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RESUMO 

Produtos naturais têm originado muitos dos compostos biologicamente ativos usados 

clinicamente, destacando-se como importantes fontes de novos agentes terapêuticos utilizados no 

tratamento das mais variadas patologias incluindo câncer, HIV/AIDS, Alzheimer e malária. O 

desenvolvimento de novos fármacos a partir de produtos naturais, especialmente os derivados de 

plantas, tem desempenhado importante papel na prevenção e tratamento do câncer sendo que, de 

todos os antitumorais disponíveis entre 1940 e 2002, aproximadamente 40% eram caracterizados como 

produtos naturais ou derivados destes, com outros 8% sendo considerados agentes mimetizantes de 

produtos naturais.  

No presente trabalho, fisetin (flavonóide de origem vegetal) e a vitamina riboflavina foram 

avaliados como potenciais agentes antitumorais. Para este propósito, as linhagens de células 

leucêmicas HL60 e de câncer prostático PC3 foram tratadas com riboflavina irradiada ou fisetin por 24 

horas e seus efeitos sobre vias de transdução de sinais responsáveis pela sobrevivência e morte celular 

foram avaliados. Os resultados obtidos demonstram que riboflavina e fisetin apresentam expressiva 

atividade antiproliferativa, induzindo a morte das células tumorais em concentrações na ordem de µM. A 

investigação do mecanismo molecular da ação citotóxica da riboflavina demonstrou que o tratamento de 

HL60 e PC3 com a vitamina irradiada induz morte celular através da via extrínseca de indução de 

apoptose, mediada pela ativação do sistema Fas/FasL e aumento na síntese de ceramida. Como 

conseqüência da ativação do receptor de morte Fas, uma seqüência ordenada de eventos leva à 

modulação de cascatas de sinalização através da alteração da atividade/expressão de moléculas-chave 

associadas a proliferação, sobrevivência, migração e morte celular.  

Assim como a riboflavina, fisetin também mostra-se eficiente indutor de morte por apoptose  em 
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células HL60, modulando cascatas de proteínas quinases e fosfatases e levando a alterações na 

expressão de NFκB, atividade de MAPKs, níveis de fosfoproteínas e, também, à inibição de enzimas 

envolvidas na manutenção do estado redox. 

Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para um maior conhecimento sobre a 

atividade/função biológica de algumas moléculas envolvidas na sobrevivência e morte de células 

leucêmicas e prostáticas, sugerindo potenciais alvos para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas mais eficazes no combate a doenças neoplásicas. Além disso, os resultados obtidos 

demonstram que a riboflavina irradiada e fisetin são potentes indutores de apoptose e promissores 

agentes antitumorais, capazes de modular importantes vias de sinalização intracelular através de ação 

específica sobre moléculas-chaves relacionadas a proliferação, resistência e invasividade de células 

tumorais. 
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ABSTRACT 

Natural products have been providing numerous clinically used medicines and remain as 

essential components in the search for new drugs against various pharmacological targets including 

cancer, HIV/AIDS, Alzheimer’s, malaria, and pain. Drug discovery from natural products, especially from 

medicinal plants, has played an important role in the chemoprevention and treatment of cancer and, off 

all available anticancer drugs between 1940 and 2002, about 40% were natural products per se or 

natural product-derived, with another 8% considered natural product mimics.  

In the present work, the plant flavonoid fisetin and the vitamin riboflavin are evaluated as 

potential anticancer agents. For this purpose, the leukemic cell line HL60 and the human prostate cancer 

cell PC3 were treated for 24h with irradiated riboflavin or fisetin and their effects on signal transduction 

pathways related to the cell survival and proliferation were evaluated. The results obtained demonstrated 

that riboflavin and fisetin have strong anti-proliferative activity, inducing tumoral cell death at µM 

concentrations.  

The investigation of the molecular death mechanism triggered by riboflavin demonstrated that 

the treatment of HL60 and PC3 with the irradiated vitamin induces apoptotic cell death through induction 

of the extrinsic pathway mediated by the activation of Fas/FasL system via a ceramide-dependent 

pathway. As a consequence of the activation of the death receptor Fas, an orderly sequence of signaling 

events leads to the modulation of signaling cascades through alterations in the activity/expression of key 

targets molecules related to proliferation, survival, migration and cell death. As well as riboflavin, fisetin 

also showed strong apoptotic activity, inducing HL60 cell death through modulation of protein kinase and 

phosphatase signaling cascades, leading to alterations in the NFκB expression, MAPKs activities, 

phosphoprotein levels and also inhibition of enzymes involved in the redox status maintenance.  
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The results obtained in this work bring out information about the biologic activity of some 

molecules involved in the survival and death of leukemic and prostate cancer cells, indicating among 

then potential targets for the development of rational therapeutic strategies. Moreover, the data obtained 

demonstrated that irradiated riboflavin and fisetin have potential proapoptotic activity, pointing out these 

bioactive compounds as promising antitumoral agents, since they can affect important molecular targets 

related to proliferation, resistance and invasibility of cancer cells.  
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1.1. Compostos bioativos 

 A procura por substâncias medicinais em compostos naturais é uma prática antiga na história 

da humanidade, iniciada há milhares de anos quando o homem aprendeu a utilizar as plantas, 

inicialmente na forma de tinturas, chás, pós e emplastros, para cura e alívio de suas enfermidades. Em 

nossa história mais recente, o uso de compostos naturais como medicamento evoluiu da administração 

de simples extratos para o isolamento e caracterização de compostos farmacologicamente ativos a 

partir de suas fontes de origem (Balunas and Kinghorn, 2005).  

 Compostos biologicamente ativos, em particular os derivados de plantas medicinais, 

destacam-se como potenciais fármacos ou candidatos a novas drogas estruturalmente e 

funcionalmente diversas, além de constituírem modelos moleculares de referência para síntese de 

novos compostos medicinais (Koehn and Carter, 2005). De fato, com o seqüenciamento do genoma 

humano e a identificação de alvos moleculares associados à gênese de importantes doenças como 

câncer, AIDS e Alzheimer’s, muitos compostos biologicamente ativos de origem natural têm 

demonstrado atuar de maneira seletiva e promissora sobre determinadas moléculas alvo ou, 

adicionalmente, em outras novas moléculas candidatas a potenciais alvos (Lee et al., 2002, Blaskovich 

et al., 2003, Kramer and Cohen, 2004).  

 Compostos bioativos de origem vegetal, originados do metabolismo secundário em plantas 

ou derivados destes, têm se destacado na prevenção e tratamento do câncer. A importância de 

compostos naturais no tratamento do câncer pode ser observada pela porcentagem relativa dessa 

classe de drogas em relação aos demais tipos existentes. Dados da literatura revelam que de todas as 

drogas antitumorais disponíveis entre 1940 e 2002, aproximadamente 40% eram originadas de produtos 

naturais, enquanto que outros 8% eram moléculas derivadas de compostos naturais (Newman et al., 

2003; Butler, 2004). Atualmente, quatro principais classes de compostos bioativos originados de 

plantas, vinca alcalóides, epipodofilotoxinas, taxanos e camptotecinas têm se prestado a uso clínico, 
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cada uma das quais desempenhando suas funções antitumorais através de exclusivos mecanismos de 

ação (Balunas and Kinghorn, 2005). 

   

1.1.1. Riboflavina e suas funções biológicas 

A riboflavina (7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina) é uma vitamina hidrossolúvel pertencente ao 

complexo vitamínico B2 (Figura 1). 
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Figura 1. Estrutura da riboflavina. Em destaque, a cadeia ribitil e o sistema de anéis isoaloxazina que 
apresenta o sistema π conjugado. 
 
 

A riboflavina é encontrada na maioria dos alimentos como leite, carnes, peixes e, 

principalmente, em vegetais verde-escuro (Powers, 2003). É de fundamental importância em 

organismos aeróbios, sendo precursora de importantes coenzimas participantes da cadeia 

transportadora de elétrons como a flavina adenina dinucleotídeo (FAD) e flavina mononucleotídeo 

(FMN). Adicionalmente, origina grande número de flavinas que se encontram ligadas a diversas 
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enzimas, todas as quais catalisando importantes reações como as relacionadas ao reparo do DNA e ao 

processo fotossintético (Edwards et al., 1999b; Powers, 2003). O metabolismo de lipídios requer 

derivados da riboflavina, assim como a degradação de drogas e outros compostos químicos exógenos 

via sistema de hidroxilação microssomal. Cofatores de riboflavina são requeridos para o metabolismo 

normal do ácido fólico, piridoxina e niacina além de serem utilizados por enzimas de eritrócitos como a 

glutationa redutase, importante enzima pertencente ao sistema de proteção contra as espécies reativas 

de oxigênio (Rivlin et al., 1983).  

Por fim, estudos recentes têm demonstrado a ação da riboflavina na transdução de sinais 

responsáveis pela indução de apoptose e na regulação do relógio biológico por mecanismos ainda não 

completamente esclarecidos (Massey, 2000; Souza et al., 2006; Powers, 2003).  

 

Riboflavina: Um fotossensibilizador biológico eficiente 

Além das já mencionadas atuações da riboflavina no metabolismo aeróbico, no organismo a 

riboflavina ainda possui importante papel biológico como sensibilizador fotoquímico, o que está 

associado a sua sensibilidade à radiação UV e visível. Ao absorver luz, a riboflavina alcança o estado 

de triplete ativado que pode tanto interagir com o oxigênio molecular gerando oxigênio singlete 

(mecanismo tipo II) como agir diretamente com um substrato (mecanismo tipo I), levando à sua 

fotooxidação, geração de radicais intermediários e espécies reativas de oxigênio, tais como ânion 

superóxido, radical hidroxil e peróxido de hidrogênio (La Rochette et al, 2000; Edwards and Silva, 2001). 

Essa capacidade pode ser útil ao organismo, como no caso de enzimas que requerem luz visível para o 

desempenho de suas atividades catalíticas, tais como enzimas participantes do processo de 

fotossíntese e enzimas de reparo do DNA, cujos grupos prostéticos agem como substratos do triplete 

excitado de riboflavina.  
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A capacidade fotossensibilizadora da riboflavina em sistemas biológicos está relacionada ao 

alto potencial redox de sua forma triplete ativada. Embora o potencial redox da riboflavina seja – 0,3V 

em pH 7,0 (Meisel and Neta, 1975), sua irradiação e ativação ao estado triplete eleva o potencial redox 

a 1,7V que é bem maior que o potencial redox de importantes biomoléculas como aminoácidos, 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos, que desta forma, podem sofrer fotodegradação em presença de 

riboflavina (Joshi, 1985; Suzuki et al., 1982). Desta maneira, a riboflavina irradiada reage com os 

aminoácidos triptofano, tirosina e, em menor extensão, com fenilalanina levando à fotooxidação dessas 

moléculas, acompanhada pela formação de espécies reativas de oxigênio, fotoadutos e fotoprodutos, os 

quais são tóxicos para células tumorais (de Souza et al., 2006; Silva, 1992). 

Vários estudos mostram que a irradiação de células tumorais com luz visível em presença de 

riboflavina é capaz de induzir a morte celular. Quando células F9 de teratocarcinoma e NSO/2 murinas 

são irradiadas em meio de cultura enriquecido com triptofano e riboflavina, alterações morfológicas 

similares às de células apoptóticas são observadas. O efeito citotóxico tem sido associado à geração de 

espécies reativas de oxigênio e a formação de outros produtos tóxicos originados de reações 

envolvendo o radical ânion de riboflavina e radical cátion indol do triptofano. Tais fotoprodutos 

constituem basicamente formas agregadas de riboflavina, produtos indólicos associados a flavinas, 

produtos indólicos com peso molecular maior que o do triptofano, formilcinurenina e outros produtos da 

fotodecomposição do triptofano (Silva et al., 1995).  

Além disso, os efeitos da riboflavina irradiada em presença de triptofano também são 

observados em culturas de células não irradiadas as quais não sofrem os efeitos deletérios das 

espécies reativas de oxigênio formadas durante a irradiação do meio. Nessas circunstâncias, tais 

efeitos são atribuídos aos demais fotoprodutos gerados, cuja citotoxicidade é ainda mais evidente em 

experimentos realizados em atmosfera anaeróbia onde predomina o mecanismo de reação tipo I 

(Edwards et al., 1994; Edwards et al., 1999a). Fotoprodutos derivados de ácido 3-indol acético (I3A) 
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irradiado em presença de riboflavina causam danos severos em cultura de células humanas como HL60 

e células tumorais murinas NOS/2 (Edwards et al., 1999b). Tais efeitos foram mais acentuados do que 

os anteriormente descritos para os fotoprodutos do triptofano, além de aumentarem de acordo com a 

elevação da concentração dos fotoprodutos (Edwards et al., 1999a). Com base em estudos de 

microscopia eletrônica e análises de citometria de fluxo, demonstrou-se que tais fotoprodutos induzem 

morte celular por mecanismo apoptótico. Postula-se que o mecanismo de ativação apoptótica esteja 

relacionado à atuação dos fotoprodutos I3A-RF como ligantes sinalizadores de morte agindo na 

superfície celular. Tal afirmação baseia-se no fato de que uma quantidade insignificante de riboflavina 

adicionada ao meio é incorporada pela célula, comportamento que também pode ser atribuído aos 

fotoprodutos (Edwards et al., 1999a).  

É interessante mencionar que recentes estudos (Ahmad et al., 2006; Ahmad et al., 2004a; 

Ahmad et al., 2004b; Holzer, et al., 2005) voltados para a análise das reações de fotodegradação da 

riboflavina em soluções aquosas (aspectos fotoquímicos da riboflavina) evidenciaram a formação de um 

conjunto de fotoprodutos os quais também podem estar relacionados aos efeitos citotóxicos da 

riboflavina irradiada. Os resultados obtidos mostram que a riboflavina é degradada através de uma 

variedade de reações, entre elas fotólise (fotoredução intramolecular) e fotoadição (fotoadição 

intramolecular), tidas como as principais (Ahmad et al., 2006; Ahmad et al., 2004a; Ahmad et al., 

2004b). Como resultado, a fotodegradação da riboflavina em soluções aquosas resulta na formação de 

uma série de produtos, tais como 7,8-dimetil-10-(formilmetil)-isoaloxazina, lumicromo, lumiflavina e 

ciclodehidroriboflavina (Figura 2). 

Atualmente, a riboflavina e outras substâncias com capacidade fotossensibilizadora têm sido 

alvos de estudos relacionados ao tratamento e prevenção de doenças com emprego de luz. Na área 

oncológica, destaca-se o estudo da Terapia Fotodinâmica, uma forma estabelecida de fotoquimioterapia 

onde uma substância fotossensibilizadora é acumulada num tecido tumoral especificamente irradiado, 
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levando à destruição das células tratadas (Edwards et al., 1999a; Sol et al., 2006). A Terapia 

Fotodinâmica tem se mostrado método atrativo para o tratamento de neoplasias induzindo a eliminação 

das células tumorais por diversas vias de morte, incluindo morte necrótica, apoptótica e autofágica 

(Zaidi and Oleinick, 1993; He et al, 1994; Luo et al, 1996; Kessel et al, 2006; Huang et al., 2005). No 

tratamento das leucemias o método revela-se ponto chave na determinação do sucesso de transplantes 

autólogos de células tronco hematopoiéticas desde que mostra induzir, de maneira efetiva, a eliminação 

de células leucêmicas residuais responsáveis pela recidiva da doença (Huang et al., 2006).   
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Figura 2. Estrutura química dos principais fotoprodutos da riboflavina. 

 

1.1.2. Fisetin 

Flavonóides são compostos polifenólicos de baixa massa molecular, freqüentemente presentes 

em grãos, frutas cítricas, vinho tinto, chá e óleo de oliva. O interesse no estudo das atividades 

biológicas dos flavonóides teve início em 1936 com Rusznyák and Szent Györgyi, os pioneiros no 
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reconhecimento dos benefícios terapêuticos apresentados por esses compostos. Desde então, o estudo 

de flavonóides tem despertado cada vez mais interesse, o que atualmente pode ser observado pelo 

aumento explosivo de pesquisas com flavonóides considerados terapeuticamente ativos. Aliando efetivo 

poder antioxidante com a capacidade de inibição de enzimas específicas, alta potência e baixa 

toxicidade sistêmica, os flavonóides são considerados compostos potenciais para a inibição seletiva de 

vias de sinalização intracelulares. Assim sendo, os flavonóides constituem alternativas promissoras às 

tradicionais drogas terapêuticas utilizadas no tratamento de uma variedade de doenças, incluindo 

câncer, alergias, AIDS, aterosclerose, isquemia, degeneração neuronal e doenças cardíacas, entre 

outras (Sengupta et al., 2005; Park et al., 2006). Nesse contexto, a identificação de possíveis alvos 

moleculares da ação de flavonóides e o estudo da interação estabelecida entre flavonóides e seus alvos 

constituem um importante foco da atual pesquisa farmacológica. 

Fisetin (3,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona) é um flavonóide bioativo comum da dieta, podendo ser 

encontrado em uma variedade de frutas e vegetais (Figura 3). Consumido em uma média de 0,4mg/dia, 

fisetin exerce efeitos cardioprotetores e anticarcinogênicos o que tem sido atribuído às suas 

propriedades antioxidantes (Van Acker et al., 2000; Pietta, 2000; Lee et al., 2002), citoprotetora, 

antiinflamatória e habilidade de prevenir a proliferação celular e a angiogênese (Fotsis et al., 1997).  
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Figura 3. Estrutura química do fisetin. 
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É importante frisar que um crescente número de trabalhos na literatura tem demonstrado a 

capacidade do fisetin de modular vias de sinalização intracelulares, interferindo na expressão e/ou 

atividade de várias enzimas e moléculas sinalizadoras. Desta maneira, fisetin tem atraído interesse 

como potencial agente farmacológico para o tratamento de importantes patologias como AIDS, câncer, 

doenças autoimunes, neurodegenerativas, entre outras.   

Estudos têm destacado a ação do fisetin na indução de enzimas de fase II, como NADPH 

quinona-redutase e glutationa S-transferase, e inibição de importantes enzimas como proteína quinase 

C (PKC) e proteinase HIV-I, sendo esta última enzima viral indispensável para a maturação e 

processamento do vírus da AIDS e, portanto, alvo viável para a terapia da doença (Ferricola et al., 

1989; Brinkworth et al., 1992). Fisetin também mostra ação promissora na prevenção e tratamento de 

doenças inflamatórias regulando, através de diferentes mecanismos, as vias de sinalização 

relacionadas à liberação de citocinas pró-inflamatórias em diferentes sistemas celulares. De fato fisetin 

causa inibição da expressão de TNF-α, IL-1β, IL-4, IL-6 e IL-8 em mastócitos efeito associado a sua 

capacidade de inibir enzimas da família das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) e a 

transcrição de genes mediada por NFκB (Park et al., 2006).  

A capacidade do fisetin em modular a atividade de MAPKs tem despertado interesse não 

somente para o tratamento de doenças inflamatórias, mas também na terapêutica de doenças 

neurodegenerativas e de perda de memória. Recentemente foi descrita a capacidade do fisetin em 

promover, com grande eficiência, a diferenciação de células nervosas e, também, conferir proteção a 

essas células contra morte induzida por estresse oxidativo (Ishige et al., 2001; Sagara et al., 2004). A 

indução de diferenciação de células nervosas pelo fisetin mostra depender da ativação da via Ras/ERK 

e da conseqüente ativação de CREB (c-AMP response element-binding protein) promovida pela MAPK 

ERK. Como resultado da ativação de CREB no sistema nervoso central observa-se uma variedade de 

mudanças celulares associadas ao desenvolvimento da memória de longa duração mostrando que a 
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ativação da via de sinalização Ras/ERK por fisetin poderia ocasionar mudanças no cérebro que 

consistiriam a base celular da memória (Maher et al., 2006). 

Além dos efeitos citoprotetores já conhecidos, dados da literatura têm mostrado que fisetin 

também pode atuar como potente indutor de apoptose de células tumorais. Desta forma, o tratamento 

de células da leucemia mielocítica humana HL60 ou células de carcinoma hepático SK-HEP-1 com 

fisetin induz o aparecimento de características bioquímicas e morfológicas correspondentes às 

identificadas em células apoptóticas. Nessas células fisetin leva à ativação de caspase 3, fragmentação 

do DNA nuclear, formação de corpos apoptóticos e ao estabelecimento de uma população na fase sub 

G1 do ciclo celular. Importante citar que fisetin também levou a diminuição dos níveis intracelulares de 

H2O2 nas HL60 demonstrando uma intrigante correlação entre atividade antioxidante e apoptose 

induzida por flavonóides (Chen et al., 2002; Lee et al., 2002). 

Recentemente, Haddad et al. (2006) demonstraram que o tratamento da linhagem humana de 

câncer prostático PC3 com fisetin induz inibição do ciclo celular na fase G2/M. Além disso, fisetin 

mostra ainda inibir competitivamente a captação de glicose na linhagem tumoral mielóide U937, 

indicando a potencialidade do uso deste flavonóide como bloqueador da captação de glicose in vitro 

(Park, 1999). 

Devido às suas propriedades cardioprotetoras e anticarcinogênicas, altas doses de fisetin e 

outros flavonóides são freqüentemente adicionadas a suplementos nutricionais, uma medida visando a 

aumentar seus benefícios biológicos. Porém, os efeitos biológicos da ingestão desses compostos em 

altas concentrações ainda não são conhecidos e evidências indicam que, nessas condições, fisetin e 

outros flavonóides podem interferir em processos celulares vitais. Estudos sugerem que fisetin pode ser 

genotóxico mesmo em concentrações relativamente baixas (Sengupta et al., 2005; Guharay et al., 

2001) e que administração de doses progressivamente maiores tendem a aumentar a geração de 

radicais livres durante a sua oxidação, podendo causar lesões oxidativas, quebras e mutações nas 
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cadeias de DNA ou inibição da enzima topoisomerase II (Olaharski et al., 2005). Compostos que inibem 

DNA topoisomerase II, enzima nuclear essencial para a replicação do DNA, possuem uma clara 

tendência de induzir a fragmentação do DNA dupla fita podendo, desta forma, ser usados no tratamento 

de doenças neoplásicas. 

 

1.2. Células usadas no trabalho 

1.2.1. Células da leucemia mielocítica humana (HL60) 

A leucemogênese é um fenômeno complexo caracterizado pelo desacoplamento anômalo dos 

eventos de proliferação e diferenciação resultando no bloqueio da maturação celular. Células da 

leucemia mielocítica humana (HL60) têm servido como sistema modelo para o estudo de compostos 

fotosensibilizadores e também para o estudo in vitro da diferenciação de células leucêmicas e 

desenvolvimento de novas drogas que poderão ser utilizadas na prevenção e tratamento dos diferentes 

tipos de leucemias (Edwards and Silva, 1999a; Uzunoglu et al., 1999). 

As células HL60 são indiferenciadas (blastos), não codificam a proteína p53 (responsável pelo 

reparo do DNA ou indução de apoptose) e expressam em grande quantidade as proteínas Bcl-2 e c-

myc, esta última correlacionada com o estado hiperproliferativo dessas células (Blagosklonny et al., 

1996; Wall et al., 1999). Expostas à ação de compostos específicos como ácido retinóico, 

dexametasona, arabinofuranosilcitosina C e vitamina D, as células HL60 podem se diferenciar em 

granulócitos/monócitos (Uzunoglu et al., 1999), sendo este processo acompanhado por diminuição 

significativa dos níveis da proteína Bcl-2. 

O ciclo de células eucarióticas é regulado por várias proteínas, incluindo as proteínas quinases 

dependentes de ciclinas e proteínas fosfatases (Tyson, 1999). A fosfatase Cdc25 ativa o complexo 

ciclina-quinase estimulando, portanto, a progressão do ciclo celular. As células HL60 apresentam pelo 

menos cinco tipos de proteínas fosfatases: proteína serina/treonina fosfatases PP1 e PP2A e proteínas 
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tirosina fosfatases CD45, SHP-1 e Cdc25. A modulação da atividade da CD45 apresenta importante 

papel na diferenciação e/ou manutenção de várias linhagens de células leucêmicas num estado 

antiproliferativo (Buzzi et al., 1992). A proteína tirosina fosfatase SHP-1 também está envolvida na 

regulação da diferenciação destas células (Uesugi, et al., 1999). PP1 está envolvida na indução de 

apoptose pela desfosforilação da proteína retinoblastoma (Rb), responsável pela progressão do ciclo 

celular de G1 para S através da indução da expressão de ciclinas e liberação do fator E2F (Wang et al., 

2001). PP2A participa na regulação do metabolismo, transcrição, processamento do RNAm (“splicing”), 

tradução, diferenciação, ciclo celular, transformação oncogênica e transdução de sinal. A ação anti-

apoptótica das fosfatases PP1 e PP2A foi evidenciada com a utilização de inibidores destas enzimas 

(ácido okadáico e caliculina, respectivamente) os quais induzem apoptose das células HL60 (Uzunoglu 

et al., 1999). 

 

1.2.2. Células do câncer prostático humano andrógeno-independente (PC3) 

 O câncer prostático é uma das mais freqüentes malignidades metastáticas causadora da morte 

de homens em decorrência de câncer. Embora hoje novos métodos de detecção e novos agentes 

terapêuticos tenham sido desenvolvidos, em geral, pouco progresso tem sido observado no tratamento 

da doença o que está associado às altas taxas de detecção da doença em estágios mais avançados ou 

metastáticos e à dificuldade do estabelecimento de terapias mais eficientes. Atualmente, 22% dos 

novos casos de câncer prostático são detectados em fases avançadas contribuindo para o alto índice 

de mortalidade em decorrência da doença. Embora novas drogas mais efetivas e menos tóxicas tenham 

sido desenvolvidas, tumores prostáticos ainda mostram-se de difícil erradicação, freqüentemente 

tornando-se andrógeno-independentes e de difícil tratamento nos casos de recidiva da doença (Navarro 

et al., 2002; Evans et al., 2003; Diaz et al., 2004; Nelson, 2004). Atualmente, muitos estudos têm se 

voltado para a determinação de novos alvos moleculares e moléculas biossensoras para o tratamento e 
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detecção precoce da doença. Nesse contexto, a linhagem celular PC3 tem sido usada como modelo de 

câncer prostático hormônio-refratário para o estudo in vitro dos mecanismos moleculares envolvidos na 

diferenciação celular e apoptose em resposta a potenciais agentes farmacológicos. 

 PC3 mostra-se resistente à morte induzida por TNFα e, apesar de comumente expressar Fas e 

secretar a forma biologicamente ativa de FasL, também mostra resistência à morte celular apoptótica 

induzida por Fas (Costa-Pereira and Cotter, 1999; Hyer et al., 2000; Bertran, 2006). Contudo, dados da 

literatura demonstram que a inibição de PI3K em células de câncer prostático é capaz de levar à 

reativação do potencial apoptótico da sinalização via Fas (Bertran, 2006). 

 Curiosamente, em células de câncer prostático como PC3 a ativação da MAPK p38, quinase 

freqüentemente envolvida na indução de apoptose em células tumorais, parece estar mais relacionada 

com efeitos anti-apoptóticos e antimetastáticos (Ricote et al., 2005), demonstrando as particularidades 

destas células quanto ao mecanismo molecular de indução de morte e a emergente necessidade da 

determinação de seus efetivos alvos moleculares. Nesse sentido, metaloproteases mostram-se 

potenciais alvos moleculares na inibição da metástase de câncer prostático, visto que somente células 

tumorais prostáticas expressando altos níveis de MMP-2 e MMP-9 mostram capacidade de ocasionar 

metástases (Evans and Moller, 2003; Thurairaja et al., 2004; Carlin and Andrioli, 2000).  

 

1.3. Apoptose 

Apoptose pode ser definida como um mecanismo de morte celular geneticamente programado e 

conservado evolutivamente que capacita as células a desencadearem um processo de morte altamente 

regulado em resposta a estímulos inerentes ao desenvolvimento normal ou em situações de estresse 

celular (Kaufmann and Hengartner, 2001; Degterev et al., 2003; Orrenius et al., 2003). Assim sendo, a 

apoptose é considerada a principal forma de “suicídio celular”, desempenhando papel central em vários 

processos fisiológicos e na manutenção da homeostase em organismos multicelulares. 
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Em geral, a apoptose caracteriza-se por acometer células individuais e esparsas de um tecido, 

induzindo um conjunto específico de alterações morfológicas, entre as quais, encolhimento 

citoplasmático e perda de contato com células vizinhas, aparecimento de vacúolos citoplasmáticos, 

formação de bolhas ou projeções nas membranas nuclear e citoplasmática, fissão mitocondrial, 

condensação da cromatina, fragmentação nucleossomal do DNA (originando fragmentos com múltiplos 

de 180-200 pares de bases) e exposição da fosfatidilserina na camada externa da membrana 

citoplasmática sendo que, ao final do processo, ocorre fragmentação celular em unidades conhecidas 

como corpos apoptóticos (Wyllie et al., 1980; McConkey, 1998; Los et al., 2003; Youle and Karbowski, 

2005). É interessante citar que, durante todo o processo não há extravasamento de material intracelular 

e os corpos apoptóticos são reconhecidos e rapidamente removidos por células fagocíticas sem que 

haja desencadeamento de resposta inflamatória (Israels and Israels, 1999; Liston et al., 2003). 

Estima-se hoje que metade das doenças médicas esteja relacionada ao descontrole do 

processo apoptótico (Fischer and Schulze-Osthoff, 2005). De fato, assim como os processos de 

proliferação e diferenciação, a morte apoptótica constitui evento crítico para a manutenção da 

homeostase e falhas no processo podem levar ao acúmulo de células indesejáveis (formação e 

proliferação de tumores, resistência à quimioterapia), falha na erradicação de células aberrantes 

(doenças autoimunes) ou desordens levando à inapropriada perda de células (choque séptico, 

destruição do tecido vascular após processo de isquemia-reperfusão, AIDS, doenças 

neurodegenerativas, injúrias hepáticas)-(Kaufmann and Hengartner, 2001; Degterev et al., 2003, 

Fischer and Schulze-Osthoff, 2005).  

O mecanismo de morte celular apoptótica pode ser desencadeado por uma série de estímulos 

intra e extracelulares que levam à ativação de cascatas de enzimas proteolíticas específicas 

denominadas caspases as quais são responsáveis pela iniciação, execução e regulação do processo 

apoptótico. Baseadas num mecanismo de clivagem específica de proteínas as caspases levam ao 
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colapso da infra-estrutura celular através da desintegração do citoesqueleto, desarranjo metabólico e 

fragmentação genômica. Entre os principais alvos de caspases encontram-se proteínas estruturais e de 

funções essenciais como proteínas requeridas no reparo do DNA (DNA-PK, PARP), proteínas 

reguladoras do ciclo celular (Cdc27, Rb), proteínas envolvidas em patologias humanas e proteínas 

diretamente envolvidas na regulação da apoptose (ICAD, Bid), assim como reguladoras/mediadoras da 

sinalização apoptótica (PKB/Akt, RIP quinase)-(Schmitt et al., 1999; Köhler et al., 2002, Ghobrial et al., 

2005). 

