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RESUMO

O objetivo central deste trabalho foi avaliar a modulagdo de MAPKs em células de
leucemia humana induzidas a apoptose e diferenciacéo.

No capitulo 1, estudou-se o efeito da tetrahidroxiquinona (THQ), uma molécula
que pode participar de um ciclo redox formando radicais semiquinona e,
consequentemente, espécies reativas de oxigénio (EROs). A citotoxicidade da
THQ, mediada pela formacao de EROs, foi revertida por tratamento das células
com glutationa e N-acetil-L-cisteina. A producdo de EROs ocorreu concomitan-
temente com a apoptose das células HL60 através da via mitocondrial e com
reducao na atividade de varias moléculas anti-apoptéticas da via de sobrevivéncia
celular, inclusive da proteina quinase B (PKB). A transfeccao das células HL60
com a PKB levou a diminui¢ao da citotoxicidade dependente de EROs gerada pela
THQ.

No capitulo 2, demonstrou-se que a andlise de um arranjo simultdneo de 1176
substratos com sequiéncias de consenso de diferentes quinases permitiu identi-
ficar a via de sinalizacdo das MAPKs como principal alvo da violaceina, um
pigmento com propriedades antitumorais in vitro produzido pela Chromobacterium
violaceum do rio Amazonas e que induz diferenciacdo de células HL60 em
monocitos e granulécitos. Os resultados também indicaram que a analise do
quinoma empregando arranjos metabdlicos é uma ferramenta promissora na
elucidacédo do modo de acao de farmacos em nivel molecular.

O capitulo 3 corresponde a um artigo de revisdo em portugués sobre a riboflavi-
na, componente do complexo vitaminico B, que participa de importantes eventos
bioquimicos, como reag¢des redox envolvendo transferéncia de um ou dois
elétrons, e também agindo como fotossensibilizador. Este artigo mostra que o
comportamento peculiar e multifuncional da riboflavina permite que ela atue como
nucledfilo ou eletréfilo e também descreve a associacdo deste composto com

diferentes doengas como o cancer e doengas cardiovasculares.



SUMMARY

The principal aim of this work was to assess the MAPKs family status in human
leukaemia cells induced to undergo apoptosis and differentiation.

In chapter one, the effect of tetrahydroxyquinone (THQ), a highly redox active
molecule which can participate of a redox cycle with semiquinone radicals leading
to the formation of reactive oxygen species (ROS), was investigated in HL60 cells.
THQ caused substantial ROS formation followed by cytotoxicity that was sensitive
to glutathione and N-acetyl-L-cysteine. Furthermore, ROS production coincided
with HL60 cell apoptosis through the mitochondrial pathway and was followed by
reduced activity of various anti-apoptotic survival molecules, including the protein
kinase B pathway. Importantly, transfection of protein kinase B into HL60 cells
leading to an artificial increase in protein kinase B activity inhibited ROS-
dependent cytotoxicity.

In chapter two, peptide arrays of 1176 different kinase consensus substrates
unambiguously identified the MAP kinase pathway as a major target for violacein,
the anti-leukemic purple-colored pigment produced by Chromobacterium
violaceum from the Amazon River that stimulates HL60 cells to differentiate into
monocytes and granulocytes. The results also indicate that kinome profiling using
metabolic arrays is a promising and suitable tool for studying the molecular
mechanisms of drug action.

Chapter three is a review article in Portuguese about riboflavin, a component of the
vitamin B, complex, that has important roles in biochemistry, especially in redox
reactions due to its ability to participate in both one- and two-electron transfers as
well as acting as photosensitizer. This article describes the peculiar and
multifunctional behavior of riboflavin which allows it to take part in several
biochemical pathways both as nucleophile and electrophile. Moreover, the
association of this vitamin with different diseases, including cancer and
cardiovascular diseases, is also discussed.
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1. INTRODUCAO



1.1. Apoptose

Apoptose € uma forma de morte celular morfoldégica e bioquimicamente
distinta que ocorre em células eucariéticas em resposta a uma variedade de
condicoes fisioldgicas e patoldgicas [1]. Células que sofrem apoptose geram o0s
chamados ‘corpos apoptéticos’, através do encolhimento e condensacao, levando
a um colapso ordenado do citoesqueleto e da membrana plasmatica com manu-
tencao da integridade das organelas e fragmentacdo do DNA, seguida de remoc¢ao
através de fagocitose [2,3]. Ja a morte celular por necrose corresponde a uma for-
ma rapida de degeneracao que afeta as células vizinhas gerando uma resposta in-
flamatéria. As células necréticas sdo caracterizadas por inchamento do citoplas-
ma, destruicdo de organelas e ruptura da membrana plasmatica com extravaza-
mento do conteudo intracelular e, consequtientemente, produzindo a resposta
inflamatéria.

A morte celular com caracteristicas morfoldgicas relacionadas a apoptose
pode ocorrer em resposta a varios estimulos, incluindo estresse intracelular e sina-
lizacdo mediada por receptores especificos, sendo que falhas neste sistema de
morte celular tém sido relacionadas ao surgimento de uma ampla variedade de
doengas humanas como o desenvolvimento de tumores e resisténcia a quimiote-
rapia [4]. Por isso, o entendimento deste mecanismo de morte, bem como o do-
minio da manipulacao de fatores que o controlam sdo imprescindiveis para o pla-

nejamento de novas terapias no tratamento do cancer e outras doencas.

