédio 5 mM, déxido de fenilarsina 1
mM, acido ocadaico 1 mM. Em seguida, este extrato obtido foi congelado e descongelado,
sonicado por 10 minutos e centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante resultante
da centrifugacdo foi considerado como o extrato proteico das células. A dosagem de proteina foi
realizada seguindo o protocolo descrito por Lowry, utilizando albumina bovina como padrdo
(LOWRY e cols., 1951).

4.9.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢des desnaturantes

Os extratos protéicos celulares (100 pg) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida & 10% na presenca de SDS (do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate) (LAEMMLI,
1970). O gel de corrida em condi¢bes desnaturantes continha Tris-HCI 375 mM, SDS 0,1 g%,
acrilamida 9,7 g%, bisacrilamida 0,3 g%, persulfato de aménio 0,033 g%, TEMED (do inglés,
Tetramethylethylenediamine) 0,055% (v/v), pH 8,8. O gel de empacotamento continha Tris-HCI
83 mM, SDS 0,07 g%, acrilamida 3,2 g%, bisacrilamida 0,09 g%, persulfato de amonio 0,073
g%, TEMED 0,123 % (v/v), pH 6,8. O tampéo de corrida continha Tris-HCI 24,7 mM, glicina
190 mM, SDS 0,1 g%, pH 8,3. As proteinas foram ressuspendidas em tampdo de amostra
contendo Tris-HCI 62,5 mM, glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol 0,001 g%, SDS 2 g%, B-
mercaptoetanol 10%. Os padrdes de massa molecular utilizados foram: miosina (204 kDa), -
galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97,4 kDa), albumina bovina (66 kDa), ovoalbumina (45
kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa). Ap0s as corridas, utilizando corrente constante de 15 mA, os

geéis foram submetidos a eletrotransferéncia.
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4.9.3. Western blotting

As proteinas foram eletrotransferidas do gel para uma membrana de PVDF (do inglés,
Polyvinylidene Difluoride). A eletrotransferéncia foi realizada em tampéo Tris-glicina 25 mM e
metanol 20% (v/v), pH 8,3 a 210 mA por 90 minutos a 4 °C (TOWBIN e cols., 1979) utilizando-
se o sistema de transferéncia da Bio-Rad. A eficiéncia da transferéncia foi monitorada corando-se
a membrana com vermelho de Ponceau 0,5% (p/v) em TCA (do inglés, Trichloroacetic Acid)
10% (p/v) por 10 minutos. Posteriormente, a membrana foi descorada por lavagem com Tris-HCI
0,01 M pH 7,6 contendo 0,15 M de NaCl (TBS - do inglés, Tris-buffered Saline). A membrana
totalmente descorada do Ponceau, foi entdo blogueada com Tris-HCI 0,01 M pH 7,6 contendo
0,15 M NacCl, 5% albumina e 0,1% de Tween 20 (TBS-Tween-Albumina) por 18 horas a 4 °C.
Apdbs 18 horas, o tampédo de bloqueio foi desprezado e a membrana incubada com anticorpo
primario contra a proteina de interesse numa diluicdo de 1:1.000 por 2 horas a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes com TBS-Tween e incubada por 1 hora a
temperatura ambiente com anti-1gG coelho conjugada com peroxidase diluida 1:5.000 na solucéo
de bloqueio. A membrana foi entdo lavada 5 vezes por 5 minutos com TBS-Tween e 2 vezes com
TBS. A imunodeteccao das bandas foi visualizada por quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL
Immobilon Western (Millipore Corporation, Bilerica, MA, USA), de acordo com as instrugdes
do fabricante. As membranas foram entdo digitalizadas em escaner para blot (C-Digit®, Li-Cor
Biosciences, Lincoln, Reino Unido). Os niveis de Heat Shock Protein 70 (Hsp70) foram
utilizados como controle interno para verificacdo do carregamento de proteinas no gel. Os
seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-PARP (#9542) (Cell Signaling Technology,
CA, EUA), anti-PAR (ab14459) (Abcam, Cambridge, MA, USA), anti-Hsp70 (sc33575) e anti-
GAPDH (0411) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). A quantificacdo das bandas
foi determinada por andlise densitométrica, utilizando o programa Image J versdo 1.43p (NIH,
EUA) e os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA) conforme a sua comparacao

ao controle Hsp70.

4.10. Analise da expressao de P-gp
As linhagens MDR, Lucena-1 e FEPS foram plaqueadas em placas de 6 pogos, com
volume final de 5 mL/pogo na concentracéo final de 2 x 10* céls/mL. Em seguida, foi feito o

tratamento com 50 e 100 uM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com 0s respectivos
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volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle). Apés incubacéo por 72 horas as células (1 x 10°)
foram lavadas com PBS com 5% de SFB, e marcadas com anticorpo anti-P-gp (BD
Pharmingen™ Mouse Anti-Human P-glycoprotein - FITC) na dilui¢do 1:5, no volume final de 10
uL, e mantidas a temperatura de 4 °C por 30 minutos. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 220 x g por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspendidas em 300 pL de PBS com 5% de SFB para avaliacdo em citbmetro de fluxo
(FACScalibur) equipado com o programa CellQuest (Becton Dickinson, CA). A leitura da
fluorescéncia foi realizada pelo detector FL-1. Os dados foram analisados utilizando o programa
Summit v4.3°(DAKO).

4.11. Andlise da influéncia da piperina sobre a expressdo génica de GAPDH e de
marcadores do metabolismo de xenobioticos.

Ap0s o tratamento com 100 UM de piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com 0s
respectivos volumes de DMSO 0,25% (v/v; controle) por 72 horas foram realizadas anélises por
RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) em tempo real da expressao dos
genes que codificam GAPDH, PXR, e as enzimas de fase I, como citocromos P450 (CYP3A4,
CYP3A5, CYP1BL1). Para isso, foram realizadas extracdes dos mRNAs das amostras com reagente
Trizol®, de acordo com as instrucdes do fabricante. A concentracdo de RNA total foi
determinada em espectrofotdbmetro Nanovue (GE Healthcare, W1, EUA). Apds o tratamento com
DNase, o cDNA foi sintetizado usando SuperScript 111 Reverse Transcriptase com 4 ug de RNA
purificado. A reacdo de transcricdo foi realizada utilizando o kit Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix em um termociclador Rotor-Gene® Q, aplicando 2 pL de cDNA concentrado em uma
mistura de reag¢ao de 10 pulL de volume final contendo 0,30 uM de cada primer ¢ 5 uL de SYBR
Green gPCR. As especificidades das reacbes foram avaliadas por meio do registro continuo da
intensidade de fluorescéncia durante o melting na faixa de 65 °C a 95 °C. As sequéncias dos
oligonucleotideos iniciadores foram obtidas da literatura cientifica (CHI e cols., 2009; AYED-
BOUSSEMA e cols., 2011) ou determinadas pelos pesquisadores envolvidos, sendo utilizados os
seguintes pares de oligonucleotideos: GAPDH (senso, 5’-
CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA-3 e anti-senso, 5’-
AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT-3"); PXR (senso, 5’-CATGAGGGGGGTAGCAAAGC-
3> e anti-senso, 5-TGCAGGGGATCTCCCTCTTC-3’); CYP3A4  (senso, 5’-



55

GCCTGGTGCTCCTCTATCTA-3" e anti-senso, 5’-GGCTGTTGACCATCATAAAAG-3");
CYP3A5 (senso, 5’-TGACCCAAAGTACTGGACAG-3’ e anti-senso, 5’-
TGAAGAAGTCCTTGCGTGTC-3"); CYP1B1 (senso, 5-GGCCACTATCACTGACATCT-3' ¢
anti-senso, 5-ACAGTGTCCTTGGGAATGTG-3"); Hsp70 (5-
TGTAACCCCATCATCAGCGG-3' e 5-TCCCAACAGTCCACCTCAAAG-3"). Os niveis de
expressdo foram normalizados em relagdo aquele do gene Hsp70. Os controles negativos foram
realizados na auséncia de cDNA. A expressdo relativa foi analisada pelo método 2" *“* (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001).

4.12. Docking molecular

A estrutura tridimensional do alvo enziméatico CYP3A5 (receptor) foi obtida da base de
dados Protein Data Bank (PDB ID: 5VEU) (HSU e cols., 2018), enquanto a estrutura da piperina
(ligante) foi obtida da base de dados ZINC (ZINC ID: 1529772). O software AutoDock Vina
(TROTT e OLSON, 2010) foi utilizado para conduzir os estudos e 0 moédulo AutoDock Tools foi
empregado para preparar e analisar as simulacdes computacionais (HUEY e MORRIS, 2008).

Durante o preparo do arquivo PDB do receptor foram removidos heteroatomos, ligantes e
moléculas de &gua. Além disso, foram adicionados atomos de hidrogénio polar ao receptor da
proteina e foram calculadas as cargas atdbmicas parciais. Para o preparo da molécula do ligante,
foram adicionados 4&tomos de hidrogénio polares e ndo polares e foram calculadas as cargas de
Gasteiger para o ligante inteiro.

Para a realizacdo de experimentos de docking molecular utilizando o Autodock Vina é
necessario a determinacdo de uma caixa de simulacdo (do inglés, grid box). Essa caixa delimita
onde o algoritmo de busca da ferramenta explorara as melhores posi¢cdes e conformacdes do
ligante no sitio de ligacdo da proteina. Como para esta proteina-alvo ndo tinhamos a informacéao
exata do sitio de ligacdo, nas simulacdes realizadas neste trabalho, a caixa de simulacdo foi
posicionada envolvendo completamente a cadeia A da enzima CYP3A5. Assim, configuramos a
caixa com dimensdo nos eixos X-, Y- e Z- de 40 A; e as coordenadas do centro da caixa foram
definidas como x = 10,21 A; y = 40,735 A; z = 21,462 A; considerando o parametro
exhaustiveness como 128. Esse parametro da ferramenta AutoDock Vina esta relacionado com o
numero de tentativas que o algoritmo de docking fara para buscar o melhor encaixe e energia de

interacdo estimada entre proteina-ligante. A proteina e o ligante foram mantidos rigidos durante o
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processo de docking. Durante o processo de busca do algoritmo de docking, a energia livre de
ligacdo do ligante-receptor é estimada em Kcal/ mol para selecionar as melhores posigdes.
Quanto mais a energia livre de ligacdo for negativa, possivelmente maior a estabilidade do
complexo ligante-receptor. A analise visual dos resultados do docking foi realizada com o auxilio
do programa VMD. Por ocasido da analise visual dos resultados, comparou-se a posi¢do ocupada
pela piperina com a dos ligantes cristalograficos Protoporphyrin IX containing Fe (HEM) e

Hitonavir (HIT) para inferir um possivel sitio de alta afinidade.

4.13. Determinacdo da piperina intracelular e extracelular por Cromatografia Liquida com
Detecc¢édo por Arranjo de Diodos (CLAE-DAD)

Extracdo

As células de leucemia foram plaqueadas em placas de 6 pocos com volume final de 5
mL/poco na concentraco final de 2 x 10* céls/mL e, em seguida, foram tratadas com 100 pM de
piperina dissolvida em 0,25% de DMSO ou com os respectivos volumes de DMSO 0,25% (v/v;
controle) por 48 horas. Posteriormente, as células foram coletadas e centrifugadas a 220 x g por 7
minutos a 4 °C e 1 mL do sobrenadante foi coletado e armazenado a -20 °C para posterior analise
da piperina extracelular, enquanto o restante do sobrenadante foi descartado. A piperina presente
no interior das células do precipitado foi extraida com 1 mL de metanol, seguido de agitacdo em
vortex durante 1 minuto, centrifugacdo a 4.000 rpm por 5 minutos e eliminacdo do solvente em
um concentrador a vacuo SpeedVac (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a uma temperatura
constante de 30 °C. O residuo foi entdo ressuspendido em 500 pL de fase movel e filtrado em
filtro com diametro de 0,45 um (adaptado de BAJAD e cols., 2002).

Condigdes cromatogréficas

O sistema de cromatografia liquida (Shimadzu®, Jap&o) incluiu duas bombas paralelas
LC-20AD, injetor automatico (SIL-20AHT), detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A e
sistema CBM-20A como controlador.

A separacdo cromatografica da piperina e seus metabolitos foi realizada utilizando-se
coluna de fase reversa C18 (5 pm, 250 mm x 4,6 mm, Phenomenex®), de acordo com a
metodologia adaptada de Bajad e cols. (2002). A fase mdvel consistiu numa mistura de

acetonitrila com KH,PO,4 (25 mM, pH 4,5, ajustado com acido ortofosforico) (45:55 v/v). As
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andlises foram realizadas em modo isocréatico, com fluxo de 1 mL/minuto e volume de injecdo de
20 pL. O eluente foi monitorado a 340 nm.

A identificacdo da piperina foi realizada por comparacdo com o tempo de retencdo e
espectro de absorcdo do respectivo padrdo. Foram calculados para cada linhagem celular de
leucemia os percentuais relativos a area dos picos detectados em relacdo a area total do
cromatograma. Posteriormente, esses percentuais foram comparados entre as linhagens a fim de
verificar se houve diferenca em relacdo a transformacdo de piperina em outros compostos/
metabolitos. Os dados de integracdo foram adquiridos pelo software Lab Solutions (Shimadzu
Corporation®, version 5.82 SP1, 2008-2015).

4.14. Anédlise estatistica

Os resultados dos experimentos acima descritos foram submetidos a analise estatistica
descritiva e foram calculadas medidas de tendéncia central (média) e disperséo (erro padrdo). As
diferengas entre as médias foram avaliadas por meio do emprego do Teste t de Student, ndo
pareado (ou pareado) ou analise de variancia (ANOVA) seguida de poOs-teste de Tukey ou
Dunnett, usando o programa GraphPad Prism 5. Resultados com valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. Efeito da piperina sobre a viabilidade das células de leucemia

Primeiramente, foi analisado o efeito da piperina sobre a linhagem celular sensivel a
drogas, K562, e sobre as linhagens celulares com fendtipo MDR, Lucena-1 e FEPS, por meio do
ensaio de redugdo do MTT (Figura 8). Apo6s o tratamento com diferentes concentracbes de
piperina, que variaram de 2,5 a 300 uM, por 48 (Figura 8A), 72 (Figura 8B) e 96 horas (Figura

8C), os ensaios foram realizados.
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Figura 8. Efeito da piperina sobre a viabilidade das células de leucemia K562, Lucena-1 e
FEPS pelo método de reducdo de MTT. As células foram incubadas com 0,5 mg/mL de MTT
por 3 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apos a incubacdo, os cristais de formazan foram dissolvidos
em DMSO. Viabilidade das celulas tratadas por 48 (A), 72 (B) e 96 horas (C) com concentragdes
até 300 UM de piperina. O % de células viaveis foi calculado em rela¢&o ao controle com DMSO.
Os resultados séo expressos como média + erro padréo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com pos-teste
de Dunnett), comparado as células controle com DMSO. CTRL, controle.
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De acordo com os resultados apresentados na Figura 8, foi observado que a piperina
reduziu a viabilidade das linhagens K562, Lucena-1 e FEPS de forma dose-dependente. Além
disso, a piperina demonstrou ser mais citotoxica nas linhagens MDR, Lucena-1 e FEPS, do que
na linhagem parental, K562, em todos os tempos de tratamento. A piperina em concentracdes
iguais ou abaixo de 75 puM ndo afetou a K562 em nenhum dos tempos estudados, ao passo que a
concentracdo de 75 pUM em 48 horas ja foi capaz de diminuir a viabilidade da FEPS em 50%.
Além disso, as diferencas mais marcantes entre as linhagens foram percebidas apds incubacéo
por 96 horas com piperina. Apos esse periodo de tratamento, o efeito sobre a viabilidade das
celulas K562, Lucena-1 e FEPS foi significante (p < 0,05) a partir de 100 uM, 50 uM e 10 pM
de piperina, respectivamente. Estes resultados sugerem que as células MDR Lucena-1 e FEPS
apresentam maior sensibilidade a piperina que as células K562, caracterizando o fenémeno de
CS.