 Além do papel desempenhado na regulação e execução do processo apoptótico, muitas 

caspases possuem funções adicionais não relacionadas com a morte celular, estando associadas à 

regulação da resposta imune, progressão do ciclo celular e ao processo de diferenciação. Assim, 

caspase 1 e 11 participam na regulação da resposta inflamatória, caspase 8 está envolvida na ativação 

de linfócitos T e B, caspase 3 participa na diferenciação muscular e a caspase 14 parece estar 

envolvida na diferenciação de queratinócitos (Donepudi and Grütter, 2002, Los et al., 2003). A 

regulação da atividade de caspases está, portanto, implicada nos processos de proliferação, apoptose e 

diferenciação celular (Liston et al., 2003) demonstrando que a ativação desse grupo de enzimas em 

uma célula não deve ser entendida como sinônimo de indução de apoptose. Assim sendo, a 

determinação do destino celular não deve ser somente associada a quantidade de caspases ativas mas 

também devem ser levados em consideração o local onde essas caspases são ativadas e a presença 

de possíveis inibidores (Los et al., 2003). 

 

1.3.1. Vias de sinalização apoptótica 

O desencadeamento do processo de morte celular apoptótica e ativação de caspases pode 

ocorrer através de duas vias principais, dependendo da natureza do estímulo. A via extrínseca é 

desencadeada pela ativação de receptores de morte enquanto que na segunda via de indução 
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apoptótica, via intrínseca, a mitocôndria é a mediadora chave do processo de morte celular (Assunção 

and Linden, 2004). 

Na via extrínseca, o sinal de morte é transmitido através de um ligante extracelular, membro da 

superfamília do fator de necrose tumoral (TNF), que se acopla a um receptor da família dos receptores 

de morte (CD95/Fas/Apo1, TNFR1, DR3/Wsl-1/Tramp, DR4/TRAIL-R1, DR5/TRAIL-R2/TRICK2/Killer e 

DR6) induzindo sua oligomerização (McConkey, 1998; Donepudi and Grütter, 2002). A multimerização 

induzida pelo ligante resulta na formação de um complexo intracelular de indução de morte denominado 

DISC (“death- inducing signaling complex”) o qual é formado pela interação entre a parte citoplasmática 

dos receptores com múltiplas moléculas adaptadoras como FADD/MORT1 (Fas associated death 

domain protein), TRADD (TNF receptor associated DD), DAXX, RIP (receptor interacting protein kinase), 

RAIDD (RIP associated protein with DD) e FLIP.  A interação entre receptor e moléculas adaptadoras se 

dá através de domínios de interação proteína-proteína denominados domínios de morte, DD (“death 

domain”) presentes em ambas as moléculas (Degterev et al., 2003; Barnhart et al., 2003; Fischer and 

Schulze-Osthoff, 2005). Posteriormente, caspases iniciadoras, como as caspases 8 ou 10, são 

recrutadas para DISC onde interagem com moléculas adaptadoras através de domínios efetores de 

morte DED (“death effector domains”). A interação com proteínas adaptadoras leva à oligomerização 

das caspases 8 ou 10 em DISC, aumentando a concentração local e favorecendo a autoclivagem e 

autoativação dessas caspases iniciadoras (Johnstone et al., 2002). Uma vez ativada, a caspase 8 cliva 

e ativa caspase 3, induzindo diretamente a fase de execução do processo apoptótico.  

A via intrínseca desencadeia apoptose em resposta a danos no material genético, defeitos nos 

pontos de checagem do ciclo celular, mitose catastrófica, hipóxia, ausência de fatores de crescimento, 

agentes quimioterápicos, radiação, drogas citotóxicas e outros tipos severos de estresse intracelulares 

(Gottlieb, 2000; Wang and El-Deiry, 2003; Liston et al., 2003). Esta via envolve a ativação de proteínas 

pró-apoptóticas da família Bcl-2 que agem na mitocôndria, afetando sua permeabilidade seletiva através 
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da formação de poros por onde extravasam fatores apoptogênicos como citocromo c, fator de indução 

de apoptose (AIF, “apoptosis-induncing factor”), Omi/HtrA2, Smac/DIABLO e endo G, entre outras 

(Kaufmann and Hengartner, 2001; Wang and El-Deiry, 2003; Youle and Karbowski, 2005). 

A liberação do citocromo c no citosol, em presença de dATP, induz a formação dos 

apoptossomos estruturas que, similarmente ao complexo DISC formado na via extrínseca de ativação 

apoptótica, associam moléculas adaptadoras intracelulares às formas inativas de caspases iniciadoras 

através de domínios de interação proteína-proteína do tipo CARD (“caspase activator and recruitment 

domain”) presente em ambas as moléculas. O apoptossomo consiste num heptâmero de moléculas 

adaptadoras APAF-1, cada uma das quais ligadas a um dímero de caspase 9. O dímero de caspase 9 é 

então ativado através de mudança conformacional induzida pelo apoptossomo, atuando 

seqüencialmente no processamento e ativação das caspases efetoras 3 e 7 e iniciando a execução da 

apoptose similarmente à caspase 8. O complexo apoptossômico provavelmente serve como um 

regulador alostérico da caspase 9 que, em situações onde não haja estímulo apoptótico, encontra-se 

livre no citosol na forma de monômeros inativos. A integração da caspase 9 ao apoptossomo induz sua 

dimerização e ativação, o que faz do apoptossomo uma verdadeira holoenzima na qual a atividade da 

caspase ativa chega a ser mil vezes maior que a atividade residual do monômero (Degterev et al, 

2003). É importante notar que, contrariamente à ativação da caspase 8 que necessita de aproximação e 

atividade proteolítica, a ativação da caspase 9 é um evento controlado alostericamente, onde a ativação 

é alcançada por mudança conformacional através de dimerização induzida pelo apoptossomo 

(Donepudi and Grütter, 2002). 

 Adicionalmente à ativação de caspases, a liberação do citocromo c causa vagarosa e 

irreversível perda de função mitocondrial e decréscimo de respiração levando à morte celular. Portanto, 

a via apoptótica mitocondrial parece resultar em um evento que compromete irreversivelmente a célula 
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à morte (“point-of-no-return”) levando à rápida ativação de caspases acompanhada de morte celular 

lenta através de disfunção mitocondrial (Liston et al., 2003).  

 É importante notar que as vias intrínseca e extrínseca freqüentemente agem em conjunto nas 

fases de indução e execução do processo apoptótico, cooperando na recepção do sinal de morte e na 

amplificação da ativação de caspases. De fato, as vias extrínseca e intrínseca de indução de morte 

celular podem comunicar-se entre si em vários níveis fazendo com que a ativação de uma possa, em 

algum nível, desencadear a ativação da outra, o que vai depender do tipo e contexto celular, tipo e 

intensidade do estresse, entre outros fatores.  Assim, a ativação de receptores de morte pode levar à 

subseqüente ativação da via mitocondrial através da clivagem da proteína pró-apoptótica Bid pela 

caspase 8. A forma truncada resultante de Bid (tBid) transloca-se para a mitocôndria onde ativa Bak e 

Bax, induzindo a oligomerização dessas moléculas e a formação de poros por onde extravasam 

citocromo c e demais fatores apoptogênicos mitocondriais levando à conseqüente ativação de caspases 

efetoras (Kaufmann and Hengarner, 2001; Barnhart et al, 2003; Scorrano, 2003). Da mesma maneira, a 

ativação da via intrínseca também pode sensibilizar as células a ligantes de morte extrínsecos através 

da indução da expressão de receptores de morte mediada por p53. A dependência de p53 para 

ativação da via mitocondrial após danos ao DNA constitui um ponto crítico na indução de morte de 

células tumorais através de agentes quimioterápicos. Grande parte dos tipos tumorais apresenta 

mutações em p53 que acabam levando à ineficácia do tratamento (Wang and El-Deiry, 2003). 

 Uma terceira via de sinalização apoptótica através do retículo endoplasmático parece também 

fazer parte do arsenal de indução apoptótica (Assunção and Linden, 2004). Postula-se que um estímulo 

estressor prolongado sobre o retículo endoplasmático leve à ativação da caspase 12, localizada na 

membrana do retículo endoplasmático, sendo esta clivada e ativada por m-calpaína em resposta à 

mobilização dos estoques intracelulares de Ca2+. Uma vez ativada, a caspase 12 age em caspases 

efetoras induzindo apoptose. Assim, estresse de retículo endoplasmático causado por depleção de Ca2+ 

 34



ou alterações no seu sistema de transporte pode estar relacionado diretamente à ativação de caspases 

(Kadowaki et al., 2004; Xu et al., 2005). 

 

1.3.2. Família de proteínas Bcl-2 

Os membros da família de proteínas Bcl-2 são mediadores chaves do processo apoptótico 

estando relacionados tanto à percepção do estímulo de morte quanto à ativação e regulação da 

maquinaria de morte celular. Por atuarem em diversos níveis do processo apoptótico, mutações em 

genes que codificam proteínas da família Bcl-2 podem exercer profundos efeitos no desenvolvimento 

embrionário e estão freqüentemente associadas à gênese de diversas doenças (Wang et al., 1999; 

Kaufmann and Hengartner, 2001; Ghobrial et al., 2005). 

A família de proteínas Bcl-2 engloba proteínas que compartilham pelo menos um domínio de 

homologia a Bcl-2 (BH) conservado. Inclui tanto membros pró-apoptóticos (Bax, Bak, Bok, Bid, Bim, Bik, 

Bad, Bmf, Kek, Noxa e Puma) quanto anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-Xl, A1, Bcl-w e Mcl-1, A1/Bfl1)-(Cory 

and Adams, 2002) que, em condições normais, permanecem em equilíbrio. Os membros anti-

apoptóticos da família são caracterizados pela presença de BH1-BH4, sendo que muitas das proteínas 

desse grupo também possuem uma cauda hidrofóbica C-terminal através da qual se fixam na superfície 

citosólica de várias membranas intracelulares, tais como, membrana mitocondrial externa, membrana 

nuclear e retículo endoplasmático. Membros dessa classe de proteínas Bcl-2 destacam-se também por 

possuírem uma região hidrofóbica formada pelos resíduos de BH1, BH2, BH3 que pode ser ocupada 

pela própria cauda hidrofóbica ou mediar ligações com outras proteínas da família, através do domínio 

BH3. O mecanismo pelo qual previnem a morte celular baseia-se na ligação e seqüestro de membros 

pró-apoptóticos, embora outros mecanismos envolvendo interações proteína-proteína também existam 

(Kaufmann and Hengartner, 2001). Destaca-se neste subgrupo a ação de Bcl-2, proteína integral de 

membrana com importante função anti-apoptótica. Também fazem parte desse subgrupo proteínas 
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como Bcl-XL e Bcl-w que, ao contrário de Bcl-2, somente associam-se fortemente com membranas 

após a sinalização de morte (Cory and Adams, 2002). 

Os membros pró-apoptóticos da família Bcl-2 podem ser divididos em duas subfamílias. A 

subfamília de Bax apresenta proteínas com seqüências similares aos membros anti-apoptóticos, 

especialmente nas regiões de BH1, BH2 e BH3, porém parecem ter perdido o domínio BH4. Fazem 

parte desta subfamília proteínas como Bax, Bak e Bok cujas atividades mostram-se necessárias e 

possivelmente suficientes para induzir a liberação do citocromo c. Bax reside no citoplasma mas em 

ocasião de estímulo apoptótico transloca para a membrana mitocondrial externa onde sofre mudança 

conformacional e oligomeriza-se, formando poros por onde ocorre a liberação do citocromo c. Bak 

apresenta-se na forma de oligômeros integrais da membrana mitocondrial externa mesmo na ausência 

de estímulo apoptótico. Na ocasião de indução de morte celular, muda de conformação formando 

agregados ainda maiores também envolvidos na liberação do citocromo c (Cory and Adams, 2002; 

Fischer and Schulze-Osthoff, 2005). 

A segunda subfamília de membros pró-apoptóticos consiste de um grande e variado grupo de 

polipeptídeos que contêm apenas um único domínio BH3 que é, tanto necessário quanto suficiente para 

a ação pró-apoptótica. Proteínas de domínio BH3 único (Bad, Bim, Bik, Bid, Bmf, Noxa, Puma) 

respondem a uma grande variedade de estímulos apoptóticos (desde remoção de fatores de 

crescimento, alterações no citoesqueleto até danos ao DNA) parecendo mesmo “sentinelas” 

encarregadas de desencadear apoptose após estímulo estressor de origem intra ou extracelular. Com 

exceção de Bid, agem por ligação e neutralização de membros anti-apoptóticos via domínios BH3 (Cory 

and Adams, 2002). A proteína Bad, dependendo da origem do estímulo de sobrevivência e do tipo 

celular, é fosforilada em resíduos de Ser-112, Ser-128, Ser-136, Ser-155 e Ser-170 por diferentes 

quinases. A fosforilação de Bad, principalmente no resíduo de Ser-136, resulta em sua associação com 

proteínas 14-3-3 e retenção no citosol, o que impede que se associe e inative Bcl-2 e Bcl-XL 
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mitocondriais.  Bid promove a morte celular ativando Bax e Bak e, também, inativando membros anti-

apoptóticos, sendo ambas atividades dependentes de interação entre domínios BH3. A exposição do 

domínio BH3 em Bid ocorre após clivagem dentro da região amino terminal, reação promovida pela 

caspase 8 ou granzima B. Após ativado, Bid transloca-se para a mitocôndria onde induz oligomerização 

de Bax/Bak e a formação dos poros para liberação do citocromo c (Schmitt et al., 1999). 

Em geral, ambas subfamílias de Bcl-2 pró-apoptóticas são necessárias para a iniciação da 

apoptose. As proteínas de domínio BH3 único agem como sensores de danos celulares e antagonistas 

diretos de proteínas anti-apoptóticas, enquanto membros da subfamília Bax agem posteriormente, 

provavelmente na permeabilização da membrana mitocondrial. 

 

1.3.3. Mecanismos de morte celular 

Apesar do grande avanço das pesquisas levando à caracterização bioquímica e celular do 

mecanismo de morte apoptótica, a confusão entre os termos apoptose e morte celular programada 

ainda pode ser observada com freqüência nos meios de divulgação científica, não sendo raro o uso da 

palavra apoptose como sinônimo de morte celular programada. 

 Morte celular programada não é sinônimo de apoptose e pode ser definida como uma 

seqüência de eventos, não necessariamente aqueles que levam a uma morfologia apoptótica, baseados 

no metabolismo celular e que culminam com a morte da célula. De fato, a apoptose não é o único 

modelo de morte celular programada (Assunção and Linden, 2004). 

 Atualmente, o próprio mecanismo apoptótico tem sido revisto e evidências sugerem que, na 

verdade, este não é um mecanismo único mas um conjunto de múltiplos mecanismos que levam a uma 

morfologia apoptótica comum. Entre esses vários mecanismos, muitos surpreendem por derrubarem 

conceitos que até o presente momento pareciam dogmas do estudo da apoptose. A indução de 

caspases como resultado de estímulo de morte parece não ser mais pré-requisito para o 
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desencadeamento apoptótico, desde que a inibição de caspases falha em bloquear a morte celular com 

morfologia apoptótica em vários modelos experimentais (Los et al., 2003; Abraham and Shaham, 2004; 

Twomey and McCarthy, 2005). Vias de morte celular independentes de caspases têm sido descritas em 

várias formas de morte induzidas por Bax (Jurgensmeier et al., 1998; Twomey and McCarthy, 2005), 

bem como em situações onde outras proteases, tais como, calpaína e serina proteases são ativadas 

(Squier et al., 1994; Jurgensmeier et al, 1998; Assefa et al., 2000). Esses dados mostram que a 

morfologia apoptótica clássica pode ser alcançada, tanto pela ativação de caspases quanto por outras 

famílias de proteases, embora as exatas características citológicas da degeneração celular possam 

variar levemente entre essas várias formas de apoptose, atualmente designadas como “apoptosis-like”. 

Além disso, o mecanismo apoptótico também mostra ser flexível em relação à ativação de caspases 

específicas, desde que vias alternativas de ativação de caspases podem ser ativadas durante o 

estímulo apoptótico, dependendo da disponibilidade da caspase preferencial (Troy et al., 2001). 

Durante os últimos trinta anos, a morte celular foi classificada segundo um padrão dicotômico. 

De um lado, havia a necrose, morte celular “acidental” e descontrolada e, de outro, a apoptose, 

caracterizada como um tipo de morte celular geneticamente programado, apresentando um padrão de 

alterações morfológicas comuns. Hoje, estudos demonstram que a necrose também pode ser um tipo 

de morte celular programada assim como evidenciam a existência de outras formas desse tipo de morte 

além da apoptose, entre elas a autofagia a qual postula-se ter-se desenvolvido muito antes do processo 

apoptótico (Zong and Thompson, 2006). 

 A morte celular autofágica ocorre em muitas células eucarióticas, sendo considerada uma via 

degenerativa que culmina na degradação lisossomal de vacúolos citoplasmáticos contendo 

macromoléculas e organelas (Assunção and Linden, 2004). O processo é acompanhado por mudanças 

morfológicas específicas que envolvem a formação de vacúolos citoplasmáticos, dilatação de 

mitocôndria e retículo endoplasmático, formação de bolhas na membrana citoplasmática e perda de 
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especializações, tais como, microvilosidades e complexos de junção, além de intensa endocitose 

observada nos estágios finais do processo. A autofagia tem sido descrita como um mecanismo de 

resistência à escassez de nutrientes bem como parte integrante dos processos de diferenciação, 

metamorfose, envelhecimento e transformação celular, entre outros (Dunn, 1990; Abraham and 

Shahan, 2004). Contudo, o mecanismo de autofagia e o perfil celular autofágico final estão sendo 

relacionados à reações celulares defensivas contra estímulos estressores não letais e, também, como 

uma forma de morte celular programada distinta da apoptose, desencadeada em situações de injúrias 

letais (Assunção and Linden, 2004). Interessante citar que além da apoptose, a autofagia também tem 

mostrado estar associada a morte de parte das células neuronais em doenças como Parkinson 

(Anglade et al., 1997), Alzheimer (Cataldo et al., 1996) a até mesmo em doenças mediadas por príons 

(Jeffrey et al., 1992). 

Em relação ao atual conhecimento do processo necrótico, existem crescentes evidências de 

que as formas de morte celular necróticas e apoptóticas compartilhem mais similaridades do que 

originalmente se pensava. De fato, a necrose tem se mostrado potencial substituta da apoptose durante 

o desenvolvimento embrionário, sendo que algumas formas de necrose podem também ser mediadas 

por moléculas chaves do processo apoptótico, tais como Bcl-2/Bcl-XL e caspases (Kane et al., 1995; 

Oppenheim et al., 2001). Também tem sido sugerida a existência de duas vias distintas de morte celular 

desencadeadas por receptores de Fas, as quais podem levar tanto à clássica ativação de apoptose 

caspase-dependente ou desencadearem necrose programada (Kawahara et al., 1998). Necrose, então, 

tem sido definida como uma morte celular programada que ocorre na ausência de condensação de 

cromatina ou com pontos de agrupamento de cromatina (Leist and Jaattela, 2001). 
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1.4. Proteínas fosfatases 

As células respondem aos estímulos do ambiente através de vias transdução de sinais 

intracelulares as quais comumente utilizam os mecanismos de fosforilação e desfosforilação a fim de 

promover modificação de proteínas de uma maneira rápida e reversível (Ferreira et al., 2006; Tamura et 

al., 2004). De fato, o balanço entre fosforilação e desfosforilação de proteínas é a base para o controle 

de diversos eventos biológicos disparados por efetores extracelulares como hormônios, mitógenos, 

carcinógenos, citocinas, neurotransmissores e substâncias ou metabólitos tóxicos (Harrison et al, 1999; 

Ostman and Bohmer, 2001). Em eucariotos, a atividade de pelo menos 30% das proteínas pode ser 

regulada por fosforilação, principal mecanismo que controla uma grande variedade de processos 

celulares como sobrevivência, diferenciação e morte celular (Garcia et al, 2003). 

A fosforilação de uma proteína pode criar um novo sítio de reconhecimento para interações 

proteína-proteína, controlar a estabilidade protéica e, ainda, regular a atividade enzimática. As cascatas 

de sinalização geralmente são formadas por reações seqüenciais de proteínas quinases, mas o controle 

do mecanismo como um todo envolve a ação conjunta de proteínas quinases e fosfatases (Janssens et 

al., 2005; Zhang et al., 2002), cujas atividades são cuidadosa e fortemente reguladas in vivo. Assim 

sendo, alterações na atividade dessas enzimas estão envolvidas no desenvolvimento de inúmeras 

doenças genéticas ou adquiridas, tais como diabetes, câncer e autoimunidade (Schönthal, 2001; 

Ferreira et al., 2006; Malentacchi et al., 2005). Em particular, a fosforilação e desfosforilação de 

resíduos de treonina, serina e tirosina em proteínas têm emergido como eventos chaves na regulação 

da divisão, diferenciação, desenvolvimento celular, apoptose, regulação do metabolismo, expressão 

gênica, contração, transporte, locomoção celular, aprendizado e memória (Harrison et al., 1999; Krebs 

and Graves, 2000; Schönthal, 2001; Genoux et al., 2002) 
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Com base na função, estrutura, seqüência, especificidade, sensibilidade a ativadores e 

inibidores, as proteínas fosfatases podem ser divididas em dois grandes grupos: serina/treonina 

fosfatases e tirosina fosfatases (PTPs) (Jia, 1997; Aoyama et al., 2003). 

 

1.4.1. Proteínas tirosina fosfatases (PTPs) 

 No genoma humano já foram identificados 107 genes que codificam enzimas da família das 

proteínas tirosina fosfatases (PTPs)-(Mustelin et al., 2004; Alonso et al, 2004), uma classe de enzimas 

sinalizadoras estrutural e funcionalmente diversificada que, juntamente com proteínas tirosina quinases, 

modula os níveis celulares de fosforilação em resíduos de tirosina, controlando processos fisiológicos 

fundamentais como crescimento e diferenciação, ciclo celular, metabolismo e funções de citoesqueleto 

(Zhang, 2003; Andersen et al., 2004).  

Classicamente, as PTPs têm sido classificadas como PTPs tipo receptor, PTPs citoplasmáticas, 

PTPs de especificidade dual e PTPs de baixo massa molecular. Contudo, trabalhos mais recentes têm 

proposto uma nova classificação desta família, baseada nos resíduos de aminoácidos presentes em 

seus domínios catalíticos (Alonso et al, 2004; Andersen et al., 2004; Ferreira et al., 2006). De acordo 

com essa nova classificação, as PTPs podem ser agrupadas em quatro classes diferentes:  

PTPs da classe I, representadas pelas PTPs “clássicas” e PTPs de especificidade dual, 

caracterizadas pela utilização de um mecanismo catalítico comum, baseado numa cisteína presente no 

sítio ativo, onde um intermediário fosfo-cisteinil é formado e hidrolisado seqüencialmente com o auxílio 

de um resíduo de ácido aspártico (Mustelin et al., 2004).  A presença de cisteína no sítio ativo é 

responsável pela característica comum das PTPs desta classe de serem inibidas por pervanadato, p-

cloromercuribenzoato e outros agentes oxidantes (Aoyama et al, 2003). 

As PTPs “clássicas” são divididas entre fosfatases tipo receptor e enzimas citosólicas. As PTPs 

tipo receptor (CD45, PTPα, PTPγ) são enzimas modulares consistindo de um segmento extracelular, 
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envolvido na comunicação célula-célula e transdução de sinais, seguido por um único segmento 

transmembrana com um ou dois domínios PTPs citoplasmáticos (Alexander, 2000; Zhang, 2001; 

Aoyama et al, 2003). PTPs citosólicas (PTP1B, PTP2, VH1 e SHP) apresentam um único sítio catalítico 

e várias extensões amino e carboxi-terminais contendo domínios extra-catalíticos, tais como domínios 

SH2, envolvidos diretamente na regulação da atividade catalítica ou endereçamento e reconhecimento 

de substratos, estratégia que visa ao aumento da capacidade catalítica dessas enzimas (Zhang et al., 

2002; Aoyama et al, 2003). 

PTPs de especificidade dual atuam tanto em resíduos de fosfotirosina quanto fosfoserina e 

fosfotreonina, possuindo maior afinidade por fosfotirosina. Alguns componentes do grupo agem também 

sobre outros substratos além de fosfoproteínas sendo que, em geral, as enzimas do grupo participam 

da regulação de sinais mitogênicos e desempenham importante papel no controle do ciclo celular (Wu 

et al., 1999; Zhang, 2001). Fazem parte deste grupo fosfatases de proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPKPs) e fosfatase supressora de tumor (PTEN), entre outras (Zhang et al., 2002; 

Aoyama et al, 2003). 

A classe II de PTPs, assim como a classe I, agrupa enzimas com mecanismo catalítico baseado 

num resíduo de cisteína que parecem ter uma origem mais antiga do que as enzimas da classe I. Em 

humanos são representadas pelas proteínas fosfatases tirosina-específicas de baixa massa molecular 

(LMWPTPs) reconhecidas pela capacidade de interação com vários receptores tirosina quinase (PDGF, 

receptor de insulina, e receptor Eph A2) e proteínas de ancoragem (β-catenina), atuando tanto como 

reguladores negativos quanto positivos da proliferação celular induzida por fatores de crescimento. 

Recentes estudos têm mostrado que o aumento na expressão de LMWPTPs é suficiente para induzir a 

transformação celular e que a atividade dessas enzimas está fortemente correlacionada ao 

desenvolvimento e progressão de tumores em modelos animais (Kikawa et al., 2002; Chiarugi et al., 

2004).  
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PTPs da classe III são representadas por fosfatases tirosina/treonina específicas como o grupo 

de fosfatases Cdc25 cuja ação, também mediada por num resíduo de cisteína, constitui evento 

importante na progressão do ciclo celular.  

A quarta e última classe de PTPs, representada pela família de proteínas Eya, agrupa enzimas 

com mecanismo catalítico baseado num resíduo de aspartato e dependente de cátion.  

 Em contraste às proteínas tirosina quinases, que apresentam potencial de promoção de 

crescimento, as PTPs podem agir como supressoras de tumor e inibir o crescimento celular. PTPs 

também têm sido implicadas na ativação de linfócitos B e T e na sinalização por insulina, o que faz 

destas enzimas alvos atrativos para o desenvolvimento de drogas usadas numa variedade de doenças 

como câncer, inflamação, diabetes e obesidade (Pils and Schultz, 2004; Haugh et al., 2004, Andersen 

et al., 2004; Ferreira et al., 2006). 

 

1.4.2. Proteínas serina/treonina fosfatases 

  A família de proteínas serina/treonina fosfatases compreende duas subfamílias de enzimas 

conhecidas como fosfoproteínas fosfatases (PPP) e proteínas fosfatases dependentes de magnésio 

(PPM), as quais apresentam em comum similaridade de estrutura primária (Van Hoof and Goris, 2003; 

Garcia et al., 2003).  A subfamília das PPPs apresenta-se subdividida em PP1, PP2A (incluindo PP4 e 

PP6), PP2B (também conhecida como calcineurina), PP5 e PP7, de acordo com características de 

especificidade por substratos e sensibilidade diferencial a inibidores e ativadores específicos (Van Hoof 

and Goris, 2003). De uma maneira geral, PP1, PP2A, PP4 (PPX), PP5, PP6 e PP7 são caracterizadas 

por serem inibidas por toxinas como ácido okadaico e microcistina (Garcia et al, 2003), sendo que PP1, 

PP4, PP5 e PP6 mostram-se mais sensíveis à inibição por ácido okadaico (inibidas em concentrações 

da ordem de nM) do que PP2A e PP2B (inibidas em concentrações da ordem de μM)-(Klumpp and 

Krieglstein, 2002). PP2C, único membro da família das PPMs, não é afetada por toxinas como ácido 
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okadaico e microcistina, apresentando como característica específica a dependência de magnésio para 

sua atividade catalítica relacionada à resposta celular ao estresse (Klumpp and Krieglstein, 2002; 

Aoyama, et al, 2003). 

 

Proteína PP2A: Enzima chave no processo apoptótico 

 A fosforilação reversível de proteínas constitui importante mecanismo de regulação da morte 

celular. Como muitos processos fisiológicos, o comprometimento celular com o processo apoptótico é 

regulado por mecanismo pós-traducional, através da fosforilação reversível de proteínas sinalizadoras 

de apoptose e, portanto, controlado por um balanço entre a atividade de proteínas quinases e proteínas 

fosfatases.  

A proteína fosfatase tipo 2 (PP2A) é a principal proteína serina/treonina fosfatase envolvida na 

regulação de vias de transdução de sinais e de vários processos celulares como progressão do ciclo 

celular, replicação do DNA, transcrição gênica e síntese de proteínas (Van Hoof and Goris, 2003; Yu et 

al., 2004; Janssens, 2005). Tal diversidade de funções é explicada em parte pela sua complexidade 

estrutural e regulatória. A estrutura central da enzima é composta por uma subunidade estrutural (A) e 

uma subunidade catalítica (C) que pode encontrar-se em forma livre ou associar-se a uma terceira 

unidade denominada subunidade regulatória (B), formando o complexo trimérico da holoenzima. 

Atualmente, têm sido descritas três classes de subunidades regulatórias B, sendo que cada uma delas 

existe na forma de pelo menos duas isoformas diferentes. A existência de múltiplas classes e isoformas 

das subunidades regulatórias B é consistente com a hipótese de que diferentes complexos de PP2A 

executem específicas e distintas funções fisiológicas graças às especificidades de substrato e 

localização celular conferidas pelas diferentes subunidades B (Hahn, 2004). 

A fosforilação de proteínas intracelulares geralmente ocorre em resíduos de serina e treonina e 

a PP2A é responsável por significante fração da atividade serina/treonina fosfatase na maioria das 
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células, sendo inclusive responsável pelo controle de pelo menos 50 proteínas quinases (Van Hoof and 

Goris, 2003; Yu et al., 2004; Janssens et al., 2005). 