1.1.1. Caspases e as diferentes vias de apoptose

Na literatura, a abordagem classica das vias de sinalizacdo apoptética
estabelece a correlacdo deste tipo de morte celular a uma cascata muito bem
conservada na qual atua uma familia de -cisteina-proteases denominadas
caspases, de modo que a morte celular por apoptose mediada pelas caspases
tem sido extensivamente revisada na literatura [5-10]. As caspases sao sintetiza-
das como precursores inativos (pré-caspases ou zimogénios) que, em resposta a
vias de ativacdo, sdo entao convertidos em proteases ativas [11-13]. As caspases



séo classificadas em iniciadoras (caspase 1-, -2, -4, -5, -8, -9, -10 e -14), que séo
ativadas apds agregacao por proteinas adaptadoras seguida de um processo de
autoclivagem, e efetoras (caspase-3, -6 e -7) que sao ativadas por outras
proteases, incluindo caspases iniciadoras e granzima B.

Trés vias principais de inducdo do processo apoptético tém sido
consideradas, de acordo com a caspase iniciadora: via receptor de morte, com
ativacdo de caspase-8, via de estresse do reticulo endoplasmatico, atribuido a
ativacao da caspase-12 [14], e via mitocondrial, na qual varios sinais podem levar
ao extravazamento de fatores apoptogénicos mitocondriais, levando a ativacao de
caspase-9 e de caspases efetoras como a caspase-3, -6 ou -7. Na via
mitocondrial, a liberacdo de citocromo ¢ leva a uma grande amplificacdo da
cascata, pois o citocromo ¢ se liga a proteina adaptadora presente no citosol,
Apaf-1, e o complexo entdo formado leva a agregacao e conseqliente ativacao de
pré-caspase-9 a qual, por sua vez, ativara caspases efetoras como a caspase-3
[15-18].

1.1.2. Regulacao da apoptose

A regulacao da apoptose é um processo altamente conservado, sendo que
muitos dos genes que participam de determinados processos em diferentes
espécies sdao os mesmos [19-21]. Apesar de o sinal de morte poder ser regulado
por expressao génica, a cascata pode ser disparada através de diversos estimu-
los, tais como danos genotdxicos (como quimioterapia e radiagdo) ou privagao de
citocinas. Danos ao DNA como, por exemplo, a quebra de uma das fitas (ou de
ambas) ou até mesmo a falta de nucleotideos podem disparar a via apoptética
através do fator de transcricdo p53. Este fator de transcricdo exerce um papel
fundamental ativando genes que codificam proteinas indutoras de apoptose
(como, por exemplo, proteinas que levam a liberacdo de citocromo c¢) ou
relacionadas a interrup¢ao do ciclo celular [22-24].

A proteina p53, além de funcionar como reguladora de apoptose e
transcricdo do DNA, também é mediadora de outro importante processo que é a



retencdo do ciclo celular em Gy. Se o dano celular for reparavel, a p53 induz
interrupcéo do ciclo celular permitindo, assim, que haja tempo para o reparo do
DNA. No entanto, no caso de danos celulares mais complicados de se reverter,
para que nao sejam replicados clones defeituosos ou mesmo malignos, a proteina
p53 induz a célula a apoptose.

A proteina p53 se encontra normalmente no citosol, porém, em baixa
concentracao. Ela promove a retencdo do ciclo celular em um ponto de restricéo
em G1 que é "guardado" pela proteina retinoblastoma (Rb). A fosforilagdo de Rb
permite que a célula transpasse esse ponto de transicdo e entre na fase S. A p53
exerce controle sobre o ciclo celular através da superexpressao de p21 que € um
inibidor de quinases dependentes de ciclinas (CDKs). O complexo ciclinaD/CDK4
normalmente promove a fosforilacdo de Rb. Todavia, quando desfosforilado, Rb
se liga ao E2F que é um fator de transcricdo necessario a passagem de Gi para
S. Uma vez fosforilado Rb pela acdo do complexo ciclinaD/CDK4, o fator E2F é
liberado, transloca-se para o nucleo e induz a transcrigcdo de proteinas que permi-
tem a progressao do ciclo celular [25].

Familia de genes Bcl-2/Bax

Um importante regulador de apoptose € a familia de genes Bcl-2/Bax. Algu-
mas proteinas transcritas por essa familia (como Bcl-2 e Bcl-X.) s&o reconhecida-
mente inibidoras de apoptose, enquanto outras (como Bax, Bad e Bid) s&do promo-
toras de apoptose [22, 26-31]. Uma alta expressao das proteinas Bax promove
apoptose, enquanto que uma alta expressao do grupo Bcl-2 inibe apoptose. A p53
provavelmente funciona regulando a relagao entre esses dois grupos de proteinas
sendo, portanto, uma proteina chave na regulacdo da apoptose. A proteina Bcl-2
se encontra na membrana mitocondrial externa estando, desta maneira, orientada
para o citosol; ela governa o transporte de ions e tem efeito protetor contra vaza-
mentos na membrana. Ja a proteina Bax se encontra no citosol e, uma vez dispa-
rada a cascata de apoptose, ela migra e se liga no poro de transicdo de permea-
bilidade da membrana mitocondrial levando a perda de permeabilidade ion-



seletiva. Como resultado, ha liberagao de conteudo presente no espaco intermem-
brana, incluindo liberacdo de citocromo ¢ (o que gera amplificagdo da cascata,
conforme discutido) e também do fator de inducédo de apoptose (AlF), o qual se
move diretamente para o nucleo onde leva a condensagcao da cromatina e frag-
mentacao nuclear.