Também foi constatado, pelos valores de ICso, que a piperina foi mais tdxica na linhagem
celular FEPS, em relacdo a Lucena-1, de forma estatisticamente significativa (p < 0,05), apds 0s
tratamentos por 72 e 96 horas. Os valores de I1Csy da piperina para as células Lucena-1 nos
tempos de 72 e 96 horas foram praticamente o dobro dos encontrados para as células FEPS nos

mesmos periodos de tempo analisados (Tabela 1).

Tabela 1. Efeito citotéxico da piperina (IC50) sobre as linhagens celulares K562, Lucena-1 e FEPS pelo
método de reducdo de MTT. Os valores de ICsoforam calculados a partir das curvas dose-resposta.

ICs0 da piperina (uM)

Linhagem celular 48 horas 72 horas 96 horas
K562 106,8 + 26,2 A2 99,0+ 2,342 104,4+ 9,6 A2
Lucena-1 102,5+ 9,542 87,9+ 3,942 75,4+2,98b
FEPS 73,0+ 5,8 A2 41,5+1,68b 34,7+ 4,1

Letras mailsculas diferentes denotam diferenca significativa entre as linhagens celulares no mesmo
tempo de incubagdo. p < 0,05 (ANOVA com pos-teste de Tukey).

Letras minusculas diferentes denotam diferenga significativa entre os tempos de incubagdo na mesma
linhagem celular. p< 0,05 (ANOVA com pos-teste de Tukey).

A fim de confirmar estes resultados, foram realizados testes de citotoxicidade por ensaio
de exclusdo do azul de tripan, que se baseiam na incorporacdo do corante azul de tripan pelas

células em apoptose tardia ou necrose, possibilitando a diferenciacdo entre células vivas e mortas.
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Para isso, as linhagens K562, Lucena-1 e FEPS foram tratadas com 50 ou 100 pM de piperina

por 72 horas (Figura 9). Apos esse periodo foi realizada a contagem celular com o corante.
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Figura 9. Efeito da piperina sobre a viabilidade das células de leucemia K562, Lucena-1 e
FEPS pelo método de exclusao de azul de tripan. As células foram incubadas com piperina nas
concentracdes indicadas por 72 horas. Em seguida, foram marcadas com azul de tripan (0,4%)
(v/v). Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com
pos-teste de Dunnett), comparado as células controle com DMSO. CTRL, controle. PIP, piperina.

Foi observado que a piperina foi mais citotoxica para a linhagem FEPS do que para as
linhagens K562 e Lucena-1, ratificando os dados anteriores. No entanto, foi observado que as
diferencas de efeito desse composto entre as linhagens celulares foram maiores pelo ensaio de
reducdo de MTT. Por exemplo, a concentragdo de 50 UM, que ndo apresentava diferenca na K562
apos 72 horas de incubacdo em ensaios de MTT, pelo presente método, mostrou reduzir o nimero
total de células viaveis, se aproximando mais do percentual de células viaveis das demais
linhagens celulares ap6s o tratamento com piperina. Como o MTT reflete 0 metabolismo da
mitocondria, por meio da avaliacdo da atividade das desidrogenases mitocondriais, sugere-se que

a piperina tenha provocado menos alterac6es sobre o metabolismo celular da K562.

5.2. Efeito da piperina sobre a viabilidade de células ndo-tumorais

Uma vez que foi constatado o efeito citotoxico da piperina em células de leucemia
mieloide cronica, que contém precursores da série macrofagica, foi investigada a citotoxicidade
desse composto sobre macrofagos peritoneais de camundongos. Apds incubagdo com piperina

por 24 ou 48 horas, foi realizado o ensaio de reducdo de MTT (Figura 10).



62

Macréfagos peritoneais

1507 =3 24 horas
1254 @l 48 horas

1004
754

504

% Células viaveis

254

CTIRL 1IO 2I5 5IO 1(I)O
Piperina (UM)

Figura 10. Efeito da piperina sobre a viabilidade de macrofagos peritoneais. As células
foram incubadas com 0,5 mg/mL de MTT por 4 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apds a incubacao,
os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO. Viabilidade dos macréfagos peritoneais
tratados por 24 ou 48 horas com diferentes concentracdes de piperina. Os resultados séo
expressos como média (n=2). CTRL, controle.

Os dados da Figura 10 indicam que a piperina apresentou efeito citotoxico reduzido sobre

macrofagos peritoneais quando comparado as células de LMC com fenétipo MDR.

5.3. Efeito da piperina sobre a morfologia das células de leucemia
Em seguida, as células tratadas com 100 uM de piperina por 72 horas foram coradas com

Panoético Rapido, uma mistura de corantes que possibilita distinguir a morfologia celular (Figura

11).
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Figura 11. Efeito da piperina sobre a morfologia das células de leucemia K562, Lucena-1 e
FEPS. As células foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Em seguida, foram
coradas com Pandtico Répido e observadas em microscépio de luz transmitida (aumento de 63x).
As imagens séo representativas de 3 experimentos independentes. CTRL, controle. PIP, piperina.
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As imagens por microscopia de campo claro indicam que a piperina provocou alteragdes
morfoldgicas importantes nas células K562, Lucena-1 e, de forma ainda mais marcante, sobre a
FEPS. Na FEPS, foi observado aumento da formacéo e do volume de vacuolos no citoplasma em
comparacdo com as demais linhagens celulares (Figura 11).

Em seguida, por meio de citometria de fluxo, analisamos os parametros de tamanho (FSC-
H) e granulosidade (SSC-H) a fim de confirmar as modificagdes morfoldgicas induzidas pela

piperina nas diferentes linhagens celulares (Figura 12).
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Figura 12. Efeito da piperina sobre o tamanho e granulosidade das células de leucemia
K562, Lucena-1 e FEPS. As células foram incubadas com piperina nas concentracdes indicadas
por 72 horas. Em seguida, foram analisadas em citbmetro de fluxo. Linhagem K562 (A) controle
(B) incubada com 50 uM de piperina (C) ou incubada com 100 uM de piperina. Linhagem
Lucena-1 (D) controle (E) incubada com 50 uM de piperina (F) ou incubada com 100 uM de
piperina. Linhagem FEPS (G) controle (H) incubada com 50 uM de piperina (I) ou incubada com
100 uM de piperina. As imagens Sd0o representativas de 3 experimentos independentes. FSC
(Forward Scatter) - tamanho relativo da celula; SSC (Side Scatter) - granulosidade ou
complexidade celular.
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Observa-se na Figura 12 que as células leucémicas foram afetadas pelo tratamento com
piperina, de acordo com os parametros de tamanho e granulosidade. No entanto, a concentragao
de 50 uM de piperina ja foi suficiente para provocar alteragdes morfoldgicas na linhagem FEPS,
enquanto que nas linhagens K562 e Lucena-1, isso so foi mais marcante na concentracdo de 100
MM de piperina.

Além disso, foi realizada a quantificacdo do percentual de células com alteragdes em sua

morfologia, quando comparadas aos seus respectivos controles (Tabela 2).

Tabela 2. Percentual de células com alteragdes no seu tamanho e/ ou granulosidade em relagdo ao controle.

K562 Lucena-1 FEPS
x Piperina Piperina Piperina Piperina Piperina Piperina
Regido Controle (50 uM) (100 uM) Controle (50 uM) (100 uM) Controle (50 uM) (100 uM)
R4 (FSC) 0,7+0,1 2,2+ 0,6 1,7+0,5 09+0,2 10+04 09+04 | 0,7+0,2 0,6+0,2 0,5+0,2

R4 +R2 (FSC) 2,1+0,2 47+0,7 78+17* | 23+04 32+09 71+21 1,6+03 3,7+14 6,9+2,6
R1(SSC) 2,4+0,2 74+1,2 21,1+4,0*| 3,2+03 70+0,7 19,6+25% 1,9+0,2 21,0+3,2* 357+3,8*

R1+R2(SSC) | 40+04 11,8+15 263+45*| 46+04 89+05 261+25*% 28+0,3 24,2+3,8*% 42,1+4,6*

R2(FSC+SSC) | 1,2+0,2 22+0,5 52+1,3* | 1,4+0,.2 1,8+0,4 50+14*| 09+£0,2 32+1,2 6,4+24*

Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com pds-teste de Dunnett), comparado as
células controle com DMSO. FSC (Forward Scatter) - tamanho relativo da célula; SSC (Side Scatter) - granulosidade ou
complexidade celular.

Foi observada uma tendéncia de aumento do percentual de células com o tamanho
alterado (R4 + R2 — FSC). Por exemplo, a concentracdo de 50 puM de piperina provocou
aumento do tamanho das células K562 e FEPS em pouco mais de duas vezes, e a concentracdo de
100 uM de piperina aumentou o tamanho das células K562 e Lucena-1 em torno de trés vezes e
FEPS em quatro vezes. Apesar disso, somente a linhagem K562 tratada com 100 uM de piperina
apresentou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagdo ao seu controle.

O principal pardmetro alterado nas trés linhagens celulares foi a granulosidade (R1 ou R1
+ R2 — SSC). A linhagem FEPS foi a que apresentou o maior percentual de células com essa
caracteristica, tanto ap0s o tratamento com 50 UM (aumento de 8,6 em relacdo ao controle)
quanto com 100 uM de piperina (aumento de 15 vezes em relagdo ao controle). Além disso, o
percentual de células com alteragdes no tamanho e na granulosidade (R2 — FSC + SSC),

concomitantemente, foi semelhante entre as linhagens estudadas.
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Sendo assim, esses dados estdo de acordo com o0 observado na citologia, uma vez que
ambos sugerem que o efeito da piperina é mais expressivo na FEPS. Além disso, o acimulo de
vacuolos citoplasmaticos poderia estar refletindo no aumento da granulosidade principalmente na

FEPS tratada com piperina.

5.4. Efeito da piperina sobre o ciclo celular e a morte celular nas células de leucemia
Em seguida, foram realizados experimentos com o intuito de verificar o efeito da piperina
sobre a distribuicdo do ciclo celular das linhagens K562, Lucena-1 e FEPS por citometria de

fluxo (Figura 13).
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Figura 13. Efeito da piperina sobre a distribuicdo do ciclo celular das células de leucemia
K562, Lucena-1 e FEPS. As células foram incubadas com piperina nas concentracdes indicadas
por 72 horas. Apds o tratamento, 1 x 10° células foram ressuspendidas em PBS contendo Triton
X-100 0,1% (v/v), 50 ng/mL de iodeto de propidio e 1 mg/mL de RNase A. O contetido de DNA
foi medido usando citometro de fluxo. Linhagem K562 (A) controle (B) incubada com 50 uM de
piperina (C) ou incubada com 100 uM de piperina. Linhagem Lucena-1 (D) controle (E)
incubada com 50 uM de piperina (F) ou incubada com 100 uM de piperina. Linhagem FEPS (G)
controle (H) incubada com 50 pM de piperina (I) ou incubada com 100 uM de piperina. As
imagens sdo representativas de 3 experimentos independentes.

As condicOes testadas nesse estudo, de concentracdo e de tempo de exposicdo ao
tratamento, ndo foram suficientes para gerar acimulo de células em qualquer fase do ciclo celular

nas linhagens estudadas (Figura 13). Além disso, confirmamos esses resultados por meio da
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andlise quantitativa das células nas fases G1, S e G2/M (Tabela 3). Esses dados sugerem que a

piperina ndo possui ac¢do citostatica, uma vez que ndo demonstrou ter efeito antiproliferativo.

Tabela 3. Percentual das células K562, Lucena-1 e FEPS nas fases Sub-G1, G1, S ou G2/M apés tratamento com piperina.

K562 Lucena-1 FEPS
Piperina Piperina Piperina Piperina Piperina Piperina
Fase Controle (50 uM) (100 uM) Controle (50 uM) (100 uM) Controle (50 uM) (100 uM)

Sub-G1 3,2+0,6 39+03 6,0+08* | 28+04 40+08 79+06*]| 25+0,6 35+04 7,0+05*
G1 43,2+33 552+53 47,7+8,1 |43, 7+14 44,4+35 428+1,7| 46,7+2,8 509+28 476+5,0
S 29,4+1,2 266+29 31,0+21 |229+11 249+20 265+1,2|223+06 244+12 19911

G2/M 21,6+16 182+3,0 149+15 |288+08 299+23 206+1,2*( 247+1,0 19,2+2,2 20,0%£2,0

Os resultados sdo expressos como média * erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com poés-teste de Dunnett), comparado as
células controle com DMSO.

Além da investigacdo da atuacdo da piperina sobre o bloqueio do ciclo celular, foram
analisadas as células com o DNA fragmentado, o que seria indicativo de morte celular (Figura
13). Para isso, foram quantificadas as células na fase Sub-G1. Apenas o tratamento com 100 uM
de piperina promoveu acimulo de células nessa fase nas linhagens K562, Lucena-1 e FEPS
(Tabela 3). Além disso, pdde ser observada uma maior tendéncia em acumular células nessa fase
Sub-G1 nas linhagens MDR Lucena-1 e FEPS (2,8 vezes em relacdo ao controle) do que na
linhagem sensivel a drogas, K562 (1,9 vezes em relagdo ao controle) apds o tratamento com 100
UM de piperina.

Em seguida, foi investigado o mecanismo de morte celular induzido pela piperina nas
linhagens de leucemia. Primeiramente avaliamos a apoptose, forma de morte celular mais
estudada. Algumas caracteristicas desse tipo de morte envolvem mudancas morfoldgicas do
nucleo celular (que se apresenta fragmentado), um encolhimento do volume celular e mudancas
na membrana plasmatica com externalizacdo do fosfolipidio de membrana fosfatidilserina. Em
modelos in vitro, a célula apoptotica ndo pode ser rapidamente destruida por macrofagos, por
isso, passa a perder o controle da permeabilidade da membrana, podendo vir a morrer por
necrose, fenbmeno conhecido por apoptose tardia. Além disso, avaliamos também a possibilidade
de ocorréncia de necrose, que pode ser caracterizada por inchaco, disfuncdo mitocondrial, ruptura
da membrana celular, derramamento do contetdo citoplasmatico para o espaco extracelular e lise

celular.
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Nesse experimento foram utilizados os marcadores fluorescentes Anexina-V FITC e PI. A
Anexina-V é uma lectina que se liga a fosfatidilserina (indicando apoptose) e o Pl tem a
capacidade de se ligar ao DNA, desde que a célula apresente sua membrana permeéavel
(indicando necrose) (Figura 14).
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Figura 14. Efeito da piperina sobre a morte das células de leucemia K562, Lucena-1 e
FEPS. As células foram incubadas com piperina nas concentracdes indicadas por 72 horas. Em
seguida, foram marcadas com Anexina V-FITC e iodeto de propidio e o resultado foi analisado
em citdmetro de fluxo. Linhagem K562 (A) controle negativo (B) controle positivo (25 uM de
etoposidio) (C) incubada com 50 uM de piperina (D) ou incubada com 100 uM de piperina.
Linhagem Lucena-1 (E) controle negativo (F) controle positivo (25 UM de etoposidio) (G)
incubada com 50 UM de piperina (H) ou incubada com 100 uM de piperina. Linhagem FEPS (1)
controle negativo (J) controle positivo (25 UM de etoposidio) (K) incubada com 50 uM de
piperina (L) ou incubada com 100 puM de piperina. As imagens sdo representativas de 3
experimentos independentes.
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Apos o tratamento das células K562 com piperina por 72 horas, ndo houve aumento
significativo das células em apoptose, apoptose tardia ou necrose, sugerindo que essas células
apresentam algum grau de resisténcia a piperina (Tabela 4).