 PP2A está envolvida tanto na regulação quanto na resposta celular à apoptose, agindo tanto 

“upstream” quanto “downstream” de caspases efetoras. Provavelmente, várias holoenzimas de PP2A 

com distintas subunidades regulatórias, especificidades por substratos e localizações subcelulares, 

parecem estar implicadas em diferentes níveis da via de sinalização apoptótica (Van Hoof and Goris, 

2003). A função pró-apoptótica de PP2A é consistente com seu papel na progressão do ciclo celular, 

crescimento e sobrevivência celulares, inibindo direta ou indiretamente a quinase cdc2, MAPKs e 

PKB/Akt, respectivamente. Além de regular negativamente o crescimento celular, a atividade de PP2A 

também contribui para a natureza transiente das ativações de proteínas quinases ativadas por 

mitógenos (MAPKs) por fatores de crescimento, o que evita uma ativação constitutiva suficiente para 

causar transformação tumorigênica (Schöntal, 2001).  

 A relação da PP2A com a regulação do processo apoptótico envolve, entre outras ações, a 

desfosforilação de proteínas da família Bcl-2. A família de proteínas Bcl-2 é formada por membros pró e 

anti-apoptóticos, muitos dos quais residindo ancorados à membrana mitocondrial externa. Integrando 

sinais de sobrevivência e estímulos de morte, membros dessa família guardam os “portões” 

mitocondriais, controlando a liberação de fatores apoptóticos e a subseqüente ativação de caspases 

efetoras. A regulação da atividade dessas proteínas envolve principalmente a ação coordenada de 

quinases e fosfatases como MAPKs e serina/treonina fosfatases (PP1 e PP2A), respectivamente. 

 A ação de PP2A na regulação do processo apoptótico também ocorre através da regulação 

negativa de vias de sinalização relacionadas a estímulos de sobrevivência. A via de sinalização da 

proteína quinase ativada por mitógeno ERK está relacionada a estímulos de proliferação e 

sobrevivência celulares sendo, também, conhecida sua ação inibitória de apoptose mediada por 

citocinas como Fas, TNFα, e TRAIL. PP2A regula negativamente a via de sinalização MEK/ERK 
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desfosforilando e inativando MEK e ERK e, portanto, estimulando o processo apoptótico (Chiang et al, 

2003).  

 Outra proteína alvo da ação pró-apoptótica de PP2A é a serina treonina quinase PKB, 

mediadora chave da sobrevivência celular. Quando ativa, PKB fosforila proteínas envolvidas na cascata 

apoptótica e regula a expressão de várias proteínas relacionadas ao mecanismo de morte celular. Entre 

os alvos apoptóticos de PKB encontram-se as proteínas Bad, Bid, IKKα e caspase 9, entre outras 

(Song et al., 2005). A fosforilação de Bad leva ao seu seqüestro no citosol por proteínas 14-3-3 e à 

conseqüente inativação de sua atividade pró-apoptótica. Bid, outro membro pró-apoptótico da família 

Bcl-2 relacionado à apoptose estimulada por Fas, quando fosforilado por PKB, torna-se inacessível para 

ser clivado e ativado pela caspase 8. Além de regular a fosforilação e disponibilidade dos substratos de 

caspases, PKB também age diretamente sobre a caspase 9, fosforilando Ser-196 e inibindo sua 

atividade. Por fim, PKB fosforila e ativa IKKα, quinase que regula a atividade IκB (proteína inibitória de 

NFκB) e leva à translocação nuclear e ativação do fator nuclear NFκB, relacionado à transcrição de 

uma variedade de fatores de sobrevivência (Kimpinski et al., 1999; Cross et al., 2000; Allen and Tresini, 

2000; Klumpp and Krieglstein, 2002; Haddad, 2004).  

 A atividade de PKB é regulada negativamente pela ação da caspase 3 que cliva e inativa a 

enzima. PKB também pode ser inativada pela ação indireta da caspase 3 que cliva a subunidade 

regulatória Aα de PP2A, levando ao aumento de sua atividade e à dramática mudança no estado de 

fosforilação da célula. PP2A é a principal fosfatase que desfosforila e inativa PKB, além de controlar o 

“status” de fosforilação de substratos de caspases, como exemplificado pelo caso da proteína Bid (Van 

Hoof and Goris, 2003; Klumpp and Krieglstein, 2002). 

O conhecimento das atuações de PP2A no processo apoptótico e vários trabalhos mostrando 

sua atuação como inibidora da proliferação celular contribuíram para a hipótese de que PP2A agiria 
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como uma verdadeira proteína supressora de tumor e que sua regulação poderia ser alvo de 

intervenção terapêutica. Contudo, essa visão deve ser refinada pois, como já mencionado, existem 

vários tipos de holoenzimas de PP2A com funções e locais de atuação diferentes. Assim, ao mesmo 

tempo em que vários trabalhos mostram a ação supressora de tumor de PP2A, outros demonstram sua 

ação como fator estimulador de crescimento e sobrevivência celulares, resultados que indicam 

participação de holoenzimas diferentes em cada processo (Hahn, 2004; Janssens, 2005). 

 

1.5. Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) 

As células são continuamente expostas a uma variedade de estímulos e estresses ambientais, 

o que requer que detenham a capacidade de integrar sinais externos e internos e “decidir”, com base no 

tipo e intensidade de estresse, seu próprio destino. Essas decisões são feitas através de uma variedade 

de vias sinalizadoras usadas para a transmissão de sinais da superfície celular para o citoplasma e 

núcleo a fim de obter uma resposta celular. Geralmente, essas vias são formadas por múltiplos 

componentes e funcionam através de etapas de fosforilações seqüenciais controladas por proteínas 

quinases e fosfatases (Sharrocks et al., 2000; Wada and Penninger, 2004). 

Proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) fazem parte da grande família de 

proteínas serina/treonina quinases da qual também são membros a proteína quinase dependente de 

AMP cíclico (PKA), proteína quinase B ou Akt (PKB/Akt) e a proteína quinase C (PKC)-(Cano and 

Mahadevan, 1995; Cross et al., 2000). As MAPKs são enzimas conservadas evolutivamente, únicas em 

eucariotos, que conectam receptores de superfície celular a alvos regulatórios dentro das células. 

Através de uma via de sinalização constituída por receptores com atividade tirosina quinase intrínseca e 

receptores acoplados à proteína G, proteínas adaptadoras e fosforilações seqüenciais de proteínas 

quinases, as MAPKs respondem a uma variedade de estímulos ambientais, tais como fatores de 

crescimento ou proliferação, citocinas e estresse químico ou físico, controlando, portanto, eventos tão 
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distintos quanto sobrevivência, morte, transformação ou adaptações celulares (Haneda et al., 1999; 

Cross et al, 2000; Nebreda and Porras, 2000; Chang and Karin, 2001; Wada and Penninger, 2004). 

A ampla variedade de funções desempenhadas por MAPKs é mediada através da fosforilação 

de vários substratos, incluindo fosfolipases, fatores de transcrição e tradução, moléculas do ciclo 

celular, proteínas adaptadoras e proteínas de citoesqueleto, entre outras. MAPKs também catalisam a 

fosforilação e ativação de várias proteínas quinases denominadas “proteínas quinases ativadas por 

MAPKs” (MAPKAPKs), entre as quais podemos destacar RSKs (quinases S6 ribossomais), MSKs 

(mitogen and stress ativated kinases), MNKs (MAPK-interacting kinases) e MAKPAPKs 2, 3 e 5 (Wada 

and Penninger, 2004; Roux and Blenis, 2004). 

Dentro da grande família das MAPKs, três grupos têm sido caracterizados em mamíferos: a 

família das “extracellular signal-regulated kinases” (ERKs), “c-Jun NH2 terminal kinases” (JNKs) e a 

família das p38 MAPKs. Uma MAPK adicional denominada ERK5 foi recentemente clonada e 

caracterizada, sendo candidata a membro de uma nova família de MAPKs (“Big MAPKs”) que também 

deve incluir ERK7 e ERK8, enzimas cujas funções e vias de ativação ainda não foram bem 

caracterizadas (Johnson and Lapadat, 2002; Roux and Blenis, 2004; Wada and Penninger, 2004).  

Cada família de proteínas MAPKs opera através de cascatas de sinalização caracterizadas por 

alta especificidade e funcionamento paralelo (Schenk and Snaar-Jagalska, 1999). Embora cada MAPK 

tenha suas características próprias, um grande número de características é compartilhado por suas vias 

sinalizadoras. Cada via de sinalização é composta por um conjunto de três quinases conservadas 

evolutivamente e ativadas em reações seqüenciais, mecanismo que possibilita a amplificação dos sinais 

e a regulação fina do processo através de “feedback” e “cross-talk” entre vias (Johnson et al., 2005). A 

MAPK, uma serina/treonina quinase, é ativada por uma MAPK quinase (MAPKK) de especificidade dual 

que fosforila tanto em serina/treonina quanto em tirosina em um motivo Thr-X-Tyr (onde X é glutamato, 

prolina ou glicina para ERK, JNK e p38, respectivamente) da MAPK alvo. As MAPKKs, por sua vez, são 
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fosforiladas e ativadas por MAPK quinase quinases (MAPKKKs) que recebem sinais de receptores da 

superfície celular ativados por um estímulo ou através de interações com proteínas de ligação a GTP da 

família de Ras ou Rho e/ou outras quinases (Cowan and Storey, 2003; Torres, 2003; Kolch et al., 2005).  

Na ausência de sinais, os constituintes das cascatas de MAPKs retornam ao estado 

desfosforilado e inativo, sugerindo papel essencial de proteínas fosfatases na regulação de MAPKs. 

Serina/treonina fosfatases, tirosina fosfatases e fosfatases de especificidade dual têm sido implicadas 

na regulação dessas vias, destacando-se o papel de MAPK fosfatases (MAPKPs) como MAPKP-1, 

MAPKP-2, MAPKP-3 e serina treonina fosfatases como PP1 e PP2A (Haneda et al., 1999; Tamura et 

al., 2002).  

A via das ERKs geralmente está relacionada ao crescimento celular, diferenciação e sinais de 

sobrevivência (Kolch et al., 2005), enquanto as MAPKs das famílias JNK e p38 relacionam-se 

primariamente com sinais pró-apoptóticos e inibidores do crescimento, também participando de 

respostas pró-inflamatórias. Contudo, a ativação de MAPKs específicas e as conseqüências no destino 

celular não podem ser analisadas de uma maneira simplificada, como exposto acima. Em geral, a 

resposta celular à ativação de uma determinada MAPK dependerá de um conjunto de fatores que 

envolvem o tipo celular, a intensidade, amplitude e tempo de estímulo até a integração do novo estímulo 

frente às vias sinalizadoras previamente ativas (Kolch et al., 2005). Logo, o que determinará a ativação 

de uma MAPK e sua ação intracelular será um somatório de fatores justificando, assim, dados da 

literatura que mostram casos nos quais p38 MAPKs e JNKs também parecem estar envolvidas com 

estímulos anti-apoptóticos, de proliferação e sobrevivência celulares (Liu and Lin, 2005).  

As diversas funções das MAPKs regulam a trajetória do desenvolvimento celular e, como 

descrito, podem tanto controlar a sobrevivência, transformação ou morte celular. Quando o delicado 

balanço entre ciclo celular, proliferação, diferenciação e apoptose é desregulado por fatores ambientais 

e/ou genéticos, podem ocorrer transformações malignas, gênese de doenças neurodegenativas e 
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outras condições patológicas onde, geralmente, cascatas sinalizadoras de MAPKs encontram-se 

desreguladas (Johnson et al., 2005).  

Desta maneira, as vias de sinalização de MAPKs são alvos potenciais para o desenvolvimento 

de novas estratégias de combate ao câncer. 
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22..  OOBBJJEETTIIVVOOSS  
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 O câncer é considerado a principal causa de morte no mundo, tendo sido responsável por 13% 

(7,6 milhões) do total de mortes ocorridas no ano de 2005. Segundo dados da Organização Mundial da 

Saúde, o número de mortes em decorrência da doença tende a continuar aumentando ao longo do 

tempo sendo esperados 9 milhões de mortes em 2015 e 11,4 milhões em 2030. No Brasil, estimativas 

do INCA para o ano de 2006 apontam uma incidência de 472.050 novos casos de câncer, sendo que os 

mais incidentes, à exceção de pele não melanoma, serão os de próstata e pulmão no sexo masculino e 

mama e colo do útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no 

mundo. 

 No mundo todo, o câncer de próstata é o mais prevalente entre homens representando 15,3% 

de todos os casos incidentes de câncer em países desenvolvidos e 4,3% dos casos em países em 

desenvolvimento. No Brasil o número de casos novos de câncer de próstata estimados para 2006 é de 

47.280, correspondendo a um número estimado de 51 casos novos a cada 100 mil homens. Embora o 

câncer prostático seja considerado tipo tumoral de bom prognóstico, a detecção da doença em estágios 

mais avançados ou metastáticos é responsável direta pelas altas taxas de mortalidade em decorrência 

da neoplasia. Nesses casos, embora a terapia hormonal (universalmente aceita como tratamento inicial) 

produza bons resultados na maioria dos pacientes, um grande número das pessoas tratadas sofre 

recidiva da doença numa etapa em que o tumor freqüentemente se torna de difícil tratamento em 

decorrência da aquisição de resistência à manipulação hormonal.  

 Assim como nos casos avançados de tumores prostáticos, a aquisição de resistência frente aos 

tratamentos antitumorais convencionais constitui o principal obstáculo no tratamento das leucemias, que 

somente no Brasil têm uma taxa de incidência estimada de 9.550 novos casos para o ano de 2006, 

atingindo principalmente crianças onde demonstra ser o câncer infantil de maior prevalência.  
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 Desta forma, a elucidação dos mecanismos que conferem resistência às células tumorais a 

fármacos com diferentes alvos e estruturas químicas, “multidrug resistance” (MDR), a determinação de 

alvos moleculares e a busca por potenciais agentes antitumorais e terapias mais eficazes para o 

tratamento do câncer, têm sido as principais metas dos pesquisadores nos últimos 35 anos. O presente 

trabalho visa à avaliação do potencial antitumoral de dois compostos naturais, riboflavina e fisetin, 

constituindo também uma tentativa de contribuição para o maior conhecimento molecular do ambiente 

intracelular de tumores prostáticos e leucemias e identificação de potenciais alvos terapêuticos para o 

combate dessas malignidades. Para isso, foram estabelecidos os seguintes objetivos: 

 

1) Avaliar o potencial citotóxico e antiproliferativo da riboflavina e fisetin sobre células HL60 e PC3; 

 

2) Determinar o mecanismo molecular de ação da riboflavina e fisetin nos modelos tumorais estudados, 

identificando possíveis candidatos a alvos terapêuticos; 

 

3) Identificar alvos moleculares específicos relacionados à proliferação, resistência e capacidade 

metastática nos modelos tumorais prostático e leucêmico. 
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RIBOFLAVIN: A MULTIFUNCTIONAL VITAMIN. Riboflavin, a component of the B
2
 vitaminic complex, plays important roles

in biochemistry, especially in redox reactions, due to the ability to participate in both one- and two-electron transfers as well as
acting as a photosensitizer. Accordingly, low intakes of this vitamin have been associated with different diseases, including cancer
and cardiovascular diseases. Riboflavin is thought to contribute to oxidative stress through its capacity to produce superoxide but,
interestingly, it can also promote the reduction of hydroperoxides. This peculiar and multifunctional behavior allows riboflavin to
take part in various biochemical pathways as a nucleophile and an electrophile, turning it into a versatile and important biological
compound.

Keywords: riboflavin; electron transfer; oxidative stress.

INTRODUÇÃO

A riboflavina foi isolada (apesar de não purificada) pela pri-
meira vez em 1879 pelo químico inglês A. Wynter Blyth. Em seus
estudos relacionados à composição do leite de vaca ele relatara a
identificação de um pigmento amarelo brilhante que chamou de
“lactocromo” e que hoje nós conhecemos como sendo a riboflavina.
Depois desse anúncio, quase cinqüenta anos se passaram até que
algum avanço significativo ocorresse com o recém descoberto pig-
mento amarelo-laranja. Então, ao final dos anos 20 e início da dé-
cada de 30 do século XX, uma grande evolução científica aconte-
ceu e pigmentos amarelos semelhantes com um brilho esverdeado
fluorescente foram isolados de uma ampla variedade de fontes1. O
interesse por eles tornou-se ainda maior quando o tal pigmento
amarelo foi reconhecido como sendo um constituinte da vitamina
do complexo B, sendo a purificação da própria vitamina ampla-
mente facilitada uma vez que se percebeu que o potencial vitamínico
estava intimamente correlacionado à fluorescência da riboflavina.
Alguns dos principais químicos da época como Richard Kuhn, em
Heidelberg, e Paul Karrer, em Zurich, entraram em uma corrida
acirrada para determinar a estrutura, bem como para prová-la atra-
vés de síntese química, sendo que ambos obtiveram sucesso neste
intento quase que concomitantemente. Vários nomes foram pro-
postos para o então caracterizado composto, tais como lactoflavina
e ovoflavina a fim de estabelecer correlação com a fonte através da
qual o composto havia sido isolado. Mas o prefixo ribo foi consa-
grado no nome pelo qual conhecemos o composto atualmente, por
causa da cadeia ribitil e da cor amarela característica proveniente
do sistema π conjugado nos anéis isoaloxazina1-3.

RIBOFLAVINA E SUAS FUNÇÕES BIOLÓGICAS

A riboflavina, 7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina, é uma vita-
mina hidrossolúvel pertencente ao complexo vitamínico B

2
, apre-

senta coloração amarela e é fluorescente. Além do leite que, como

mencionado, foi uma das primeiras fontes de obtenção, a riboflavina
é encontrada também em carne, peixe e, principalmente, em vege-
tais de cor verde-escura4. A riboflavina proveniente da dieta en-
contra-se na forma das coenzimas flavina adenina dinucleotídeo
(FAD) e flavina mononucleotídeo (FMN) ligadas a proteínas; no
entanto, quando o bolo alimentar chega ao estômago, o meio ácido
propicia a liberação das coenzimas. As coenzimas livres sofrerão a
ação das pirofosfatases e fosfatases, presentes no intestino delga-
do, levando à liberação da riboflavina. Observou-se em nosso la-
boratório que a riboflavina é um importante produto das reações
catalisadas pelas fosfatases ácidas (proteína tirosina fosfatases) de
baixa massa molecular relativa, purificadas de rim5 e pulmão6 bo-
vinos, uma vez que a FMN é um potencial substrato fisiológico
destas enzimas. A riboflavina liberada pode ser absorvida por trans-
porte ativo ou facilitado6-8.

A riboflavina é de fundamental importância em organismos
aeróbios, sendo precursora de importantes coenzimas participantes
da cadeia transportadora de elétrons como a FAD e FMN4,7,8. Tam-
bém origina muitas das flavinas que se encontram ligadas a diversas
enzimas, as quais atuam na catálise de um grande número de impor-
tantes reações como, por ex., as relacionadas ao reparo do DNA. A
fórmula estrutural da riboflavina é mostrada na Figura 1.

Figura 1. Estrutura da riboflavina (RF). Em destaque, a cadeia ribitil e o

sistema de anéis isoaloxazina, que apresenta o sistema π conjugado
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O metabolismo de lipídios necessita de derivados da riboflavina,
assim como a degradação de drogas e outros compostos químicos
exógenos (xenobióticos) via sistema de hidroxilação microssomal.
Cofatores de riboflavina são requeridos para o metabolismo do ácido
fólico, piridoxina e niacina, além de serem utilizados por enzimas
de eritrócitos, como a glutationa redutase que é uma enzima im-
portante pertencente ao sistema de proteção contra as espécies
reativas de oxigênio (ROS) geradas nessas células9.

Curiosamente, a riboflavina pode tanto contribuir quanto inibir
o estresse oxidativo através da sua dupla habilidade de produzir
superóxido e, ao mesmo tempo, poder estar envolvida na redução
de hidroperóxidos1.

Estudos recentes têm correlacionado a riboflavina ao mecanis-
mo de transdução de sinais de células apoptóticas, bem como à
regulação do relógio biológico1,10.

Conseqüências da deficiência alimentar

Atualmente, a dose recomendada de ingestão de riboflavina
varia desde 0,4 mg (na infância) a 1,3 mg/dia para adultos sendo
que, para mulheres grávidas, recomenda-se uma dose suplementar
de 0,3 mg/dia durante a gestação e 0,5 mg/dia durante o período de
lactação, já que estudos mostram que durante o terceiro trimestre
de gestação há uma queda progressiva nos níveis de riboflavina11,12.

Como participa de diversas reações de óxido-redução impor-
tantes no metabolismo através dos cofatores FMN e FAD, os quais
atuam como carregadores de elétrons, dietas inadequadas de
riboflavina poderiam levar a distúrbios no metabolismo intermedi-
ário. Em ratos, a deficiência em riboflavina foi associada a uma
redução tecido-específica na atividade da succinato oxidorredutase
(succinato desidrogenase), efeito este que pode ter implicações na
produção de energia através da fosforilação oxidativa. Além disto,
a β-oxidação de ácidos graxos também é dependente de flavinas
como aceptores de elétrons13.

Em animais, estudos demonstraram que a deficiência de
riboflavina está relacionada a desenvolvimentos anormais no feto e,
em humanos, vários estudos correlacionam a deficiência de
riboflavina com quadros hematológicos, principalmente com aque-
les relacionados ao sistema hematopoiético. Atualmente, a influên-
cia hematológica da deficiência de riboflavina tem sido associada a
sua interferência no metabolismo do ferro, já que a mobilização de
ferro a partir da proteína intracelular ferritina é um processo redutivo
e flavinas reduzidas podem agir reduzindo o ferro da ferritina e,
desta maneira, mobilizá-lo em vários tecidos em concentrações fisi-
ologicamente relevantes. Sintomas de neurodegeneração e neuropatia
têm sido documentados em vários estudos de dietas deficientes em
riboflavina em diferentes espécies, apesar de haver pouca informa-
ção com relação à relevância desses resultados em humanos, mas
sabe-se que a riboflavina apresenta uma função no metabolismo da
tiroxina e sua carência poderia contribuir com a patofisiologia de
algumas doenças mentais14-16.

Pesquisas na área de saúde pública relatam a importância da
riboflavina como fator de proteção contra doenças cardiovasculares
e processos tumorais. Trabalhos publicados durante as décadas de
70 e 80 indicaram que ela poderia apresentar efeitos protetores
contra danos teciduais gerados por oxidação. Devido a sua não
toxicidade, a riboflavina é um forte candidato como agente redutor
do ferro presente no grupo heme de proteínas, atuando como pro-
tetor de danos oxidativos em determinados tecidos. No entanto, o
potencial terapêutico desta vitamina neste contexto deve ainda ser
amplamente investigado, já que a maioria dos estudos até o pre-
sente momento foi realizada em modelos animais6.

Com relação à visão, sabe-se que a riboflavina é um compo-

nente normal das lentes do olho humano e que apresenta uma ativi-
dade fotossensibilizadora muito forte quando exposta à luz. Desta
forma, radiações com comprimentos de onda abaixo de 400 nm
levariam a uma excitação luminosa que acarretaria, nessas circuns-
tâncias, danos à visão. Vascularização e opacidade na córnea e até
mesmo cataratas têm sido relatadas em animais alimentados com
dietas pobres em riboflavina. Acredita-se que fotorreceptores de-
pendentes de riboflavina (criptocromos) desempenham uma fun-
ção importante na adaptação ao escuro e, portanto, a dieta de
riboflavina poderia influenciar na adaptação ao escuro através des-
ses fotorreceptores por interação com a vitamina A ou de forma
independente17,18.

Finalmente, a deficiência de riboflavina pode interferir no me-
tabolismo de outros nutrientes, principalmente no metabolismo de
outras vitaminas B, tais como folato, cianocobalamina (vitamina
B

12
) e piridoxina (vitamina B

6
)13.

RIBOFLAVINA E CÂNCER

A deficiência de riboflavina tem sido correlacionada como um
fator de risco para o câncer, embora este fato ainda não esteja satis-
fatoriamente estabelecido em humanos, sendo que a influência de
dietas deficientes em riboflavina na gênese e progressão do câncer
tem sido assunto controverso no meio científico onde existem rela-
tos provando, tanto sua ação estimulatória em certos casos, quanto
inibitória em outros. Em geral, a deficiência de riboflavina parece
estar relacionada à diminuição do desenvolvimento de tumores es-
pontâneos em animais experimentais mas também, paradoxalmen-
te, ao aumento da carcinogênese provocada por certos agentes6.

A correlação entre riboflavina e câncer é bastante complexa e
pode ser exemplificada nos inúmeros efeitos desta vitamina no
metabolismo de drogas. Por ser precursora de flavocoenzimas do
sistema microssomal de hidroxilação de drogas, a carência de
riboflavina pode retardar a inativação de carcinógenos e, portanto,
aumentar sua distribuição aos tecidos susceptíveis. Por outro lado,
se a droga tiver menor atividade carcinogênica que seus metabólitos,
a deficiência de riboflavina, possivelmente, terá efeito inibitório
sobre a carcinogênese. Deve-se lembrar também que o mesmo ra-
ciocínio pode ser aplicado em relação aos quimioterápicos em si-
tuações nas quais estes podem, não somente ter seu metabolismo
afetado pela disponibilidade de cofatores derivados de riboflavina,
como também a sua própria disponibilidade e captação celular afe-
tadas, visto que a riboflavina pode complexar-se com certas subs-
tâncias e, também, agir como fator regulatório de sua entrada na
célula. Drogas antifolato também podem ter efeito influenciado
pela disponibilidade de riboflavina, uma vez que cofatores de flavina
estão relacionados ao metabolismo do ácido fólico. Tem sido difí-
cil, contudo, obter evidências que suportem ou refutem essas hipó-
teses e as pesquisas agora mudam seu foco para a obtenção de
dados sobre a real disponibilidade de riboflavina nas células
neoplásicas. Células neoplásicas parecem perder certos mecanis-
mos que regulam o metabolismo de riboflavina em tecidos nor-
mais e caracterizam-se por resistir à deficiência de riboflavina, o
que leva à manutenção de altas concentrações de FAD, através de
mecanismos ainda não determinados9,19,20.

Durante a década de 1990, uma nova abordagem ao tratamento
do câncer foi estudada e, mais uma vez, a riboflavina assumiu um
papel de destaque devido a sua característica peculiar de composto
fotossensível. Além disso, demonstrou-se que a riboflavina pode
apresentar importante função no transporte e liberação controlada
de drogas. Este novo aspecto da utilização da riboflavina veio am-
pliar e consolidar, de maneira significativa, a importância biológi-
ca e fisiológica deste composto21-24.
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ALGUMAS PROPRIEDADES QUÍMICAS
FUNDAMENTAIS DA RIBOFLAVINA

A riboflavina, bem como as flavinas em geral, apresenta uma
característica muito importante para o seu papel biológico que é a
capacidade de participar de reações químicas com transferência
tanto de dois como também de um elétron, o que implica, neste
último caso, a existência de estados de semiquinona1.

Em soluções aquosas e na ausência de qualquer tipo de enzima,
ocorre um equilíbrio entre a forma oxidada e a forma reduzida da
riboflavina (auto-redox) sendo que, neste processo, uma certa quan-
tidade de radical é formada:

Para maior clareza, apresentamos as semi-reações de oxidação
(1) e redução (2) da riboflavina, sendo que a Equação 3 corresponde
ao processo global. Os equilíbrios 4 e 5, em soluções aquosas de
riboflavina livre da presença de qualquer enzima, são quase que
totalmente deslocados para a esquerda. Para se ter uma referência,
partindo de uma mistura equimolar de riboflavina oxidada e redu-
zida, em pH 7,0, apenas 5% de radical é estabilizado. Contudo, é
importante ressaltar que a presença de enzimas torna possível uma
ampla variedade de estados de oxidação para a riboflavina, uma
vez que as energias de ativação de diversas reações redox envol-
vendo a riboflavina são significativamente reduzidas em sistemas
enzimáticos. Essa versatilidade de estados de oxidação permite
monitorar eventos que ocorrem em catálise utilizando a riboflavina
como um marcador, já que suas reações sempre são caracterizadas
por semi-reações, que podem ser acompanhadas separadamente.

Na maior parte dos casos em que a riboflavina é reduzida, o
processo pode ocorrer de duas maneiras distintas. A primeira seria
através da transferência de dois elétrons por um substrato (S

1
) que

é então desidrogenado, gerando uma flavina reduzida, a qual pode
ser subseqüentemente reoxidada, através de desidrogenação, por
outro substrato (S

2
), conforme ilustrado no Esquema 2.

A segunda maneira é através de transferência de um único elé-
tron, gerando um intermediário semiquinona. Em alguns casos, o
oxigênio molecular é o substrato fisiológico mas, devido à
reatividade inespecífica do O

2
 com flavinas em geral, o estudo de

algumas reações deve ser realizado em condições anaeróbicas1.

O Esquema 3 mostra reações químicas que podem ocorrer en-
tre riboflavina reduzida e oxigênio:

A reação inicial é uma redução de O
2
 que se dá através da trans-

ferência de um único elétron da flavina reduzida (A), gerando um
par radicalar formado pela flavina neutra e ânion superóxido (B).
O par radicalar gerado pode, então, seguir várias rotas alternativas
como, por ex., levar à formação de uma peroxirriboflavina (D) que
é um nucleófilo. Este intermediário pode, por sua vez, ser protonado,
gerando um hidroperóxido de características eletrofílicas (E). Além
disso, as espécies peroxiconjugadas de riboflavina podem eliminar
peróxido de hidrogênio e gerar a riboflavina oxidada (F) ou parti-
cipar de processos oxidativos, como hidroxilações aromáticas ou
reações de Baeyer-Villiger que são oxidações de substratos que
possuem grupamentos cetônicos e aldeídos para, respectivamente,
ésteres e ácidos carboxílicos. Uma outra possibilidade é a dissocia-
ção do par radicalar (B) gerando o radical de riboflavina e o radical
superóxido, o qual pode reagir com peróxido para formar radical
hidroxil ou com óxido nítrico para formar peroxinitrito. Acredita-
se que o radical hidroxil seja um dos principais responsáveis por
estresse oxidativo e danos teciduais, em grande parte através da
reação com lipídios que levam à produção de hidroperoxilipídios.
Além disso, trabalhos recentes têm sugerido que o peroxinitrito é
um agente importante no processo de apoptose1,25.