A Figura 1 mostra, resumidamente, algumas vias envolvidas na sinalizagéo

de apoptose e também na sobrevivéncia / proliferagéo celular.

1.1.3. Mecanismos alternativos de apoptose

Apesar de a abordagem classica do modelo de apoptose sempre ter corre-
lacionado este estilo de morte celular a atuacdo de caspases, existem mecanis-
mos alternativos de apoptose que podem ser independentes de caspases [1,32].
Por exemplo, sabe-se que a caspase-3 é amplamente envolvida na execucao de
apoptose mas estudos tém demonstrado que essa caspase € dispensavel em
determinados tipos de morte celular com caracteristicas morfoldégicas semelhantes
as presentes na apoptose [33]. Além disso, a utilizacdo de inibidores e a realiza-
cao de “knockouts” tém demonstrado que as células podem apresentar mecanis-
mos alternativos de morte. Neurdnios desprovidos de fator de crescimento neuro-
nal (NGF) morrem através de um mecanismo apoptotico dependente de caspase-
2, enquanto que os mesmos neurbnios derivados de uma linhagem de cobaias
submetida a knockout de caspase-2 sofrem apoptose dependente de caspase-9
[34]. Desta maneira, em vez de um mecanismo unico € linear, vias alternativas
mediadas por diferentes caspases podem ser ativadas levando a apoptose,
dependendo do blogueio de determinada caspase preferencial. Além disso, a inibi-
cao de caspases nao evita a morte celular com morfologia caracteristica de apop-
tose em varios outros modelos experimentais, e vias de morte celular programada
independente de ativacdo de caspases tém sido descritas envolvendo a acéo de
diferentes proteases [35-39].



Citosol

Sobrevivéncia

Proliferacao

Fosforilagdo de BAD

Ativacdo de PKC Raf-MEK-ERK 7 Retencao em

G, e reparo
/ Apoptose /]
aspase-3 p21 (inibe CDK)

cancer

Figura 1. Resumo de algumas vias de sinalizacdo de apoptose e sobrevivéncia / proliferacao celular. (Fonte: Direta)



1.1.4. Apoptose e cancer

O desenvolvimeto de cancer se da devido a um aumento descontrolado no
namero de células, que pode ser devido a um aumento na proliferacdo ou a um
decréscimo na morte celular. Um decréscimo na apoptose pode resultar da ausén-
cia ou mutacao dos genes supressores de tumor p53 ou Rb (0 que ocorre, respec-
tivamente, em cerca de 50% e 40% dos tumores humanos) [19]. Além disso, um
acréscimo na expressao de Bcl-2 ou um decréscimo na expressao de Bax podem
comprometer o bom funcionamento da via apoptética e, no caso particular de
leucemia linfocitica cronica, o acumulo de células linféides também pode ser atri-
buido a baixa expresséo do receptor de morte Fas na membrana celular.

Muitos quimioterapicos e agentes citotoxicos utilizados no tratamento do
cancer funcionam ativando apoptose, alguns pela ativacao direta de pro-caspases,
outros através de danos ao DNA que induzem a um aumento nos niveis de p53.

Proteinas Inibidoras de Apoptose (IAPs), que levam a um acréscimo nos
niveis de Bcl-2 ou inibem caspases, também podem desempenhar um importante
papel no crescimento de tumores, bem como na resisténcia a determinados tipos
de drogas [39-43].

Além do cancer, é importante lembrar que o decréscimo na via apoptética
também esta relacionado a outras infecgbes como no caso do adenovirus, o qual
codifica uma proteina similar a Bcl-2 levando a um decréscimo na via apoptoética a
fim de preservar a célula hospedeira. J& uma estimulacdo apoptética excessiva
esta relacionada a outros tipos de doencas como a AIDS, que é caracterizada pela
morte de células CD4" T, e também doencas degenerativas como Alzheimer e
Parkinson. [19]

1.2. Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos (MAPKs)

As proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPKs) representam uma
familia de serina-treonina quinases envolvidas na regulacdo de uma ampla
variedade de respostas celulares [44]. As MAPKs transmitem sinais extracelulares
captados por receptores de membrana até o nucleo em resposta aos mais



variados estimulos, inclusive estresse e, através da fosforilacdo de substratos
especificos em residuos de serina e treonina, essas enzimas podem regular
positiva ou negativamente o substrato, modulando, assim, a expressdo génica,
mitose, motilidade, metabolismo, proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia,

interrupcao do ciclo celular e apoptose [45].

1.2.1. Transducao de sinal versus MAPKs

A transducédo de sinal em nivel celular se refere a transmissao de sinal de
fora para dentro da célula culminando numa resposta especifica. Essa transmis-
sédo de sinal pode ser simples (alguns receptores funcionam como canais apos
interacdo com ligantes especificos permitindo, por exemplo, a passagem de ions
que agem como segundos mensageiros) ou complexa (a interacao ligante-recep-
tor esta acoplada a muitos eventos celulares que envolvem, principalmente, fosfo-
rilacdo de proteinas) [46].