Com relagdo ao efeito da piperina nas células Lucena-1, é possivel observar dupla
marcacdo com Anexina-V e Pl apds o tratamento com 100 uM de piperina por 72 horas (Tabela
4). Esse resultado sugere que, nestas condi¢Oes, possivelmente ocorreu morte celular via
apoptose.

Na linhagem FEPS, incubada por 72 horas com 100 uM de piperina, foi observado
aumento da marcacdo com Anexina-V e da dupla marcagdo com Anexina-V e PI, sugerindo que
esse composto também foi capaz de induzir apoptose nessa linhagem celular (Tabela 4). No
entanto, que esse perfil de marcacao foi mais intenso do que o observado para o controle positivo
(Figura 14J).

Tabela 4. Percentual das células K562, Lucena-1 e FEPS em necrose, apoptose tardia e apoptose.

K562 Lucena-1 FEPS

Controle Controle Piperina Piperina | Controle Controle Piperina Piperina | Controle Controle Piperina Piperina
negativo  positivo (s0uM) (100 uM) | negativo  positivo  (S0uM) (100 uM) | negativo  positivo (50uM) (100 uM)

Regido
R1(Necrose) 1,2+0,4 140+55 22+09 54+30 | 23+04 300+75*% 20+09 22+12 | 0,8+02 1,1+03 09+03 1,1+0,6

R2 (Apoptose tardia) | 3,8+1,3 32,5+2,4% 24+13 82+12 | 28+05 150+34* 48+04 11,8+1,1%| 29+04 3,8+08 56+1,2 16,0%+2,8*

R3 (Célulasvidveis) | 94,3+1,8 37,7+2,2* 946+1,6 850+20*|93,5+0,1 50,7+4,9* 916+10 832+19 | 958+0,3 940+0,8 92,4+1,0 79,9%3,1*

R4 (Apoptose) 0,8+0,1 158%50* 08+04 1,4+06 | 1,400 43%23 16%03 27406 | 06+01 12+03 1,0£02 3,1+0,8*

Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com poés-teste de Dunnett), comparado as células controle com DMSO.

Apesar de ambas as linhagens MDR terem sido alvos da piperina, quando sdo comparados
0s percentuais de células em apoptose ou apoptose tardia, observa-se que esse fitoquimico
apresenta maior acdo sobre a linhagem FEPS, em relacdo a Lucena-1. O fato de a FEPS ter mais
células em apoptose ou apoptose tardia é, provavelmente, um reflexo do que foi observado nos
outros resultados que sugerem que a FEPS comeca a sofrer os efeitos da piperina antes das outras
linhagens. Esses dados reforcam a propriedade da piperina de ser seletivamente mais citotoxica

para a linhagem FEPS, a mais resistente.

5.5. Efeito da piperina sobre a ativagédo de caspase-3 nas células de leucemia
Posteriormente, foi investigado, por meio de Imunofluorescéncia, se a indugdo de

apoptose pela piperina estaria relacionada a clivagem de caspase-3 (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15. Efeito da piperina sobre a clivagem de caspase-3 na linhagem K562. As celulas
foram incubadas com 100 pM de piperina por 72 horas. Em seguida, foram marcadas com
anticorpo contra caspase-3 clivada e DAPI e analisadas em microscopio de fluorescéncia. As
imagens sao representativas de 3 experimentos independentes. CTRL, controle. PIP, piperina.
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Figura 16. Efeito da piperina sobre a clivagem de caspase-3 na linhagem Lucena-1. As
células foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Em seguida, foram marcadas com
anticorpo contra caspase-3 clivada e DAPI e analisadas em microscopio de fluorescéncia. As
imagens sao representativas de 3 experimentos independentes. CTRL, controle. PIP, piperina.
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Figura 17. Efeito da piperina sobre a clivagem de caspase-3 na linhagem FEPS. As células
foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Em seguida, foram marcadas com
anticorpo contra caspase-3 clivada e DAPI e analisadas em microscépio de fluorescéncia. As
imagens sao representativas de 3 experimentos independentes. CTRL, controle. PIP, piperina.

Como esperado, a linhagem K562 tratada com 100 uM de piperina por 72 horas nédo
apresentou marcacao para caspase-3 clivada, uma vez que esse composto ndo foi capaz de induzir
apoptose nessas células (Figura 15). Somente as linhagens Lucena-1 e, de forma mais acentuada,
FEPS, apresentaram células com nucleo apopt6tico e ativacdo de caspase-3, indicando, mais uma

vez, a seletividade da piperina sobre as células MDR (Figuras 16 e 17).

5.6. Efeito da piperina sobre os niveis de GAPDH nas células de leucemia
A deteccdo de cerca de 20% de células em apoptose (por Anexina-V e Pl, pela presenca
de ndcleos com corpos apoptoticos e pela clivagem de caspase-3) apenas justifica parcialmente a

diminuicdo da viabilidade celular nas células MDR tratadas com piperina (por MTT ou azul de
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tripan). Por isso, sugere-se o envolvimento de outros mecanismos de morte celular,
concomitantemente. Um exemplo disso seria a inducéo da MCIC.

Ja foi demonstrado que células MDR podem superexpressar GAPDH, se tornando mais
resistentes a MCIC (LAVALLARD e cols., 2009). Com isso, a fim de testar se a piperina poderia
modular esse tipo de morte celular, seletivamente nas células MDR, foi investigada a expressdo
génica de GAPDH nas células de leucemia apds 72 horas de tratamento com 100 uM de piperina
(Figura 18).
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Figura 18. Efeito da piperina sobre a expressdo génica de GAPDH nas células de leucemia
K562, Lucena-1 e FEPS. As células foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. A
expressao génica de GAPDH foi avaliada por RT-PCR em tempo real utilizando SYBR Green. Os
resultados séo expressos como média + erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (Teste t de Student,
pareado) comparado as células controles. CTRL, controle. PIP, piperina.

No presente trabalho também foi possivel observar uma relacdo entre o grau de resisténcia
das células e 0 aumento da expressdo de GAPDH, sendo que a linhagem FEPS apresentou maior
expressao desse gene. No entanto, a piperina ndo foi capaz de modular a expressdo de GAPDH
nas linhagens MDR, mas reduziu significativamente a expressao desse gene na K562 (Figura
18). Por isso, 0 mecanismo de CS induzido pela piperina ndo parece envolver a MCIC mediada
por GAPDH.

Posteriormente, esses resultados foram confirmados por meio da avaliagcdo da expressao
proteica por Western blotting (Figura 19).
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Figura 19. Efeito da piperina sobre a expressdo de GAPDH nas células de leucemia K562,
Lucena-1 e FEPS. As ceélulas foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Os
extratos protéicos das células tratadas (100 pg) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% na presenca de SDS. Em seguida, Western blotting foi realizado utilizando
anticorpos contra GAPDH e Hsp70 (controle de carregamento). Os imunoblottings séo
representativos de 2 diferentes experimentos. A analise densitométrica de cada banda foi
realizada utilizando o software Image J e os resultados expressos como unidade arbitraria (UA)
em relacdo ao controle de carregamento Hsp70. CTRL, controle. PIP, piperina.

Os efeitos da piperina sobre a modulacdo proteica e génica do GAPDH foram
semelhantes, ou seja, afetou mais a K562 do que as linhagens com fenétipo MDR, sugerindo,

mais uma vez, que esses dados ndo parecem ter relacdo com o fendémeno de CS.

5.7. Efeito da piperina sobre os niveis de PARP-1 e PAR nas células de leucemia

Dados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que apenas a linhagem MDR FEPS
apresenta teores detectaveis de PARP clivada no fragmento de 24 kDa, capaz de inibir a PARP-1
(116 kDa). Essa peculiaridade da FEPS poderia contribuir para sua prépria sobrevivéncia, uma
vez que a inibicdo da PARP-1 poderia salvar as células da deplecdo de energia (VIDAL e cols.,
2018). Esses dados indicam que a PARP-1 poderia ser um alvo importante contra a MDR. Por
isso, foi investigado, nas linhagens de leucemia, se a piperina poderia modular a PARP-1, pelo
método de Western blotting (Figura 20A).
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Figura 20. Efeito da piperina sobre a expressdo de PARP-1 e PAR nas células de leucemia
K562, Lucena-1 e FEPS. As células foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Os
extratos proteicos das células tratadas (100 pg) foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% na presenca de SDS. Em seguida, Western blotting foi realizado utilizando
anticorpos contra PARP-1 (A), PAR (B) e Hsp70 (controle de carregamento) (A) (B). A analise
densitométrica de cada banda foi realizada utilizando o software Image J e os resultados
expressos como unidade arbitraria (UA) em relacdo ao controle de carregamento Hsp70. CTRL,
controle. PIP, piperina.

Foram observados teores semelhantes de PARP-1 (116 kDa) entre K562 (1,07 UA) e
Lucena-1 (1,01 UA), mas FEPS apresentou a menor expressao dessa enzima (0,69 UA). Além
disso, apenas as linhagens K562 e Lucena-1 apresentaram niveis detectaveis de PARP-1 clivada
no fragmento de 89 kDa (0,95 e 0,31 UA, respectivamente), sendo a marcacdo na K562 a mais
intensa. Foi identificada a presenca de um fragmento de PARP-1 pouco conhecido (40 kDa) de
maneira também mais marcante na linhagem K562 (0,92 Ul na K562 X 0,35 Ul na Lucena-1 X
0,24 Ul na FEPS). Por ultimo, apenas a linhagem FEPS apresentou expressdo do fragmento de 24
kDa (0,81 Ul) (Figura 20A).

Com relacdo ao efeito da piperina, foi observada redugéo mais relevante dos teores de
PARP-1 (116 kDa) na linhagem FEPS. Além disso, esse composto ainda reduziu a quantidade de
PARP-1 no fragmento de 24 kDa nessa mesma linhagem celular. Ja na linhagem K562, a piperina
teve efeito na reducdo do conteudo de PARP-1 (89 kDa) e PARP-1 (40 kDa) (Figura 20A).

Sendo assim, as alteracBes provocadas pela piperina foram mais perceptiveis na linhagem
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sensivel a drogas (K562) e na linhagem mais resistente desse modelo experimental (FEPS),
apesar de ter apresentado efeitos e/ ou intensidades distintas entre si (Figura 20A).

Em seguida, foi realizado um experimento, por Western blotting, a fim de verificar se
além da modulacdo da PARP-1, piperina poderia estar alterando a atividade dessa enzima. Para
isso, quantificamos a expressdo do polimero PAR, importante marcador da super-ativacdo da
PARP-1 (Figura 20B).

N&o foram observadas alteracdes importantes nos teores de PAR (50 kDa) entre as
linhagens ou ap6s o tratamento com 100 uM de piperina. No entanto, a FEPS apresentou menor
contelido de PAR (40 kDa) em comparagdo com as demais linhagens, sendo que a piperina
provocou pouca ou nenhuma alteracdo na expressdo desse polimero nas linhagens celulares
estudadas (Figura 20B).

5.8. Efeito da piperina sobre a expressédo de P-gp nas linhagens MDR, Lucena-1 e FEPS

Foi demonstrado por Wurzer e cols. (2000) e Wesierska-Gadek (2005) uma possivel
correlacdo entre a PARP-1 e o fendtipo MDR, uma vez que células deficientes em PARP-1
apresentaram maior expressdo de P-gp e foram mais resistentes a acdo de quimioterapicos do que
células controle. Por isso, investigamos se a piperina também seria capaz de modular a expressao
de P-gp. Para isso, foram realizados experimentos em citdmetro de fluxo com as linhagens

Lucena-1 e FEPS apds o tratamento por 72 horas com 50 e 100 uM de piperina (Figura 21).
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Figura 21. Efeito da piperina sobre a expressao de P-gp nas linhagens de leucemia. As
células foram incubadas com piperina por 72 horas e, em seguida, com o anticorpo, anti-P-
gp/FITC, por 30 minutos. Ap6s a lavagem, a intensidade de fluorescéncia foi medida por
citometria de fluxo. Linhagens Lucena-1 (A) e FEPS (B) incubadas com 50 e 100 uM de
piperina. Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (ANOVA com
pos-teste de Dunnett), comparado as células controle com DMSO. MIF, média de intensidade de
fluorescéncia. CTRL, controle. PIP, piperina.

Como era esperado, a linhagem FEPS apresentou a maior expressdo dessa bomba de
efluxo (cerca de 3,9 vezes em relacdo a Lucena-1). Além disso, nossos experimentos indicaram
que 100 pM de piperina provocou aumento significativo da expressdao da P-gp em ambas as
linhagens MDR (cerca de 2 vezes em relagdo ao controle da Lucena-1 e 1,4 em relagdo ao
controle da FEPS).

Como néo foram observadas alteragcdes importantes nos teores de PARP-1 na linhagem
Lucena-1 ap0s o tratamento com piperina, 0 aumento da expressdo de P-gp nessa linhagem nao
parece ter relacdo com a modulacdo dessa enzima. No entanto, os resultados da FEPS indicam
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uma possivel relacdo entre a diminuicdo da expressdo de PARP-1 e o aumento da expressao de P-

gp apos incubagdo com piperina.

5.9. Efeito da piperina sobre enzimas metabolizadoras de xenobidticos nas células de
leucemia

Um dos mecanismos relacionados ao fenotipo MDR é o aumento da capacidade da céelula
de cancer de metabolizar compostos, por meio da inducdo de enzimas fundamentais para o
processo de biotransformacéo, gerando moléculas mais facilmente excretadas (LOLODI e cols.,
2017). Em outros casos, porém, esse processo de metabolizacdo também pode gerar metabdlitos
com atividade biolégica ainda mais potente do que sua molécula de origem (ZHANG e cols.,
2017). A fim de testar se o efeito citotoxico seletivo da piperina sobre as células MDR estaria
relacionado a uma dessas hipéteses, foram realizados experimentos para avaliar expressao génica
dos seguintes marcadores do metabolismo de fase I: enzimas do complexo citocromo P450
(CYP3A4, CYP3A5, CYP1B1) e PXR.