Riboflavina: um fotossensibilizador biológico eficiente

Como já comentado, a riboflavina desempenha um importante
papel biológico como sensibilizador fotoquímico. Apresenta, como
característica, sensibilidade à radiação UV e visível26,27 sendo que,
ao absorver luz, alcança o estado triplete excitado que pode tanto
interagir com o oxigênio molecular gerando oxigênio singlete (cha-
mado de mecanismo tipo II) ou agir diretamente sobre um substrato
levando à fotoxidação deste e à conseqüente geração de radicais
intermediários (mecanismo tipo I), além de espécies reativas de
oxigênio, tais como ânion superóxido, radical hidroxil e peróxido
de hidrogênio20,28. Essa capacidade pode ser útil ao organismo como
no caso de enzimas que necessitam de luz visível para o desempe-
nho de suas atividades catalíticas, tais como enzimas participantes
do processo de fotossíntese e enzimas de reparo do DNA, DNA

Esquema 3. Reações entre riboflavina reduzida e oxigênio. R = cadeia ribitil

Esquema 2. Semi-reações da riboflavina oxidada e reduzida. RF =

riboflavina; red = reduzida; ox = oxidada

Esquema 1. Equilíbrios químicos da riboflavina semiquinona. RF =

riboflavina; ox = oxidada; red = reduzida
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liases, cujos grupos prostéticos atuam como substratos para o triplete
excitado de riboflavina29.

A capacidade fotossensibilizadora da riboflavina em sistemas
biológicos está relacionada ao alto potencial redox de sua forma
triplete ativada. Embora o potencial redox da riboflavina seja
–0,3 V, em pH 7,030, sua irradiação e ativação ao estado triplete
eleva o potencial redox a 1,7 V que é bem maior que o potencial
redox de importantes biomoléculas como aminoácidos, proteínas,
lipídios e ácidos nucléicos que, desta forma, podem sofrer fotode-
gradação em presença de riboflavina31,32. Desta maneira, após a
excitação, a transferência de elétrons dos aminoácidos menciona-
dos para formar os respectivos radicais e, conseqüentemente, gerar
a riboflavina reduzida acaba sendo termodinamicamente favorecida.

A riboflavina irradiada reage com os aminoácidos triptofano
(TrpH), tirosina (TyrOH) e, em menor extensão, com fenilalanina
(PheH) [neste texto, a fim de tornar mais claras as indicações em
reações químicas, utilizaremos uma abreviatura para os aminoácidos
diferente do padrão internacional de uma ou três letras]. Como
resultado da fotoxidação dos aminoácidos mencionados, formam-
se espécies reativas de oxigênio e outros fotoprodutos tóxicos para
as células. Nas proteínas, resíduos de triptofano (TrpH) e tirosina
(TyrOH) apresentam potenciais redox de 1,5 e 0,93 V, respectiva-
mente, que os tornam substratos susceptíveis às reações de
fotoxidação em presença de riboflavina irradiada33,34. Durante es-
sas reações, além da formação de fotoprodutos, como menciona-
do, também pode haver formação de fotoadutos entre a flavina ex-
citada e seu substrato, como no caso da reação entre riboflavina e
TrpH, na qual se observa o aparecimento de fotoadutos indol-flavina
e indol-indol, entre outros35.

O Esquema 4 mostra possíveis reações importantes na fotos-
sensibilização de triptofano e tirosina pela riboflavina:

A presença de TrpH e riboflavina tem sido correlacionada a
disfunções hepáticas produzidas por nutrição parenteral36 e os
fotoprodutos da reação têm mostrado exercer efeitos letais em cul-
turas de células animais35,37.

Vários estudos têm revelado que a irradiação de células tumorais
com luz visível em presença de riboflavina induz a morte celular.
Quando células F9 de teratocarcinoma e NSO/2 murinas foram
irradiadas em meio de cultura enriquecido com TrpH e riboflavina,
alterações morfológicas similares às descritas para células apop-
tóticas foram observadas. O efeito citotóxico foi atribuído à for-
mação de espécies reativas de oxigênio tais como ânion superóxido
e oxigênio singlete, gerados através de um mecanismo relativa-
mente complexo (Esquema 5), misto dos mecanismos tipo I e tipo
II17,22. Além da produção de ROS, também constatou-se a forma-
ção de outros fotoprodutos citotóxicos originados de reações en-

volvendo o radical ânion de riboflavina e radical cátion indol do
TrpH. Tais fotoprodutos constituem-se, basicamente, de formas
agregadas de riboflavina, produtos indólicos associadas a flavinas,
produtos indólicos com peso molecular maior que o do TrpH, bem
como outros produtos da fotodecomposição deste aminoácido28.

Os efeitos da riboflavina irradiada em presença de TrpH tam-
bém são observados em culturas de células não irradiadas, as quais
não sofrem os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigênio
transientes formadas durante a irradiação do meio. Tais efeitos são
atribuídos aos demais fotoprodutos gerados, cujas citotoxicidades
são ainda mais evidentes em experimentos realizados em atmosfe-
ra anaeróbica, em que predomina o mecanismo de reação tipo I22,38.
Fotoprodutos derivados do ácido 3-indolacético irradiado em pre-
sença de riboflavina demonstraram causar severos danos em cultu-
ra de células humanas HL60 e células tumorais murinas NOS/237.
Tais efeitos foram mais acentuados que os anteriormente descritos
para os fotoprodutos do triptofano, além de aumentarem de acordo
com a elevação da concentração dos fotoprodutos22. Com base em
estudos de microscopia eletrônica e análises de citometria de flu-
xo, demonstrou-se que tais fotoprodutos induzem morte celular
por mecanismo apoptótico. Postula-se que o mecanismo de ativa-
ção apoptótica esteja relacionado à atuação dos fotoprodutos I

3
A-

RF como ligantes sinalizadores de morte, agindo na superfície ce-
lular. Tal afirmação baseia-se no fato de que uma certa quantidade
de riboflavina adicionada ao meio é incorporada pela célula, com-
portamento que, analogamente, também pode ser atribuído aos
fotoprodutos.

Outro aspecto importante na atuação da riboflavina é sua capa-
cidade de gerar efeitos citotóxicos mesmo quando não exposta à
irradiação. O estado excitado de flavina triplete também pode ser
alcançado em ausência de luz por um mecanismo enzimático me-
diado por peroxidases39, o que explica a ocorrência de efeitos cito-
tóxicos promovidos pela riboflavina não irradada22.

Atualmente, a riboflavina e outras substâncias com capacidade
fotossensibilizadora têm sido alvos de estudos na área de trata-
mentos e prevenção de doenças com emprego de luz. Na área
oncológica, destaca-se o estudo da chamada Terapia Fotodinâmica,
uma forma de fotoquimioterapia onde uma substância fotossensi-
bilizadora é acumulada em um tecido tumoral especificamente ilu-

Esquema 5. Misto de mecanismos tipo I e tipo II em presença de oxigênio

molecular (S representa um composto alvo da riboflavina irradiada)

Esquema 4. Possíveis interações importantes para a fotossensibilização de

triptofano e tirosina pela riboflavina atuando como fotossensibilizador
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minado e, subseqüentemente, destruído22. Além disso, trabalhos
recentes têm demonstrado, tanto in vitro quanto in vivo, a inicia-
ção de apoptose induzida por Terapia Fotodinâmica40-42.
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Abstract Besides having a pivotal biological function as a

component of coenzymes, riboflavin appears a promissing

antitumoral agent, but the underlying molecular mechanism

remains unclear. In this work, we demonstrate that irradi-

ated riboflavin, when applied at µM concentrations, induces

an orderly sequence of signaling events finally leading to

leukemia cell death. The molecular mechanism involved is

dependent on the activation of caspase 8 caused by overex-

pression of Fas and FasL and also on mitochondrial ampli-

fication mechanisms, involving the stimulation of ceramide

production by sphingomyelinase and ceramide synthase. The

activation of this cascade led to an inhibition of mitogen ac-

tivated protein kinases: JNK, MEK and ERK and survival

mediators (PKB and IAP1), upregulation of the proapop-

totic Bcl2 member Bax and downregulation of cell cycle

progression regulators. Importantly, induction of apoptosis

by irradiated riboflavin was leukaemia cell specific, as nor-

mal human lymphocytes did not respond to the compound

with cell death. Our data indicate that riboflavin selectively

activates Fas cascade and also constitutes a death receptor-
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engaged drug without harmful side effects in normal cells,

bolstering the case for using this compound as a novel avenue

for combating cancerous disease.
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Abbreviations

ERK extracellular signal-regulated kinase

Fas (CD95) Fas receptor

FasL (CD95L) Fas ligand

HL60 human myeloid leukemia cell line

IAP1 inhibitory apoptosis protein type 1

JNK c-jun-NH2-terminal protein kinase

MAPK mitogen-activated protein kinase

MEK MAPK/ERK kinase

PCNA proliferating cell nuclear antigen

PKB protein kinase B

PP2A phosphoprotein phosphatase 2A

RF riboflavin

STAT signal transducer and activator of

transcription

TNF tumor necrosis factor

TNFR tumor necrosis factor receptor

TRAF receptor-associated factor.

Introduction

Photodynamic therapy (PDT) is based on the activation of

a photosensitizer by illumination with visible or UV light,

leading to photochemical tissue destruction. Since 1993

this procedure has been approved for the treatment of sev-

eral oncological and nononcological disorders worldwide

[1]. Nevertheless, the molecular mechanisms by which the
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Fig. 1 Chemical structure of

riboflavin and its photoproducts

photostimulation of photosensitizers induces cell death

remains poorly understood, but are of obvious impor-

tance for the development of a new therapy having en-

hanced specificity for deviant tissue as to non-pathological

cells.

Riboflavin (Fig. 1), 7,8-dimethyl-10-ribityl-isoalloxazine,

one of the components of the B2 vitamin complex, is an effi-

cient photosensitizer that has been used in several photody-

namic therapy studies [2]. Riboflavin is particularly sensitive

to UV and visible light and acts via the generation of singlet

oxygen (type II mechanism) or via radical species (type I

mechanism), including reactive oxygen species such as the

superoxide ion, hydroxyl radical and hydrogen peroxide [3].

Although the reduction potential of riboflavin is − 0.3 V at

pH 7.0, the redox potential of the excited triplet flavin can be

shifted to 1.7 V [4] which is higher than the redox potential of

important biomolecules such as amino acids, proteins, lipids

and nucleic acids which can undergo photodegradation in

the presence of riboflavin.

Recently, important advances on the effects of radiation

on riboflavin chemistry have been achieved [5–7], demon-

strating that this flavin is degraded through a variety of reac-

tions including photolysis (intramolecular photoreduction)

and photoaddition (intramolecular photoaddtion) as major

reactions. The photodegradation of riboflavin in aqueous

solutions results in a number of products such as 7, 8-

dimethyl-10-(formylmethyl) isoalloxazine, lumichrome and

lumiflavin (Fig. 1). Additionally, near UV light and day-

light fluorescent light irradiated riboflavin produces lethal

effects on mammalian cells in culture and this cytotoxicity

has been attributed to products of the riboflavin-sensitized

photooxidation of Trp and/or Tyr such as a complex mix-

ture of indolic, flavinic and indolic-flavin type aggregates

(photoadducts) [8, 9]. The biological effects following these

reactions are, however, much less clear. It has been suggested

that irradiated-riboflavin induced formation of reactive oxy-

gen species and stable photoproducts that lead to cell death,

although clear cut evidence is lacking [2, 5, 9, 10]. These

considerations prompted us to investigate the effects of ir-

radiated riboflavin on HL60 cells. In the present work we

demonstrate that irradiated riboflavin induces Fas and FasL

overexpression followed by activation of caspase 8, modula-

tion of JNK, protein phosphatase and ceramide production.

Irradiated riboflavin effects on leukaemia cell apoptosis were

critically dependent on these events. Taken together, our re-

sults outline a molecular framework for riboflavin-mediated

apoptosis.

Materials and methods

Cell line and reagents

HL60 cells were purchased from the American Type Cul-

ture Collection (ATCC, Rockville, MD). Polyclonal anti-

bodies against, antiphospho-p38 mitogen-ativated protein

kinase p38, antiphospho-p42/44 (ERK1/2), antiphospho-

c-jun-NH2-terminal protein kinase (JNK), antiphospho-

MAPK/ERK Kinase 1/2 (MEK1/2), antiphospho-PKB,

cleaved caspase 8, antirabbit and antimouse peroxidase-

conjugated antibodies were purchased from Cell Signalling

Technology (Beverly, MA). Antibodies against phospho-

PP2A, phosphotyrosine, phosphothreonine, p21, prolif-

erating cell nuclear antigen (PCNA), signal transducer

and activator of transcription 1 (STAT1) and 2 (STAT2),

receptor-associated factor 1 (TRAF1) and 2 (TRAF2),

Bcl2, Bax, TNF receptor 1 (TNFR1), TNF-α receptor-

associated death domain (TRADD) and inhibitory apop-

tosis protein type 1 (IAP1) were purchased from Santa

Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Other antibodies

used were anti-Fas receptor (Fas), anti-Fas ligand (FasL)—

(BD Biosciences, San Diego, CA); Fas neutralizing anti-

body was from Upstate Biotechnology, Inc.(Lake Placid,

NY).
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Riboflavin, Safranin O, Succinate, Carbonyl cyanide 3-

chlorophenylhydrazone (CCCP) and Fumonisin B1 were

from Sigma. Amplex Red Sphingomyelinase assay kit

(Molecular Probes Inc., Eugene, OP#A-12220). Caspase 3

and Caspase 9 Colorimetric Assay Kits were obtained from

R&D Systems (Minneapolis).

Cell culture

HL60 cells were routinely grown in suspension in RPMI

1640 medium supplemented with 2 mM glutamine,

100 IU/ml penicillin, 100 µg/ml streptomycin and 10% heat-

inactivated fetal bovine serum, at 37◦C in a 5% CO2 humid-

ified atmosphere. In all experiments, 7 × 105 cells/ml were

treated for 24 h with different concentrations of irradiated

riboflavin.

Irradiation of riboflavin and treatment of HL60 cells

Solutions of riboflavin (25, 50, 75, 100, 150, 200 and

250 µM) were diluted in RPMI 1640 culture medium and

irradiated with UV light for 15 min. Afterwards, a suspen-

sion of 7 × 105 cells/ml was added to the samples so that the

following final concentrations of riboflavin: 5, 10, 15, 20, 30,

40 and 50 µM were reached. The cells were also pre-treated

with 25 µM fumonisin B1 or anti-Fas 10 µg/mL for 1 h and

then, treated with riboflavin. Cell viability was assessed by

trypan blue dye exclusion and MTT reduction assays.

MTT reduction assay

The medium containing irradiated riboflavin was removed

and 1.0 ml of MTT solution (0.5 mg MTT/ml of culture

medium) was added to each well. After incubation for 4 h at

37◦C, the medium was removed and the formazan released

by solubilisation in 1.0 ml of ethanol. The plate was shaken

for 5 min on a plate shaker and the absorbance measured at

570 nm [11, 12].

Mitochondrial membrane potential determination (��)

Mitochondrial �� was estimated through fluorescence

changes of Safranin O [13], on a Hitachi F4500 spectroflu-

orometer with excitation and emission wavelengths of, re-

spectively, 495 and 586 nm, with 2.5 nm slit. After treatment

with different concentrations of irradiated riboflavin for 24 h,

3 × 106 cells/ml (viable cells as detected by trypan blue ex-

clusion) were incubated in 125 mM sucrose, 65 mM KCl,

2 mM potassium phosphate, 1 mM MgCl2, 10 mM Hepes,

pH 7.2, 1 mM EGTA, 1 mg/ml serum albumin bovine, 5 mM

succinate and 5 µM safranin O. Additions of Digitonin

(17 µM) and CCCP (1 µM) are depicted at the graphics.

Determination of sphingomyelinase activity

Cells were treated with irradiated riboflavin and the sph-

ingomyelinase activity was determined using Amplex Red

Sphingomyelinase assay kit. In this enzyme-coupled assay,

SMase activity was monitored indirectly using 10-acetyl-

3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex Red reagent), a sensi-

tive fluorogenic probe for H2O2. The fluorescence intensity

was read with a fluorescence microplate reader. The activity

of acid SMase was determined at pH 5.5.

Western bloting analysis

Cells (3 × 107) were lysed in 200 µL of lysis buffer [50 mM

Tris-HCl (pH 7.4), 1% Tween 20, 0.25% sodium deoxy-

cholate, 150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM Na3VO4, 1 mM

NaF and protease inhibitors (1 µg/ml aprotinin, 10 µg/ml

leupeptin, and 1 mM 4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl-

fluorid-hydrochloride)] for 2 h in ice. Protein extracts were

cleared by centrifugation and protein concentrations were

determined using the Lowry method [14]. An equal vol-

ume of 2X sodium dodecyl sulphide (SDS) gel loading

buffer [100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 200 mM DTT, 4% SDS,

0.1% bromophenol blue and 20% glycerol] was added to

samples which were subsequently boiled for 10 min. Cell

extracts, corresponding to 3 × 105 cells, were resolved by

SDS-polyacrylamide gel (12%) electrophoresis (PAGE) and

transferred to PVDF membranes. Membranes were blocked

in 1% fat-free dried milk or bovine serum albumin (2%)

in Tris-buffered saline (TBS)-Tween 20 (0.05%) and incu-

bated overnight at 4◦C with appropriate primary antibody at

1:1000 dilution. After washing in TBS-Tween 20 (0.05%),

membranes were incubated with antirabbit or antimouse

horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies, at

1:2000 dilutions (in all Western blotting assays), in block-

ing buffer for 1 h. The detection was made using enhanced

chemiluminescence (ECL).

Caspases 3 and 9 activity assays

Caspase activities were determined by the measurement at

405 nm of p-nitroanaline released from the cleavage of cas-

pase 3 (Ac-DEVD-pNA) and caspase 9 (LEHD-pNA) sub-

strates. The enzyme activities were expressed in pmol/min

and the extinction coefficient of pNA was 10,000 M−1 cm−1.

Annexin V and 7-amino-actinomycin D Assays

Control and riboflavin-treated cells were collected and re-

suspended in 1X binding buffer (0.01 M Hepes/NaOH, pH

7.4, 0.14 mM NaCl and 2.5 mM CaCl2) at the concentration

of 1 × 106 cells/ml. Subsequently, 100 µl of cell suspension

were transferred to a 5 ml tube and Annexin V FITC (5 µl)
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Fig. 2 Irradiated riboflavin induces toxic effects in HL60 cells. (A)

Cells were treated with different concentrations of irradiated and non-

irradiated riboflavin in RPMI medium. (B) The effect of photoproducts

was also evaluated after 1 h and 24 h after irradiation for 15 min.

In the absence of compounds, the MTT reduction was considered as

100%. The experiment was performed in a 24 wells plate and results

represent the means ± standard error of 3 experiments run in triplicate

(P ≤ 0.05)

and 7-amino-actinomycin D (7-AAD) - (10 µl) were added.

The cells were incubated at room temperature for 15 min,

after which 400 µl of 1X binding buffer were added and

apoptosis assessed by flow cytometry.

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and the results

shown in the graphs represent the means and standard errors.

Cell viability data were expressed as the means ± standard

errors of 3 independent experiments carried out in triplicates.

Data from each assay were analyzed statistically by ANOVA.

Multiple comparisons among group mean differences were

checked with Tukey post hoc test. Differences were consid-

ered significant when the p value was less than 0.05. Western

blottings represent 3 independent experiments.

Results

Irradiated riboflavin but not non-irradiated riboflavin

affects HL60 cells viability

HL60 cells were treated with non and irradiated riboflavin in

concentrations up to 50 µM. Cell viability was not affected

by non-irradiated riboflavin (Fig. 2(A)), while irradiated ri-

boflavin had a strong cytotoxic effect with an IC50 value of

10 µM (Fig. 2(A)).

Additionally, the effect of irradiated riboflavin was evalu-

ated 1 h and 24 h after its irradiation. The results showed

that the cytotoxic profile remained the same, indicating

that the anti-proliferative activity of the irradiated com-

pound is related to the formation of stable photoproducts

(Fig. 2(B)).

Mitochondrial membrane potential was determined in

these cells after treatment for 24 h with different concentra-

tions of irradiated riboflavin (Fig. 3). Although no significant

Fig. 3 Irradiated riboflavin decreases mitochondrial membrane poten-

tial. Cells (3 × 106 cells/ml) were added to a reaction media containing

125 mM sucrose, 65 mM KCl, 2 mM potassium phosphate, 1 mM

MgCl2, 10 mM Hepes, pH 7.2, 1 mM EGTA, 1 mg/ml serum albumin

bovine, 5 mM succinate and 5 µM safranin O. Digitonin (17 µM) and

CCCP (1 µM) were added to all traces where indicated by the arrows.

Traces: (a) control and cells treated with irradiated riboflavin at: (b)

5 µM, (c) 10 µM and (d) 50 µM. The results shown are representative

of three experiments
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Fig. 4 Apoptosis analysis of HL60 cells treatment with riboflavin.

(A) Cell samples were prepared as described in Methods and Annexin

V-positive, 7-AAD-positive and Annexin V/7-AAD-positive popula-

tions were analyzed by flow cytometry. (B) Colorimetric assay was

performed to determine caspases 9 and 3 activities. (C) Western blot

analysis was performed to assess different set of proteins involved in

cell death cascades

effect on mitochondrial membrane potential was detected at a

concentration of 5 µM (Fig. 3(b)), this concentration induced

a slower safranin uptake and a decrease of mitochondrial

membrane potential which became even more pronounced

when higher irradiated riboflavin concentrations were em-

ployed (Fig. 3(c)–(d)). Thus, irradiated riboflavin seems to

induce mitochondrial-dependent cytotoxicity at concentra-

tions in excess of 5 µM.

Irradiated riboflavin-dependent cytotoxicity is mediated

by apoptosis

When analyzed by flow cytometry, the exposure of phos-

phatidylserine concomitantly with the 7-AAD exclusion of

the HL60 cells population demonstrated that apoptosis is

the dominant mode of cell death induced by irradiated ri-

boflavin reaching a maximum value (35%) at 10 µM of
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Fig. 5 Effects of Fas neutralising and fumonisin B1 on riboflavin

action. Cells (7 × 105/ml) were incubated with antibody Fas neutral-

ising 10 µg/ml (A) or 25 µM Fumonisin B1 (B) for 1 h and subse-

quently treated with irradiated riboflavin for 24 h and the cell viability

determined by MTT reduction assay. (C) ASMase activity was deter-

mined at pH 5.5 using 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine (Amplex

Red reagent). Results represent the means ± standard error of 3 ex-

periments run in triplicate (P < 0.05)

riboflavin. When the cells were treated with a higher con-

centration of riboflavin (50 µM), apart from apoptosis, also

substantial necrosis was induced, in addition to an increase

in the Annexin-V/7-AAD double positive compartment (Fig.

4(A)). In apparent agreement, the activation of the direct

markers for apoptosis caspase 8, 9 and 3 (Fig. 4(B) and (C))

was also observed at all the riboflavin concentrations used.

Furthermore, an increase in the ratio Bax/Bcl2 and down

regulation of inhibitory apoptosis protein type 1 (IAP1) was

also detected, effects being most pronounced at riboflavin

concentration of 10 and 50 µM (Fig. 4(C)).

Subsequently, experiments were initiated to establish the

molecular mechanism underlying the activation of the apop-

totic machinery by irradiated riboflavin. For this, we as-

sessed the possible involvement of the death receptor Fas

in the cytotoxic action of riboflavin. Irradiated riboflavin

caused overexpression of Fas and FasL. Together with the

above-described strong activation of caspase 8, these data

infer that the extrinsic pathway mediates, at least, part of the

pro-apoptotic effects of irradiated riboflavin. On the other

hand, TNFR1 and its downstream adaptor molecule TRADD

were downregulated in response to concentrations of irradi-

ated riboflavin higher than 5 µM (Fig. 4(C)). Importantly,

pre-treatment of the cells with Fas neutralising antibodies

prevented apoptosis induction by riboflavin at 5 µM con-

centration suggesting a critical role of this death receptor

in the riboflavin-induced apoptosis at this concentration—

(Fig. 5(A)). On the other hand fumonisin B1, a known
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Fig. 6 Effects of irradiated riboflavin on quinases and protein phos-

phatases in HL60 cells. Cells were treated with irradiated riboflavin (5,

10 and 50 µM) and the phosphorylation of kinases, as well as inhibitory

phosphorylation of PP2A were evaluated by immunoblotting. Soluble

lysates were matched for protein content and analyzed on Western

blot

inhibitor of the enzyme ceramide synthase involved in

de novo synthesis of ceramide in the endoplasmic reticulum

and mitochondria, also prevented HL60 cells death when ri-

boflavin was used at the concentrations of 10 and 50 µM

(Fig. 5(B)). In the presence of the ceramide de novo synthe-

sis inhibitor, cell viability remained around 80%, the same

value found for the treatment with riboflavin 5 µM. Addi-

tionally, we also observed that cells treated with irradiated

riboflavin had an increase on acid sphingomyelinase activity,

a plasma membrane enzyme responsible for the production

of ceramide through sphingomyelin hydrolysis (Fig. 5(C)).

Thus, both Fas and ceramide pathways are essential for me-

diating the effect of irradiated riboflavin on leukaemia cell

apoptosis.

Mitogen activated protein kinases, PKB and protein

phosphatases regulation by riboflavin photoproducts

A prediction eminating from the results presented above is

that irradiated riboflavin should produce decreased activity

of survival and apoptotic relevant kinases. To test this predic-

tion, the activation status of members of the MAP kinase fam-

ily was evaluated. As evident from Fig. 6, treatment of HL60

cells with irradiated riboflavin produced inhibition of the

cell survival relevant kinases phospho-JNK, phospho-MEK,

phospho-ERK, whereas p38 MAP kinase phosphorylation,

a kinase mainly relevant for pro-inflammatory responses,

remained unchanged after the treatment. In addition, inhibi-

tion of the serine/threonine phosphatase PP2A and the anti-

apoptotic kinase PKB was detected after treatment of HL60

cells with irradiated riboflavin.

Fig. 7 HL60 cell changes in

cell proliferation relevant

proteins corresponds with

decreased cell proliferation. The

expression of p21, PCNA,

STAT1 and 2 was evaluated by

immunoblotting. Soluble lysates

were matched for protein

content and analyzed on

Western blot

Irradiated riboflavin diminishes expression of proteins

important for leukaemia cell proliferation

The effects of irradiated riboflavin on the expression of a

selected set of proteins involved in the regulation of cell

proliferation were investigated. Substantial up-regulation of

p21 was observed, concomitantly with down-regulation of

PCNA and STATs 1 and 2 (Fig. 7), demonstrating that

the diminished HL60 cell proliferation following treatment

with irradiated riboflavin is reflected in appropriate changes

in the expression of proteins relevant for leukaemia cell

proliferation.

Discussion

Improving chemotherapy for neoplastic disease constitutes

one of the most important challenges in biomedical research.

In relation to leukaemia, the chemotherapeutic treatment out-

come for most adults with acute myeloid leukaemia remains

unacceptable.

Previously, Edwards group has demonstrated that irradi-

ated riboflavin causes HL60 cells death by apoptosis, which

was attributed to the formation of reactive oxygen species and

stable photoproducts [2, 9, 10]. In the present study, we de-

scribe in detail the molecular mechanism by which irradiated

riboflavin acts as an anti-leukaemic agent. We demonstrate

that riboflavin, irradiated 24 h before its application to the

HL60 cells has similar cytotoxic capacity as freshly irradi-

ated riboflavin. As reactive oxygen species are unstable, it is

difficult to envision how our results can be compatible with

a major role for reactive oxidation products or other electron

donors in irradiated riboflavin cytotoxicity. Thus our results

uncover a new mode of action for this photosynthesizer.

This result closely corresponds with those of the Edwards’

group [2, 15] who similarly demonstrate that reactive oxygen

species generated during irradiation cannot affect the cells

after the irradiation is interrupted, due either to their short

lifetimes in aqueous solution or to the low concentration, as

is the case for H2O2.

In order to delineate the molecular details concerning the

cell death induced by irradiated riboflavin, we investigated
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the possible molecular mechanisms involved. Our results

showed strong activation of caspases 3 and 8 when com-

pared to caspase 9, indicating that the intrinsic pathway is

not the major signaling pathway responsible for the induction

of the apoptotic process. In agreement with this notion, cy-

totoxicity at a 5 µM irradiated riboflavin concentration was

sensitive to inhibition of the extrinsic (extracellular) pathway

by anti-Fas neutralizing antibodies, whereas such treatment

also induced strong upregulation of both Fas and FasL ex-

pression. Since the apoptosis induction was completely pre-

vented by the anti-Fas neutralizing in the 5 µM and partially

at higher riboflavin concentrations, our data fit best with

the hypothesis that irradiated riboflavin effects are mediated

primarily by the extrinsic pathway dependent on Fas death

receptor system. We feel that a contribution of TNFR1 for

extrinsically-induced apoptosis is not likely, expression of

components of the TNFR1/TRADD/TRAF signaling path-

way does not correlate with the induction of apoptosis and

seems in our system to correlate with the expression of the

p65 subunit of NF-κB (data not shown), more in agreement

with a anti-apoptotic effect of this signaling system rather as

the dominant pro-apoptotic signal delivered by the FasL/Fas

system. Thus, these results demonstrate a specific activation

of FasL/Fas signaling in HL60 cells in response to irradiated

riboflavin.

Interestingly, our results show that the inhibition of ce-

ramide synthase by Fumonisin B1 with the higher riboflavin

concentrations was able to counteract cell death. In fact,

increase in ceramide generation at the mitochondria, con-

trolled by the ceramide synthase and ceramidase activities,

seems to occur prior to the execution phase of apoptosis.

Recent evidence suggests that this event is due to, at least

in part, the ability of ceramide to form protein-permeable

channels in the outer mitochondrial membrane inducing

then release of cytochrome c and apoptogenic proteins such

as Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, and others [16]. In agree-

ment, our results show an increase in Bax/Bcl2 ratio and

downregulation of the Smac/DIABLO target IAP1 at the

higher riboflavin concentrations, together with a decrease

on mitochondrial membrane potential that becomes more

pronounced at higher irradiated riboflavin concentrations.

Therefore our results indicate that at higher concentrations

the effects of riboflavin are partially mediated by the intrinsic

pathway. Additionally, we also observed an increase of acid

SMase activity after treatment of the cells with irradiated

riboflavin. Since this enzyme is associated with hydroly-

sis of shingomyelin in the lysosomes and other membrane

compartments, the results show that increase in the mem-

brane ceramide generation is also important in the effects of

irradiated riboflavin. These results suggest that riboflavin-

induced HL60 cell death is associated with activation of Fas

receptor induced via a ceramide-dependent pathway or vice

versa. Interestingly, previous data from the literature have

pointed out ceramide as a second lipid messenger that is

involved in the reorganization of lipid rafts into ceramide-

enriched platforms responsible for the increase of Fas clus-

tering and its activation [17–20] and also as a regulator of

JNK [21], but conversely Fas ligation has been described to

lead to ceramide release [22]. Hence, cross-stimulation of

both pro-apoptotic systems may be important. The sphin-

gomyelin pathway, an ubiquitous signaling system that links

specific cell surface receptors and environmental stress to

cellular responses, has been shown to mediate apoptosis in

HL60 cells induced by ionizing radiation and anti-cancer

drugs. Ceramide, the hydrolyzed product of sphingomyelin,

was found to accumulate before the onset of apoptosis and

is often linked to the activation of caspase-3 activity and Fas

receptor/ligand system [22].