A fosforilacdo de proteinas € realizada pelas proteinas tirosina quinases e
serina/treonina quinases. Essa modificacdo poés-traducdo altera a atividade de
enzimas e, desta forma, regula varios processos celulares [47]. Dentre os diversos
tipos de proteinas quinases, as proteinas serina/treonina quinases [proteina quina-
se dependente de AMPc, proteina quinase C (PKC) e proteinas quinases ativadas
por mitbgenos] participam de varias vias de sinalizacao [48].

A principal via para regulacao do crescimento e diferenciagao celular se da
através de cascatas envolvendo as MAPKs, as quais transmitem sinais da mem-
brana plasmatica ao nucleo a partir da ligacdo de mensageiros externos (estimulo
extracelular) a receptores especificos os quais, por sua vez, apresentam atividade
quinase intrinseca ou estdo acoplados a proteina G [proteina trocadora de
guanilatonucleotidios (GDP/GTP)]. A cascata altamente conservada de proteinas
quinases ativadas por mitégenos é composta de 3 quinases: MAPK quinase
quinase (MAPKKK), MAPK quinase (MAPKK) e MAPK [49]. Normalmente, a prote-
ina G ou a PKC servem como disparadores desta cascata e ativam a MAPKKK
(proteina Raf). A MAPKKK ativada fosforila a MAPKK em dois residuos de serina.



A MAPKK fosforilada, por sua vez, atua como uma treonina/tirosina quinase e
fosforila MAPK em 2 sitios conservados. Finalmente, a MAPK ativa atua sobre
diferentes substratos, principalmente sobre proteinas do citoesqueleto, outras qui-
nases, fosfatases, fosfolipases e fatores de transcrigao [50].

O arranjo em cascata das MAPKs permite ndo somente a amplificagdo do
sinal mas também € responsavel pela cinética da via, ou seja, pela duragédo e
amplitude do sinal. Essas trés etapas da cascata estdo presentes em todas as
células eucaridticas e desempenham varias funcdes como resposta ao estresse,

controle do ciclo celular, crescimento e diferenciagéo [51].

1.2.2. Classificacao das MAPKs

Convencionalmente, as MAPKSs sao distribuidas em trés familias: a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK), a quinase c-Jun NHa-terminal (JNK) e a
p38-MAPK. Cada uma dessas familias apresentam subfamilias: ERKs (ERK1 e
ERK2), JNK (JNK1, JNK2 e JNK3) e p38 (p38a, p38p, p38y e p383) [52-55]. Cada
familia apresenta a respectiva quinase “upstream” e os respectivos substratos
(Figura 2).

Uma outra MAPK denominada ERKS5 foi clonada, sendo agrupada como
membro de uma familia a parte que também inclui a ERK8. No entanto, as fun-
cbes, nem tao pouco as vias de ativacao dessas duas ultimas MAPKs foram total-
mente elucidadas [56, 57]. ERK1 e ERK2 sdo MAPKs bem caracterizadas e ativa-
das em resposta a estimulos de crescimento. As MAPKs JNK e p38 sédo simulta-
neamente ativadas em resposta a uma variedade de estresses celulares e ambi-
entais, tais como, irradiacao UV, alteracbes osméticas e metabdlicas, danos ao
DNA, choque térmico e mecanico, citocinas inflamatérias, isquemia, estresse oxi-
dativo e xenobidticos [58-63]. Enquanto a p38 e a JNK sdo MAPKs relacionadas a
estresse, muitos dos estimulos que induzem a ativacdao dessas quinases, como 0s

ja mencionados, também podem levar a ativacao de outras cascatas de MAPK.



Via ERK JNK p38- MAPK

ERK 5
ERK 1/2 (Big MAPK) Vias de estresse

Figura 2. Vias de sinalizacdo envolvendo as principais MAPKSs, incluindo as
respectivas familias e diferentes tipos de estimulo. As moléculas de
maior representatividade em cada cascata sdao mostradas. (Fonte:
Direta)

1.2.2.1. Quinases ativadas por sinal extracelular (ERKs)

As quinases reguladas por sinal extracelular ERK1 e ERK2 s&o estimuladas
por fatores de crescimento e de diferenciacao através de receptores tirosina quina-
ses, receptores acoplados a proteina G e receptores de citocinas [64,65]. As ERKs
1 e 2 sdo enzimas com 44 e 42 kDa, respectivamente, que se tornam ativas pela
fosforilacdo de dois residuos adjacentes de treonina e serina (T183-G-Y185, em
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ERK2). A ativacdo das ERKs 1 e 2 é mediada pela fosforilacdo de um residuo de
treonina e tirosina pelas MAPKs duais MEK1 e MEK2 que, por sua vez, séo ativa-
das pela Raf e esta ultima pela Ras (Figura 2). Uma vez ativadas, as ERKs fosfo-
rilam um amplo espectro de substratos citosélicos e nucleares, incluindo fatores de
transcricdo como c-Myc, Elk-1 e, possivelmente, proteinas STAT, além de protei-
nas do citoesqueleto. Em células em repouso, a localizagédo das ERKs é predomi-
nantemente citosolica, contudo, quando as células séo tratadas com fatores de
crescimento ou soro, uma fracao das ERKs se transloca para o nucleo onde é
requerida para fosforilacdo de fatores de transcricdo e modulacdo da expressao
génica [66-68]. As ERKs 1 e 2 sdo ativadas por varios fatores de crescimento e
induzem a transicao do estado quiescente para o ciclo celular. As vias de sinali-
zacao das ERKs também estado envolvidas na proliferacao, diferenciacao, reorga-
nizacao da actina do citoesqueleto e migracéo celular.