Experimentos por RT-PCR em tempo real demonstraram que as linhagens de leucemia
ndo apresentaram expressao detectavel dos genes CYP3A4, CYP1B1 e PXR. Com relacdo ao gene
CYP3AS5, a linhagem FEPS apresentou a maior expressao, dentre as demais linhagens estudadas
(cerca de 240 vezes, em relagdo a K562, e cerca de 5 vezes, em relagdo a Lucena-1) (Figura 22).
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Figura 22. Expresséo génica de CYP3AS nas células de leucemia K562, Lucena-1 e FEPS. A
expressao génica de CYP3AS foi avaliada por RT-PCR em tempo real utilizando SYBR Green. Os
resultados sdo expressos como média * erro padrdo (n=3). Letras diferentes denotam diferenca
significativa entre as linhagens celulares. p < 0,05 (Teste t de Student, ndo pareado).

Além disso, o tratamento com 100 uM de piperina por 72 horas foi capaz de induzir a
expressao do gene CYP3A5 apenas nas linhagens Lucena-1 (cerca de 2,5 vezes) e FEPS (cerca de

8 vezes), evidenciando efeito mais pronunciado sobre a linhagem FEPS (Figura 23).



82

K562

>

0.00104

0.0008+

0.00064

0.00044

0.00024

Expressao de CYP3A5
(unidades arbitrarias)

0.0000

T
CTRL PIP (100 uM)

Lucena-1

los)

T

0.024

Expressao de CYP3A5
(unidades arbitrarias)

T
CTRL PIP (100 uM)

FEPS

lvs)

=

(&2
1
*

Expressdo de CYP3A5
(unidades arbitréarias)
o [
q 2

T
CTRL PIP (100 uM)

o

Figura 23. Efeito da piperina sobre a expressdo génica de CYP3A5 nas células de leucemia
K562, Lucena-1 e FEPS. As células foram incubadas com 100 uM de piperina por 72 horas. Em
seguida, a expressdo génica de CYP3AS foi avaliada por RT-PCR em tempo real utilizando SYBR
Green. Os resultados sdo expressos como media * erro padrdo (n=3). * p < 0,05 (Teste t de
Student, pareado) comparado as células controles. CTRL, controle. PIP, piperina.

Sendo assim, dentre os genes avaliados, CYP3AS5 foi o Unico identificado nas células de
leucemia. Além disso, CYP3A5 se apresentou mais expresso nas linhagens com fenétipo MDR,
comparado a K562. A linhagem mais resistente, FEPS, obteve os maiores niveis, seguida da
linhagem Lucena-1 e, por ultimo, a célula sensivel a drogas, K562, e a piperina ainda induziu a

expressao desse gene, em maior grau na FEPS, sugerindo possivel participacdo na promocao de
CS.
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Por isso, além da anélise da expressdo génica, foi investigada a interacdo da piperina com

a proteina CYP3AS5 por docking molecular (in silico) (Figura 24).

Figura 24. Interacdo da piperina com CYP3AS5. Foram realizados experimentos para avaliar a
interacdo da piperina com CYP3A5 por docking molecular. (A) Ligante Protoporphyrin IX
containing Fe (HEM): vermelho; Ligante Hitonavir (HIT): laranja; Piperina: verde. Proteina
CYP3A5: cinza (B) Aproximacao do local de interacdo Piperina-CYP3Ab- e comparagdo entre a
posicdo final da Piperina ap6s o docking molecular com os dois ligantes cristalograficos HEM e
HIT.

Nos experimentos de docking proteina-ligante foi estimada a energia livre de ligacdo, para
a interacdo piperina-CYP3A5, em -8,6 Kcal/ mol. Alem disso, foi observada sobreposi¢do da
posicdo ocupada pela piperina (verde) e pelos ligantes cristalograficos depositados no PDB
(HEM e HIT), indicando que a piperina ocupa sitio semelhante a esses ligantes cristalograficos
naturais, o que, provavelmente, estaria relacionado ao seu efeito bioldgico. A sobreposicdo da
piperina nos sitios dos ligantes cristalograficos pode ser reforgada pelo fato de que a caixa de
interacdo para simulagdo do docking envolveu toda a cadeia A da CYP3A5, aumentando a
probabilidade da piperina ancorar em qualquer regido dessa proteina. No entanto, mesmo diante
das grandes dimens@es da caixa de interagdo, a molécula localizou-se, preferencialmente, em um
sitio de possivel alta afinidade. Esses resultados sugerem que a piperina foi capaz de interagir
com a CYP3ADS, provavelmente em um sitio de importancia bioldgica ou de grande afinidade.
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5.10. Andlise da metabolizacao de piperina nas células de leucemia

Dados sobre o metabolismo da piperina sdo escassos e ainda ndo estd claro se esse
composto poderia ser metabolizado, gerando compostos com acdo citotdxica ainda mais
pronunciada, ou se a sua propria molécula original ja apresentaria efeitos potenciais contra o
cancer. Buscando compreender o efeito seletivamente citotdxico da piperina sobre células MDR,
foram quantificados, por CLAE-DAD, a piperina e seus possiveis metabdlitos no interior das
células (piperina intracelular) de leucemia e no sobrenadante (piperina extracelular) das culturas
celulares.

Primeiramente, foi testado se a piperina se manteria estavel no meio de cultura, sem sofrer
degradacéo, nas mesmas condicOes de cultivo das linhagens celulares (37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,) (Figura 25).
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Figura 25. Curva de degradacao de piperina no meio de cultura celular. O meio de cultura
(RPMI + 10% SFB) foi incubado com 100 uM de piperina pelos periodos de tempo indicados e
mantido a 37 °C em uma atmosfera umidificada contendo 5% de CO,, Em seguida, foi realizada
analise em CLAE-DAD utilizando-se coluna de fase reversa C18 e fase mdvel constituida de
acetonitrila com KH,PO, (45:55 v/v). Os resultados séo expressos como média (n=2).

Os dados indicaram que apenas o tempo de incubacdo de 72 horas provocou degradagao
da piperina de maneira relevante (cerca de 50% em relacdo ao tempo 0). Assim, a analise dos
metabolitos de piperina produzidos pelas células de leucemia poderia ser realizada com até 48
horas de incubacdo com esse composto, de forma a impedir que a degradacdo de piperina no
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meio de cultura interfira na avaliacdo da sua metabolizacdo nas células de leucemia. Por isso, 0
tempo de incubacédo por 48 horas foi escolhido para 0s experimentos seguintes.

As ceélulas de leucemia foram entéo, incubadas com 100 uM de piperina por 48 horas e,
em seguida, foram realizadas analises em CLAE-DAD a fim de quantificar a piperina e seus

metabdlitos no interior das células, bem como no meio extracelular (Figura 26).
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Figura 26. Metabolizacédo da piperina nas células de leucemia K562, Lucena-1 e FEPS. As
células foram incubadas com 100 uM de piperina por 48 horas. Em seguida, o pellet foi separado
do sobrenadante, a fim de possibilitar a quantificacdo da piperina extracelular (A) e intracelular
(B). Posteriormente, foi realizada analise em CLAE-DAD utilizando-se coluna de fase reversa
C18 e fase mdvel constituida de acetonitrila com KH,PO, (45:55 v/v). Os resultados sdo
expressos como media (n=2). PIP, piperina.

Além da piperina (PIP 1), outros dois picos foram identificados no cromatograma como

sendo possiveis metabdlitos (PIP 2 e PIP 3). Esse conjunto de resultados mostra que a piperina
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foi internalizada pelas linhagens de leucemia e, mesmo nas células MDR, que poderiam extruir
esse composto, foi possivel sua identificagdo no meio intracelular (Figura 26A). Além disso, a
piperina demonstrou sofrer metabolizacdo de maneira semelhante entre as linhagens celulares, de
forma mais intensa no meio intracelular (cerca de 30% de metabdlitos) (Figura 26A) do que no
meio extracelular (cerca de 10% de metabodlitos) (Figura 26B). Esses dados sugerem que as
células de leucemia metabolizaram piperina, mas essa metabolizacdo parece nao estar relacionada
com a inducdo de CS, uma vez que ndo foram observadas diferencgas na propor¢do de metabolitos

de piperina entre as células leucémicas.
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6. DISCUSSAO

Nesse trabalho foi investigado o efeito da piperina sobre células de leucemia mieloide
crénica sensiveis e resistentes a drogas. Os nossos resultados indicam que esse fitoquimico
apresentou efeito citotoxico mais pronunciado sobre as células MDR, Lucena-1 e FEPS. Até onde
se sabe, essa propriedade da piperina em induzir CS ainda ndo tinha sido descrita na literatura
cientifica para nenhum outro modelo experimental de cancer, o que demonstra o carater inédito
deste estudo.

Diversos estudos tém descrito que, quando uma molécula é capaz de induzir CS em
determinada linhagem MDR, quanto mais P-gp essas células expressarem, mais citotoxico sera o
composto (HALL e cols., 2009; KELLY e cols., 2010; NOBILI e cols., 2011). A citotoxicidade
da piperina foi mais acentuada na linhagem celular Lucena-1 em relacdo a K562, sendo que a
Lucena-1 apresenta cinco vezes mais copias do gene MDR1 (que codifica a P-gp) do que sua
linhagem parental, K562 (RUMJANEK e cols., 2001). Além disso, a piperina foi ainda mais
citotoxica na linhagem FEPS, cuja expressdo de P-gp € duas vezes maior que a apresentada pela
linhagem Lucena-1 (RUMJANEK e cols., 2001).

Estes resultados demonstram possivel correlacdo entre 0 aumento da expressao de P-gp e
a inducdo do efeito citotdxico da piperina, sugerindo que o mecanismo da piperina em induzir CS
seria dependente da presenca de P-gp na membrana dessas células tumorais. Dados experimentais
prévios obtidos pela autora durante 0 mestrado corroboram essa hipétese sobre o envolvimento
da P-gp na inducdo de CS, uma vez que as células Lucena-1 e FEPS silenciadas para o gene
MDR1 foram menos sensiveis a a¢do da piperina do que as células controle (QUARTI, 2015).

Apesar do efeito mais pronunciado sobre células resistentes, a piperina ndo apresentou
efeito citotoxico sobre macrofagos peritoneais de camundongos, um tipo de célula mieloide
normal, ja diferenciada, e que pouco prolifera. De acordo com outros estudos, Lucena-1 e FEPS
também parecem ser mais diferenciadas (CARRETT-DIAS e cols., 2016) e possuir ciclo celular
mais lento (DAFLON-YUNES e cols., 2013) em relacdo a K562. Por isso, ainda que as celulas
normais e MDR se assemelhem quanto a velocidade de seu ciclo celular, a piperina induziu
efeitos aparentemente contrérios nesses dois modelos, sugerindo que a diferenciacdo celular e a
baixa proliferacdo ndo estejam relacionadas & maior sensibilidade das células MDR a acdo da

piperina.
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Esses dados estdo de acordo com outros trabalhos que destacaram o efeito toxico reduzido
da piperina sobre células humanas normais como osteoblastos, fibroblastos e células mamarias
quando comparado com células de céancer, sugerindo que esse composto poderia constituir
promissor agente terapéutico contra o cancer (ZHANG e cols., 2015; YAFFE e cols., 2015;
GREENSHIELDS e cols., 2015). Chuchawankul e cols. (2012) também avaliaram o efeito da
piperina sobre células do sistema imune humano (Peripheral blood mononuclear cells - PBMC),
principal modelo experimental utilizado para investigar a seletividade de compostos sobre células
de leucemia. Foi constatado que a piperina foi pouco toxica para essas células, inclusive
apresentando 1Csy de aproximadamente 350 uM (8,5 vezes maior do que o encontrado para a
linhagem FEPS).

A fim de comprovar os efeitos relacionados a inducdo de CS, foram realizados
experimentos para avaliar os efeitos da piperina sobre a morfologia celular, ciclo celular e morte
celular.

Ao observar a morfologia celular apds o tratamento com a piperina, foram verificadas
diferencas entre as trés linhagens de leucemia, mas sem evidéncias de que as células K562
estivessem se diferenciando em macrofagos, diferentemente do que foi encontrado por Song e
cols. (2008). Esses autores demonstraram aumento da diferenciacdo da K562 em macréfagos/
mondcitos apds o tratamento com 20 ou 40 uM de piperina €, com isso, inibicdo da sua
proliferacdo. No entanto, os aspectos morfoldgicos delineados no presente estudo reforcam os
dados de MTT que indicam que a linhagem K562 apresenta certa resisténcia ao efeito citotoxico
da piperina. Além disso, também nédo foi possivel identificar perfil mais diferenciado nas células
MDR, como foi visto anteriormente por Carrett-Dias e cols. (2016).

A avaliagdo de alteragdes morfologicas também revelou o aumento da formacdo e do
volume de vacuolos no citoplasma das células, especialmente na FEPS tratada com piperina.
Posteriormente esses dados ainda foram confirmados utilizando-se o pardmetro de granulosidade
(SSC) no citémetro de fluxo.

Os vacuolos citoplasmaticos observados nas células de leucemia, especialmente na FEPS
tratada com piperina, poderiam tratar-se de corpusculos lipidicos: organelas formadas por um
centro rico em lipidio neutro (principalmente triacilglicerol e ésteres de esterol) e colesterol,
cercado por uma membrana monocamada de fosfolipidios, com composic¢do peculiar e exibindo
diversas proteinas associadas (ZWEYTICK e cols., 2000; MURPHY, 2001; TAUCHI-SATO e
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cols., 2002; MARTIN e PARTON, 2005). Essas organelas sdo dinamicas e estdo envolvidas no
metabolismo de lipidios e sinalizacdo celular (BOZZA e VIOLA, 2010) e podem aumentar em
numero e tamanho em diferentes tipos de células cancerigenas (HAGER e cols., 2006; STRAUB
e cols., 2010; SUNDELIN e cols., 2012; GUILLAUMOND e cols., 2015), dentre elas, em
leucemias (VERBRUGGE e cols., 2016) e em foam cells (macréfagos ricos em lipideos)
(BECHOR e cols., 2017).

Ja foi demonstrado que a formacgdo de corpusculos lipidios seria importante para a
sobrevivéncia das células expostas a um agente estressor, como um quimioterapico (KOIZUME e
MIYAGI, 2016; WELTE e GOULD, 2017). Cotte e cols. (2018) sugeriram, inclusive, possivel
correlacdo entre a elevada formacdo de corpusculos lipidicos e o aumento da resisténcia a
quimioterapicos.

Entretanto, a0 mesmo tempo em que essas organelas teriam a funcdo de proteger as
celulas de cancer submetidas ao estresse, um excessivo turnover dos corpusculos lipidicos e um
desbalango entre a biogénese e o colapso dessas estruturas poderia liberar centenas de espécies
lipidicas com diferentes caracteristicas, causando danos celulares (PETAN e cols., 2018). Sendo
assim, a piperina pode ter gerado desequilibrio entre a producéo e destruicdo dessas organelas,
aumentando o nimero e o volume de corpusculos lipidicos na linhagem mais sensivel a sua acéo,
FEPS.

Considerou-se também que o efeito mais pronunciado da piperina sobre as linhagens
Lucena-1 e FEPS pudesse refletir uma parada ou alongamento do ciclo celular. No entanto, a
piperina ndo foi capaz de bloquear o ciclo celular em nenhuma das linhagens leucémicas
estudadas. Ademais, a piperina induziu, preferencialmente, as células de leucemia a morte
celular, ao invés de ter provocado a inibicdo da proliferacdo celular, sendo a linhagem FEPS a
mais afetada, corroborando com os experimentos descritos anteriormente e com a ocorréncia do
fendmeno de CS.