Mitochondrial membrane potential was determined un-

der the treatment conditions described above and a dose-

dependent decrease on �� was observed indicating mito-

chondria involvement in irradiated-riboflavin cytotoxicity.

Similar results were also described recently for another pho-

tosensitizer, disulfonated diphthalimidomethyl phthalocya-

nine zinc (ZnPcS2P2) [23]. Additionally, we observed that

the irradiated riboflavin leads to leukaemia cell prolifera-

tion inhibition as shown by the activation of p21 and down-

regulation of PCNA. p21 binds to and inactivates a variety

of cyclin/CDK complexes and thereby regulates the cell pro-

liferation. PCNA is a protein synthesized in early G1 and

S phases of the cell cycle and participate in the cell cy-

cle progression, DNA replication and DNA repair [24, 25].

As HL60 cells are p53 negative of homozygous deletions

[26] and p53 is one of the activators of p21, we investi-

gated if the expression of p21 could be regulated through

STATs which mechanism is p53-independent and can occur

in response to TNFR1 signaling [27]. Our results, however,

indicate that the activation of p21 in HL60 cells treated with

irradiated riboflavin is independent of STATs and TNFR1

signaling. Interestingly, activation of p21 in myelocytic cell

lines such as HL60 are also related to terminal differentia-

tion but the mechanism that regulates p21 expression in these

p53-independent circumstances is not clear [28, 29].

The reversible phosphorylation of proteins, regulated by

protein kinases and protein phosphatases, influences virtu-

ally all cellular functions and it is an essential mechanism

in the control of proliferation, differentiation and transfor-

mation [30, 31]. The inhibition of the serine/treonine phos-

phatase PP2A observed after the treatment is in agreement

with other work that shows induction of apoptosis by PP2A

inhibitors [32]. Moreover, the inhibition of PP2A is corre-

lated to differentiation of HL60 cells [33, 34] and indicates

that the induction of death may be a result of a terminal

differentiation induced by irradiated riboflavin.

The family of serine/threonine protein quinases MAPKs

regulates diverse cellular activities running the gamut from
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gene expression, mitosis and metabolism to motility, survival

and apoptosis [35]. In order to evaluate the role of MAPKs

in the induction of HL60 death by riboflavin the activation

status of ERK, JNK and p38 MAPK was analyzed. Our

results show that the cytotoxic effects of riboflavin photo-

products are related to downregulation of JNK and ERK1/2

phosphorylation, whereas no change in the p38 MAPK phos-

phorylation status was observed. ERK1/2 signaling has been

implicated as a key regulator of cell proliferation and, for this

reason, inhibitors of the ERK pathway are entering clinical

trials as potential anticancer agents [36, 37]. In this paper we

show that riboflavin photoproducts caused a slight reduction

of ERK activity, which may also be related to the entry in

the terminal stage of differentiation in HL60 cells [38]. Fur-

thermore, ERK1/2 pathway has been related to resistance

of cell death triggered by death receptors and the inhibi-

tion of this cascade shows to sensitize cells to Fas signaling

[39, 40]. HL60 cells are relatively resistant to Fas-induced

death, hence, the downregulation of ERK1/2 by irradiated ri-

boflavin is an important mechanism to sensitization of these

cells by overexpression of Fas and FasL. Moreover, our re-

sults show inhibition of the PKB pathway, which is also

important to influence in the sensitization of cell death by

Fas [35].

Interestingly, the decrease in the JNK and ERK activation

was simultaneously accompanied by downregulation

Fig. 8 Schematic representation of the molecular mechanism of

flavins-induced HL60 cell death. Data presented in this report re-

vealed that irradiated riboflavin induces apoptosis in HL60 cells via

the extrinsic pathway through activation of the Fas signaling cascade

associated to an increase in ceramide generation. Stimulation of Fas

results in translocation of the vesicles containing acid SMase onto the

extracellular leaflet of the cell membrane. Surface acid SMase releases

ceramide that provides the driving force for the fusion of small rafts

to large ceramide-enriched platforms, which mediates the clustering

of activated receptor molecules and full activation of Fas receptors.

Furthermore, the mechanism seems to be amplified by the intrinsic

pathway mainly at higher riboflavin concentrations, where a decrease

on mitochondrial membrane potential, increased expression of Bax and

downregulation of the protein IAP were observed. In fact, our results

show increased cell viability through inhibition of ceramide synthase

by fumonisin B1 indicating that de novo ceramide production is also

important for the effects of irradiated riboflavin at the mitochondrial

level. As recent evidence show ceramide is able to form protein perme-

able channels in the mitochondrial membrane promoting the release of

proapoptotic proteins such as cytochrome c and Smac/Diablo, the later

an inhibitor of IAP [16]. Importantly, the irradiated riboflavin cytotox-

icity also involves inhibition of cell proliferation and survival factors

such as the protein PKB
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of the anti-apoptotic signaling system molecules

TNRF1/TRADD/TRAF that are implicated in the ac-

tivation of ERK and JNK pathways.

The present work demonstrates that irradiated riboflavin

is a potent inducer of apoptotic cell death in HL60 by acti-

vating the extrinsic pathway in a mechanism dependent of

upregulation of Fas and FasL expressions and activation of

ceramide metabolism. Furthermore, our study indicates that

the apoptotic process is preceded by cell proliferation inhi-

bition and terminal differentiation, but additional studies are

necessary to give more detailed insight into riboflavin action

(Fig. 8). Nevertheless, the results presented herein reinforce

the potential of irradiated riboflavin as adjuvant therapeutic

for myeloid leukaemia and contribute to a better knowledge

towards the rational use of this photosensitizer for cancer

treatment.
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Abstract

Reversible phosphorylation of tyrosine residues is a key regulatory mechanism for numerous cellular events. Protein tyrosine kinases and

protein tyrosine phosphatases (PTPs) have a pivotal role in regulating both normal cell physiology and pathophysiology. Accordingly, deregu-

lated activity of both protein tyrosine kinases and PTPs is involved in the development of numerous congenitically inherited and acquired human

diseases, prompting obvious pharmaceutical and academic research interest. The development of compound libraries with higher selective PTP

inhibitory activity has been bolstered by the realization that many natural products have such activity and thus are interesting biologically lead

compounds, which properties are widely exploited. In addition, more rational approaches have focused on the incorporation of phosphotyrosine

mimetics into specific peptide templates (peptidomimetic backbones). Additional factors furthering discovery as well as therapeutic application

of new bioactive molecules are the integration of functional genomics, cell biology, structural biology, drug design, molecular screening and

chemical diversity. Together, all these factors will lead to new avenues to treat clinical disease based on PTP inhibition.

� 2006 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

Keywords: Protein tyrosine phosphatases; PTP inhibitors; Natural compounds; Peptidomimetics

1. Introduction

The ubiquitous nature of protein phosphorylation/dephos-

phorylation underscores its key role in cell signaling metabo-

lism, growth and differentiation. In fact, cells respond to

internal and external stimulus through integrated networks of

intracellular signaling pathways that act via cascades of se-

quential phosphorylation or dephosphorylation reactions

which are governed by the action of protein kinases (PKs)

and protein phosphatases (PPs), respectively [1,2].

PPs have been classified by structure and substrate specific-

ity into protein serine/threonine phosphatases (PSTPs) and

protein tyrosine phosphatases (PTPs) [3,4].

PTPs are key regulatory enzymes that dephosphorylate

phosphotyrosine residues and are critical regulators of signal

transduction under normal and pathological conditions. In

conjunction with protein tyrosine kinases (PTKs), they regu-

late the reversible phosphorylation of tyrosine residues in pro-

teins and thereby control fundamental physiological processes

such as cell growth and differentiation, cell cycle, metabolism,

immune response and cytoskeletal function. Furthermore, in-

terfering with the delicate balance between counteracting

PTKs and PTPs is involved in the development of numerous

inherited and acquired human diseases such as autoimmunity,

diabetes and cancer [5,6].
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2. PTPs classification

Classically, PTPs were divided into four classes: receptor

type PTPs, non-receptor PTPs, dual-specificity PTPs and low

molecular weight PTPs. However, some authors, have chal-

lenged this classification in very well-designed reviews and

proposed an alternative way to classify this enzyme family,

which is based on the amino acid residues of their catalytic do-

mains [5,7]. In fact, comparison of the crystal structure of the

PTPs that have been solved to date demonstrates that the PTPs

domains are conserved in both sequence and structure. Addi-

tionally the sequences (domains) outside the catalytic domain

are diverse and may regulate PTP activity and/or function

(Fig. 1).

Class I cysteine-based PTPs catalyze the enzymatic reac-

tion in which an active-site cysteine group plays a central

role and which confers PTP susceptibility to oxidant agents

that can lead to the oxidation of the key cysteine and inhibition

of PTP activities. This class constitutes the ‘‘classical’’ PTPs

and the ‘‘dual specificity’’ protein phosphatases (DSPs), both

enzymes evolved from a common ancestor. The ‘‘classical

PTPs’’ members are strictly tyrosine specific and according

to their subcellular localization can be further divided into in-

tracellular PTPs (PTP1B and SHP) and receptor-like PTPs

(CD45, PTPa and PTPg), both containing one or two catalytic

domain(s) of approximately 240 amino acids. The DSPs

(VH1-like enzymes) are the most diverse group in terms of

substrate specificity and can be distinguished by their ability

to hydrolyze pSer/pThr as well as pTyr residues and non-pro-

tein substrates, such as inositol phospholipids. The DSP family

contains, amongst others, highly specialized types of phospha-

tases, for instance members of this family include mitogen ac-

tivated protein kinases phosphatases (MKPs), members of the

myotubularin family, RNA triphosphatases, and PTEN (phos-

phatase and tensin homologue deleted on chromosome 10)

type phosphatase [5,8].

Class II cysteine-based PTPs are especially common in

bacteria and enzymes of this class appear to be more ancient

than class I PTPs. In humans this class is represented by an

18 kDa tyrosine-specific low Mr phosphatase (LMPTP).

LMPTP is able to dephosphorylate tyrosine kinases and their

substrates but its biological functions remain unclear. The cor-

relation between expression and activity of variants of this

PTP with some human diseases, including cancer, indicates

that this phosphatase may be involved in pivotal processes in

cell physiology [9].

Class III cysteine-based PTPs are tyrosine/threonine spe-

cific phosphatases and probably evolved from a bacterial

rhodanese-like enzyme. In humans this class is represented

by the group of Cdc25 phosphatases: Cdc25A, Cdc25B and

Cdc25C. These three cell cycle regulators act by a dephosphory-

lation of Cdks at their inhibitory N-terminal phosphor-Thr/

Tyr motifs; a reaction that is required for the activation of these

kinases to drive progression of the cell cycle [10,11].

The fourth class of PTPs is represented by aspartate-based

PTPs, which use a different catalytic mechanism with a key

aspartic acid and dependence on a cation [12].

3. Mechanisms of PTP catalysis

Different experimental approaches, such as X-ray crystal-

lography, directed site mutagenesis and circular dichroism,

have contributed to our understanding of catalysis and substrate

recognition by PTPs. Although the PTPs have conserved cata-

lytic domains and share a common mechanism of action, indi-

vidual PTPs may display substantial substrate specificity, thus

resulting in these enzymes to regulate highly specialized and

often fundamentally important processes.

PTP family shares a strictly conserved active site comprising

the ‘‘P-loop’’ residues (H/V)C(X)5R(S/T) and a conserved

acidic residue [13e15]. In all structurally characterized PTPs

to date, the three-dimensional structure of the active-site com-

ponents is also highly conserved suggesting a common catalytic

mechanism. In general, the catalytic site is located in a groove

at the protein surface, whose size is responsible for explaining

the higher substrate selectivity of classical PTPs [5].

In vitro studies based on model substrates, such as phenyl

phosphate or p-nitrophenyl phosphate, have provided much

of the information on the mechanistic aspects of catalysis. In

particular, it is well established that the enzyme completes

its action in two major steps. In the first step, the phosphoryl

group from the substrate is transferred to the nucleophilic cys-

teine, forming a phosphoenzyme intermediate. In the second

step, this intermediate is hydrolyzed, leading to the regenera-

tion of the enzyme and the release of an inorganic phosphate

[3,16]. Although this two-step mechanism is well established,

some aspects still need to be clarified, such as regulatory and

inhibitory mechanisms.

4. PTPs: key players in normal and pathological

conditions

Since the reversible phosphorylation of tyrosine residues in

proteins critically controls many fundamental physiological

processes, especially the regulation of signal transduction

cascades, it is clear that control of PTK and PTP activities

must be tightly controlled. In fact, impaired functions of these

enzymes are involved in the development of numerous

inherited and acquired human diseases such as autoimmunity,

infections, diabetes, cancer, cardiovascular and neurological

diseases [17]. Consequently, both academia and the pharma-

ceutical industry devote substantial research effort in establish-

ing the basic underlying molecular mechanisms and for the

identification of novel, potentially, clinically useful modulators

of their activity. Strikingly, proportionately muchmore research

has been focused on PTKs and PTPs were neglected. In recent

years, however, studies on PTPs have substantially increased.

From these studies it has emerged that the importance of the

PTP superfamily of proteins may actually supercede PTKs,

PTP having specific and even dominant roles in setting the

net level of tyrosine phosphorylation. This has kindled interest

in this family as potential pharmacological targets.

This development is best highlighted by the discovery of

PTP1B as a major drug target for diabetes and obesity. Studies

have shown that mice in which this PTP is deleted are healthy

1860 C.V. Ferreira et al. / Biochimie 88 (2006) 1859e1873
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but lean and obesity-resistant, and have reduced plasma levels

of insulin and glucose, a phenotype associated to enhanced

signaling through the insulin and leptin receptors [1,18,19].

Another phosphatase, PTEN, is also related to insulin path-

way. In vivo antisense experiments have validated PTEN as

a bona fide target in diabetes. Furthermore, this enzyme is

a major tumor suppressor (up to half of all human tumors

have deleted or mutated PTEN genes). Hence the use of

PTEN inhibition in diabetes must be weighed against a poten-

tial pro-oncogenic effect [1].

PTPs are also involved in immunity and infections; by ex-

erting both activating and inhibitory influences on the signal-

ing pathways active in the immune system they are required

for a proper physiological immune response, as evident from

the deregulated antigen receptor-mediated lymphocyte activa-

tion and cytokine-induced differentiation following PTP

Fig. 1. Classification and domain structure of the PTP superfamily. According to the amino acid sequences of the catalytic region the PTPs can be classified into

four families. The sequences (domains) outside the catalytic region are diverse and may regulate PTP activity and/or function. Abbreviation: TR, transmembrane

domain; FN, fibronectin-like; MAM, meprin, A2, RPTPm homology; Ig, immunoglobulin-like; CA, carbonic anhydrase like; KIM, kinase interaction motif; FERM,

band 4.1/ezrin/radixin/moesin homology; PDZ, postsynaptic density-95/discs large/Z01 homology; KIND, kinase N-lobe-like domain; SH2, src homology 2;

Sec14p, sec14p homology (or CRAL/TRIO); BRO, baculovirus BRO homology; CI-PTP domain, catalytically inactive PTP domain; GB, glycogen binding;

FYVE, Fab1/Yotb/Vac1p/early endosomal antigen-1 homology; N-pep, N-terminal peptidase-like; CH2, cdc25 homology region 2; PBM, PDZ binding motif;

C1/C2, protein kinase C conserved region 1/protein kinase C conserved region 2; PTB, phosphotyrosine-binding domain; PH-G, pleckstrin homology-GRAM do-

main; PH, pleckstrin motif.
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inhibition [20]. This is further highlighted by the observation

that all cells of the immune system have high levels of tyrosine

phosphorylation and express more genes encoding PTKs and

PTPs than any other cell type, with the possible exception of

neurons. In fact, together cells of the immune system express

at least half of the 107 PTP genes in the human genome.

CD45 is specifically expressed in lymphocytes and appears

to function as a positive regulator of the lymphocyte T-cell re-

ceptor and B-cell immunoglobulin receptor signaling by de-

phosphorylating the C-terminal negative regulatory tyrosine

residue of the SRC-family PTKs. Thus, blocking CD45 could

be therapeutically useful in autoimmune and inflammatory

disorders, and graft rejection [1,20]. Similar to CD45, two

other PTPs, SHP2 and LMPTP, also seem to have mainly pos-

itive influence on lymphocyte activation. Recent studies have

identified activating mutations in human SHP2 as the cause

of the inherited disorder Noonan syndrome and some forms

of leukemia [21e23].

In contrast to CD45, SHP2, and LMPTPs, other PTPs ap-

pear involved in the suppression of the lymphocyte activation.

Important examples include SHP1, LYP (lymphoid specific

PTP), PTP-PEST, PTH1 and PTP-HSCF (PTP haematopoietic

stem-cell fraction), but many other exist [20]. A missense

polymorphism in PTPN22 which encodes LYP is associated

with type 1 diabetes and with rheumatoid arthritis, SLE and

Graves disease [24e28]. Additionally, the allelic polymor-

phism in the gene encoding LMPTP correlates with increased

IgE levels and atopy [29].

Many other PTPs are candidate drug targets for inflamma-

tion and immunological diseases. PTP-b could be an effective

drug target in inflammation as an inhibitor of neutrophil and

macrophage extravasation while PTP-3 is a potential target

in septic shock and osteoporosis [1,30]. PTP-3 has also been

suggested as a target in osteoporosis since the osteoporosis

drug alendronate is a PTP-3 inhibitor. Another potential target

of inhibition for osteoporosis treatment is the PTP GLEPP1

(glomerular epithelial protein-1 precursor) as this enzyme is

a positive regulator of osteoclastic resorption inducing ana-

bolic effects in osteoporosis [31].

Recent evidences have shown that PTPs have both tumor-

suppressor and oncogenic effects on cancer-associated sig-

naling process, and that the deregulation of PTP function is

associated with tumorigenesis in different types of human

cancer [32]. Indeed some PTPs function in a positive manner

in growth-stimulatory signaling pathways triggered by cell-

surface receptors. Accordingly gain-of-function mutations in

these PTPs seem likely to have oncogenic effects, as in the

case of SHP2 which transduces mitogenic and pro-migratory

signals from various types of receptors. SHP2 activity has

been associated with the transforming capacity of constitu-

tively active forms of EGFR, FGFR3 and BCReABL and

also has been implicated in Helicobacter pylori-induced gas-

tric cancer mediating the transformation of gastric epithelial

cells by interacting with the CagA protein, which is a H. pylori

virulence factor [33e36].

In addition to SHP2, other PTPs related to oncogenic trans-

formation have been studied as potential drug targets for

cancer treatment. Prl-3 protein tyrosine phosphatase is specif-

ically amplified and overexpressed when primary tumors me-

tastasize, and is a new and exciting target. Cdc25B is

overexpressed in a high proportion (> 30%) of primary breast

tumors and is currently being explored by several companies

as a potential drug target [1]. PTP-a dephosphorylates and ac-

tivates protooncogene Src-family kinases, leading to cell trans-

formation. In agreement, increased PTP-a mRNA levels were

demonstrated in late-stage colorectal tumors and high PTP-

a protein levels are present in about one-third of primary

breast carcinoma, which indicates that blocking PTP-a could

be beneficial in these cases [37,38]. Interestingly, overexpres-

sion of PTP-a in breast carcinomas is also correlated with re-

duced tumor aggressiveness, demonstrating the complexity of

PTP functions in cellular signaling and highlighting the diffi-

culties in predicting whether a specific PTP will be a good tar-

get for cancer, also as a consequence of the cellular context

and tumor type-specific effects of PTPs.

PTPs can also function as tumor-suppressor agents and mu-

tation with loss-of-function effects in PTPs has been correlated

with transformation of different cells. PTPBAS, PTPD2,

PTPH1, PTPr, LAR and PTPg inactivating mutations were

identified in samples of colorectal cancer [39] while overex-

pression of DEP1 seems able to revert the transformed pheno-

type of different tumor cells as breast cancer, pancreatic,

thyroid and colon cancer cells [40e43]. The latter observation

has been attributed to the antagonistic role of DEP1 in growth

signaling through the direct dephosphorylation of tyrosine ki-

nase receptors such as PDGFRb [44] as well as to its involve-

ment in stabilization of the cyclin-dependent kinase inhibitor

p27 promoting cell cycle arrest [41]. Furthermore, DEP1

seems to have pro-apoptotic functions which contribute to its

tumor-suppressor activity. Finally, SHP1 can act as an antago-

nist of growth-factor signaling in ephitelial and haemato-

poietic cells and its inactivation has been described in T-cell

lymphomas, anaplastic large-cell lymphoma, in different

forms of leukemia, and in multiple myeloma [45e48].

From the aforementioned examples it is clear that PTPs are

involved in a multitude of physiological processes and in

many cases their impaired functions is directly responsible

for disease, making PTPs attractive potential targets for drug

development. Development of PTP inhibitors in this fashion

will require to obtain a better understanding of the exact

role of PTPs in the regulation of signaling pathways both in

normal cellular physiology and under pathogenic conditions.

Additionally, for PTPs-based treatments further insight must

be gained into the role of the cellular context for the effects

of PTP inhibition, as such inhibition may produce different

and even opposite effects of PTPs depending on these condi-

tions, in order to minimize unwanted side effects and increase

the success of PTP inhibition therapy.

5. Medicinal chemistry of PTP inhibitors

Protein kinases have been a major focus of recent molecu-

lar targeted drug discovery efforts, producing drugs such as

imatinib mesylate (Gleevec�) and gefitinib (Iressa�), and the
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success of these drugs has prompted a substantial effort to tar-

get other kinases. Based on their roles in a multitude of signal-

ing pathways and altered expression in disease state, there has

been increasing interest in identifying PTP inhibitors that are

more potent and selective than the general tyrosine phospha-

tase inhibitor sodium orthovanadate [7]. Such targeted agents

may provide value as therapeutics for cancer and other dis-

eases. Despite the strikingly conserved nature of the PTPs ac-

tive site, several groups have identified lead compounds with

favorable selectivity, making phosphatase-selective inhibition

plausible.

5.1. Natural compounds and derivatives as PTP

inhibitors

Nature is an inexhaustible source of natural compounds

with interesting biological activities [49]. In the literature there

are many compounds from plants, algae and microorganisms

that inhibit different types of enzymes, including PTPs. De-

spite acting at low concentrations, natural compounds gener-

ally have low stability, which limits their use. However,

these natural molecules are attractive starting points for the

synthesis of analogues with higher stability and selectivity

[50,51].

One of the most attractive therapeutic targets for the devel-

opment of potent and selective inhibitors is PTP1B, which has

been shown to play a role in diabetes and obesity, which are

linked diseases [1,52].

Type 2 diabetes is common and its incidence is rapidly in-

creasing. In more than 90% of patients, the disease is charac-

terized by either abnormal insulin secretion or impaired

insulin bioactivity. Insulin resistance is central to type 2 diabe-

tes and is known to involve decreased tyrosine phosphoryla-

tion of insulin receptors despite normal insulin levels [52].

Insulin signaling begins with the activation of the insulin re-

ceptor (IR) via tyrosine phosphorylation and culminates in

the uptake of glucose into cells by the glucose transporters

(GLUTs) via a phosphoinositol-3-kinase (PI3K) catalyzed

pathway. The activated IR must then be deactivated and re-

turned to a basal state, a process that involves the direct inter-

action with PTP1B [53]. Therefore, the use of specific PTP1B

inhibitors represents a novel strategy for the treatment of type

2 diabetes [54].

The natural product dephostatin, a 2,5-dihydroxynitrosoani-

line, isolated from Streptomyces spp., was found to be a com-

petitive PTP inhibitor, active in a micromolar dose [55,56].

However, sufficient amounts of dephostatin were difficult to

obtain from the natural source; thus, chemical synthesis of de-

phostatin and more stable derivatives were required. Studying

the structureeactivity relationship of dephostatin revealed that

the two hydroxyl groups were indispensable for binding of

these classes of compounds to the active site of PTPases and

that substitution of these functional groups also influenced de-

phostatin bioactivity. Among the derivatives produced, those

having an alkyl side chain bind well to the pharmacological

target PTP1B, the alkyl groups essentially functioning as tyro-

sine mimics. An example of this class of synthetic derivatives

is the Et-3,4-dephostatin (compound 1, Fig. 2), which has been

evaluated as an antidiabetic agent [50]. Et-3,4-dephostatin en-

hanced insulin-related signal transduction and showed antidia-

betic activity and no toxicity after oral administration in an

animal model. It was found to activate the PI3K-independent

pathway leading to Glut4 translocation, thus enhancing cellu-

lar glucose uptake and lowering blood glucose levels. Since

Et-3,4-dephostatin contains the potentially carcinogenic nitro-

samine moiety, nitrosamine-free dephostatin analogues were

designed by molecular modeling, using the concept of CH/p

interaction. Methoxime- and hexyl-methoxime-3,4-dephosta-

tin activated insulin-related signal transduction and showed

antidiabetic activity in vivo, suggesting that the CH/p interac-

tion molecular design approach may be useful in the design of

clinically bioactive molecules [50] for PTP1B inhibition.

A series of novel benzofuran isoxazolines via 1,3-dipolar

cycloaddition reaction using karanjin and kanjone (compounds

2 and 3, respectively, Fig. 2) was synthesized by Ahmad et al.

[57]. Karanjin was isolated from Pongamia pinnata fruits and

previously shown to possess antihyperglycemic activity in

vivo. Based on this property, a novel synthetic strategy to cou-

ple the benzofuranoid moiety from active compound 2 to the

known PTPase inhibitor isoxazoline pharmacophore was de-

signed. Among the synthesized compounds, analogues 4 and

5 (Fig. 2) displayed promising inhibitory activity against

PTP1B (IC50¼ 80.4 and 79.6 mM, respectively) when

Fig. 2. Natural product-derived PTP inhibitors. Et, ethyl group; Me, methyl

group; Ph, phenyl group.
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compared to the reference compound sodium vanadate

(IC50¼ 56.2 mM) [57].

Recently, Wiesmann et al. [58] proposed allosteric inhibi-

tion as a promising strategy for selectively targeting PTP1B

and enhance insulin signaling in cells. A novel binding site lo-

cated at w20 Å from the catalytic site was identified through

the crystallographic studies of PTP1B/allosteric inhibitor com-

plexes. Allosteric inhibitors binding to this novel site prevent

the formation of the active form of the enzyme by blocking

mobility of the catalytic loop. The conservative nature of

PTP structure arouses hopes that a similar strategy may enable

the identification of novel inhibitors for other PTPs.

The strong evidence indicating a relationship between

Cdc25 overexpression and oncogenic transformation has stim-

ulated research on the development of inhibitors of this protein

class. Progression through the cell cycle is achieved by de-

phosphorylation and activation of the cyclin-dependent ki-

nases (Cdks) by Cdc25 phosphatases [59]. A number of

natural products with diverse chemical structures, as well as

their derivatives, have been reported as inhibitors of the

dual-specificity phosphatases Cdc25 and VHR (vaccinia virus

phosphatase VH1-related protein) [11,59,60]. The sesterter-

pene dysidiolide (compound 6, Fig. 3), isolated from the ma-

rine sponge Dysidea etheria, was the first natural inhibitor of

the dual specificity phosphatase Cdc25A (IC50¼ 9.4 mM),

thereby preventing G1/S transition and inducing cell cycle ar-

rest [61]. This was consistent with the observed antitumoral

activity in vitro at micromolar concentrations [60,61]. The hy-

drophilic residue g-hydroxybutenolide of the compound was

suggested to act as a phosphate surrogate, whereas the octahy-

dronaphthalene framework occupies a hydrophobic binding

pocket of Cdc25A [50,61]. In addition to asymmetric total

synthesis of dysidiolide [62,63], new unnatural derivatives

with inhibitory activity against Cdc25A and B were synthe-

sized [62,64,65]. Based on these findings, combinatorial syn-

thesis of dysidiolide analogues was obtained and a library of

such analogues was screened against Cdc25C and several tu-

mor cell lines, showing that the anticancer activity of these an-

alogues did not necessarily parallel that of phosphatase

inhibition [66,67]. Recent studies have shown that substitution

of the hydrophobic residue of dysidiolide with certain steroid

framework, by structural hybridization with vitamin D3, gen-

erated a new class of potent inhibitors of Cdc25A

(IC50¼ 0.44e0.89 mM) [50]. Koch et al. [68] used a different

approach for the development of a small library of g-hydrox-

ybutenolides and closely related a,b-unsaturated five-mem-

bered lactones derived from the naturally occurring inhibitor

dysidiolide. Exploiting protein structure similarity clustering

and natural product frameworks with multiple biological activ-

ities, they identified biologically relevant and drug-like ligands

for Cdc25A with IC50 values that range between 0.35 and

2.3 mM.

Wright et al. [69] isolated a bicyclic, sulphated sesquiterpe-

noid with an aliphatic chain terminating in a furan (sulfircin e

compound 7, Fig. 3) from a deep-water sponge of the genus

Ircinia, which exhibited phosphatase inhibitory activity

against Cdc25A (IC50¼ 7.8 mM) and VHR (IC50¼ 4.7 mM)

[70]. In addition, sulfircin analogues were synthesized in order

to study the importance of its three core structures namely, the

sesquiterpenoid tricycle, the alkylfuryl moiety and the sul-

phate group. This study indicated that the length of the ali-

phatic chain, the sulphate group and the sesquiterpenoid core

were crucial for the activity [70].

Some authors have indicated vitamin K and derivatives as

potent PTP inhibitors [71e74]. Menadione (Vitamin K3 e

compound 8, Fig. 4) was found to inactivate the Cdc25B

(IC50¼ 3.6 mM) in an irreversible manner by covalently bind-

ing to its active site [72,75]. Moreover, an antiproliferative ac-

tivity of menadione, either alone or in combination with other

antitumor agents, was shown in parental cancer cell lines and

their multidrug-resistant derivatives. Its lower level of toxicity

in vivo compared with other quinone-type chemotherapeutics

suggests the potential utility of this agent in cancer therapy

[71,76e78].