Dependendo do tipo de célula e do estimulo, a ativacdo da ERK pode levar
a proliferacao ou diferenciacédo. A duracao e a magnitude da ativacdo da ERK séo
o resultado da acao combinada e antagbnica de quinases “upstream” e de protei-
nas fosfatases, as quais inativam as ERKs por desfosforilacdo dos sitios regula-
torios [65].

Erks 5, 7 e 8

Enquanto as massas moleculares dos demais membros da familia das
MAPKSs se encontra entre 38 e 54 kDa, a ERK5 apresenta uma massa de 90 kDa
sendo, por isso, denominada de “Big MAPK” (ou BMK1) [69,70]. A ERK5 ¢é
amplamente expressa em muitos tecidos, incluindo o cérebro, sendo ativada pela
MEKS5 mas nao pelas MEKs 1 e 2. Em contrapartida, a MEK5 é especifica para
ativacdo da ERKS5 e n&o fosforila nenhum outro tipo de MAPK. Apesar de a ERK5
apresentar um motivo para fosforilagdo TEY similar ao das ERKs 1 e 2 e de
metade do N-terminal apresentar homologia com outros membros da familia de
MAPKSs, o tamanho da regido C-terminal e uma Unica seqiéncia na alca-12 dife-
renciam a ERK5 das ERKs 1 e 2 e de outros membros da familia MAPK.
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Um nuamero expressivo de substratos tem sido identificado para a ERKS,
incluindo o fator ativador de midcitos (MEF2C) [71, 72]; o 4cido okadaico (inibidor
de proteinas serina/treonina fosfatases PP1 e PP2A) bloqueia a ativacdo de ERK5
induzida por fatores de crescimento e estresse oxidativo.

Devido a similaridade entre as ERKs 1/2 e a ERK5, propbe-se que as vias
de sinalizagdo envolvendo a ERK5 devam aumentar o crescimento e sobrevivén-
cia, o que de fato tem se constatado, por exemplo, em células de cancer de mama
nas quais a MEK5 demonstra um efeito protetor contra a acao de agentes quimio-
terapicos e contra a ativacao de receptores de morte [73]. Além disso, outros
trabalhos recentes em diferentes linhagens celulares também demonstram que a
via MEK5-ERKS5 estéa diretamente relacionada ao controle da sobrevivéncia celular
[72].

Uma outra big MAPK denominada ERK7 é ativada por autofosforilagao,
regulada através de interacbes no seu proprio dominio C-terminal, sendo que este
dominio também é requerido para localizagdo da ERK7 no ndcleo para atuar como
supressor do crescimento celular [56]. A ERK8 compartilha 69% de homologia
com a ERK7 e possui regides C-terminal extendidas, apresentando também
distintas quinases “upstream” para sua ativacao [57]. Porém, pouco se conhece a
respeito das funcdes biolégicas das ERKs 7 e 8 em apoptose ou crescimento celu-

lar.

Via de sinalizacdo com participacao da ERK
A Figura 3 mostra a via de sinalizagdo envolvendo Ras-Raf-MEK-ERK. Dois
genes codificadores desta via sao proto-oncogenes (Ras e Raf). Uma variedade
de hormdnios, fatores de crescimento e fatores de diferenciacdo, bem como subs-
tancias promotoras de tumores, atuam nesta via [74].
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Figura 3. Via de sinalizacdo com participacao das proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPKs). MAKKK = Raf; MAPKK = MEK; MAPK = ERK.
(Fonte: Direta)

A maioria dos estimulos ativa a proteina Ras pela inducao da troca de GDP
por GTP, que converte a Ras para sua forma ativa [75]. A troca de GDP por GTP é
regulada por fatores de troca (SOS), os quais sédo recrutados para a membrana
celular onde a proteina Ras esta ligada, logo apds o estimulo. O fator de troca
SOS ¢é atraido para a membrana pela proteina adaptadora (proteina 2, ligada ao

receptor do fator de crescimento), que reconhece os sitios de ancoragem tirosina-
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fosfato localizados no proprio receptor ou nas proteinas que agem como substra-
tos para o receptor. Em seguida, a proteina SOS estimula a troca GDP/GTP pela
proteina Ras. A fosforilagdo de SOS pela ERK desfaz o complexo SOS e finaliza a
ativacao da Ras [76].

A proteina Ras funciona como um adaptador que se liga a Raf quinase
(MAPKKK) com alta afinidade e causa sua translocagao para a membrana celular,
onde a Raf ativa atuara [77]. A proteina serina/treonina fosfatase (PP2A) remove
fosforilagbes inibitérias que mantém a Raf inativa, enquanto varias quinases,
incluindo PAK e Src fosforilam a Raf, ativando-a [78]. A Raf ativa, ira atuar sobre a
MEK (MAPKK). Em seguida, a MEK fosforila as ERKs 1 e 2 (p44 e p42-MAPK,
respectivamente) no motivo Thr-Glu-Tyr, presente na alca de ativacdo. A ERK é
uma serina/treonina quinase no final da via e atua sobre mais de 50 tipos de subs-
tratos como, por exemplo, c-Jun, c-Myc, ATF2, SAP-1 e MEF2C [58, 79-82].