Né&o foi possivel encontrar relatos na literatura cientifica sobre a inducgéo de apoptose pela
piperina em células MDR. No entanto, a piperina promoveu apoptose em inumeros modelos
experimentais de cancer, incluindo de célon (YAFFE e cols., 2015), melanoma (FOFARIA e
cols., 2014), pulméo (LIN e cols., 2014), mama (GREENSHIELDS e cols., 2015), carcinoma oral
de células escamosas (SIDDIQUI e cols., 2017), carcinoma hepatocelular (GUNASEKARAN e
cols., 2017), prostata (BA e MALHOTRA, 2018) e células de cancer de ovario (Sl e cols., 2018).
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Esses dados fortalecem os resultados apresentados neste trabalho e sugerem que a piperina é um
composto com propriedades anticancer importantes.

Os experimentos para identificacdo das proteinas relacionados a morte celular indicaram
que a piperina induziu apoptose por um mecanismo dependente de caspase-3 nas linhagens MDR
Lucena-1 e FEPS, uma vez que houve ativacdo dessa proteina. Outros autores também
constataram esse mesmo efeito da piperina em células de melanoma (FOFARIA e cols., 2014),
carcinoma oral de células escamosas (SIDDIQUI e cols., 2017) e em células de cancer de ovario
(Sl e cols., 2018).

A apoptose € o tipo de morte celular mais estudada, no entanto, existem também outras
formas de morte que ocorrem de maneira independente da ativacdo de caspases (LAVALLARD e
cols., 2009). Morfologicamente, em alguns aspectos, podem se assemelhar ao que foi observado
no presente estudo, isto €, membrana plasmatica irregular, encolhimento de nucleo e reduzida
fragmentacdo nuclear. MCIC n&o envolve necessariamente ativagdo de caspases, mas a
superexpressdo de GAPDH em células de cancer parece conferir resisténcia a esse tipo de morte
devido a maior eficiéncia do metabolismo glicolitico (LAVALLARD e cols., 2009).

Neste trabalho foi demonstrado que as células MDR expressam mais GAPDH do que a
K562, de forma mais evidente na FEPS do que na Lucena-1 (VIDAL e cols., 2018).
Originalmente considerou-se que a piperina seria capaz de diminuir a expressdo de GAPDH nas
celulas resistentes a quimioterapicos, tornando-as mais sensiveis a MCIC. No entanto, a piperina
induziu efeito contrario ao esperado, uma vez que modulou tanto a expressdo génica como a
proteica de GAPDH na K562, enguanto que nas linhagens Lucena-1 e FEPS, células mais
sensiveis a morte celular, ndo foi observado efeito. Por isso, esta relacdo precisara ser explorada
futuramente.

A deteccdo de células em apoptose e marcadas para caspase-3 clivada apenas justifica
parcialmente a diminuicdo da viabilidade celular nas células MDR tratadas com piperina. No
entanto, a piperina ndo parece induzir MCIC. Por isso, sugere-se o envolvimento de outro tipo de
morte celular. Um exemplo disso seria a modulacgdo da autofagia.

A autofagia pode ser definida como um processo de conservagéo celular em que porgdes
citoplasmaticas sdo englobadas por uma membrana com dupla camada lipidica, resultando em um
compartimento delimitado, denominado autofagossomo. Posteriormente, a por¢cdo externa do

autofagossomo se funde com endossomos e lisossomos originando o autofagolisossomo onde o



91

material interno e a membrana serdo completamente digeridos por hidrolases lisossomais (LEVY
e cols., 2017).

Tanto a inducéo da autofagia como sua inibicdo poderiam ser estratégias contra o cancer,
uma vez que esse processo pode contribuir para a protecao das células de cancer, promovendo a
resisténcia a quimioterapicos, e também pode levar a morte de células MDR nos casos de
ativacdo excessiva da via autofagica (LI e cols., 2017). Por isso, a piperina poderia estar
modulando a autofagia, afetando de forma mais pronunciada a FEPS.

Outra diferenca marcante entre a célula MDR, FEPS, e a célula sensivel a
quimioterapicos, K562, é em relacdo a expressdo da PARP-1. Além da imprescindivel atuacéo
dessa enzima sobre o reparo do DNA celular, PARP-1 também apresenta outras inimeras
funcBes na célula de cancer, como por exemplo, envolvimento na morte celular. Por isso, foram
avaliados, por Western blotting, os teores de PARP-1 e PAR, importante marcador da super-
ativagdo dessa enzima, nas células de leucemia na presencga ou ndo de piperina.

Nossos experimentos indicaram que a FEPS apresentou a menor expressdo de PARP-1
(116 kDa) e, ainda, os teores mais baixos do polimero PAR. Esses dados sugerem que essa
linhagem poderia ter desenvolvido mecanismo capaz de atenuar a super-ativacdo de PARP-1,
diferentemente da K562 e Lucena-1.

Apenas a linhagem MDR FEPS apresentou quantidades detectaveis de PARP clivada no
fragmento de 24 kDa. Ja foi demonstrado que PARP-1 clivada no fragmento de 24 kDa tem papel
importante no processo de resisténcia das células de cancer a morte celular por necrose. Este
fragmento se liga ao DNA, competindo com a enzima de reparo PARP-1 e, consequentemente,
atenua a sua superativagéo e reduz os teores de PAR (YUNG e cols., 2001). Portanto, a PARP-1
clivada no fragmento de 24 kDa seria capaz de atenuar a superativagdo de PARP-1,
possivelmente bloqueando a morte celular por necrose (CHAITANYA e cols., 2010).

As células com DNA severamente danificado amplificam a atividade da PARP-1,
resultando em alto consumo de NAD", levando a deplecdo de ATP e induzindo a morte celular
por necrose (ou partanatos). Por isso, a inativagdo da PARP-1 salvaria as celulas da deplecéo de
energia (NAD" e ATP) (HERCEG e WANG, 1999; D'AMOURS e cols., 2001). A atenuagéo da
atividade da PARP-1 na FEPS, observada no presente estudo, seria um importante mecanismo de

protecdo contra necrose, contribuindo para o fenétipo de resisténcia dessa linhagem, uma vez que
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possui elevada demanda energética devido a expressao e atividade das bombas de efluxo (P-gp e
MRP-1) (VIDAL e cols., 2018).

Nossos experimentos também identificaram um fragmento de PARP-1 de 40 kDa nas
linhagens de leucemia. No entanto, esse fragmento pareceu estar mais acentuado na K562, sendo
que a piperina reduziu sua expressdo nas linhagens K562 e Lucena-1. Estudo realizado com
células de neuroblastoma, apos tratamento com uma toxina denominada maitotoxina, demonstrou
que a PARP-1 seria substrato da calpaina, uma protease dependente de célcio, gerando o
fragmento de 40 kDa (MCGINNIS e cols., 1999). No entanto, ainda nédo se sabe ao certo o papel
desse fragmento sobre vias especificas de morte celular, apesar de existirem indicios de que
estaria relacionado com a morte celular por necrose, pelo menos em doencas neuroldgicas
(CHAITANYA e cols., 2010).

Além disso, foi demonstrado que a piperina reduziu o fragmento de 89 kDa da PARP-1 na
K562, possivelmente diminuindo sua suscetibilidade a apoptose. No entanto, esse composto
reduziu a expressdo de PARP-1 em maior grau na FEPS, sugerindo relagdo com a inducéo de
apoptose. Caspase-3 € considerada importante para a clivagem de PARP-1 nas células de cancer,
originando os fragmentos de 24 kDa e de 89 kDa (SOLDANI e SCOVASSI, 2002;
CHAITANYA e cols., 2010; BOOZARI e cols., 2015). No entanto, apesar de a piperina ter
reduzido os teores de PARP-1 na FEPS, ndo foi observado aumento concomitante dos fragmentos
de 89 kDa (sem alteracfes) e 24 kDa (houve diminuicdo, inclusive). Como ja foi mencionado
anteriormente, o fragmento de 24 kDa parece ser um fator protetor para a FEPS e, de alguma
maneira, piperina prejudica esse mecanismo de sobrevivéncia, considerando que essa é a célula
mais sensivel a sua acdo. Além da caspase-3 e calpaina, citadas anteriormente, existem outras
proteases como granzima e metaloproteinases de matriz que também podem ser responsaveis pela
formacdo de fragmentos de PARP-1 (CHAITANYA e cols., 2010). Por isso, a piperina poderia
estar modulando algumas dessas proteases, aumentando a clivagem de PARP-1 em fragmentos
que ndo estariam sendo reconhecidos pelo anticorpo utilizado no presente trabalho.

O tipo de morte celular programada que ¢ mediada pela super-ativacdo da PARP-1 ¢
denominado “Partanatos”. Partanatos esta associado a sintese e ao acimulo do polimero PAR que
atua como um "sinal de morte" capaz de provocar a liberacdo de AIF da mitocondria e este, por
sua vez, sofre translocacdo para o nucleo, causando condensacdo nuclear, fragmentacdo do DNA
e morte celular (YU e cols., 2002; ANDRABI e cols., 2006; DAVID e cols., 2009). No entanto, a
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piperina ndo foi capaz de induzir esse tipo de morte celular no nosso modelo experimental, uma
vez que ndo aumentou os teores de PARP-1 (116 kDa) ou PAR.

Além disso, a piperina também nao parece atuar de maneira semelhante a um “inibidor de
PARP-1”. Um dos mecanismos de resisténcia das células de cancer a agdo de quimioterapicos € a
sua capacidade de promover aumento do reparo do DNA, mediado principalmente pela PARP-1.
Por isso, destaca-se a importancia dos inibidores de PARP-1 a fim de impedir o reparo do DNA
dessas células, o que poderia leva-las a morte celular por apoptose. Apesar de a piperina ter
provocado diminuicdo da expressdo da PARP-1 na FEPS, ndo foi capaz de alterar a atividade
dessa enzima, como foi visto pelos teores de PAR que néo sofreram alteragéo.

Uma hip6tese que também se buscou investigar na presente tese foi a possivel correlagdo
entre PARP-1 e P-gp. A deficiéncia de PARP-1 pode ter provocado aumento da expressdo de P-
gp em fibroblastos de camundongos (WURZER e cols., 2000) e em células de mieloma humano
que superexpressam P-gp (WESIERSKA-GADEK, 2005). Nesses trabalhos foi constatada uma
reducdo drastica na expressao da proteina supressora de tumores p53, nas células deficientes de
PARP-1. Por isso, esses autores sugeriram que a expressao de P-gp poderia ser regulada
negativamente pela p53 e, assim, a auséncia dessa proteina supressora de tumores poderia
contribuir para o aumento dos teores dessa bomba de efluxo (WURZER e cols., 2000;
WESIERSKA-GADEK, 2005).

No presente estudo também foi observado que a célula com maior expressdo de P-gp
(FEPS) apresentou a menor expressao e atividade da PARP-1, sugerindo possivel envolvimento
dessa enzima no desenvolvimento do fen6tipo MDR no modelo experimental empregado. Apesar
de a piperina ter provocado aumento da expressdao de P-gp nas duas linhagens MDR, esse
composto s6 foi capaz de modular a expressdo de PARP-1 na FEPS, sendo que conforme a
piperina reduziu a expressdo de PARP-1 na FEPS, parece ter aumentado, concomitantemente, a
expressao de P-gp nessa linhagem. No entanto, como as células K562, Lucena-1 e FEPS néo
apresentam niveis detectaveis da proteina p53 (DAFLON-YUNES e cols, 2013), ndo foi possivel
estabelecer o mecanismo responsavel pelo aumento de P-gp e reducdo do contetido de PARP-1
na FEPS. Além disso, também ndo foi identificado de que forma a modulagdo da P-gp e da
PARP-1 poderia ter correlagdo com o aumento da sensibilidade das células MDR para a agdo da

piperina.
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A superexpressao de P-gp em células MDR pode provocar alteragdes, de forma indireta,
na propriedade fisico-quimica da membrana plasmatica, conferindo maior instabilidade
(SHAROM, 2014). Por isso, algumas substancias promotoras de CS seriam capazes de aumentar
a permeabilidade e fluidez da membrana de células MDR que superexpressam P-gp, exercendo
efeito citotoxico seletivo e revertendo o fendtipo MDR (ZINZI e cols., 2014). H& um relato de
que a piperina seria capaz de aumentar a permeabilidade das células intestinais, e, com isso,
promover 0 aumento da biodisponibilidade de diversas substancias (KHAJURIA e cols., 2002).
Assim, é possivel supor que nas linhagens de leucemia MDR, empregadas no presente estudo, a
piperina também promove aumento da permeabilidade, o que justificaria o efeito da piperina em
induzir CS nessas celulas.

Buscou-se testar a hipoOtese de que diferencas no metabolismo da piperina, entre a
linhagem sensivel a drogas e as linhagens MDR, justificariam seu efeito de inducéo de CS. Caso
a piperina estivesse sendo mais metabolizada na K562, indicaria que os metabdlitos teriam menor
atividade do que sua molécula original. Em contrapartida, se a piperina fosse convertida em
metabolitos em maior grau nas células Lucena-1 e FEPS, indicaria que esse composto seria um
pré-farmaco, uma vez que sua metabolizacdo melhoraria seus efeitos bioldgicos.

Primeiramente, foram realizados experimentos a fim de avaliar algumas enzimas
responsaveis pelo metabolismo de farmacos. Alguns marcadores importantes do metabolismo de
xenobidticos como as enzimas de fase I, CYP3A4 e CYP1B1, ndo foram identificados nos
experimentos por RT-PCR em tempo real em nenhuma das linhagens de leucemia utilizadas no
presente estudo.

Apesar disso, diferentes trabalhos, desenvolvidos por um mesmo grupo de pesquisa no
Japdo, detectaram teores basais de mMRNA de CYP3A4 (NAGAI e cols., 2002; NAGAI e cols.,
2004; NAGAI e cols., 2007) e CYP1B1 (NAGAI e cols., 2002; NAGAI e cols., 2007) na
linhagem K562. No entanto, vale ressaltar que os pares de primers utilizados nos estudos citados
ndo eram especificos para 0s genes de interesse, 0 que poderia ter gerado resultados falso-
positivos. De outro modo, os resultados de Wang e cols. (2004) estdo de acordo com 0s que
foram apresentados nessa tese em relagdo a ndo deteccdo de expressdo génica de CYP3A4 na
linhagem K562.

Experimentos realizados pela técnica microarray conduzidos por Moreira e cols. (2014),

utilizando as mesmas linhagens do presente trabalho, identificaram diferencas de expressao de
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CYP3A5 entre as células de leucemia (6 vezes maior na FEPS, em relacdo a K562), sugerindo
possivel relagdo com a MDR.

Em geral, a exposicéao das células a xenobioticos pode desencadear aumento da expressao
génica de enzimas do complexo CYP450 como um mecanismo de defesa contra essas
substancias, de modo a permitir a sua eliminacdo de maneira mais eficiente (LOLODI e cols.,
2017). Em contrapartida, algumas substancias denominadas de pré-farmacos podem se beneficiar
desse mecanismo de defesa, uma vez que nesses casos, 0 processo de metabolizacédo seria capaz
de gerar metabolitos com atividade bioldgica ainda mais potente do que sua molécula original,
afetando seletivamente as células com essa caracteristica (ZHANG e cols, 2017). A fim de
investigar se CYP3AGS estaria relacionada com o efeito mais pronunciado da piperina na FEPS,
foram executados experimentos para avaliar a expressao desse gene.