A number of other PTP inhibitors have been shown to pos-

sess a quinone as a functional group, which is capable of redox

cycling. In addition, compounds with quinone moieties have

demonstrated the highest potency as well as considerable spec-

ificity in DSPase screens [59]. Two tricyclic polyketide ortho-

quinone antibiotics, nocardiones A and B (compounds 9 and

10, respectively, Fig. 4), were found to inhibit the activity of

Cdc25B with an IC50 of 17 mM, although selectivity over other

PTPs was poor. The benzoquinone antibiotics dnacins (com-

pounds 11 and 12, Fig. 4) were isolated from the Nocardia

strain C-14482 (N-1001). Kinetic analysis indicated that the

dnacins modestly inhibited Cdc25B in a non-competitive man-

ner. In addition, a covalent modification of the enzyme by

a 1,4-Michael-type nucleophilic addition must occur [79]. An-

other class of inhibitors which has been explored for its abilityFig. 3. Natural product-derived PTP inhibitors.
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to modify different residues within the active-site loop of

Cdc25 are the quinolinediones [80]. Recently, these com-

pounds were used to test the hypothesis that quinone inhibitors

of Cdc25 regulate phosphatase activity through redox mecha-

nisms [81], showing selective inhibition of Cdc25 phospha-

tases in vitro in an irreversible and time-dependent manner,

and cell cycle arrest in the G1 and G2/M phase. In addition,

these compounds rapidly induced intracellular reactive oxygen

species production. Analysis of Cdc25B by mass spectrometry

revealed sulfonic acid formation on the catalytic cysteine of

Cdc25B after in vitro treatment with compound 13 (Fig. 4),

suggesting that irreversible oxidation of the catalytic cysteine

of Cdc25B is indeed a mechanism by which these quinoline-

diones inactivate this protein phosphatase. The newest struc-

turally distinct class of Cdc25 inhibitor with cellular activity

described is the naphthofurandione group, which has in vitro

IC50 values of 2.5e11 mM against recombinant Cdc25 [82].

These compounds cause reversible inhibition of Cdc25B and

display competitive inhibitor kinetics. Moreover, docking

studies suggest they also bind in the pocket adjacent to the ac-

tive site. In cell-based assays, the naphthofurandione 3-ben-

zoyl-naphtho[1,2-b]furan-4,5-dione (compound 14, Fig. 4)

induced G1/S and G2/M arrest and caused a concomitant in-

crease in the inhibitory phosphorylation of Cdk1.

A series of compounds containing the ortho-quinone func-

tional group were characterized as competitive and reversible

inhibitors of the CD45. Cavagis et al. [83] reported that tetra-

hydroxyquinone (compound 15, Fig. 5) generated the forma-

tion of significant amounts of H2O2, which was responsible

for a reduction in leukemic cell survival. This action was cor-

related with the inhibition of PTPs. In this same direction,

violacein (compound 16, Fig. 5), a purple-coloured pigment

produced by one of the Amazonian strains of Chromobacte-

rium violaceum, caused inhibition of PTPs as observed by

the profile of phosphorylated proteins in tyrosine residues,

which was higher in HL60 treated cells [84,85]. A series of

compounds, namely phenanthrenediones was shown to inhibit

CD45 at micromolar concentrations. In addition, they were

also active against cathepsin L and S [86].

The hexadecanoyl-5-hydroxymethyl tetronic acid RK-682

(compound 17, Fig. 5), isolated from the Streptomyces strain

88-682, was identified as a more potent competitive inhibitor

than vanadate toward VHR and CD45. RK-682 also blocked

the cell cycle progression at G1 phase in mammalian cells,

but not the phosphatase activity of Cdc25B [87]. In fact, RK-

682 exhibited some selectivity toward VHR (IC50¼ 2.0 mM)

over the related enzyme Cdc25B (IC50> 100 mM) [87,88].

Similar to the benzoquinones (compounds 11 and 12, Fig. 4),

RK-682 might also interact with the enzyme by a Michael ad-

dition, resulting in a covalent modification of the enzyme.

Moreover, structureeactivity relationship studies demonstrated

that the highly acidic 3-acyltetronic acid residue of the mole-

cule functions as a phosphate mimic. The alkyl side chain at

C3 and the enolic hydroxyl group at C4 were important for

VHR inhibition, whereas the hydroxy group at C5 did not

Fig. 4. Natural product-derived PTP inhibitors. Me, methyl group.

Fig. 5. Natural product-derived PTP inhibitors. Ac, acetyl group.
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interfere with inhibition [88]. Based on the crystallographic

structure of VHR, molecular modeling studies and detailed ki-

netic analysis, a model in which the acyltetronic acid anion is

a phosphate mimic with multiple hydrogen bonds to the ac-

tive-site loop (Cys124-R 130) was proposed [89]. A second

molecule of tetronic acid is involved in the inhibition and inter-

acts with an arginine residue (Arg158) in a second sequence re-

gion that is less conserved among various phosphatases. Both

alkyl side chains interact with the hydrophobic site of the en-

zyme [89]. Based on these studies, a dimeric inhibitor was de-

signed. This approach conferred increased inhibitory potency

as compared to the natural compound and constitutes a second

generation of highly selective PTP inhibitors [88,89].

The 4-isoavenaciolide (compound 18, Fig. 5) was identified

as a potent irreversible PTP inhibitor, binding to the SH group

of cysteine residues by a Michael addition. This compound

was isolated as a stereoisomer of avenaciolide from a fungal

strain of Neosartorya sp. [90], and it irreversibly inhibits VHR

phosphatase activity with an IC50 of 1.2 mM. In addition, 4-iso-

avenaciolide potently inhibits other non-receptor type phospha-

tases, such as VHR, Cdc25, and PTP1B, although no effects on

receptor type phosphatases (CD45 and LAR [leukocyte com-

mon antigen-related]) have been described yet. Detailed inves-

tigation of the inhibitory mechanism of 4-isoavenaciolide

against VHR showed that twomolecules of the compound cova-

lently bind to cysteine residues located in two different frag-

ments of VHR: the catalytic domain (Cys124) and the a6

helix positioned surface domain (Cys171) [90].

The stevastelins (compounds 19 and 20, Fig. 5), a class of

depsipeptides isolated from Penicillium spp. [91], have been

shown to possess calcineurin-independent immunosuppressive

properties and to inhibit the dual-specificity phosphatase

VHR, thus promoting cell cycle arrest [7]. Even though com-

pound 19 was more potent against VHR in vitro than com-

pound 20 (IC50¼ 2.7 and 19.8 mM, respectively), it showed

little effect on cellular preparations. These results were attrib-

uted to a poor permeability of compound 19 across the cell

membrane, whereas the uncharged compound 20 can be acti-

vated intracellularly by either sulfatation or phosphorylation of

the threonyl hydroxyl group [7,60].

5.2. Peptidomimetics development: a rational concept in

the design of PTP inhibitors

Natural products have been a rich source of PTP inhibitors,

providing interesting biologically lead compounds for the

development of compound libraries with higher selective phos-

phatase inhibitory activity. However, more rational approaches

have focused on the incorporation of phosphotyrosine mimetics

into specific peptide templates (peptidomimetic backbones). In-

terestingly, only recently, the development of selective small-

molecule PTP inhibitors has emerged as a growing field of

investigation, fostered by the observation that gene disruption

of PTP1B acts as a negative regulator of insulin signaling, rais-

ing hopes that a small-molecule inhibitor of this PTP would be

an effective therapeutic agent [18,92]. Thus, the chemical de-

sign of competitive and reversible PTP inhibitors can be

extremely useful in delineating the role of target PTPs in cellu-

lar signaling and may constitute a valuable approach for

therapeutic development. In this context, in silico docking,

NMR-based methods, high-throughput crystallization and spe-

cific chemistry have been successfully applied in the develop-

ment of specific small-molecule inhibitors against PTPs

[7,93,95,97e99].

Early studies were based on the design of competitive inhib-

itors that target the active site of PTP1B [1,7,93e97]. A number

of mimetic structures containing a nonhydrolyzable phospho-

tyrosine group have been developed through the replacement

of the phosphotyrosyl group by sulfotyrosyl [100], thiophos-

phoryltyrosyl [101], o-dithiophosphoryltyrosyl [102], o-bora-

nophosphoryltyrosyl [102], phosphonomethylphenylalanine

[Pmp] [103], o-malonyltyrosyl [104], fluoro o-malonyltyrosyl

[105], and difluorophosphonomethylphenylalanine (F2Pmp)

groups [106e108]. The last one showed increased binding af-

finity due to the hydrogen bonds formed between the fluorines

in F2Pmp and the active site of PTP [106].

Despite their strong PTP inhibitory activity, most polya-

nionic phosphotyrosine mimetics displayed poor permeability

through the cell membrane and are not suitable for cell-based

studies or more physiologically relevant settings, such as ani-

mal models. In addition, their nondrug-like properties could

prevent them from reaching the required level of bioavailabil-

ity. Therefore, studies have been conducted to develop

successful inhibitors able to translate their potencies into de-

sirable in vivo effects.

Dufresne et al. [109] have described a series of difluorome-

thylphosphonate derivatives with IC50 values toward PTP1B in

the nanomolar range. Even though in vivo efficacy in a diet-in-

duced obesity model and oral bioavailability were obtained

with compound 21 (Fig. 6), only poor selectivity over the

closely related phosphatase T-cell PTP (TCPTP) was ob-

served. Although it is not evident that co-inhibition of TCPTP

(with PTP1B) will result in serious adverse effects, mice lack-

ing the TCPTP gene die within 3e5 weeks after birth from de-

fects in hematopoiesis and immune function [110]. Hence, it is

highly desirable to design PTP1B inhibitors that are selective

over TCPTP as potential therapeutic agents particularly as

type 2 diabetes is a chronic disease.

Leung et al. [111] incorporated the difluoromethylenesul-

fonic acid (F2Smp) into peptides and compared it with other

phosphate mimetics in the same template, such as the F2Pmp.

PTP inhibitors with benzofuran or benzothiophene rings, with

IC50 values of 20e50 nM and oral glucose lowering effects,

were developed by Malamas et al. [112]. Among them, com-

pound 22 (Fig. 6) was identified as a selective PTP1B inhibitor

(IC50¼ 0.32 mM), having promising in vivo activity. It was

shown that it normalizes plasma glucose levels after oral admin-

istration at 25 mg/kg and intraperitoneal administration at

1 mg/kg. Investigation of the structural interaction between

PTP1B and the inhibitor by X-ray crystallographic studies re-

vealed that the carboxylic acid group acts as a phosphate mimic

of the substrate, since it binds to two water molecules that

bridge the guanidine group of Arg221, which normally bonds

the phosphate group of the substrate. The binding of the
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biphenyl ring close to the carboxylic acid to Tyr46 and Phe182

resembles the binding of the phenyl ring to phosphotyrosine

substrates. Hydrophobic interactions that also contribute to

the high affinity of the inhibitor are the bindings of the second

biphenyl ring to the ammonium group of Lys120 and the 2-ben-

zyl-benzofuran residue to Lys116 and the aromatic ring of

Phe182 [112].

Other researchers reported a series of small-molecule pep-

tidomimetics containing novel phosphotyrosine bioisostere

with Ki values against PTP1B in the submicromolar range

and improved insulin-stimulated glucose transport by L6 my-

ocytes [113e115]. In order to improve permeability and po-

tency, one carboxylic acid residue of the phosphotyrosine

mimic o-carboximethoxybenzoic acid group was replaced by

a tetrazole moiety, rendering a tetrazole analogue (compound

23, Fig. 6) that was equipotent to the corresponding dicar-

boxilic acid (Ki¼ 2 mM). Moreover, the compounds showed

selectivity over other PTP enzymes (LAR and SH2 domain-

containing phosphatases [SHP2]). The combination of high-

throughput screening, X-ray crystallography studies and

rational drug design allowed Novo Nordisk to develop similar

phosphotyrosine mimetics, the 2-(oxalylamino)-thiophenecar-

boxilic acid series, with strong PTP1B inhibition (Ki in the

nanomolar range) and good oral bioavailability in rats

[116,117]. The PTP1B inhibitor 24 (Fig. 6) has a reported

Ki of 18 nM.

A major problem in the design of specific PTP inhibitors is

the highly conserved nature of the PTP active site. Kinetic and

structural studies of PTP1B with pTyr-containing peptides

showed that pTyr alone is not sufficient for high-affinity bind-

ing, and that additional binding pockets positioned in the vi-

cinity of the conserved active site may be targeted to

enhance affinity and selectivity [16,118e120]. These studies

led to the development of more potent and specific bidentate

ligands, which interact with both independent sites, the pTyr

catalytic site and a peripheral site, which is less conserved

among phosphatases [121]. A combinatorial library/high-

throughput screening approach was used to yield potent

PTP1B inhibitors. This approach has led to the identification

of the most potent corresponding nonhydrolyzable phosphate

Fig. 6. Synthetic PTP inhibitors. Ph, phenyl group.
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mimetic (compound 25, Fig. 7) against PTP1B (Ki¼ 2.4 nM),

which exhibited exquisite selectivity over other PTPs, includ-

ing TCPTP (10-fold). This specificity was further confirmed

by crystallographic studies of a related analogue bound to

PTP1B [122]. Whereas the active-site-targeting phenyldifluor-

omethylphosphonyl group bound the active site in the ex-

pected fashion, the authors found that the aspartic acid

linker and the distal difluoromethylphosphonyl group devel-

oped interactions mainly with Lys41, Arg47 and Asp48. Fi-

nally, cell permeable and fluorescent analogues were

synthesized to study PTP1B function in insulin signaling path-

ways [98]. The results demonstrated that PTP1B inhibitors can

act synergistically with insulin to increase the phosphorylation

levels of insulin receptor (IRb) and insulin receptor substrate 1

(IRS-1). In addition, the compound also increased activation

of Akt and extracellular signal-regulated protein kinases 1

and 2 (Erk1/2) either alone or in combination with insulin.

Consistent with the positive effect on Akt, the inhibitor also

boosted basal glucose uptake in a dose-dependent manner, in

different insulin-sensitive cell lines [98,123].

This same approach was employed by other researchers,

which identified an oxalylarylaminobenzoic acid series by

NMR-based screening, which inhibited other PTPs such as

LAR, SHP2 and CD45 at much higher concentrations

[124,125]. Although good phosphatase inhibitors, the com-

pounds showed poor cellular membrane permeability. There-

fore, a prodrug approach was used, leading to the

identification of a diester (compound 26, Fig. 7), which dem-

onstrated increased insulin-induced protein kinase B phos-

phorylation of FAO cells [126]. Furthermore, a 30-fold

increase in selectivity over TCPTP and no inhibition of other

phosphatases (LAR, CD45, Cdc25 and SHP2) up to 300 mM

was obtained when the oxamic acid moiety was replaced by

isoxazole carboxylic acid, rendering one of the most selective

PTP1B inhibitors (compound 27, Fig. 7) with cellular activity

in COS-7 cells, reported to date [127].

Even though a remarkable advance in the development of

more potent inhibitors of PTPs was achieved using this strat-

egy, there has been some reservation concerning the issue of

selectivity, as some of the residues involved in the binding

of the second aryl moiety (especially Arg47) are also present

in phosphatases other than PTP1B, in particular TCPTP.

Therefore, other structural determinants between PTP1B and

TCPTP, which may be exploited alone or in conjunction

with other selectivity determinants to increase potency and

elicit selectivity, have been targets of research [128]. In this re-

gard, a recent study has successfully exploited the conserva-

tive Leu119 (PTP1B) to Val substitution between the two

enzymes to synthesize a PTP1B inhibitor (compound 28,

Fig. 7) that is an order of magnitude more selective over

TCPTP [129]. Structural analyses of PTP1B/inhibitor com-

plexes showed a conformation-assisted inhibition mechanism,

i.e. the ability to induce an ordered conformation out of the

otherwise unstructured loop 110e121 upon the inhibitor bind-

ing, as the basis for selectivity. As the structured loop residues

110e121 is positioned fairly close to the active site of PTP1B,

targeting Leu119 should facilitate the design and synthesis of

selective inhibitors that are less bulky compared to inhibitors

designed to target the secondary phosphotyrosine-binding

site denoted by Phe52 (PTP1B numbering). Such inhibitors

will have a better chance of achieving oral bioavailability, an-

other important issue associated with the design and synthesis

of PTP1B inhibitors as therapeutic agents.

6. Concluding remarks

The efficient characterization of more selective and specific

small molecules that modulate PTP function in vitro and in

vivo is at the heart of chemical biology and medicinal chemistry

research and the development of new therapies and diagnostics

for disease. In this review we have presented a few structurally

different classes of natural products as well as synthetic mole-

cules that have been described in the literature as PTP inhibitors.

If one compares both types of inhibitors, increased interest has

been paid to synthetic nonhydrolyzable phosphotyrosineFig. 7. Synthetic PTP inhibitors. Me, methyl group.
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mimetics. However, inmost cases these compounds exhibit non-

drug-like properties due to the highly charged phosphotyrosine

moiety or adjacent binding sites that increase their molecular

weight and/or their lipophilicity and could lead to solubility or

metabolic problems, thus preventing them from reaching desir-

able bioavailability [61]. Natural products, on the other hand,

may have undesirable structural complexity, being prone to un-

desired contaminants, and having technical problems with re-

gard to assay development and optimization to be truly

competitive with chemical collections [130,131]. Nevertheless,

natural products offer a potentially infinity source of chemical

diversity unmatched by any synthetic chemical collection or

combinatorial chemistry approach and their exploitation have

greatly enhanced our understanding of biology, and have led

to the development ofmany of today’s drugs [131,132]. Further-

more, the underlying structures of evolutionary selected natural

products define structural prerequisites for binding to proteins.

Their structural scaffolds represent the biologically relevant

and prevalidated fractions of chemical structure space explored

by nature so far [132,133]. Consequently, the probability that

compound libraries designed to mimic the structures and prop-

erties of natural products will be useful is high, and it is also to be

expected that natural product-guided compound library design

[133,134] will prove to be a rationale key for the identification

of smallmolecules as truly PTP inhibitors for drug development.

Additionally, more direct methods that allow the study of the in-

teraction between protein partners in their natural subcellular

compartment, as for example recently described for PTP1B

and the insulin receptor using bioluminescence or fluorescence

resonance energy transfer (BRET and FRET, respectively)

[53,135], are promising tools to follow in real time the dynamics

of these interactions in the presence of PTP inhibitors.

In summary, the discovery of new natural bioactive mole-

cules, facilitated by a deeper understanding of the nature of

the regions of chemical space that are relevant to biology, in-

tegrated with the powerful tool of combinatorial chemistry and

compound library development will advance our knowledge of

biological processes and lead to new strategies to treat disease

based on PTP inhibition.
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grants from Fundaç~ao de Amparo à Pesquisa do Estado de S~ao

Paulo (FAPESP) and Conselho Nacional de Pesquisa e Desen-

volvimento (CNPq). The authors thank Miss E.F. dos Anjos

for preparing Figs. 2e7. A.C.S.S., K.C.S.Q. and W.F.Z. have

PhD grants from FAPESP (proc. 02/12539-7, 04/12072-7

and 04/14906-2, respectively).

References

[1] R. Hooft van Huijsduijnen, A. Bombrun, D. Swinnen, Selecting protein

tyrosine phosphatases as drug targets, Drug Discov. Today 7 (2002)

1013e1019.

[2] N.K. Tonks, Redox redux: revisiting PTPs and the control of cell signal-

ing, Cell 121 (2005) 667e670.

[3] H. Aoyama, T.M.A. Silva, M.A. Miranda, C.V. Ferreira, Protein tyro-

sine phosphatases: properties and biological functions, Quı́m. Nova

26 (2003) 896e900.

[4] G.E. Gee, I.M. Mansuy, Protein phosphatases and their potential impli-

cations in neuroprotective processes, Cell. Mol. Life Sci. 62 (2005)

1120e1130.

[5] A. Alonso, J. Sasin, N. Bottini, I. Friedberg, I. Friedberg, A. Osterman,

A. Godzik, T. Hunter, J. Dixon, T. Mustelin, Protein tyrosine phospha-

tases in the human genome, Cell 117 (2004) 699e711.

[6] J.N. Andersen, P.G. Jansen, S.M. Echwald, O.H. Mortensen, T. Fukada,

R. Del Vecchio, N.K. Tonks, N.P. Moller, A genomic perspective on

protein tyrosine phosphatases: gene structure, pseudogenes, and genetic

disease linkage, FASEB J. 18 (2004) 8e30.

[7] L. Bialy, H. Waldmann, Inhibitors of protein tyrosine phosphatases:

next-generation drugs? Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 44 (2005)

3814e3839.

[8] M.J. Wishart, J.E. Dixon, PTEN and myotubularin phosphatases: from

3-phosphoinositide dephosphorylation to disease, Trends Cell Biol. 12

(2002) 579e585.

[9] F. Malentacchi, R. Marzocchini, S. Gelmini, C. Orlando, M. Serio,

G. Ramponi, G. Raugei, Up-regulated expression of low molecular

weight protein tyrosine phosphatases in different human cancers, Bio-

chem. Biophys. Res. Commun. 334 (2005) 875e883.

[10] B.T. Hoffman, M.R. Nelson, K. Burdick, S.M. Baxter, Protein tyrosine

phosphatases: strategies for distinguishing proteins in a family contain-

ing multiple drug targets and anti-targets, Curr. Pharm. Des. 10 (2004)

1161e1181.

[11] K. Kristjansdottir, J. Rudolph, Cdc25 phosphatases and cancer, Chem.

Biol. 11 (2004) 1043e1051.

[12] J.P. Rayapureddi, C. Kattamuri, B.D. Steinmetz, B.J. Frankfort,

E.J. Ostrin, G. Mardon, R.S. Hegde, Eyes absent represents a class of

protein tyrosine phosphatases, Nature 426 (2003) 295e298.

[13] J.M. Denu, J.A. Stuckey, M.A. Saper, J.E. Dixon, Form and function in

protein dephosphorylation, Cell 87 (1996) 361e364.

[14] E.B. Fauman, M.A. Saper, Structure and function of the protein tyrosine

phosphatases, Trends Biochem. Sci. 21 (1996) 413e417.

[15] Z.-Y. Zhang, Chemical and mechanistic approaches to the study of pro-

tein tyrosine phosphatases, Acc. Chem. Res. 36 (2003) 385e392.

[16] Z.-Y. Zhang, Structure, mechanism, and specificity of protein-tyrosine

phosphatases, Curr. Top. Cell. Regul. 35 (1997) 21e68.

[17] L. Tautz, M. Pellecchia, T. Mustelin, Targeting the PTPome in human

disease, Expert Opin. Ther. Targets 10 (2006) 157e177.

[18] L.D. Klaman, O. Boss, O.D. Peroni, J.K. Kim, J.L. Martino,

J.M. Zabolotny, N. Moghal, M. Lubkin, Y.B. Kim, A.H. Sharpe,

A. Stricker-Krongrad, G.I. Shulman, B.G. Neel, B.B. Kahn, Increased

energy expenditure, decreased adiposity, and tissue-specific insulin sen-

sitivity in protein-tyrosine phosphatase 1B-deficient mice, Mol. Cell.

Biol. 20 (2000) 5479e5489.

[19] J.M. Zabolotny, K.K. Bence-Hanulec, A. Stricker-Krongrad, F. Haj,

Y. Wang, Y. Minokoshi, Y.B. Kim, J.K. Elmquist, L.A. Tartaglia,

B.B. Kahn, B.G. Neel, PTP1B regulates leptin signal transduction in

vivo, Dev. Cell 2 (2002) 489e495.

[20] T. Mustelin, T. Van, N. Bottini, Protein tyrosine phosphatases and the

immune response, Nat. Rev. Immunol. 5 (2005) 43e57.

[21] M. Tartaglia, E.L. Mehler, R. Goldberg, G. Zampino, H.G. Brunner,

H. Kremer, I. van der Burgt, A.H. Crosby, A. Ion, S. Jeffery,

K. Kalidas, M.A. Patton, R.S. Kucherlapati, B.D. Gelb, Mutations in

PTPN11, encoding the protein tyrosine phosphatase SHP-2, cause

Noonan syndrome, Nat. Genet. 29 (2001) 465e468.

[22] R. Xu, Y. Yu, S. Zheng, X. Zhao, Q. Dong, Z. He, Y. Liang, Q. Lu,

Y. Fang, X. Gan, X. Xu, S. Zhang, Q. Dong, X. Zhang, G.S. Feng, Over-

expression of Shp2 tyrosine phosphatase is implicated in leukemogen-

esis in adult human leukemia, Blood 106 (2005) 3142e3149.

[23] M. Bentires-Alj, J.G. Paez, F.S. David, H. Keilhack, B. Halmos,

K. Naoki, J.M. Maris, A. Richardson, A. Bardelli, D.J. Sugarbaker,

W.G. Richards, J. Du, L. Girard, J.D. Minna, M.L. Loh, D.E. Fisher,

V.E. Velculescu, B. Vogelstein, M. Meyerson, W.R. Sellers,

B.G. Neel, Activating mutations of the Noonan syndrome-associated

1869C.V. Ferreira et al. / Biochimie 88 (2006) 1859e1873

83



SHP2/PTPN11 gene in human solid tumors and adult acute myeloge-

nous leukemia, Cancer Res. 64 (2004) 8816e8820.

[24] N. Bottini, L. Musumeci, A. Alonso, S. Rahmouni, K. Nika,

M. Rostamkhani, J. MacMurray, G.F. Meloni, P. Lucarelli,

M. Pellecchia, G.S. Fisenbarth, D. Comings, T. Mustelin, A functional

variant of lymphoid tyrosine phosphatase is associated with type 1 di-

abetes, Nat. Genet. 36 (2004) 337e338.

[25] A.B. Begovich, V.E. Carlton, L.A. Honigberg, S.J. Schrodi,

A.P. Chokkalingam, H.C. Alexander, K.G. Ardlie, Q. Huang,

A.M. Smith, J.M. Spoerke, M.T. Conn, M. Chang, S.Y. Chang,

R.K. Saiki, J.J. Catanese, D.U. Leong, V.E. Garcia, L.B. MacAllister,

D.A. Jeffery, A.T. Lee, F. Batliwalla, E. Remmers, L.A. Criswell,

M.F. Seldin, D.L. Kastner, C.I. Amos, J.J. Sninsky, P.K. Gregersen, A

missense single-nucleotide polymorphism in a gene encoding a protein

tyrosine phosphatase (PTPN22) is associated with rheumatoid arthritis,

Am. J. Hum. Genet. 75 (2004) 330e337.

[26] C. Kyogoku, C.D. Langefeld, W.A. Ortmann, A. Lee, S. Selby,

V.E. Carlton, M. Chang, P. Ramos, E.C. Baechler, F.M. Batliwalla,

J. Novitzke, A.H. Williams, C. Gillett, P. Rodine, R.R. Graham,

K.G. Ardlie, P.M. Gaffney, K.L. Moser, M. Petri, A.B. Begovich,

P.K. Gregersen, T.W. Behrens, Genetic association of the R620W poly-

morphism of protein tyrosine phosphatase PTPN22 with human SLE,

Am. J. Hum. Genet. 75 (2004) 504e507.

[27] D. Smyth, J.D. Cooper, J.E. Collins, J.M. Heward, J.A. Franklyn,

J.M. Howson, A. Vella, S. Nutland, H.E. Rance, L. Maier,

B.J. Barratt, C. Guja, C. Ionescu-Tirgoviste, D.A. Savage,

D.B. Dunger, B. Widmer, D.P. Strachan, S.M. Ring, N. Walker,

D.G. Clayton, R.C. Twells, S.C. Gough, J.A. Todd, Replication of an

association between the lymphoid tyrosine phosphatase locus (LYP/

PTPN22) with type 1 diabetes, and evidence for its role as a general au-

toimmunity locus, Diabetes 53 (2004) 3020e3023.

[28] R. Hermann, K. Lipponen, M. Kiviniemi, T. Kakko, R. Veijola,

O. Simell, M. Knip, J. Ilonen, Lymphoid tyrosine phosphatase (LYP/

PTPN22) Arg620Trp variant regulates insulin autoimmunity and

progression to type 1 diabetes, Diabetologia 49 (2006) 1198e1208.

[29] N. Bottini, A. Otsu, P. Borgiani, P. Saccucci, L. Stefanini, E. Greco,

L. Fontana, J.M. Hopkins, X.Q. Mao, Genetic control of serum IgE

levels: a study of low molecular weight protein tyrosine phosphatase,

Clin. Genet. 63 (2003) 228e231.

[30] A. Schmidt, S.J. Rutledge, N. Endo, E.E. Opas, H. Tanaka,

G. Wesolowsky, C.T. Leu, Z. Huang, C. Ramachandaran, S.B. Rodan,

G.A. Rodan, Protein-tyrosine phosphatase activity regulates osteoclast

formation and function: inhibition by alendronate, Proc. Natl. Acad.

Sci. U.S.A. 93 (1996) 3068e3073.

[31] S.M. Suhr, S. Pamula, D.J.K.H. Baylink, Antisense oligodeoxynucleotide

evidence that a unique osteoclastic protein-tyrosine phosphatase is essen-

tial for osteoclastic resorption, J. Bone Miner. Res. 16 (2001) 1795e1803.
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Abstract 

Flavonoids, polyphenolic phytochemicals, are ubiquitous in plants and are present in the common human 

diet. They may exert diverse beneficial effects, including antioxidant and anticarcinogenic activities. The 

present study was designed to evaluate three biomolecules that play important roles in the apoptotic 

process: mitogen-activated protein kinases, protein phosphatases and NFκB, using HL60 cells treated 

with fisetin as an experimental model. Our results demonstrated that cells treated with fisetin presented 

high expression of NFκB, activation of MAPK p38 and increase of phosphoprotein levels; inhibition of 

enzymes involved in redox status maintenance were also observed. Our findings reinforce the hypothesis 

that fisetin is likely to exert beneficial and/or toxic actions on cells not through their potential as 

antioxidant but rather through its modulation of protein kinase and phosphatase signaling cascades. 

Additionally, our results also indicate that the cellular effects of fisetin will ultimately depend on the cell 

type and the extent to which they associate with the cells, either by interactions at the membrane or by 

uptake into the cytosol. 

 

Keywords: Fisetin, flavonoids, HL60, NFκB, MAPK, phosphatases. 
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1. INTRODUCTION 

Flavonoids are polyphenolic compounds 

widely found in plants [1]. Components of fruits, 

vegetables and beverages, such as wine and tea, 

many flavonoids are present in a regular diet [2]. 

Flavonoids exhibit a variety of effects such as 

inhibition of malignant cell growth [1], regulation 

of lymphocyte activation, cell proliferation and 

differentiation [2-4]. These biological effects of 

flavonoids on cells can be due to the inhibition of 

different key enzymes. For these reasons, the 

flavonoids can be considered potential compounds 

in the selective blocking of signal transduction 

pathways and in the design of more potent 

analogues for the use in proliferative disease 

therapies.  