1.2.2.2. JNK

As JNKs também sdo conhecidas como proteinas quinases ativadas por
estresse (SAPKs). Proteinas JNKs de mamiferos sao sintetizadas a partir de 3
genes: jnk1, jnk2 e jnk3. No entanto, o “splicing” alternativo da origem de 10 a 12
isoformas que podem apresentar 46 ou 54 kDa [83-85]. Os genes jnk1 e jnk2 séo
expressos ubiquamente, enquanto o jnk3 é expresso primariamente no cérebro
[83].

Como todas as MAPKs, a JNK requer fosforilagdo para se tornar ativa. As
principais MAPKKs da via JNK sdo MKK4 e MKK7, as quais se tornam ativas a
partir da cascata que se inicia com a proteina G (Rac e/ou Cdc42) [86]. A ativacao
das JNKs ocorre pela fosforilacdo de residuos de tirosina e treonina diretamente
pela MKK4 e MKK?7 (também conhecidas como SEK1/JNKK1 e SEK2/JNKK2,
respectivamente) mas nao se da pela acdao de nenhuma outra MKK conhecida.
Apesar de MKK4 e MKK7 serem estruturalmente relacionadas as MEKs 1 e 2,
respectivamente, estas ndo ativam as JNK e nem as MKK 4 e 7 sdo capazes de
ativar as ERKs. Isto implica a existéncia de cascatas paralelas e independentes
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para essas diferentes MAPKSs, a fim de permitir uma dicotomia funcional entre as
diferentes vias de sinalizacdo de quinases [87]. Também ja foi demonstrado que
MKK 4 e 7 sdo necessarias concomitantemente para que haja completa ativacao
das JNKs [88].

Tem sido proposto na literatura que a ativacao das JNKs dispara a apop-
tose em resposta a muitos tipos de estresse, incluindo radiacdo UV, radiagao-y,
inibidores de sintese protéica (como a anisomicina), choque osmético, toxinas,
isquemia/reperfusdo, ataque cardiaco, choque térmico, drogas antineoplasicas,
ceramida, peréxidos e citocinas inflamatérias (como, por exemplo, TNF-a e inter-
leucina 1, IL-1) [89-93].

A proteina quinase quinase ativada pela proteina p21 (PAKK) também pode
sofrer ativacdo pelas proteinas Rac e/ou Cdc42 ou diretamente por agentes
estressores. Uma vez ativada, a PAKK fosforila a MEKK, culminando na ativagao
da JNK (Figura 4), fato que confirma, como mencionado, o importante papel des-
sas MAPKSs na regulagéo da proliferacdo, desenvolvimento e apoptose [94-97].

As JNKs fosforilam fatores de transcricdo como c-Jun, c-Myc, p53, ATF2,
IRS-1, NFAT4, e EIk-1 (os quais controlam crescimento celular e apoptose) [98] e
também proteinas que nao sao fatores de transcricao, como Bcl-2 e Bcl-X.. Além
disso, as JNKs tém sido extensivamente estudadas em modelos genéticos (ratos),
sendo que todos os alelos da JNK ja foram deletados. Diferentes células derivadas
do knockout de JNK 1 ou 2 mostraram-se resistentes a apoptose [45]. No entanto,
€ importante ressaltar que outros estudos também tém revelado que as JNKs
podem estar envolvidas em processos anti-apoptéticos e relacionadas, em muitos
casos, a proliferacao celular, expressao génica via fatores de transcri¢do, inducéao
do ciclo celular e, mesmo apds varios anos de extensivas analises, o exato efeito
e fungéo das vias de sinalizacdo envolvendo as JNKs ainda s&o bastante contro-
versos [45]. Em uma mesma linhagem celular, uma sé isoforma pode mostrar
diferentes papéis. Por exemplo, fibroblastos embrionarios de ratos (MEFs), defici-
entes em c-Jun (substrato da JNK) morrem mais facilmente quando comparados a
linhagem de células selvagens, sugerindo que o c-Jun é importante para a sobre-
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vivéncia celular. Em contrapartida, as mesmas células sdo resistentes a morte
celular induzida por UV, o que indica que c-Jun também pode apresentar um papel
pré-apoptoético [99].
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Figura 4. Principais vias de ativacdo das proteinas JNK e p38. (Fonte: Direta)

De qualquer forma, os resultados controversos relacionados ao papel das
JNKs indicam que diferentes linhagens celulares, alteragdes no grau de maturacao
e diferenciacdo, além do status do ciclo celular, podem estar relacionados ao
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balango entre sobrevivéncia e morte celular; de que maneira as JNKs regulam
esse “reldgio molecular” € uma questao que ainda requer muita investigagao.

1.2.2.3. p38 - MAPK

A familia da MAPK p38 de mamiferos é ativada por estresse, incluindo
irradiagcdo UV, choque térmico, estresse osmotico, lipopolissacarideos, inibidores
de sintese protéica, citocinas pro-inflamatorias (IL-1 e TNF-a) e certos mitdgenos
[100]. Na maioria dos casos, a p38 € ativada simultaneamente com a JNK.