Foram validados os resultados de Moreira e cols. (2014), no entanto, foi constatada
diferenca expressivamente maior entre K562 e FEPS (cerca de 240 vezes em relagdo a K562),
provavelmente por conta da maior precisdo do método utilizado no presente estudo (RT-PCR em
tempo real). Além disso, também foi observada maior expressao do gene CYP3A5 na FEPS, em
relacdo a Lucena-1 (cerca de 5 vezes).

O aumento da expressdo génica basal de CYP3AS5 nas linhagens Lucena-1 e FEPS pode
ser consequéncia do processo de selecdo das células resistentes. A linhagem Lucena-1 foi
selecionada a partir da exposicdo a concentracdes crescentes de vincristina, que €
preferencialmente metabolizada pela CYP3A5 (DENNISON e cols., 2007; SABA e cols., 2015).
Com relacdo a FEPS, que foi selecionada por daunorrubicina, existem evidéncias de que esse
quimioterapico também seria metabolizado pela CYP3A5 (HUANG e cols., 2017).

Wang e cols. (2004) investigaram o envolvimento de CYP3AS5 na aquisic¢do de resisténcia
a drogas nas linhagens de leucemia K562 e U937. Foi demonstrado que a expressao génica de
CYP3A5, em células de leucemia, poderia causar a metabolizacdo in situ de diversas drogas
anticancer, levando a MDR. Dados desse mesmo grupo de pesquisa revelaram, ainda, possivel
correlagéo entre CYP3AS5 e o fenotipo MDR, uma vez que a transfeccdo das células de leucemia
HL-60 com o gene CYP3A5 foi capaz de induzir diretamente a resisténcia a antraciclinas e
alcaloides (WANG e cols., 2005).

Atualmente, a terapia mais efetiva para LMC é a utilizag&o de inibidores seletivos da bcr-

abl, como mesilato de imatinibe. Meta analise envolvendo diversos estudos clinicos indicou a
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importancia de CYP3AS5 na metabolizacdo do mesilato de imatinibe em seu principal metabdlito
ativo (CARGNIN e cols., 2018), indicando que compostos que modifiquem ou induzam CYP3A5
possam vir a ter grande importancia clinica.

Os experimentos realizados na presente tese indicaram que a piperina induziu a expressao
génica de CYP3A5. No entanto, ainda ndo foi possivel identificar o mecanismo de inducéo dessa
enzima. Foi avaliada a expressdo de PXR, principal regulador transcricional da familia CYP3A,
mas nenhuma linhagem de leucemia apresentou expressdo basal desse receptor. Por isso, sugere-
se que a inducdo de CYP3ADS tenha ocorrido de maneira independente de PXR, embora ja tenha
sido sugerido o envolvimento desse receptor na inducdo de CYP3A4 apds o tratamento com
piperina (WANG e cols., 2013).

Tem sido observado efeito dicotdmico da piperina na modulacdo de CYP, uma vez que
esse composto poderia inibir ou estimular a atividade dessas enzimas dependendo da dose
utilizada, frequéncia e/ ou duracéo do tratamento. Alguns estudos indicam que a piperina teria a
capacidade de inibir multiplas enzimas do complexo CYP450 (BHARDWAIJ e cols., 2002;
SHAMSI e cols., 2017; LEE e cols., 2018), sugerindo possivel aumento da biodisponibilidade de
diversos medicamentos (DUDHATRA e cols., 2012). No entanto, outros autores observaram que
a piperina também seria capaz de induzir a expressdo de enzimas metabolizadoras de
xenobioticos. No estudo de Singh e Rao (1993) foram observados teores elevados de CYPB5 no
figado de camundongos ap6s a ingestdo de pimenta-do-reino. Uma pesquisa publicada por Wang
e cols. (2013) demonstrou que esse composto induziu a expressdo génica de CYP3A4 em
hepatocitos humanos e em células intestinais.

Como a piperina provocou inducdo do gene CYP3AS5 e, ainda, demonstrou interagir com
essa enzima, por docking molecular, foi possivel supor que esse composto estaria sofrendo
biotransformacdo por CYP3AS5, sendo convertido em metabdlitos mais citotdxicos, de forma
mais pronunciada nas linhagens MDR. No entanto, ndo foi possivel observar diferencas na
metabolizacdo de piperina, pelo método CLAE-DAD, entre as linhagens MDR e a linhagem
sensivel a drogas, K562. Recentemente, Zabela e cols. (2018) investigaram o metabolismo da
piperina e seus analogos utilizando microssomos hepéaticos humanos. Foi constatado que a
piperina foi o composto mais estavel metabolicamente, embora tenha sido metabolizada
exclusivamente pela enzima hepatica CYP1A2. Contudo, nesse trabalho n&o foi investigado o
papel da CYP3A5 no metabolismo da piperina. Dados do presente trabalho indicam que a
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piperina ndo estaria sendo preferencialmente metabolizada por CYP3AD5, pois, na teoria, a célula
com a maior expressdo desse gene (FEPS), deveria apresentar maiores proporces de
metabolitos, o que néo foi possivel comprovar na presente tese.

No experimento para avaliacdo dos metabolitos de piperina utilizamos a técnica de
CLAE-DAD e detectamos dois picos como possiveis metabdlitos, mas ndo identificamos essas
substancias devido a auséncia de padrdes comerciais que possibilitasse a comparacdo dos perfis
cromatograficos. Adicionalmente, também nao foi possivel determinar se esses compostos Sao 0s
mesmos que ja foram descritos na literatura cientifica por Gao e cols. (2017), ja que esses autores
identificaram os metabolitos por UHPLC/QTOF-MS (do inglés, Ultra-high Performance Liquid
Chromatography-quadrupole Time-of-flight Mass Spectrometry), com base em seu espectro de
massas e sua formula molecular.

Além disso, € possivel que o método utilizado na presente tese ndo tenha sido sensivel o
suficiente para deteccdo de todos os metabolitos produzidos a partir da piperina. Por isso, ndo é
possivel excluir a possibilidade de terem sido gerados outros metabolitos, além dos que foram
descritos. Técnicas cromatograficas mais sofisticadas e sensiveis, como a LC-MS/MS" (do inglés,
Liquid Chromatography-electrospray lonization/multi-stage Mass Spectrometry), seriam mais
indicadas para essa pesquisa, uma vez que permitiriam a identificagdo de metabdlitos presentes
em baixas concentragdes, com base na sua formula molecular e perfil de fragmentagdo (PITT,
2009).

No entanto, a identificacdo de percentuais semelhantes de piperina (em torno de 70%) nas
trés linhagens celulares foi fundamental para sustentar a hipotese de que a metabolizacdo desse
composto seria semelhante nas células de leucemia testadas no presente estudo. Essa constatacao
foi a mais importante dessa analise, uma vez que se pretendia identificar se esse poderia ser o
mecanismo responsavel pelo efeito diferenciado da piperina nas células de leucemia com
fendtipo MDR. No entanto, essa correlacdo ndo foi confirmada.

Além das CYP’s serem essenciais para a metabolizacdo de xenobidticos, também tém
papel importante na biossintese de esteroides que dependem da transferéncia de elétrons do
NADPH. No entanto, esse sistema pode funcionar como um ciclo futil de NADPH oxidase,
oxidando NADPH na auséncia de substrato, produzindo superoxido e outros ROS
(HANUKOGLU e cols., 2006; JIANG e cols., 2015). Por isso, existe possibilidade da piperina



98

estar gerando ROS via CYP3A5, de forma mais intensa na FEPS, uma vez que essa linhagem
apresenta maior expressao desse gene.

Outros trabalhos identificaram possivel correlacdo entre a inducdo da expressao de CYP e
0 aumento da formacdo de ROS. A superexpressdo de CYP3A5 mostrou desempenhar papel
importante impedindo a progresséo do carcinoma hepatocelular, provocando aumento da geracao
de ROS e reduzindo metastases. A inducdo de ROS via CYP3A5 inibiu seletivamente a
fosforilacdo de AKT por meio do bloqueio da atividade da quinase mTORC2 (JIANG e cols.,
2015). Ja havia sido demonstrado que o antifungico propiconazole, utilizado na agricultura, seria
capaz de levar a formacdo de tumores hepaticos em camundongos. No entanto, ainda ndo se sabia
se este composto atuaria induzindo ROS via CYP450 (NESNOW e cols., 2011). Nesnow e cols.
(2011) buscaram avaliar o mecanismo de acdo desse antifingico e revelaram que os teores
aumentados de ROS, apos o tratamento com propiconazol, sdo devido ao aumento da expressdo
de enzimas do complexo CYP450, conhecidas por desacoplarem, produzindo elevacdo de ROS.

Recente revisdo publicada por Rather e Bhagat (2018) destacou diversos estudos que
apontaram que piperina seria capaz de alterar o balanco redox celular, influenciando a fisiologia
da célula por diferentes mecanismos de acdo. Dependendo do modelo bioldgico, piperina
aumenta a sobrevivéncia celular ou induz a morte celular, atuando como antioxidante (em
menores concentracdes) ou como pré-oxidante (em maiores concentragdes). Por isso, a piperina é
caracterizada como potente agente anticancer, seja na prevencao ou no tratamento dessa doenca.

Embora exista a possibilidade de relacdo entre a acdo da piperina e a modulacdo de
CYP3A5 e ROS, estudos do nosso grupo de pesquisa indicam que as linhagens Lucena-1 e FEPS
sdo0 mais resistentes ao estresse oxidativo que a linhagem sensivel a drogas, K562, provavelmente
devido a maior capacidade antioxidante das células com fendtipo MDR (TRINDADE e cols.,
1999; MOREIRA e cols., 2014; VIDAL, 2017; SOARES e cols., 2019). Por isso, essa hipdtese
deve ser investigada mais detalhadamente no futuro.

Experimentos prévios realizados pela autora durante o mestrado sugerem que O
mecanismo da piperina em induzir CS seria dependente da presenca de P-gp na membrana dessas
células tumorais, uma vez que as células Lucena-1 e FEPS silenciadas para o gene MDR1 foram
menos sensiveis a acdo da piperina do que as células controle (QUARTI, 2015). No entanto, a

piperina poderia promover CS por exercer efeitos diretos sobre a P-gp, como foi demonstrado na
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presente tese por meio do aumento da expressdo deste transportador nas células MDR, ou entdo
essa modulacdo na P-gp poderia estar provocar outras alteracdes na célula.

Além da superexpressdo de P-gp, as células MDR apresentam outras importantes
diferencas em relacdo a K562, como as que foram demonstradas na presente pesquisa: expressao
aumentada de GAPDH, diminuigdo da expressédo de PARP-1 e PAR (apenas na FEPS) e aumento
do gene CYP3A5. A piperina também parece atuar por diferentes vias, induzindo CS, como
promovendo maior degradacdo da PARP-1 (apenas na FEPS), aumentando a expressédo de P-gp e
induzindo CYP3A5. No entanto, ainda sdo necessarios novos estudos a fim de estabelecer os

mecanismos causais dessas alteracgdes.
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7. CONCLUSOES

As linhagens de LMC utilizadas no presente estudo diferiram quanto a resposta a piperina.
Ao invés das células multirresistentes exibirem resisténcia a acdo da piperina, apresentaram
sensibilidade maior a esse composto, caracterizando, pela primeira vez, a propriedade desse
fitoquimico em induzir CS. Em contrapartida, a piperina apresentou efeito citotdxico reduzido
sobre macrofagos peritoneais de camundongos.

O efeito mais pronunciado da piperina sobre as linhagens MDR ficou evidenciado por
meio das analises de morfologia celular, apoptose e clivagem de caspase-3, mas ndo pelo ciclo
celular:

- a piperina promoveu inducdo da formacdo de vacuolos no citoplasma das células de

leucemia, que, por sua vez, pode ter gerado aumento da granulosidade celular, em maior

grau na FEPS.

- a piperina ndo alterou a distribuicdo do ciclo celular, mas induziu apenas as células

MDR ao processo de apoptose e aumento de clivagem de caspase-3, sendo que esse efeito

foi mais pronunciado sobre a linhagem FEPS.

Além disso, a piperina também modulou PARP-1, P-gp e CYP3A5, mas ndo afetou a
expressdo de GAPDH e ndo sofreu metabolizagdo em maior grau nas células MDR:

- as células MDR superexpressaram a enzima glicolitica GAPDH, indicando maior
resisténcia a MCIC, no entanto, a piperina nao foi capaz de induzir MCIC via inibicdo de
GAPDH nessas linhagens.

- a linhagem FEPS apresentou os menores teores de PARP-1, bem como a menor
atividade (inferida pelo contetdo do polimero PAR), além disso, foi a Unica que
apresentou quantidades detectaveis do fragmento de 24 kDa, sugerindo o
desenvolvimento de mecanismo capaz de impedir a superativacdo de PARP-1, o que
poderia proteger essas células contra morte por necrose. No entanto, a piperina foi capaz
de reduzir os teores de PARP-1 e do fragmento de 24 kDa, indicando possivel relagdo
com a indugéo de CS.

- a piperina aumentou a expressdo de P-gp em ambas as linhagens MDR, no entanto,
somente na FEPS haveria possivel relacdo entre a diminuicéo da expresséo de PARP-1 e 0

aumento da expressao de P-gp apds incubacdo com esse fitoquimico.
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- as linhagens de leucemia ndo apresentaram quantidades detectaveis de CYP3A4,
CYP1B1 e PXR. No entanto, a linhagem FEPS apresentou a maior expressao de CYP3Ab5,
seguida da Lucena-1, sendo que a piperina foi capaz de induzir ainda mais a expressao
desse gene nessas células MDR. Além disso, a piperina ainda demonstrou interagir com a
proteina CYP3AD5, indicando mais uma possivel relagdo com a indugéo de CS.

- ndo foram observadas diferencas de metabolizacdo de piperina entre as linhagens de
leucemia, sugerindo que, provavelmente, CYP3A5 ndo estaria metabolizando esse

fitoquimico.

Esse conjunto de resultados sugere que a piperina atuou por diferentes vias de sinalizacao,
sendo que algumas delas, como a modulacdo de PARP-1 e de CYP3ADb, ainda ndo tinham sido
descritas como possiveis alvos para a inducdo de CS na literatura cientifica.

A identificacdo de agentes promotores de CS, bem como dos seus mecanismos de acao,
pode levar a descoberta de compostos que sejam efetivos em prevenir a MDR por meio da
administracdo adjuvante desde o inicio da quimioterapia ou tornar o tratamento quimioterapico

novamente eficiente por meio da morte seletiva de células com fenétipo MDR.
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Cromatogramas da piperina no meio intracelular das células K562, Lucena-1 e FEPS por 48

horas de incubacdo.
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Anexo D

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA)

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “RELACAO ENTRE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA E
O PROCESSO INFLAMATORIO: ATUACAO DA C-FICOCIANINA E DA PIPERINA“ protocolo n2
111/2016 sob a responsabilidade da pesquisadora Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas —
que envolve a produgdo, manutencdo e/ou a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino)
— encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2 11.794, de 08 de outubro de 2008, do
Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba (CEUA-UFPB).