Several studies have demonstrated that, 

depending on their structures, flavonoids can be 

potent inhibitors of several kinases involved in 

signal transduction, mainly protein kinase C (PKC) 

[5] and tyrosine kinases [6]. On the other hand, 

some flavonoids can activate cell differentiation 

through activation of Ras-ERK cascade [7]. Fisetin 

is a common dietary component found in several 

fruits and vegetables [8]. Some                                                                                                               

authors have demonstrated different biological 

activities for this flavonoid: inhibition of 

topoisomerase II, a nuclear essential enzyme for 

DNA replication [9,10], neuroprotective, 

cardioprotective and anti-carcinogenic activities, 

which have been attributed to its antioxidant 

properties [7,11-13], inhibition of cellular 

proliferation and in vitro angiogenesis [14] and 

induction of apoptosis in leukemic cells [13].  
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Recently, Haddad et al. [15] have 

demonstrated that fisetin (Figure 1) caused cell 

cycle arrest (G2/M) in prostate cancer human cell 

line PC3. In addition, fisetin can also inhibit glucose 

uptake in a competitive manner in a myeloid cell 

(U937), which indicated that this flavonoid could be 

used as an alternative blocker of glucose uptake in 

vitro [16].  

The present study was designed to evaluate 

three biomolecules that play important roles in the 

apoptotic process: mitogen-activated protein kinases 

(MAPKs), protein phosphatases and NFκB, using 

HL60 cells treated with fisetin as an experimental 

model. Our results demonstrated that cells treated 

with fisetin presented high expression of NFκB, 

activation of MAPK p38 and increase of 

phosphoprotein levels; inhibition of enzymes 

involved in redox status maintenance was also 

observed. 

 

 

 

 
O
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Figure 1. Molecular structure of fisetin 

 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

Materials  

HL60 cells were purchased from ATCC 

(Rockville, MD). Fisetin was purchased from Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO). The polyclonal 

antibodies against antiphospho-p38 mitogen-

activated protein kinase (p38), antiphospho-p42/44 

HO

OH

OH
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(ERK 1/2), antiphospho-c-jun NH2-terminal protein 

kinase (JNK), antirabbit and antimouse peroxidase 

conjugated antibodies were obtained from Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA). Antibodies 

against phosphotyrosine and phosphothreonine were 

purchased from Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA). 

 

Cell culture  

HL60 cells were routinely grown in 

suspension in RPMI 1640 medium supplemented 

with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin–

streptomycin (10,000 U/mL penicillin and 10 mg/ 

mL streptomycin) and 1% glutamine, grown at 37ºC 

under a humidified 5% CO2 atmosphere. In all 

experiments 3 x 105 cells/mL were seeded, and after 

72 hours the cells were treated with fisetin for 24 

hours. Fisetin dissolved in dimethyl sulfoxide 

(DMSO) was added to the culture medium and 

adjusted to a final DMSO concentration of 0.1%. 

 

Cell viability 

Cell viability was assessed by the trypan 

blue dye exclusion and the MTT reduction assays as 

previously described [17]. 

 

Western blotting 

Cells (3 x 107) were lysed in 200 μL cell 

lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 1% Tween 

20, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 

mM EGTA, 1 mM o-vanadate, 1 mM sodium 

fluoride, and  protease inhibitors (1 μg/mL 

aprotinin, 10 μg/mL leupeptin, and 1 mM 

phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)) for 2 hours 

on ice. Protein extracts were cleared by 

centrifugation, and the protein concentration was 

determined using Lowry method [18]. A twice 

volume of sodium dodecyl sulfate (SDS) gel 

loading buffer (100 mM Tris-HCl, pH 6.8, 200 mM 

dithiothreitol, 4% SDS, 0.1% bromophenol blue, 

and 20% glycerol) was added to the samples and 

boiled for 10 minutes. Cell extracts, corresponding 

to 3 x 105 cells, were resolved by SDS-

polyacrylamide gel (12%) electrophoresis (PAGE) 

and transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) 

membranes. Membranes were blocked for 1 h in 1% 

fat-free dried milk or bovine serum albumin (2%) in 

Tris-buffered saline (TBS) - Tween 20 (0.05%) and 

incubated overnight at 4°C with appropriate primary 

antibody at 1:1000 dilutions. After washing in TBS-

Tween 20 (0.05%), membranes were incubated with 

antirabbit or antimouse horseradish peroxidase-

conjugated secondary antibodies, at 1:2000 

dilutions (in all Western blotting assays), in 

blocking buffer for 1 hour. Detection was 

performed by using enhanced chemiluminescence 

(ECL). 

 

Antioxidant enzyme activities 

Total superoxide dismutase (SOD) activity 

was determined from the rate of inhibition of 

ferrocytochrome c oxidation, at 550 nm, in a 

standard reaction medium [19]. The manganese 

superoxide dismutase (MnSOD) activity was 

measured after inhibition of the Cu/Zn isoenzyme 

by addition of 1 mM KCN [20]. Catalase activity 

was determined by measuring the decrease in 

absorption of H2O2 at 240 nm [21]. Glutathione 

peroxidase (GPX) activity was determined by 

measuring the NADPH oxidation rate in the 

presence of GSH and GSH redutase [22]. 

 

Oxidative stress enzyme activity of markers  

Aconitase activity was measured at 25° C 

by following the change in the absorption at 340 
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nm, due to NADP+ reduction [23]. Fumarase 

activity was measured at 25 ºC by following the 

increase in absorbance at 240 nm at 25° C in a 

standard reaction mixture [24]. All the 

measurements were carried out in a UV-VIS 

spectrophotometer (Hitachi, model U-2001). 

 

Statistical evaluation 

The Western blots represent three 

independent experiments. Cell viability was 

expressed as the mean ± standard error of three 

independent experiments run in triplicate. Data for 

each assay were statistically evaluated by analysis 

of variance (ANOVA). 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION 

Differential effect of fisetin on HL60 cells and 

normal human lymphocytes viabilities 

We have previously described the 

cytotoxic effects and the mechanism of action of 

different compounds on cancer cells [25-27]. Other 

natural products have also been reported as 

important sources of potential chemotherapeutic 

agents [28-30]. Flavonoids, widely distributed in 

vegetables, fruits, and wine, have been shown to 

exert anticarcinogenic effects [10,13,15,31]. 

However, the molecular mechanisms by which 

flavonoids can act against cancer cells need to be 

elucidated. To establish the specificity of fisetin 

action on HL60 cells we checked, in parallel, the 

effect of this compound on normal human 

lymphocytes viability using MTT assay. We 

observed that after 24 hours of fisetin treatment of 

HL60 cells, the mitochondrial activity was 

decreased, displaying an IC50 value around 30 μM 

(Figure 2). In agreement to other authors [13], we 

also observed that fisetin induced HL60 cells death 

by apoptosis. Interestingly, human lymphocytes 

viability remained unchanged, even in the presence 

of fisetin up to 200 µM. These results suggest that 

fisetin can be an interesting candidate for cancer 

treatment with a cellular-specific mechanism of 

action. 
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Figure 2. Cytotoxicity of fisetin in leukemic cells and normal 

human lymphocytes. HL60 cells (■) and normal human 

lymphocytes (▲) were treated with different concentrations of 

fisetin for 24 hours. In the absence of fisetin, the MTT reduction 

was considered as 100%. The experiment was performed in a 24-

well plate. Results represent the means ± standard error of three 

experiments run in triplicate (P <0.05). 

 

Effect of Fisetin on MAPKs phosphorylation and 

NFκB expression in HL60 cells 

To obtain more insight into the molecular 

mechanisms mediated by fisetin on HL60 cells, we 

examined the phosphorylation state of total proteins 

and MAPKs, in response to fisetin in concentrations 

up to 50μM. Fisetin caused activation of p38 and 

JNK MAPKs, while ERK was inhibited (Figure 3). 

Williams et al. [32] have demonstrated that 

flavonoids and their metabolites differentially acted 

on PI3-kinase, Akt/protein kinase B (Akt/PKB), 

tyrosine kinases, PKC, and MAPK signaling 

d
u

n

[Fisetin] μM

c
ti
o

 (
%

)

 92



cascades. Inhibitory or stimulatory actions at these 

pathways are likely to profoundly affect cellular 

function by altering the phosphorylation state of 

target molecules and/or by modulating gene 

expression. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Effect of fisetin on MAPKs phosphorylation in 

HL60 cells. Cells were treated with different concentrations of 

fisetin (10, 20, 30 and 50 μM). Soluble lysates were matched for 

protein content and analyzed by Western blot. One representative 

immunoblot of three independent experiments is presented. 

 

In addition, we also observed that cells 

treated with fisetin presented high expression of 

NFκB (Figure 4). Decrease in MAPKs 

phosphorylation (Figure 3) and in the expression of 

NFκB p65 (Figure 4) in HL60 cells at fisetin 

concentrations higher than 20µM could be ascribed 

to different steps of apoptosis. Our results indicate 

that depending on the fisetin concentration two 

steps of apoptosis can be reached: early and late 

apoptosis. Apparently, fisetin concentrations up to 

20µM caused early apoptosis, that was reinforced 

by the overexpression of NFκB. Recently, Kanno et 

al. [33] demonstrated that the overexpression of 

NFκB is a pivotal event for apoptosis in HL60 cells 

induced by the flavonoid naringenin It has been 

shown that the transcription factor NFκB 

participated of the cell growth, differentiation, 

inflammatory responses induced by different signals 

related to the regulation of apoptosis and neoplastic 

transformation [34,35]. The pro- and antiapoptotic 

regulatory functions of NFκB have been shown to 

depend on the cell type, the differentiation state of 

the cell, and the nature of the apoptotic stimulus 

[35]. Our data provided evidence that the 

overexpression of the subunit NFκB p65 in cell 

death was associated to ROS generation. Some 

authors observed that ROS per se were potent 

inducers of apoptosis [36] and that the hydrogen 

peroxide-induced apoptosis required the release of 

mitochondria-derived ROS and the activation of 

NFκB [37]. Our results demonstrating the ability of 

NFκB p65 overexpression to induce apoptosis, are 

in agreement with published data implicating NFκB 

to the induction of cell death in certain cells such as 

neurons, Schwann cells, prostate carcinoma, and 

embryonic kidney cells [38-42]. 
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Figure 4. Fisetin changes the expression of NFκB p65. After 

HL60 cells treatment with different concentrations of fisetin for 

24 hours, equal amounts of protein (50 μg) of total lysates were 

subjected to immunoblot analysis with NFκB (p65) antibodies. 

 

Effects of fisetin on proteins phosphorylation in 

HL60 cells 

In order to analyze the phosphorylation 

state on HL60 cells treated with fisetin, we 

examined the tyrosine and threonine 

phosphorylation on the cellular proteins. Both 
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residues phosphorylation increased in the cells 

treated with fisetin, excepting a decrease in the 

tyrosine phosphorylation at 50 μM fisetin (Figure 

5). Our results indicated that the fisetin action in 

HL60 cells was accompanied by increasing in 

tyrosine and threonine phosphorylations. We have 

observed that fisetin inhibited cytosolic phosphatase 

activities in HL60 cells (not shown). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Effect of fisetin on protein phosphorylation levels. 

Cells were treated with fisetin (10, 20, 30 and 50 μM), and the 

tyrosine (A) and threonine (B) phosphorylations were evaluated 

by immunoblotting. One representative immunoblot of three 

independent experiments is presented. 

 

Fisetin induces oxidative stress and decrease in 

antioxidant enzymes activities in HL60 cells 

In order to analyze the cellular redox status 

after treatment of HL60 cells with fisetin we 

quantified the activities of aconitase, fumarase, 

catalase, glutathione peroxidase and two isoforms of 

superoxide dismutase (SOD), the MnSOD 

(mitochondrial isoform), and  the CuZnSOD 

(cytosolic isoform). Treatment of HL60 cells with 

fisetin resulted in inactivation of mitochondrial 

aconitase, an enzyme sensitive to oxidative stress, 

but not fumarase, a mitocondrial enzyme insensitive 

to oxidative stress (Table 1). Fisetin caused also an 

expressive  decrease   of   the   antioxidant  enzymes  
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Table 1. Effects of fisetin on antioxidant enzymes activities of 

HL60 cells. Cells were treated with fisetin (50 μM) and enzyme 

activities were determined as described in Methods. 

 

catalase, MnSOD, CuZnSOD and GPX. Ours 

results suggest that fisetin can induce oxidative 

stress through ROS production. ROS can lead to 

cell death through inactivation of the mitochondrial 

aconitase, an iron-sulfur (Fe-S) protein [43]. Recent 

studies showed that ROS are emerging as obligatory 

mediators of cell death signaling in response to 

stimulation of TNF receptors and induction of JNK 

and p38 signaling [44-47]. A MAPK phosphatase 

(MKP) was identified as a critical molecular target 

of ROS during TNFα-induced apoptosis, due to 

oxidation of an essential cysteine residue to sulfenic 

acid [46]. MKP plays a critical role in the regulation 

of the activity of MAPKs [48, 49]. Thus, ROS-

dependent inhibition of MKPs caused persistent 

activation of JNK by TNFα and, ultimately, 

programmed cell death via either a necrotic or an 

apoptotic pathway [47]. These findings are in 

agreement with our results since, besides activating 

JNK and p38, fisetin also caused an increase of 

phosphoprotein levels which can be due to either 

inactivation of protein phosphatases or activation of 
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protein kinases, which activities are highly 

sensitives to oxidant agents. 

 

4. CONCLUSION 

In summary, our results have reinforced the 

hypothesis that fisetin was likely to exert beneficial 

and/or toxic actions on cells not through their 

potential to act as antioxidant but rather through its 

modulation of protein kinase and phosphatase 

signaling cascades. Additionally, our results also 

indicated that the cellular effects of fisetin 

ultimately depended on the cell type, and on the 

extent to which it associated with the cells, either by 

interactions with the membrane or by uptake into 

the cytosol.  
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Abstract 

Because of unsatisfactory treatment options for prostate cancer there is a need to develop novel 

treatment approaches for this malignancy. We have shown previously that irradiated riboflavin 

induces apoptosis in HL60 cells. In the present study, we provide evidence that irradiated riboflavin 

treatment to androgen-independent human prostate cancer cell, PC3 result in a dose-dependent 

inhibition of cell growth. To define the mechanism of this anti-proliferative effect of riboflavin, we 

determined its effect on critical molecular events known to regulate the cell apoptotic and 

extracellular remodeling machineries. PC3 cells treated with irradiated riboflavin presented 

upregulation of adaptor protein FADD and downregulation of TNFR1. In addition, anti-Fas 

neutralizing antibody abrogated the irradiated riboflavin effect. We also investigated the 

participation of ceramide in the cell death process. We found that ceramide synthase presented a 

pivotal role in the apoptotic cascade triggered by irradiated riboflavin, since cell death was 

prevented by Fumonisin B1, a typical ceramide synthase inhibitor. Importantly, at sub-lethal dose 

(20 µM) irradiated riboflavin caused RECK protein overexpression. Altogether, the results showed 

here, indicate that apoptosis induction by irradiated riboflavin is dependent on Fas and ceramide 

signaling pathways. Our findings pointed out riboflavin as a promising antitumoral agent, since this 

compound affected important molecular targets related to proliferation, resistance and invasibility of 

prostate cancer cells. 

 

Key Words: PC-3, Riboflavin, RECK 
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1. INTRODUCTION  

Prostate cancers are among the most 

frequent metastatic malignancies that contribute 

to cancer death in males. Although recent years 

have seen an improvement in prostate cancer 

detection and a few new therapeutic agents, not 

much progress has been made in the treatment of 

the disease. Unfortunately, even with new drugs 

such as Flutamide®, which may be more effective 

and less toxic than traditional cytotoxic therapies, 

prostate tumors are still difficult to destroy, and 

often become androgen independent. Besides, 

when primary treatment fails, the disease develops 

along an intractable course for which no long-

term effective therapy exists (Navarro et al., 2002; 

Diaz et al., 2004; Nelson, 2004). Another 

important factor is that up to 22% of newly 

diagnosed patients present with advanced or 

metastatic disease, in this way, the incidence of 

nonlocalized cases and mortality has remained 

almost constant (Evans and Moller, 2003; 

Thurairaja et al., 2004; Carlin and Gerald 2000). 

Nowadays, many studies have been performed to 

provide new and efficient target and biosensors to 

follow prostate cancer. PC3 line has been used as 

a model of the hormone refractory prostate 

cancer. 

Basically, in leukaemia cells the photoproducts 

activated Fas/FaL expressions and also ceramida 

production (Souza et al., 2006). 

Herein, we demonstrated that riboflavin 

photoproducts also caused PC3 cell death. In 

prostate cancer cells riboflavin photoproducts 

action was expressively dependent on ceramide 

synthase activation, since fumonisin B1 prevented 

these cells death. Besides, the photoproducts also 

sensitised Fas receptor. In addition we detected 

downregulation of STAT5 and inhibition of p38. 

Importantly, we also observed inhibition of 

MMP-2 and 9 and upregulation of RECK. 

Overall, our findings pointed out riboflavin as a 

promising antitumoral agent, since this compound 

affected important molecular targets related to 

proliferation, resistance and invasibility of 

prostate cancer cells. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

Cell line and reagents 

Recently, Souza et al (2006) 

demonstrated in details the action mechanism of 

riboflavin photoproducts as apoptosis inductors. 

The photodegradation of riboflavin in aqueous 

solutions results in a number of products such as 

7, 8-dimethyl-10-(formylmethyl) isoalloxazine, 

lumichrome and lumiflavin (Silva et al, 1994; 

Edwards and Silva, 2001; Ahmad et al, 2006) - 

(Figure 1).  

 

1correspondence (Dr. Carmen Veríssima Ferreira) 

Tel: 55-19-3521-6659   Fax: 55-19-3521-6129 

e-mail address: carmenv@unicamp.br   

PC3 cells were purchased from the 

American Type Culture Collection (ATCC, 

Rockville, MD). Polyclonal antibodies against, 

antiphospho-p38 mitogen-ativated protein kinase 

(p38 MAPK), antiphospho-c-jun-NH2-terminal 

protein kinase (JNK), antiphospho-Akt/PKB, 

antirabbit, antigoat and antimouse peroxidase-

conjugated antibodies were purchased from Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA). Antibodies 

against phospho-PP2A, phosphotyrosine, 

phosphothreonine, signal transducer and activator 

of transcription 5b (STAT5b), Bcl2, Bax, TNFR1 

receptor, TNFα receptor associated death domain 

(TRADD), Fas-associated death domain protein 

(FADD), c-myc, I kappa B kinase alpha (IKKα), 

(NFκB), RECK, phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K), β-actin were purchased from Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA). Fas 
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Figure 1. Chemical structure of riboflavin and its photoproducts 

neutralizing was from Upstate Biotechnology, 

Inc. (Lake Placid, NY). Riboflavin, and 

Fumonisin B1 were from Sigma. Caspase 3 

Colorimetric Assay Kit was obtained from R&D 

Systems (Minneapolis). 

 

Cell culture 

PC3 cell was purchased from American 

Type Culture Collection (Rockville, MD). Cells 

were routinely grown in RPMI 1640 containing 

10% fetal bovine serum, 100 units/mL penicillin, 

and 100 mg/mL streptomycin at 37°C in a 

humidified incubator with 5% CO2 in air. 

 

Irradiation of riboflavin and treatment of PC3 

cells 

Solutions of riboflavin (250 µM) were 

diluted in RPMI 1640 culture medium and 

irradiated with UV light. Afterwards, semi-

confluents cells were added to the samples so that 

the following final concentrations of riboflavin: 5, 

10, 15, 20, 30, 40 and 50 µM were reached. The 

cells were also pre-treated with 5µM, 10µM and 

25 µM of fumonisin B1 or anti-Fas 10µg/mL for 

30 min and, afterwards, treated with riboflavin. 

Cell viability was assessed by MTT reduction, 

neutral red uptake and nucleic acids content 

assays. 

 

MTT reduction assay 

The medium containing irradiated 

riboflavin was removed and 1.0 mL of MTT 
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solution (0.5 mg MTT/mL of culture medium) 

was added to each well. After incubation for 4 h 

at 37oC, the medium was removed and the 

formazan released by solubilisation in 1.0 mL of 

ethanol. The plate was shaken for 5 min on a plate 

shaker and the absorbance measured at 570 nm 

(Mosmann, 1983). 

 

Neutral red uptake 

 After removing the medium from the plates, 1 

mL of neutral red solution (50 µg/mL of culture 

medium) was added to each well followed by 

incubation for 3 h at 37oC. The cells were then 

washed rapidly with phosphate-buffered saline 

containing calcium (PBS-Ca2+) after which 1 mL 

of 1% glacial acetic acid-50% ethanol was added 

to each well to fix the cells and extract the neutral 

red incorporated into the lysosomes. The plates 

were shaken for 20 min on a plate shaker and the 

absorbance then measured at 540 nm (Riddell et 

al., 1986; Renzi et al., 1993). 

 

Nucleic acid content 

The cell monolayer was solubilized with 

1 mL of 0.5 M NaOH at 37oC for 1 h after which 

the absorbance of the solution in each well was 

measured at 260 nm and the results expressed as a 

percentage of the control A260 (Cingi et al., 1991). 

 

Western blotting 

Cells (3 x 107) were lysed in 200 µL cell 

lysis buffer (50mM Tris [tris 

(hydroxymethyl)aminomethane]–HCl [pH 7.4], 

1% Tween 20, 0.25% sodium deoxycholate, 150 

mM NaCl, 1 mM EGTA (ethylene glycol 

tetraacetic acid), 1 mM O-Vanadate, 1 mM NaF, 

and protease inhibitors [1 µg/mL aprotinin, 10 

µg/mL leupeptin, and 1 mM 4-(2-amino-ethyl)-

benzolsulfonyl-fluorid-hydrochloride]) for 2 hours 

on ice. Protein extracts were cleared by 

centrifugation, and the protein concentration was 

determined using Lowry method (Hartree 1972). 

An equal volume of 2 x sodium dodecyl sulfide 

(SDS) gel loading buffer (100 mM Tris-HCl [pH 

6.8], 200 mM dithiothreitol [DTT], 4% SDS, 

0.1% bromophenol blue, and 20% glycerol) was 

added to samples and boiled for 10 minutes. Cell 

extracts, corresponding to 3 x 105 cells, were 

resolved by SDS-polyacrylamide gel (12%) 

electrophoresis (PAGE) and transferred to 

polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes. 

Membranes were blocked in 1% fat-free dried 

milk or bovine serum albumin (2%) in Tris-

buffered saline (TBS)–Tween 20 (0.05%) and 

incubated overnight at 4° C with appropriate 

primary antibody at 1:1000 dilutions. After 

washing in TBS-Tween 20 (0.05%), membranes 

were incubated with antirabbit, antigoat and 

antimouse horseradish peroxidase–conjugated 

secondary antibodies, at 1:2000 dilutions (in all 

Western blotting assays), in blocking buffer for 1 

hour. Detection was performed by using enhanced 

chemiluminescence (ECL). 

 

Caspase 3 activity assay 

Caspase 3 activity was determined by the 

measurement at 405 nm of p-nitroanaline released 

from the cleavage of caspase 3 (Ac-DEVD-pNA) 

substrate. The enzyme activity was expressed in 

pmol/min and the extinction coefficient of pNA 

was 10,000 M-1 cm-1. 

 

Zymographic analysis  

Proteolytic activity of MMP-2 and 

MMP-9 was assayed by gelatin zymography as 

described by Souza et al. (2000). After the cell 

treatment in the presence of FBS or in a FBS-free 

condition, the culture medium was collected and 

stored at -20°C in the presence of 1 mM PMSF 

(phenyl-methyl sulphonyl fluoride-serine-protease 
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enzyme inhibitor). Samples were diluted in non-

reducing buffer (0.1M Tris-HCI, pH 6.8, 20% 

glycerol, 1% SDS and 0.001% bromophenol 

blue). Samples, corresponding to 150 µg of 

protein, were resolved by SDS-polyacrylamide 

gel (10%) and 4% gelatin. Protein renaturation 

was performed in 2% Triton X-100 for 1 h 

followed by incubation with 50mM Tris-HCl and 

10mM CaCl2 (pH 7.4) at 37oC for 18 h. Gels were 

stained with 0.5% Comassie Blue G 250 for 30 

minutes and then washed in a 30% methanol and 

10% glacial acetic acid solution. 

 

Statistical evaluation 

All experiments were performed in 

triplicate and the results shown in the graphs 

represent the means and standard errors. Cell 

viability data were expressed as the means ± 

standard errors of 3 independent experiments 

carried out in triplicates. Data from each assay 

were analyzed statistically by ANOVA. Multiple 

comparisons among group mean differences were 

checked with Tukey post hoc test. Differences 

were considered significant when the p value was 

less than 0.05. Western blottings represent 3 

independent experiments. 

 

3. RESULTS 

Effect of the Irradiated riboflavin on PC3 cells 

viability 

The effect of riboflavin on cell viability 

was determined employing neutral red uptake, 

nucleic acid content and MTT assays. PC3 cells 

were treated with non and irradiated riboflavin in 

concentrations up to 50 µM. Cell viability was not 

affected by non-irradiated riboflavin. Unlike, 

irradiated riboflavin demonstrated a strong 

cytotoxic effect on PC3 cells after 24h of 

treatment, with IC50 values around 15 and 40µM 

for nucleic acid content and MTT reduction, 

respectively (Figure 2). In this concentration 

range the lysosomal membrane integrity was not 

significantly affected. Importantly, irradiated 

riboflavin can acts as an antiproliferative agent in 

low dose.  For further mechanistic studies a dose 

of 20, 40 and 50 µM irradiated riboflavin was 

selected. 
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Figure 2. Irradiated riboflavin presents toxic effect on PC3 

cells. The cells were treated with different concentrations of 

irradiated and non-irradiated riboflavin in RPMI medium. The 

effect of photoproducts were evaluated by MTT (3-(4, 5-

dimethylthiazol-2, 5-diphenyl-tetrazolium bromide) reduction, 

neutral red uptake and nucleic acids absorbance at 260 nm. In 

the absence of riboflavin, cell viability was considered as 

100%. The experiment was performed in a 24 wells plate. 

Results represent the means ± standard error of 3 experiments 

run in triplicate (P < 0.05). 

 

Fas neutralising prevents the toxic effect of 

riboflavin photoproducts 

The involvement of death receptor in the 

cytotoxic action of riboflavin was also checked. 

Prostate cancer cells death by riboflavin 

photoproducts requires Fas signalling pathway 

since Fas neutralising almost completely 

abolished their toxic effect (Figure 3A). In 

agreement, we observed upregulation of FADD. 

On the other hand, apparently the TNFR1 did not 
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participated in this process, once the riboflavin 

treatment caused downregulation of this receptor 

(Figure  3B).  These data suggest that irradiated 

riboflavin treatment induces apoptosis through 

extrinsic pathway involving the death receptor. 

 

Figure 3. Apoptosis induction of prostate cancer cells by 

irradiated riboflavin. Semi-confluents cells were incubated 

with antibody Fas neutralising 10µg/mL for 30 min and after 

treated with irradiated riboflavin for 24 h and the number of 

viable cells was determined by MTT reduction assay (A). The 

expression of TNFR1, FADD and TRADD was evaluated by 

immunoblotting. Soluble lysates were matched for protein 

content and analyzed on Western blot (B). Colorimetric assay 

was performed to determine caspase 3 activity (C). Results 

represent the means ± standard error of 3 experiments run in 

triplicate (P < 0.05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Caspases are responsible for many of the 

biochemical and morphological changes that 

occur during apoptosis. We determined whether 

treatment of PC3 cells with irradiated riboflavin 

leads to activation of caspase. Colorimetric assay 

depicted in figure 3 indicates that riboflavin 

photoproducts treatment of PC3 cells leds to 

activation of caspase 3 (Figure 3C). 

 

Ceramide presents a pivotal role in the riboflavin 

photoproducts action 

Fumonisin B1, a known inhibitor of the 

enzyme ceramide synthase involved in de novo 

synthesis of ceramide in the endoplasmic 

reticulum and mitochondria, prevented the toxic 

effect of irradiated riboflavin. Prostate cancer 

cells present an increase of ceramide production 

via ceramide synthase, which is essential for the 

apoptosis induction. According to the figure 4, the 

cell viability remains almost 100% when the cells 

were pre-treated with fumonisin B1.  

 

Protein kinases, phosphatases and 

metalloproteinases activities and STAT5 

expression are affected by irradiated riboflavin 

A set of proteins was analysed (Figure 

5),  cells  treated   with   irradiated  riboflavin  had  
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Figure 4. Fumonisin B1 prevents riboflavin toxic effect in 

prostate cancer cells. Semi-confluents cells were incubated 

with 5 µM, 10 µM and 25 µM Fumonisin B1 for 30 min and 

afterwards treated with irradiated riboflavin for 24 h and the 

number of viable cells was determined by MTT reduction 

assay. 

  

inhibition of p38 MAPK and PI3K while JNK 

activity remains unchanged. IKKα was inhibited 

by the photoproducts, and NFκB expression was 

not affected. The profile of phosphoprotein in 

tyrosine or threonine residues indicates activation 

of protein phosphatases or inhibition of other 

types of kinases. Additionally, protein 

serine/threonine phosphatase (PP2A) was 

significantly inhibited by irradiated riboflavin. 

Metalloproteinases 2 and 9 were also inhibited, 

and their inhibitor RECK was slightly upregulated 

at the concentrations of 20 and 40 µM (Figures 5 

and 6). 

It is now well established that STATs 

represent a major family of transcription factors 

mediating the downstream effects of growth 

hormones. Therefore this transcription factor 

plays a pivotal role in prostate cancer 

development. As can be seen in Figure 5 cells 

treated with irradiated riboflavin presented an 

expressive decrease in the STAT5 level.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5. Riboflavin causes differential effect on the 

expression of proteins involved in proliferation, resistance 

and invasibility of prostate cancer cells. The expression of a 

set of proteins was evaluated by immunoblotting. Soluble 

lysates were matched for protein content and analyzed on 

Western blot. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6.  Effect of riboflavin on PC3 matrix 

metalloproteinase activities. Riboflavin reduced the 

activation of both MMPs in a dose-dependent fashion. Note 

that the upper bands (92 kDa) corresponds to the activity of 

MMP-9 while the bands below (72 kDa) represents the MMP-

2 activity. (A: treatment in a FBS enriched medium, B: FBS-

free medium condition) 
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4. DISCUSSION 

Tumor development of human prostate 

gland is critically dependent of the deregulated 

balance between different growth regulators such 

as androgenic hormones, growth factors and their 

receptors. The management of prostate cancer 

remains complex. Therefore, the discovery of new 

anticancer agents as well as to identify its 

molecular target can bring out a novel perspective 

for the patients treatment. In an effort to devise 

more optimal protocols, we employ PC3 cells as a 

suitable model system for studying cell 

differentiation and apoptosis in response to 

potential pharmacologically active compounds in 

vitro and using the experimental accessibility of 

this system for characterizing the molecular 

details underlying the effects seen. In the present 

study, we focus on riboflavin, an important 

photosensitizer, which has been considered as a 

promising anticancer agent (Souza et al., 2006). 