Pelo menos 4 isoformas da p38 (p38a, p38p, p38y e p38s) foram identi-
ficadas, sendo todas reguladas por fosforilagdo pela MAPK quinase MKK6 (SKK3)
e algumas dessas isoformas sao reguladas pelas MKK3 e MKK4 [101] (Figura 4).
A p38 atua sobre diversas proteinas tais como a fosfolipase A2 citosélica, Stat1,
ATF-2, Sap-1, GADD153p-1 e proteinas quinases ativadas por proteina quinase
ativada por mitogeno (MAPKAPKSs) [102].

A exemplo das JNKs, o envolvimento das p38 em apoptose € bastante
diverso, participando em multiplos eventos celulares como diferenciacao,
proliferacdo, secrecéo de citocinas, bem como apoptose.

Estudos demonstram que as vias de sinalizacdo da p38 promovem morte
celular, sendo que também tem se verificado seu papel na inducdo de sobrevi-
véncia celular, crescimento e diferenciacdo. A atividade da p38 é requerida para a
interrupcéo do ciclo celular da fase G1 para S. Este papel inibitério pode ser me-
diado pela inibicao da expressao da ciclina D1 [103,104]. Recentemente demons-
trou-se que a p38 também esta envolvida em varios processos de diferenciacao

como de adipdcitos, cardiomidcitos, eritroblastos, mioblastos e neurdnios [82].

1.2.3. MAPKs e cancer

Os tumores se desenvolvem quando o delicado balango entre o ciclo
celular, proliferacao, diferenciacao e apoptose € quebrado, seja por fatores gené-
ticos ou ambientais [4]. Durante as neoplasias, as cascatas de MAPKs sao desre-
guladas, sendo que um esforco intensivo no sentido de se descobrir novas estra-
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tégias terapéuticas tem sido feito a fim de se tentar restabelecer a fungdo das
MAPks nas células tumorais [105, 106]. Como exemplo, sabemos que as ERKs 1
e 2 se encontram hiperativadas em leucemia, tumores epiteliais e em muitos
outros tipos de células tumorais humanas [105-111]. A via da ERK5 também se
encontra hiperativada em células cancerigenas [109, 112, 113]. Esses resultados
sugerem que as cascatas das ERKs 1 e 2 e também a da ERK5 estdo envolvidas
na sobrevivéncia e proliferacdo das células tumorais e, portanto, podem ser impor-
tantes alvos para terapia das neoplasias.

No entanto, como discutido ao longo deste texto, o envolvimento das JNKs
tanto em vias proliferativas como em vias apoptoéticas torna o seu papel no desen-
volvimento do cancer mais complexo, uma vez que esse antagonismo demonstra-
do pela JNK pode levar tanto a oncogénese como a apoptose [45]. Na mesma
linha da JNK, o papel da p38 no cancer ainda € bastante controverso, uma vez
gue ja se constatou que as vias de sinalizagdo da p38 podem promover ou supri-
mir a proliferacdo de células de leucemia [107]. Considerando que a p38 também
regula a expressao génica [54, 55, 114] e a progressao do ciclo celular [115],
modelos vidveis de terapia de cancer através das vias de sinalizagdo envolvendo

a p38 também deverao ser alvo de muita investigacéo.

1.3. Células de leucemia mielocitica humana (HL60)

A leucemogénese é um fenbmeno complexo que é caracterizado pelo desa-
coplamento anémalo da proliferagdo e diferenciacdo que resulta no bloqueio da
maturacao celular e expansao leucémica clonal [116]. A leucemia mieléide aguda
€ caracterizada por uma expressiva insuficiéncia medular, responsavel pela inter-
rupcao da maturagado celular numa fase em que a célula granulocitica ainda se
encontra indiferenciada (blasto) e, desta maneira, incapaz de exercer suas fun-
coes.

A linhagem de células HL60 foi estabelecida a partir do sangue periférico de
uma paciente com leucemia mielocitica aguda e prolifera continuamente em

suspensao. Ela consiste predominantemente de promielécitos [117, 118], apesar

18



de cerca de 4 a 5% das células HL60 apresentarem caracteristicas morfoldgicas
de células mieldides mais maduras como mielécitos, metamieldcitos, bastdes e
leucdcitos polimorfonucleares [117].

Além de serem indiferenciadas, as células HL60 ndo apresentam o gene
que codifica a proteina p53 (que, como ja mencionado, leva ao reparo do DNA ou
inducdo da apoptose) e expressam significativamente proteinas anti-apoptéticas,
como Bcl-2 e c-Myc. Essas caracteristicas peculiares contribuem para a carcino-
génese, ou seja, para a 'imortalidade' celular, de modo que a linhagem HL60 tem
servido como um sistema modelo bastante conveniente para o estudo in vitro de
apoptose e diferenciagdo de células leucémicas, bem como para o desenvolvi-
mento de novas drogas que possivelmente possam ser utilizadas na prevencgao e
tratamento de diferentes tipos de leucemia [116, 119].