Vigéncia do Projeto 2016 - 2020
Espécie/linhagem Mus musculus - Swiss
NUmero de animais 65
Idade/Peso 6-8 semanas/ 25-30 g
Sexo Fémeas
Origem Biotério Thomas George - UFPB

Prof. Dr. Ricardo Romao Guerra
CEUA-UFPB

CEUA-UFPB — Campus | — Reitoria - 12 andar - E-mail: ceua@ufpb.br — Site: www.ufpb.br/ceua/
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Cancer outcome has improved since introduction of target therapy. However, treatment
success is still impaired by the same drug resistance mechanism of classical chemo-
therapy, known as multidrug resistance (MDR) phenotype. This phenotype promotes
resistance to drugs with different structures and mechanism of action. Recent reports
have shown that resistance acquisition is coupled to metabolic reprogramming. High-
gene expression, increase of active transport, and conservation of redox status are one
of the few examples that increase energy and substrate demands. It is not clear if the
role of this metabolic shift in the MDR phenotype is related to its maintenance or to its
induction. Apart from the nature of this relation, the metabolism may represent a new
target to avoid or to block the mechanism that has been impairing treatment success.
In this mini-review, we discuss the relation between metabolism and MDR resistance
focusing on the multiple non-metabolic functions that enzymes of the glycolytic pathway
are known to display, with emphasis with the diverse activities of glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase.

Keywords: multidrug resistance, glycolysis, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, leukemia, reactive
oxygen species

BACKGROUND

Multidrug resistance (MDR) in cancer is the major factor impairing the success of conventional
chemotherapy (1). Originally, many hopes were placed on the possibility that by inhibiting the
activity of ABC transporters a reversal of the resistance would be attained. This was based on the
knowledge that the transporters were shown to be capable of mediating the efflux of many chemo-
therapeutic drugs. Among the efflux transporters of the ABC superfamily, ABCB1 (P-gp), ABCC1
(MRP1), and ABCG2 (BCRP or MXR) have been described as major players in the development of
MDR (2-4), with particular emphasis being given to ABCB1. However, it soon became apparent that
inhibition of these transporters was not an effective approach since normal cells may also express
these transporters and, therefore, inhibitors could sometimes generate an unacceptable toxicity.
Furthermore, in experimental situations, where the down regulation of ABCB1 was achieved, a
number of other effects were still observed. Now, it is quite clear that MDR is a multifactorial
phenomenon that is involved in the regulation of survival and apoptosis, as well as a number of
other cellular pathways. ABCB1 transporter expression, in cells with the MDR phenotype, is but
one factor linked to pharmacological evasion of chemotherapeutic drugs (1, 5).

A case in point is the observation that hypoxia participates in the regulation of drug resistance.
For instance, ABCBI gene expression and synthesis of functional proteins are induced by hypoxic
environments (6). Furthermore, ABC transporters are expressed not only in MDR cancer cells, but
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also in a number of stem and progenitor cells. Additionally, it
has been reported that hypoxia promotes an undifferentiated cell
state in various stem and precursor cell populations, as well as in
cancer stem cells (7-9). In this respect, it has also been suggested
that NOTCH signaling is involved. However, it must be recalled
that when cells are under hypoxic conditions, there is a metabolic
shift from oxidative phosphorylation to glycolysis (10). This situ-
ation contrasts with cells under normoxia, in which glucose is
first anaerobically catabolized to pyruvate which is then further
catabolized along the Krebs cycle where NADH and FADH, are
reoxidized by the respiratory chain associated to the electron
transport system. Incidentally, glycolysis is a hallmark in many
types of tumor cells (11). This phenotype is in fact the basis of
the so-called Warburg effect, also known as aerobic glycolysis.
The Warburg effect describes a situation in which the glycolytic
pathway is fully activated even in the presence of adequate oxygen
supply (12). Although Warburg originally proposed that cancer
was due to an impairment of mitochondrial function, it is accepted
today that these organelles retain full oxidative capacities.

It must be mentioned, however, that apart from red blood cells,
aerobic glycolysis is prevalent in highly proliferative cells, whether
tumoral or not. Stem cells are a case in point (13). The common
belief that cells undergoing glycolysis selected an inefficient form
of energy production is misguided. Barring the comparative stoi-
chiometry of ATP formation between glycolysis and OXPHOS,
aerobic glycolysis is in fact an efficient form of ATP production
due to the kinetic properties of the enzymes participating in the
pathway which afford very fast fluxes compatible with the ATP
demand of the rapidly growing cells. Beyond its role in bioener-
getics, glycolysis constitutes a branch of the pentose phosphate
pathway (PPP), since glucose-6-phosphate is also the substrate
for glucose-6-phosphate dehydrogenase, the first enzyme of that
pathway. Thus, glycolysis also contributes to the production of
precursors for the biosynthesis of nucleotides (via generation of
ribulose-5-phosphate). In addition, the PPP pathway promotes
the formation of NADPH, an essential coenzyme for reductive
biosynthetic processes such as that of fatty acids. NADPH also has
an important role in maintaining the redox equilibrium. Similarly,
glycolysis can be considered as an anaplerotic pathway by way of
its participation in amino acids synthesis (via 3-phosphoglycerate
or via pyruvate). Thus, from an energetic stand point glycolysis
more than compensates the relatively small amounts of ATP
produced when compared with oxidative phosphorylation.

However, it must be emphasized that tumors are in fact con-
stituted by a mosaic of different cellular subpopulations. As such,
from the biochemical point of view tumors can also be envis-
aged as being functionally heterogeneous. Accordingly, within
the context of types of metabolism, tumors can be perceived as
composed of subsets of resistant quiescent/slow-cycling cells that
occasionally rely more on mitochondrial respiration and less on
glycolysis. Likewise the same tumor could also harbor cells that
are exclusively glycolytic (14, 15). Interestingly, the possibility of a
switch that regulates mitochondrial function in the case of metas-
tasis has been proposed. The results of Porporato et al. showed
that overburdening the electron transport system may be an
essential step in enhancing migration of cells in vitro and in vivo
(16). The authors concluded that in order to achieve metastasis,

mitochondria must be active, although not necessarily functional.
By extension such findings suggest that in tumor cells there may
be switches that constantly activate/inactivate mitochondrial
function depending on changes dictated by the microenviron-
ment that affect, for example, the availability of metabolites. The
intermittent switching between anaerobic and oxidative metabo-
lism seems to be a feature of metastasis. According to this scheme,
accumulating data show that there is a tradeoff involving growth
versus migration, i.e., cells which are proliferating prevalently
exhibit a glycolytic type of metabolism, whereas migrating cells
which proliferate less, rely more on mitochondria (16). Within
this framework, it is known that the switch between the two main
types of energy metabolism may be regulated by ATP demand.
For example, cells expressing ABC transporters on their surfaces
require a considerable amount of ATP in order to sustain the
drug efflux activity. Additionally, it has been suggested that the
transporter activity might suffer the impact of alterations in
pH gradient due to the glycolytic phenotype (17). Normal cells
maintain a gradient between acidic vesicular compartments and
an alkaline cytoplasm a situation not observed in tumor cells that
have an acidic cytoplasm. Nevertheless, it has been observed that
MCEF-7adr, that has an MDR phenotype, presents a similar pH
gradient to that of normal cells (18, 19). This gradient contributes
to the sequestration of drugs in acidic organelles and subsequent
extrusion from the cell (19).

The mitochondrial electron transport chain generates reactive
oxygen species (ROS) (20). In some instances, such as partial
disintegration of complex I (21-23), oxidative stress may result
from excessive production of ROS which is buffered by redox
homeostasis. In turn, homeostasis is achieved by the participation
of a number of enzymes such as catalase, superoxide dismutase,
gluthatione peroxidase, and cofactors such as reduced glutha-
tione and NADPH. Control of redox equilibrium is important
since an imbalance between the amount of ROS produced and
of antioxidant systems may lead to DNA damage, particularly
mitochondrial DNA, and other cell lesions.

Notwithstanding, the effect of ROS as agents of oxidative
stress affecting the expression of ABCB1 is controversial. Both,
downregulation and upregulation of the transporter have been
reported (24, 25). Antioxidants (26), as well as products resulting
from glycolysis can act as scavengers of free radicals. In this way,
the energy metabolism could also play an indirect role as modula-
tors of ABCBI1 expression. For instance, it is known that under
conditions leading to glycolysis inhibition, ABCB1 expression
was observed to be downregulated. Conversely, when exogenous
pyruvate was added to the tumor cells there was increased drug
resistance and transporter expression (25).

Therefore, there is consensus that under normal conditions,
glycolysis, and mitochondrial oxidative phosphorilation operate
in concert in so far as energy production in the form of ATP is
concerned.

Originally,  glyceraldehyde-3-phosphate  dehydrogenase
(GAPDH) was thought to function exclusively as part of the gly-
colytic process in the cytoplasm, where its role is well established.
However, under conditions of oxidative stress GAPDH may
also redirect glyceraldehyde-3-P to glucose 6 phosphate (G6P)
as a result from the reversal of part of the glycolytic reactions.
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The formed G6P then becomes the initial substrate of the PPP
leading to the increase of NADPH production (27). GAPDH is
particularly sensitive to H,O,-induced oxidation and it has been
suggested that cytosolic GAPDH might function as a sensor for
redox signals and an information hub to transduce these signals
(28). Oxidative stress may also promote GAPDH aggregation
leading to mitochondrial dysfunction and necrotic cell death via
the permeability transition pore (29). Interestingly, under some
circumstances GAPDH was shown to bind to band 3 protein, an
anion transporter located on the inner side of the red blood cell
membrane. In this membrane bound state, GAPDH along with
other glycolytic enzymes contributed toward ATP channeling
thus allowing its direct consumption by ion pumps without
release into the cytoplasm (30). Such a role for GAPDH would
be in keeping with an accessory function within the context of
drug efflux. GAPDH, however, plays a number of other roles
in different cell compartments, where several pools of GAPDH
sense cellular stresses and activate cognate pathways to maintain
homeostasis or activate cell death (31). It has also been reported
that following exposure to stressors GAPDH translocate into the
nucleus (32) where it may suffer ADP-ribosylation by NO (33).
Apart from GAPDH, other enzymes of the glycolytic pathway
are known to display multiple non-metabolic functions. In fact,
of the 10 enzymes that constitute glycolysis, at least 7 have been
shown to display extra-glycolytic activities that may bear on the
MDR phenotype (34). For example, hexokinase IT (HKII) binds to
the mitochondrial voltage-gated anion channels and thus relieves
the negative feedback effect of G6P (35). HKII overexpression is
regulated by HIF-1a and also by c-Myc oncogene. HKII is also
under the control of many miRNAs. When phosphohexosei-
somerase, or phosphoglucoisomerase (PGI) is secreted by cells it
acquires the status of a cytokine and is renamed as the autocrine
motility factor (AMF). As such, AMF stimulates cell motility and
so PGI is thought to be one of the factors driving metastasis (36).
Besides, PGl is involved in many other activities such as apoptosis
and EMT. Other glycolytic enzymes such as phosphofructokinase
1, aldolase and triose phosphate isomerase, phosphoglycerate
mutase, and pyruvate kinase have all been reported to take part in
several cellular functions that have a direct relation to tumorigen-
esis. Hence, it is entirely plausible that individually or collectively,
the glycolytic enzymes and in particular GAPDH may constitute
integral parts of the MDR phenotype by acting in a non-canonical
fashion (37).

Alternatively, the metabolic rewiring of tumor cells may
also result from gene rearrangement. Using yeast as a model
system, genomic instability and the reprogramming of central
metabolism have been approached (38). Regarding gene rear-
rangement, factors that normally contribute toward the integrity
of the replicative process may be compromised. Drug resistance
has been observed in yeast in which genome translocants were
investigated (39). A parallel between yeast and tumor cells could
thus be established even though the detailed mechanisms are still
not understood. Indeed in MDR cells the over expression of mini
chromosome maintenance 7 (MCM7) was detected (40).

Oxidative stress induces severe damage to proteins, lipids,
and DNA. Normally, the generation of oxyradicals is prevented
by the mitochondrial antioxidant system; however, the degree of

damage will also depend on the repair capacity of the cell. DNA
damage leads to the activation of Poly(ADP-ribose) polymerases
or PARPs that are nuclear enzymes responsible for catalyzing
the attachment of ADP-ribose units from nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD") to acceptor proteins involved in the recogni-
tion and repair of DNA strands breaks. After repair is completed
the Poly(ADP-ribose) (PAR) chains are degraded (41). During
caspase mediated apoptosis PARP is cleaved into fragments
that in turn inactivate the enzyme inhibiting repair to proceed
(42,43).Ithas been suggested that PARP inhibitors (PARPi) could
be used in combination with chemotherapeutic drugs, but PARPi
tends to be extruded from the cell by the ABCBI1 transporter in
MDR tumors (44).

Cell survival and energy metabolism in MDR tumor cells will
be discussed in the next section.

MDR, CHRONIC MYELOID LEUKEMIA,
AND ENERGY METABOLISM

Multidrug resistant cells may be very heterogeneous in their
characteristics and survival pathways. In the present review, we
will highlight, including our own data, some aspects related to
the energy metabolism of two MDR chronic leukemia cell lines
derived from the CML cell line, K562. The two cell lines were
selected after exposure to different chemotherapeutic drugs.
One cell line was exposed to vincristine, originating Lucena-1
(45), and the other exposed to daunorubicin, originating FEPS
(46). Despite arising from the same parental cell, they were
quite distinct. Comparative microarray analysis identified 130
differentially expressed genes between K562 versus Lucena-1,
1,932 between K562 versus FEPS, and 1,211 between Lucena-1
versus FEPS. ABCBI was overexpressed in both MDR cell lines,
but highly overexpressed in FEPS, which is the most resistant line
(47). Similarly, comparative proteomics of the parental cell line
and the MDR counterparts indicated that K562 presented 560
unique proteins, Lucena-1 had 38 and FEPS 63 unique proteins.
Lucena-1 and FEPS shared 929 proteins. From the latter, 112 were
common only to Lucena-1 and FEPS (48). Results from another
survey investigating the proteomic profiles of K562 and Lucena-1,
identified 36 differentially expressed proteins between these two
celllines (40). From those, the leucine-rich PPR motif-containing
protein and MCM7, as well as the expression of ABCBI could be
used as markers to identify patients that would respond or fail
to therapy with the tirosine kinase inhibitor, Imatinib (40). The
importance of ABCBL in the resistance to Imatinib in the clini-
cal setting has been demonstrated (49, 50), but it is not the only
transporter involved. Tumor cells expressing ABCG2 are capable
of Imatinib extrusion with great affinity (51, 52). In a different
CML model, comparing the proteomic analysis of another MDR
cell line derived from K562 selected with doxorubicin, Qinghong
et al. highlighted 44 differentially expressed proteins. Some of the
differentially expressed proteins were common to those observed
in FEPS (53).

The possibility that overexpression of ABCBI in these cell
lines might reflect stem cell characteristics was analyzed by look-
ing at the NOTCH pathway. Notch was overexpressed in FEPS,
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the most resistant cell line displaying the highest expression of
ABCBI, and slow replication time (47). Another pathway present
in both, normal stem cells and CML stem cells is the canonical
Wnt pathway. This signaling pathway was shown to be more
strongly activated to positively regulate ABCB1 in Lucena-1 cells
when compared with the non-MDR K562. However, FEPS was
not studied on this occasion (40). Conversely, both MDR cell
lines had an increased expression of carbonic anhydrase and
hemoglobin (47). This was confirmed by proteomics (48) sug-
gesting that these cells are more differentiated compared with the
parental erythroleukemic cell line K562 (54). Furthermore, they
have the potential to maintain the intracellular pH (17). It has
been reported that Imatinib induces erythrocytic differentiation
in K562 cells and this is independent of blockade of apoptosis
being also observed in resistant clones (55).