In this paper we described the action 

mechanism of irradiated riboflavin as mediator of 

prostate cancer cells death. The toxic effect of the 

photoproducts was observed at concentrations 

lower than 40 µM. Interesting, the membrane 

integrity was not affected in this condition, since 

the neutral red uptake by the lysosomes, remains 

unchanged. 

In order to delineate the molecular 

details concerning the cell death induced by 

irradiated riboflavin, we investigated possible 

molecular mechanisms involved. We 

demonstrated that riboflavin photoproducts 

reduce the levels of TNFR1. This action is 

interesting since PC3 cells show a death 

resistance promoted by TNFα. However, our 

results indicated that extrinsic pathway is a major 

signaling responsible for the induction of the 

apoptotic process by riboflavin since anti-Fas 

neutralizing was able to maintain cell viability. In 

agreement, we observed that the treatment of PC3 

cells with riboflavin photoproducts induced up-

regulation of FADD. Fas and FasL are commonly 

coexpressed in prostate cancer cells. Despite 

expression of both cell-surface Fas and FasL
 as 

well as constitutive secretion of biologically 

active soluble FasL, prostate cancer cells are 

resistant to Fas-mediated apoptosis (Costa-Pereira 

and Cotter, 1999; Hyer et al., 2000; Bertran, 

2006). However, there are some reports in the 

literature that demonstrated the reactivation of 

apoptotic potential of autocrine Fas signal in 

prostate cancer cells when PI3K is inhibited 

(Bertran, 2006). Our findings also indicate that 

inhibition of PI3K represents a pivotal role in the 

riboflavin-mediated PC3 death. Therefore, our 

data imply that PI3K inhibition–induced prostate 

cancer cells death occurs through the action of 

FasL secreted by the cell acting on itself and 

neighboring like cells and/or through the action of 

Fas/FasL interactions on the cell surface of same 

cell or between like cells. 

Intriguingly, our results show that the 

inhibition of ceramide synthase by Fumonisin B1 

was able to counteract cell death provoked by 

riboflavin at concentrations of 20, 40 and 50 µM, 

suggesting that riboflavin-induced PC3 cell death 

is associated to activation of Fas receptor induced 

via a ceramide-dependent pathway or vice versa. 

Interestingly, previous data from the literature 

have shown that ceramide as a second lipid 

messenger is involved in the reorganization of 

lipid rafts into ceramide-enriched platforms 

responsible for increase of Fas clustering and its 

activation (Verheij et al 1996; Cremesti et al., 

2002; Hetz et al., 2002; Huang et al, 2004; Miyaji 

et al., 2005; Rotolo et al., 2005; Siskind, 2005; 

Souza et al., 2006) and also as a regulator of JNK 

(Verheij et al 1996). Conversely Fas ligation has 

been described to lead to ceramide release (Hetz 
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et al., 2002). In fact, increase in ceramide 

generation at the mitochondria, controlled by the 

ceramide synthase and ceramidase activities, 

seems occur prior the execution phase of 

apoptosis and recent evidence suggests that these 

event is due at least in part to the ceramide ability 

to form protein-permeable channels in the outer 

mitochondrial membrane inducing then release of 

cytochrome c and apoptogenic proteins such as 

Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, and others (Siskind, 

2005).   

The reversible phosphorylation of 

proteins, regulated by protein kinases and protein 

phosphatases, influences virtually all cellular 

functions and it is an essential mechanism in the 

control of proliferation, differentiation and 

transformation (Aoyama et al., 2003; McCluskey 

et al., 2003; Ferreira et al., 2006). Riboflavin 

photoproducts decrease the phosphorylation level 

of both threonine and tyrosine residues. 

Interestingly, the decrease in 

phosphotyrosine/threonine residues indicates an 

inhibition of kinases or activation of protein 

tyrosine phosphatases and reinforce that the 

cytotoxic effects of irradiated riboflavin are 

mediated overcoat by the production of stable 

photoproducts, since it is known that tyrosine 

phosphatases are inhibited by oxidative stress. 

The inhibition of the serine/treonine phosphatase 

PP2A observed after the treatment is in agreement 

with other works that show induction of apoptosis 

by PP2A inhibitors (McCluskey et al., 2003).
 

The family of serine/threonine protein 

quinases MAPKs regulates diverse cellular 

activities running the gamut from gene 

expression, mitosis and metabolism to motility, 

survival and apoptosis (Lee and McCubrey, 

2002). In order to evaluate the role of MAPKs in 

the induction of PC3 death by riboflavin the 

activation status of JNK and p38 MAPK was 

analyzed and our results show that the cytotoxic 

effects of riboflavin photoproducts are related to 

the inhibition of p38 MAPK. p38 MAPK  is a key 

protein for apoptosis induction in cancer cells, but 

in prostate cancer cells this kinase seems to be 

related to anti-apoptotic and metastatic processes 

(Ricote et al., 2005, Ricote et al., 2006a, Ricote et 

al., 2006b). IKK inhibition by riboflavin can also 

be considered as an important action for blocking 

the cellular proliferation. NFκB is known to be 

critically important for tumor cell growth, 

angiogenesis and development of metastatic 

lesions. These processes occur, in part, due to the 

upregulated activity of IKK. 

Additionally, we observed 

downregulation of STAT5 in PC3 cells treated 

with irradiated riboflavin. Various hormones and 

growth factors have been implicated in 

progression of prostate cancer, but their role and 

the underlying molecular mechanisms involved 

remain poorly understood. Growth hormone 

receptors usually activate cascade pathways 

which leading to involvement of intracellular 

signalling mediators, particularly Janus kinase 

(JAK) family of intracellular tyrosine kinases and 

the STAT transcription factors. In addition to 

activation of this pathway, signalling through 

Ras/Raf/MAPK and insulin receptor substrate-1 

(IRS-1)/PI3K/Akt pathways has been reported to 

be activated by growth hormones, under various 

conditions and in certain cell types, including 

prostate cancer cells (Weiss-Messer et al., 2004). 

Another important finding revealed in 

this present study was the inhibition of MMP-2 

and 9 and RECK upregulation. RECK was 

originally found to suppress transformation in v-

Ki-ras-transformed NIH3T3 fibroblasts. The 

glycoprotein RECK has serine protease inhibitor-

like domains and a C-terminal tail of 

glycophosphatidylinositol anchoring the protein 
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extracellularly to the cell membrane where it 

inhibits MMPs. Prostate cancer is characterized 

by the occurrence of bone metastases in about 

65% to 80% of patients with advanced disease. 

Animal studies have also shown that only prostate 

cancers expressing high levels of MMP-2 and 

MMP-9 have the ability to metastasize (Evans and 

Moller, 2003; Thurairaja et al., 2004; Carlin and 

Gerald, 2000). In normal tissue these enzymes are 

highly regulated.  

One of the contributing factors to high 

mortality rate from prostate cancer is the extreme 

resistance of prostate cancer to apoptosis induced 

by traditional therapies (radio and chemotherapy). 

Thus, the specific induction of apoptosis in 

prostate cancer cells could play a strategic role for 

this cancer treatment. In this way, our findings 

pointed out riboflavin as a promising antitumoral 

agent, since this compound affected important 

molecular targets related to proliferation, 

resistance and invasibility of prostate cancer cells. 
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 Embora a busca por compostos naturais capazes de prevenir ou curar doenças seja uma 

prática antiga na história da humanidade, o interesse no conhecimento da atividade biológica desses 

compostos e o desenvolvimento de novas moléculas, potencialmente mais efetivas que as de origem, 

têm impulsionado as mais diversas áreas de pesquisa atuais. De fato, a natureza parece ser uma fonte 

inesgotável de moléculas estruturalmente diferentes capazes de exercer os mais variados efeitos 

biológicos e, por isso, tidas como potenciais agentes terapêuticos. Nesse sentido, muitos compostos 

naturais (ou derivados sintéticos destes) têm sido estudados e avaliados como potenciais agentes 

terapêuticos na prevenção e tratamento do câncer, considerado a principal causa de mortes na 

população mundial, de acordo com a Organização Mundial da Saúde.  

No presente estudo, riboflavina e fisetin foram avaliados quanto à potencialidade de ação 

antitumoral em linhagens de câncer prostático humano (PC3) e leucemia mielóide (HL60). Visando a 

um maior conhecimento sobre o mecanismo de ação molecular desses compostos e a determinação de 

potenciais alvos terapêuticos, moléculas sinalizadoras-chave foram avaliadas quanto a expressão e/ou 

atividade após tratamento das células tumorais. Células HL60 foram tratadas com riboflavina ou fisetin 

por 24 horas, enquanto que células tumorais prostáticas PC3 foram submetidas a tratamento com 

riboflavina pelo mesmo período de tempo. 

 Os resultados demonstram que, tanto a riboflavina irradiada quanto fisetin atuam como efetivos 

indutores de morte das células PC3 e HL60, levando a uma redução de 50% na viabilidade celular 

quando utilizados em concentrações na faixa de micromolar. Em relação à riboflavina, observa-se que 

quando submetida a irradiação adquire propriedade citotóxica não encontrada na molécula não 

irradiada, como demonstrado pela comparação de tratamentos com riboflavina ou riboflavina irradiada 

nas células HL60 e PC3. Neste caso, pode ser observado que o tratamento com a vitamina na sua 

forma não irradiada não é capaz de reduzir a viabilidade celular mesmo em tratamentos com riboflavina 
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na concentração de 50µM. Contrariamente, quando irradiada a riboflavina revela-se eficaz redutora de 

viabilidade, apresentando valores de IC50 de 10µM ou entre 15 e 40µM para células HL60 e PC3, 

respectivamente.  

Interessante observar que o efeito citotóxico da riboflavina ainda pode ser detectado mesmo em 

células tratadas com riboflavina irradiada 24 horas antes do tratamento, indicando que os efeitos anti-

proliferativos da riboflavina estão relacionados à ação de fotoprodutos estáveis. Resultados 

concordantes obtidos pelo grupo de Edwards (Edwards et al., 1994; Edwards et al., 1999b) 

demonstraram que as espécies radicalares geradas durante a irradiação da riboflavina não são capazes 

de afetar as células assim que o processo de irradiação é interrompido devido ao reduzido tempo de 

vida ou à baixa concentração em que são formadas essas espécies, como é o caso do H2O2. Recentes 

estudos (Ahmad et al., 2006; Ahmad et al., 2004a; Ahmad et al., 2004b; Holzer, et al., 2005) têm 

investigado a natureza dos fotoprodutos gerados durante a irradiação da riboflavina em soluções 

aquosas e a fotoquímica das reações que os originam. Os resultados obtidos mostram que a riboflavina 

quando submetida a radiação UV ou visível é degradada através de uma variedade de reações entre as 

quais reações de fotólise (fotoredução intramolecular) e fotoadição (fotoadição intramolecular), 

resultando na formação de uma série de produtos, tais como 7,8-dimetil-10-(formilmetil)-isoaloxazina, 

lumicromo, lumiflavina e ciclodehidroriboflavina. 

 A investigação do mecanismo molecular de ação da riboflavina em células HL60 e PC3 mostrou 

que em ambas as linhagens o processo de indução de morte é bastante similar, tendo como base a 

ação da riboflavina como moduladora de vias de transdução de sinal relacionadas a sobrevivência, 

proliferação e morte celular. Basicamente, os efeitos citotóxicos da riboflavina estão relacionados a sua 

capacidade de induzir a via extrínseca de ativação da maquinaria apoptótica através do aumento da 

expressão do receptor de morte Fas e seu ligante FasL. Desta forma, a inibição do receptor Fas, 

através da ação de anticorpo anti-Fas neutralizante, mostra ser capaz de proteger quase que 
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completamente, tanto células HL60 quanto PC3 dos efeitos citotóxicos da riboflavina sendo a ativação 

do sistema Fas/FasL evento indispensável à indução de morte dessas células. É Interessante frizar que, 

tanto HL60 quanto PC3 são reconhecidas pela resistência à morte celular mediada pelo sistema 

Fas/FasL, fato este indicador de que o mecanismo molecular de ação da riboflavina também, de alguma 

forma, mostra sensibilizar as células tumorais à indução de apoptose pela via extrínseca.  

 A resistência adquirida ou inata à indução de morte pelas células tumorais frente aos 

tratamentos antitumorais convencionais, constitui o principal obstáculo no tratamento de pacientes com 

câncer, especialmente nos casos de neoplasias hematológicas onde, ao contrário do que ocorre com 

tumores sólidos, o tratamento cirúrgico mostra-se pouco viável, fazendo com que a quimioterapia ainda 

seja a principal conduta terapêutica de escolha (Kappelmayer et al., 2004). Uma vez que células 

tumorais freqüentemente respondem a tratamentos antitumorais com aumento de síntese e acúmulo de 

ceramida endógena, tem sido postulado que o desequilíbrio do metabolismo da ceramida, resultando 

em diminuição de sua concentração, pode contribuir para a resistência à indução de apoptose das 

células tumorais frente aos tratamentos rádio e quimioterápicos (Kester and Kolesnick, 2003; Ogretmen 

and Hannun, 2001). A ação citotóxica da riboflavina irradiada sobre as células HL60 e PC3 demonstrou 

ser dependente da atividade das enzimas ceramida sintase e esfingomielinase ácida, indicando que o 

mecanismo molecular de indução de morte pela riboflavina está associado à capacidade da vitamina 

irradiada em estimular o aumento da síntese de ceramida, promovendo a sensibilização celular ao 

estímulo de morte. Visto o reconhecido papel da ceramida na reorganização de “rafts” de membrana e 

favorecimento da agregação e ativação de receptores de morte, a ação citotóxica da riboflavina 

irradiada mostra-se mediada não somente pelo aumento na expressão de FasL e do receptor de morte 

Fas, mas também pela sensibilização das células tumorais às vias extrínseca e intrínseca de ativação 

apoptótica, num mecanismo dependente do aumento na geração de ceramida na membrana plasmática 

e nas mitocôndrias. Assim sendo, a ativação do sistema Fas/FasL e o aumento na síntese de ceramida 
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constituem eventos primários indispensáveis à sensibilização de células tumorais ao estímulo de morte 

e à indução de apoptose pela riboflavina irradiada.   

É importante notar que, apesar do mecanismo de ação da riboflavina ser mediado 

primariamente pela ativação da via extrínseca de morte celular, o tratamento das células leucêmicas e 

prostáticas com riboflavina irradiada depende também em maior ou menor grau, da concentração de 

riboflavina utilizada, do tipo celular e também da ativação concomitante da via apoptótica mitocondrial. 

Como demonstrado, o pré-tratamento das células tumorais prostáticas e leucêmicas com Fumonisina 

B1 (inibidora da enzima ceramida sintase) é capaz de proteger significativamente, tanto HL60 quanto 

PC3, indicando a importância do aumento da síntese de ceramida na mitocôndria e/ou retículo 

endoplasmático para o mecanismo de citotoxicidade da riboflavina irradiada. De fato, recentes trabalhos 

têm demonstrado a habilidade da ceramida em formar poros na membrana mitocondrial, induzindo a 

ativação da via intrínseca apoptótica. Assim sendo, pode-se afirmar que o mecanismo citotóxico da 

riboflavina irradiada depende da amplificação da maquinaria apoptótica, através da ativação da via de 

morte celular intrínseca a qual parece ser de fundamental importância, principalmente na indução de 

morte das células PC3 ou em tratamentos de HL60 com maiores concentrações de riboflavina. Desta 

maneira, tratamento de células HL60 com riboflavina 5µM em condições onde haja indisponibilidade do 

receptor Fas, como nos tratamentos com anticorpo Fas neutralizante, mostra que, na ausência do 

receptor de morte, os efeitos citotóxicos da riboflavina irradiada são completamente anulados, 

revelando que, em baixas concentrações, a via apoptótica extrínseca é a indutora primária de morte 

celular e que nessas condições a via mitocondrial somente não é suficiente para induzir a morte de 

células HL60.   

 Além do aumento na síntese de ceramida, o mecanismo de morte celular induzido pela 

riboflavina parece sensibilizar as células-alvo ao estímulo de morte, através da inibição de importantes 

vias de sinalização relacionadas à proliferação e sobrevivência celulares além de, simultaneamente, 

 116



contribuir para a ativação da maquinaria apoptótica, inibindo a progressão do ciclo celular e estimulando 

a expressão/ativação de fatores apoptogênicos. Células HL60 e PC3 tratadas com riboflavina irradiada 

mostraram sofrer completa inibição de PI3K/Akt, via de sinalização chave na sobrevivência celular, além 

de terem diminuídas as expressões de STAT1/2 e STAT5b, moléculas mediadoras do crescimento 

celular. É importante destacar que o tratamento de PC3 com riboflavina irradiada mostrou também inibir 

a atividade de IKKα prevenindo, portanto, a ativação de NFκB (fator de transcrição associado ao 

estímulo do crescimento tumoral, da angiogênese e do desenvolvimento de lesões metastáticas). Ainda 

em células HL60, a riboflavina irradiada foi capaz de inibir a progressão do ciclo celular de maneira p53-

independente, através da inibição da expressão de PCNA e aumento da expressão de p21, contribuindo 

também para a criação de um ambiente intracelular favorecedor da ativação de caspases, como 

indicado pela diminuição da razão Bcl-2/Bax, alteração do potencial de membrana mitocondrial e 

diminuição da expressão de IAP1. 

É interessante mencionar que a ação da riboflavina irradiada nas células HL60 e PC3 parece 

estar fortemente associada à sua capacidade de modular a atividade de proteínas quinases e 

fosfatases. Desta maneira, o tratamento das células HL60 e PC3 com riboflavina alterou, de maneira 

célula-específica, os níveis de proteínas fosforiladas em resíduos de treonina ou tirosina. Os resultados 

obtidos mostram que a ação citotóxica da riboflavina irradiada nas células HL60 é mediada pelo 

aumento do número de proteínas fosforiladas em treonina (Figura 4, Anexos), enquanto que um efeito 

contrário pode ser observado no tratamento das células PC3, nas quais o mecanismo citotóxico da 

riboflavina irradiada parece estar mais associado à redução do número de resíduos de fosfotreonina. 

Porém, em relação à fosforilação em resíduos de tirosina, o tratamento com riboflavina levou a 

resultados iguais em ambas as linhagens, nas quais pode-se observar diminuição nos níveis de 

proteínas fosforiladas em tirosina o que, entre outras coisas, indica o possível papel da riboflavina como 

indutora da atividade de proteínas tirosinas fosfatases ou inibidora de proteínas tirosina quinases. Esses 
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resultados reforçam a hipótese de que os efeitos citotóxicos da riboflavina irradiada sejam mediados 

pela ação de fotoprodutos estáveis, desde que proteínas tirosina fosfatases apresentam como 

característica sensibilidade a agentes oxidantes os quais provocam a inibição da atividade dessa família 

de enzimas.  

O papel da riboflavina irradiada como moduladora da atividade de proteínas quinases e 

fosfatases em células HL60 e PC3 pode ainda ser demonstrado pela ação dessa vitamina inibindo a 

atividade da serina/treonina fosfatase PP2A, principal proteína serina/treonina fosfatase envolvida na 

regulação de vias de transdução de sinal e de vários processos celulares (Van Hoof and Goris, 2003; 

Yu et al., 2004; Janssens, 2005). Apesar de a atividade de PP2A estar altamente correlacionada à 

supressão do crescimento e desenvolvimento tumoral, vários trabalhos têm associado a inibição da 

atividade dessa enzima com indução de morte celular por apoptose (McClusKey et al., 2003). Além 

disso, a supressão da atividade de PP2A tem sido correlacionada ao processo de diferenciação em 

células HL60 (Uzunoglu et al., 1999; Bhoola and Hammond, 2000), indicando que a indução de morte 

nessas células possa ser resultado de um processo de diferenciação terminal induzido pela riboflavina.  

A família das proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPKs) é conhecida pelo importante 

papel na regulação dos mais variados processos celulares. De fato, os diferentes membros dessa 

família de proteínas serina treonina quinases controlam eventos tão distintos quanto a proliferação e a 

morte celular o que, conseqüentemente, torna os membros desta família potenciais alvos terapêuticos. 

O mecanismo antiproliferativo da riboflavina irradiada nas células HL60 e PC3 mostrou envolver 

alteração da expressão das formas ativas de MAPKs de maneira específica em cada tipo celular, como 

pode ser observado pela inibição de ERK, MEK e JNK nas células leucêmicas, enquanto que nas 

células tumorais prostáticas, a p38 destaca-se como alvo de inibição pela riboflavina irradiada. Nas 

células HL60, a inibição da via MEK/ERK confirma a importância dessa família de MAPKs na 

sobrevivência e proliferação celular, sendo que a inibição dessa via mostra-se importante mecanismo 
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sensibilizador à morte apoptótica induzida por Fas nessa células (Holmstrom et al., 2000; Tran et al., 

2001). É interessante citar que a p38, MAPK conhecida pela importante atividade indutora de apoptose 

em células tumorais, teve sua expressão inibida em PC3 mostrando que, neste tipo tumoral específico, 

a inibição de p38 constitui valiosa estratégia terapêutica (Ricote et al., 2005). Assim sendo, fica evidente 

a importância da atividade de MAPKs na determinação do destino celular e a necessidade do 

conhecimento da atividade biológica de cada membro da família nos diferentes tipos celulares, a fim de 

se desenvolverem estratégias terapêuticas mais eficazes no tratamento das doenças neoplásicas.  

Além das atividades antiproliferativa e pró-apoptóticas, a riboflavina irradiada também exerce 

importante atividade antimetastática, conforme verificado por seu efeito inibidor de metaloproteinases 

em células PC3. Nessas células, o tratamento com riboflavina irradiada induziu inibição da atividade das 

metaloproteinases 2 e 9 (MMP-2, MMP-9) num mecanismo envolvendo aumento da expressão da 

glicoproteína RECK, regulador negativo da atividade dessa classe de proteases. Uma vez que, somente 

tumores prostáticos que apresentam altos níveis de atividade de MMP-2 e MMP-9 têm mostrado evoluir 

para uma condição metastática (Carlin and Gerald, 2000; Evans and Moller, 2003; Thurairaja et al., 

2004), o tratamento com riboflavina irradiada mostra-se capaz de não somente induzir a morte das 

células tumorais, mas também evitar a evolução do câncer prostático a fases mais avançadas, em que 

a possibilidade de tratamento eficaz é altamente reduzida, levando às altas taxas de mortalidade 

associadas a esse tipo tumoral.  

Assim como o tratamento de células HL60 com riboflavina, o flavonóide fisetin também mostrou 

ser efetivo indutor de apoptose nessa linhagem celular, reduzindo pela metade o número de células 

viáveis quando utilizado na concentração de 30µM. Outros dados da literatura mostram também a ação 

citotóxica do fisetin sobre células tumorais, embora o exato mecanismo molecular de ação desse 

flavonóide ainda não seja completamente conhecido (Chen et al., 2002; Lee et al., 2002). Os resultados 

obtidos revelam que a ação citotóxica do fisetin está associada à ativação da caspase 3 e à sua 
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capacidade de alterar direta ou indiretamente a atividade de proteínas quinases e fosfatases, como 

demonstrado pelo aumento nos níveis de proteínas fosforiladas em tirosina e treonina e pela inibição de 

proteínas fosfatases citosólicas. O tratamento de células HL60 com fisetin alterou a expressão e 

ativação de MAPKs, induzindo aumento da expressão das formas ativas de JNK e p38 e diminuição da 

expressão de ERK fosforilada. Da mesma maneira o tratamento de células HL60 com riboflavina inibiu a 

ativação de ERK revelando que nessas células ERK está diretamente relacionada a vias de 

sobrevivência e proliferação sendo, portanto, potencial alvo molecular para a indução de morte de 

células leucêmicas. É importante citar que, a quantificação da atividade das enzimas aconitase, 

fumarase, catalase, glutationa peroxidase e superóxido dismutase (MnSOD e CuZnSOD) indicou que o 

tratamento de HL60 com fisetin induz estresse oxidativo. Uma vez demonstrado o papel de ROS na 

inibição da atividade de MAPKs fosfatases (MKPs), importantes enzimas associadas à regulação da 

atividade de MAPKs (Davis, 2000; Vadim et al., 2005), os resultados obtidos sugerem que fisetin 

estimula a atividade das MAPKs JNK e p38, provavelmente através de um mecanismo associado à 

produção de ROS e inibição de MKPs. Adicionalmente, o fato de fisetin inibir a atividade de fosfatases 

citosólicas quando adicionado ao extrato celular indica que a capacidade desse composto de inibir a 

atividade de enzimas fosfatases pode não somente ser mediada pela ação de ROS, mas também por 

interação direta do fisetin com a proteína alvo. Embora flavonóides sejam reconhecidos por agirem 

como importantes agentes antioxidantes, os resultados aqui apresentados revelam que a atividade 

anticarcinogênica desses compostos pode, ao contrário, estar associada à indução de geração de ROS 

no ambiente celular. Os resultados obtidos reforçam a hipótese de que a ação celular do fisetin, assim 

como de muitos outros flavonóides e seus metabólitos, está fortemente associada à sua capacidade 

direta ou indireta de modular a atividade de importantes proteínas quinases e fosfatases, tais como 

PI3K, PKB/Akt, tirosina quinases e MAPKs mostrando, portanto, o potencial anti-leucêmico de tais 
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compostos como reguladores da expressão gênica e moduladores de importantes vias de transdução 

de sinal relacionadas à determinação do destino celular. 

Importante destacar que a indução de estresse oxidativo pelo tratamento das células HL60 com 

fisetin mostrou estar associada à diminuição da atividade de enzimas antioxidantes e ao aumento da 

expressão do fator de transcrição NFκB. Embora ROS sejam reconhecidos como potentes indutores de 

apoptose, os resultados obtidos no presente trabalho reforçam dados da literatura (Kroemer et al., 1997; 

Dumont et al., 1999) que associam essas espécies ao aumento da expressão de NFκB e estimulação 

de sua atividade como agente pró-apoptótico. Embora a maior parte dos trabalhos encontrados na 

literatura reportem a atividade indutora de sobrevivência e proliferação de NFκB, um número crescente 

de estudos tem associado a ação desse fator de transcrição como indutor de morte celular sob certas 

condições (Lin et al., 1995; Carter et al., 1996; Grill and Memo, 1999; Grimn et al., 1996; Lin et al., 

1999). Assim sendo, a inibição ou estimulação de NFκB com finalidade terapêutica deve levar em 

consideração a atividade fisiológica dessa molécula no tipo celular a ser tratado e, também, o efeito de 

um estímulo específico na indução das atividades pró ou anti-apoptóticas de NFkB.  

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, riboflavina e fisetin demonstram promissora 

atividade antitumoral, desde que estes compostos tem a capacidade de modular vias de transdução de 

sinal, afetando importantes alvos moleculares relacionados a sobrevivência, proliferação, migração e 

resistência de células tumorais. Adicionalmente, ambos os compostos não exercem atividade citotóxica 

quando utilizados no tratamento de linfócitos humanos (dado não mostrado) indicando que além de 

potentes indutores de morte tumoral ainda se destacam pela especificidade de ação e reduzida 

toxicidade sobre células não transformadas.  
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99..  CCOONNCCLLUUSSÃÃOO  
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Produtos naturais são fontes inesgotáveis para o desenvolvimento de fármacos com diferentes 

mecanismos de ação. Nesse contexto, o estudo de transdução de sinal apresenta-se como ferramenta 

interessante para a identificação de alvos moleculares, e conseqüentemente definição da especificidade 

e direcionamento terapêutico. No presente trabalho, ficou evidente o potencial da riboflavina e do fisetin 

como antitumorais, apresentando algumas características interessantes:   

- Riboflavina e Fisetin são potentes agentes indutores de apoptose em células tumorais. Ambos 

os compostos afetam profundamente a função celular, alterando o estado de fosforilação de moléculas 

alvos e/ou modulando a expressão gênica. Por essa razão, riboflavina e fisetin podem ser considerados 

compostos naturais promissores para a terapêutica de doenças neoplásicas, capazes de modular 

seletivamente importantes vias de transdução de sinais. 

- Os efeitos citotóxicos do fisetin estão associados ao aumento da geração de ROS e à 

modulação de cascatas de sinalização controladas por proteínas quinases e fosfatases. Células HL60 

tratadas com este flavonóide apresentaram aumento na expressão da subunidade p65 do fator de 

transcrição NFκB, ativação das MAPKs p38 e JNK, aumento nos níveis de fosfoproteínas e inibição de 

enzimas envolvidas na manutenção do estado redox. 

- O mecanismo molecular envolvido na ação citotóxica da riboflavina sobre as células HL60 e 

PC3 é dependente da ativação da via extrínseca de indução de apoptose, resultado dos aumentos na 

expressão de Fas e FasL, da síntese de ceramida e amplificação da atividade da maquinaria 

intracelular de morte, através do recrutamento mitocondrial. O processo é acompanhado por alteração 

da atividade de MAPKs, inibição de moléculas mediadoras de sobrevivência e proliferação celular, 

alteração dos níveis de fosfoproteínas e redução na atividade de metaloproteinases. Desta maneira, a 

riboflavina mostra atuar sobre importantes alvos moleculares relacionados à proliferação, resistência e 

migração celular, mostrando-se potencial agente antileucêmico e promissor agente terapêutico no 

tratamento das formas hormônio-refratárias de tumores prostáticos. 

- De maneira interessante, o tratamento das células tumorais com riboflavina resultou em 

inibição das atividades de PP2A e p38, as quais estão freqüentemente associadas à supressão do 

crescimento tumoral, enquanto que o tratamento de HL60 com fisetin estimulou a atividade pró-

apoptótica de NFκB.  Logo, a escolha de alvos moleculares para o tratamento das doenças 

proliferativas deve levar em consideração a natureza do estímulo promotor de morte bem como o tipo 

celular específico, fatores que irão determinar a natureza da atividade exercida por uma molécula frente 

ao estímulo de morte. 
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Figura 4. Efeitos dos fotoprodutos de riboflavina na atividade de proteínas quinases e fosfatases. 

Células HL60 foram tratadas por 24hs com riboflavina irradiada e os níveis de fosforilação em resíduos 

de tirosina e treonina foram determinados através de Western blotting. (controle: células não tratadas) 
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