One characteristic of the two MDR cell lines described above
(Lucena-1 and FEPS) is their antioxidant capacity. The elevated
catalase activity observed in Lucena-1 provides these cells with
protection against cytotoxic chemicals as well as UV radiation
(56). Catalase activity is also elevated in FEPS and these cells also
present increased Glucose 6 phosphate dehydrogenase (G6PD)
activity (Vidal RS, Faria G, Maia RC, and Rumjanek VM, unpub-
lished data). Despite the well-known role in redox homeostasis,
G6PD is also involved in cell growth and signaling and this might
be an equally important role in resistant cells (57). Many redox
changes are now perceived to allow, in a localized compartment,
a rapid and physiological signaling event that may regulate the
activity of certain proteins (26, 58). Important playersin regulating
these intracellular effects are members of the thioredoxin family,
including thioredoxin that has increased levels in Lucena-1 and
FEPS (48), glutaredoxins, and peroxiredoxins. The third most
upregulated gene in Lucena-1 when compared with K562 is
SESNS3 that catalyzes peroxiredoxins leading to ROS detoxifica-
tion (47). Furthermore, several members of peroxiredoxins, a
family of antioxidant enzymes, are increased in FEPS (PRDX1,
PRDX2, PRDX3, and PRDX6) or Lucena-1 (PDRX1) compared
with K562 (47, 48). Therefore, ROS generated by the MDR tumor
cell lines Lucena-1 and FEPS, are rapidly reduced. In this way,
many anticancer drugs that act via generation of oxidative stress
become ineffective.

When the MDR cell lines and their parental counterpart,
K562, were tested for oxygen consumption measured by high-
resolution respirometry, the most resistant cell line, FEPS, repro-
ducibly displayed comparatively lower values in all parameters
measured (Figure 1). This result suggested that in FEPS, energy
was probably being obtained via glycolysis. Gene expression
(47) and protein expression (48) indicate an increase in pyruvate
kinase levels in FEPS, whereas in Lucena-1 only increased protein
expression was observed (48). Differences in the glycolytic path-
way, with higher expression of hexoquinase 2, GAPDH and LDH,
were observed using SKOV3 g, an ovarian cell line transfected
with the ABCBI gene (59).

Proteomic analysis of another MDR line obtained by doxoru-
bicin selection using K562 as the parental cell, described upregu-
lation of fructose-biphosphate aldolase A, fructose-biphosphate
aldolase C, transaldolase, and alpha-enolase suggesting that the
cells need more energy to survive chemical stress (53). FEPS cells,
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FIGURE 1 | High-resolution respirometry of K562, Lucena-1, and FEPS cells.
Respiratory parameters of intact K562, Lucena-1, and FEPS cells. Routine
respiration—basal respiration of intact cells; leak respiration —rate of oxygen
consumption after the addition of oligomycin, that is, uncoupled respiration;
coupled respiration (routine-leak); ETS —maximum respiratory capacity
(induced by the addition of FCCP); ROX—rate of oxygen consumption in the
presence of rotenone and antimycin A, that is, respiration not associated with
electron transport system. All the parameters were corrected by ROX values.
The bars marked with asterisks denote the values that are significantly
different with reference to K562 cells.

selected with daunorubicin also presented upregulated fructose-
biphosphate aldolase A (48).

GAPDH, MDR, AND CELL DEATH

Among the differences observed in the present study was the
variation found in the levels of GAPDH between K562 and its
MDR counterparts. Using a proteomic approach (48), it was
possible to verify that in relation to K562, the levels of GAPDH
were 2.4 times higher in FEPS and 1.2 times in Lucena-1. These
results were validated by western blot (Figure 2). Overexpression
of GAPDH in Imatinib-resistant cells has been observed by other
authors (60, 61). However, these results differ from those found
by Cerezo et al. where no difference in GAPDH was observed
in daunorubicin resistant cell lines overexpressing ABCB1 (62).
Presumably the inconsistency reflects the well-known intrinsic
differences encountered in tumor cells of different origin.
Interestingly, a recent report describes a strategy to circumvent
the ABCBI transporter activity by transferring constructs that
specifically inhibited GAPDH into target tumor cells by using
liposomes. Such treatment was effective in vitro and in vivo (63).
Therefore, the possibility exists that GAPDH plays a role in the
resistance observed in some MDR tumors. Various non-glycolytic
roles have been assigned to GAPDH (64). Post-translational
modifications of GAPDH may dictate subcellular localization and
different functions (31, 65). It has been proposed that Sirtuinl
expression retains GAPDH in the cytosol (66). However, no dif-
ferences in gene or protein expression of Sirtuin 1, were observed
in Lucena-1 or FEPS when compared with their parental cell
line K562. As mentioned before, GAPDH translocates to the
nucleus where it binds to DNA and participates in a number of
DNA-dependent processes (67). However, the lack of differential
expression of Sirtuin 1 in Lucena-1 and FEPS does not invali-
date the hypothesis of GAPDH mediated action in the nucleus.
GAPDH trafficking may occur by a number of mechanisms.

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

April 2018 | Volume 8 | Article 90


https://www.frontiersin.org/Oncology/
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/oncology/archive

Vidal et al.

MDR Cells and Metabolic Reprogramming

GAPDH
2.0
S8 151
5
= =
FE 101
o~
2% o
0.0 T T T
K562 Lucena-1 FEPS
Caspase-7
2.0
E —_
o 2 1.5
IS5
~
g5 10
e s
g =
g8 0.5-
S~
0.0 YI T T
K562 Lucena-1 FEPS
PARP
4
e e 89 kDa
o - 24 kDa —
23 3{ ——
z S
< 2-
o g
-
23
© 11 E
E = % ———
O
) T Ll
K562 Lucena-1 FEPS
FIGURE 2 | Expression of proteins related to cell death-resistance on K562,
Lucena-1, and FEPS cells. Equal amounts of total cellular proteins (100 pg)
were loaded in each lane for the detection of glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH), pro-caspase-7, cleaved PARP, and Hsp70 (loading
control) by western blot. Densitometric analysis of each lane was calculated
using ImageJ Software. The data are expressed as arbitrary units and
represent the mean of two independent experiments.

For example, it is known that GAPDH can bind to microtubules
and may thus get access to several intracellular organelles, includ-
ing the nucleus (68).

It has been suggested that GAPDH is an inhibitor of caspase
independent cell death (CID) (61, 69, 70). Death evasion to a
number of chemotherapeutic drugs is the characteristic of cells
displaying the MDR phenotype. Defects in the apoptotic process
involving caspase activation to induce cell death have been
observed in a number of multidrug resistant cell lines (62, 71).

Apoptosis is a result of caspase activation as a consequence
of mitochondrial permeabilization and cytochrome c release.

However, cells might also be killed following mitochondrial
permeabilization even when caspase activation is inhibited, in the
process known as CID. It has been suggested that, in such cases,
cell death might occur as a result of a collapse of mitochondrial
function, or the release of other proteins that could mediate the
death process such as apoptosis-inducing factor (AIF), Smac/
Diablo, HtrA2/Omi, Endonuclease G (72).

Mitochondrial permeabilization leading to cytochrome c
release, and subsequent caspase activation, involves Bcl-2 family
members having pro and anti-apoptotic properties. No difference
in Bcl-2 levels could be detected when Lucena-1 and FEPS were
compared with their parental non-MDR cell line K562 (46). On
the other hand, the inhibitor of apoptosis survivin is increased
in these cells, similarly to what has been described in K562/
ADR (73) and other MDR cell lines (74, 75). Survivin suppresses
cell death via caspase inhibition. Therefore, in a situation where
caspases are inhibited, cell death could be a result of CID.

In a study, using CML cells, Lavallard et al. described that
the tyrosine kinase inhibitor, Imatinib, was able to induce cell
death in Bcr-Abl-positive cells by both caspase-dependent and
independent manner (61). To induce CID, Imatinib was added
to CML cells treated with caspase-inhibitors. In such situa-
tion cells transfected with GAPDH were protected from CID,
however, these same transfected cells were not protected from
Imatinib-induced apoptosis when no caspase-inhibitors were
used. Furthermore, Imatinib-resistant K562 cells spontaneously
overexpressed GAPDH compared with parental K562 and were
protected from CID (61). This finding is in agreement with the
results obtained with both Lucena-1 and FEPS MDR cell lines
that also showed resistance to Imatinib and displayed higher
levels of GAPDH compared with the parental K562 (Figure 2).

In experiments where caspase activity was inhibited but cyto-
chrome c release occurred, it has been suggested that GAPDH
acted by increasing the glycolytic metabolism and generating
ATP as well as translocating to the nucleus where it is involved
in the expression of Atgl2 (70). Using GAPDH mutants, that
either supported ATP production, but did not translocate to the
nucleus or presented nuclear function albeit unable to produce
ATP, these authors verified the requirement for the dual role
played by GAPDH (70). The induction of Atgl2 expression
following mitochondrial permeabilization leads to autophagy
with the removal of damaged mitochondria and subsequent cell
survival (69).

Another death process involves the release of AIF from the
mitochondrial intermembrane followed by its translocation to
the nucleus. This step is a result of overactivation of the nuclear
enzyme poly (ADP-ribose) synthetase 1 (PARP-1) (76). In the
mitochondrial intermembrane space, AIF co-localizes with
Hsp60. Due toits oxyredutase activity, AIF mightactasascanveger
in the mitochondrial electron transport. However, AIF nuclear
activity is independent of oxyredutase activity as mutations in
the oxyredutase domain do not inhibit death-induction when it
translocates to the nucleus (77). Once present in the nucleus AIF
induces chromatin condensation and large-scale DNA fragmen-
tation. The use of ATF mutants lacking the DNA-binding property
abrogated cell death in spite of the preservation of AIF’s nuclear
translocation (78).

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

April 2018 | Volume 8 | Article 90


https://www.frontiersin.org/Oncology/
https://www.frontiersin.org
https://www.frontiersin.org/oncology/archive

Vidal et al.

MDR Cells and Metabolic Reprogramming

In response to oxidative/nitrosative stress GAPDH binds to
Siah and translocates to the nucleus where it activates PARP-1
(79). In the nucleus PARP-1 functions as a sensor to regulate
celular DNA repair. PARP-1 overactivation, leading to AIF
translocation to the nucleus, is a result of an attempt to restore
damaged DNA. Usually, after repair is completed, the PAR
chains are degraded. However, in cells with severely damaged
DNA, nuclear PARP-1 is extensively activated and promotes
the synthesis of an excess of PAR polymer. This reaches toxic
levels and in the cytosol constitutes a death signal inducing AIF
nuclear translocation (76, 80). The activation of PARP-1 results
in the depletion of the cellular NAD* and ATP pools. PARP-1
may be cleaved in vitro and in vivo by caspase-3 and caspase-7
originating two fragments an 89-kD catalytic fragment and a
24-kD DNA binding domain, capable of arresting the process
(81). Similar fragments of 89 and 24 kD were detected in the
MDR cell line FEPS, whereas only the 89 was observed in
Lucena-1 cells (Figure 2). The relationship between PARP-1
activity and drug resistance is unclear but ABCB1 activity
occurs at the expense of ATP. It has been described that cells
from animals knockout for PARP-1 showed and increased
ABCBI expression and activity (82).

INTRACELLULAR CALCIUM AND MDR

The homeostatic control of cytosolic calcium concentration is of
fundamental importance and changes in intracellular microenvi-
ronmental calcium levels can impact on cell survival, diverse cell
functions, and cell death.

Proteins of the S100 family are calcium sensing proteins
important in maintaining the homeostasis of the cell (83).
Reports show that the calcium binding protein S100A6, also
known as calcyclin or CACYBP, interacts with GAPDH (84).
S100A6 is present in tumor cells as well as in normal fibroblasts,
smooth, and heart muscle cells (83). This protein, as well as its
gene expression, is increased twofold in FEPS compared with
K562 (48). However, it is not clear how the interaction of S100A6
and GAPDH might play a role inhibiting CID.

Sorcin is another calcium-protein associated with MDR
(85-87). Using K562 cells overexpressing sorcin, it was observed
that ABCB1 was upregulated. The opposite was also true. In
MDR-K562 cells selected by exposure to doxorubicin it was
found that sorcin was upregulated, suggesting that ABCBI and
sorcin may regulate the expression of each other (85). When
sorcin was analyzed using the MDR cell line Lucena-1 selected
by vincristine, an increased gene and protein expression was also
observed compared with the parental K562 (47, 48). This result
is in agreement with the proteomics of another doxorubicin-
induced K562 where the protein sorcin was also increased (53).

Despite the fact that the relationship between sorcin and
ABCBI1 has been known for a number of years (88), the mean-
ing of such relation is still unknown. Differences in intracel-
lular calcium levels have been reported in cells presenting
the MDR phenotype related to ABCBI1 overexpression (89).
Some of these differences could be attributed to increased
sorcin levels but in most cases, a causal relationship was not
established.

Cells transfected with ¢cDNA for ABCBI did not mobilize
calcium when the SERCA inhibitor thapsigargin was used (90).
The explanation proposed by Gutheil et al. was that thapsigargin
was being extruded. However, no calcium mobilization could be
induced in Lucena-1 cells using thapsigargin in a condition in
which the inhibitor could not be extruded from the cell, suggest-
ing that drug efflux could not fully explain the lack of mobiliza-
tion (91). Considering that the main intracellular calcium store
is the endoplasmic reticulum (ER) and that thapsigargin elicits
ER-stress inhibiting the ER calcium pump, this is another death-
inducing mechanism that is altered in MDR cells. Similarly,
other workers using two types of resistant cells, one selected with
vincristine and one with a stable transfection with a gene encod-
ing ABCBI, also described the reduced sensitivity of MDR cells
to thapsigargin (92, 93). Moreover, using immunofluorescence,
they observed differences in the localization of the ER proteins
ryanodine receptor (RyR), inositol 1,4,5-trisphosphate receptor
and calnexin, between the MDR cells and their parental (92).
Despite the fact that no statistical difference was observed in the
amount of GAPDH comparing the two types of resistant cells
with the parental one, treatment with thapsigargin decreased
the protein content of GAPDH as well as ABCBI, suggesting a
relationship between the two (93).

CONCLUSION

The MDR phenotype is a very complex phenomenon. There is now
a growing awareness that drug resistance transcends the ABCB1
transporters and involves other elements associated to metabolic
reprogramming. Accordingly, the enzymes of the glycolytic path-
way have been shown to exert several regulatory roles that bear on
drug resistance. Therefore, pharmacological interference studies
on the MDR phenotype may have a better chance to succeed if
they are expanded by include as potential targets GAPDH and
other enzymes of the glycolytic pathway. In this review, many
ancillary roles of such enzymes have been commented and under-
lined those that affect, for instance, the supply of ATP for drug
extrusion purposes. Furthermore, attention was called to the fact
that cells displaying the MDR phenotype also displayed enhanced
expression/activity of enzymes involved in the maintenance of
redox homeostasis of tumor cells. Thus, chemotherapy aiming at
the combined abrogation of drug resistance and careful modula-
tion of the redox equilibrium may open up alternative avenues for
the control of tumor growth and metastasis.
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