Varias proteinas, tais como as proteinas quinases dependentes de ciclinas
e as proteinas fosfatases [120] atuam na regulacdo do ciclo celular em células
eucaridticas como, por exemplo, a fosfatase cdc25, a qual ativa o complexo cicli-
na-CDK, levando a progressao do ciclo celular. As células HL60 apresentam pelo
menos 5 tipos de proteinas fosfatases: proteina serina/treonina fosfatases (PP1 e
PP2A), proteina tirosina fosfatases CD45, SHP-1 e cdc25. A modulagéo da ativi-
dade da CD45 apresenta importante papel na diferenciacao e/ou manutengéao de
varias linhagens de células leucémicas num estado antiproliferativo [121]. A pro-
teina tirosina fosfatase SHP-1 também esta envolvida na regulacdo da diferenci-
acao destas células [122]. A PP1 esta envolvida na inducao de apoptose pela des-
fosforilacdo da proteina retinoblastoma (Rb) a qual, como ja discutimos, € respon-
savel pela progressao do ciclo celular de Gy para S [123]. A PP2A participa na
regulagdo do metabolismo, transcricdo, processamento do RNAm (“splicing”),
traducao, diferenciacao, ciclo celular, transformagdo oncogénica e transducao de
sinal, sendo que a atividade desta enzima pode ser modulada por fosforilagdo e
metilacdo do C-terminal. A acado anti-apoptética das fosfatases PP1 e PP2A foi
evidenciada com a utilizacao de inibidores destas enzimas (acido okadaico e cali-
culina, respectivamente), que induzem apoptose das células HL60 [116].
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1.3.1. Diferenciacao de células de leucemia humana

Desde as primeiras descobertas de que determinados tipos de células
leucémicas poderiam ser induzidas a uma diferenciagdo terminal em células nédo
divisiveis gerando células normais, no inicio da década de 1970 [124], extensiva
investigacao tem sido realizada no sentido de se desenvolver 0 que passou a ser
chamada "terapia de diferenciacao”, que consiste no tratamento com agentes que
induzem diferenciacdo terminal de células tumorais [125,126]. Além disso,
intensificaram-se as buscas por sistemas celulares que pudessem ser utilizados
como modelos convenientes de estudo, além de se despertar também um grande
interesse pelos progenitores hematopoiéticos dos diferentes tipos celulares, em
busca de novos agentes antineoplésicos [127].

Os agentes quimioterapicos convencionais sao utilizados clinicamente no
tratamento de neoplasias quando a cirurgia ou radioterapia se mostram ineficazes
no controle de carcinomas metastaticos. Entre os quimioterapicos convencionais
incluem-se agentes alquilantes, antimetabdlitos, bloqueadores de mitose, inibido-
res do ciclo celular, cisplatina e derivados, citocinas etc. A grande maioria dos
quimioterapicos convencionais ou mata as células cancerigenas diretamente ou
bloqueia sua proliferagdo através da interrupgdo do ciclo celular em uma
determinada fase (S, M ou na interfase entre S e Gy) [127].

Apesar do grande progresso alcancado no tratamento da leucemia durante
os ultimos anos, muitos problemas ainda existem no tratamento da doenca, tais
como o desenvolvimento de resisténcia multipla as drogas (MDR), a enorme
diversidade na morfologia e fisiologia dos neoplasmas, a grande heterogeneidade
molecular nos tumores malignos, a disponibilizacdo inadequada dos agentes
antineoplasicos nas células-alvo e a falta de acao seletiva dos agentes antineo-
plasicos utilizados nos tratamentos sistematicos, gerando uma citotoxicidade ines-
pecifica de amplo espectro [128, 129].

Desta maneira, além da necessidade do desenvolvimento de novos

agentes quimioterapicos que induzam as células neoplasicas a apoptose, um dos
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grandes focos de interesse no tratamento do cancer atualmente é a descoberta de
novas drogas que levem a diferenciacao terminal das células malignas.

Uma grande variedade de compostos induz diferenciagdo das células HL60
em granulécitos maduros, tais como, dimetilsulféxido (DMSQO), actinomicina D,
hipoxantina, dimetilformamida (DMF), acido retin6ico e metilprednisolona [130].
Outros compostos como o 12-o-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA), 1,25 di-
hidroxivitamina D3 e butirato de sédio levam a diferenciacdo das mesmas em
mondécitos/macréfagos [118,131,132]. Uma vez que varios autores tém demons-
trado que a diferenciacao das células HL60 passa a conferir as mesmas funciona-
lidade semelhante a de células maduras do sangue periférico, a indugéo de dife-
renciacao celular e iniciacdo do processo apoptdtico por diferentes agentes podem
representar estratégias interessantes para o estabelecimento de novas terapias,
resultando em menor morbidade quando comparado ao que ocorre em tratamen-

tos com agentes citotdxicos [119].

1.4. Violaceina

A Violaceina, 3-[1,2-dihidro-5-(5-hidréxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-
ilideno-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona, € um pigmento produzido pela bactéria
Chromobacterium violaceum do rio Amazonas e tem sido estudada devido as suas
multiplas atividades biol6gicas, tais como potencial efeito citotdxico e inducao de
apoptose em culturas de células normais [133] e em células da leucemia
mielocitica humana, HL60 [134].

Ap6s o isolamento da Chromobacterium violaceum em 1976 [135], o
potencial fototerapéutico da violaceina foi extensivamente estudado [136, 137,
138, 139] e, com o estabelecimento da cepa CCT 3496 da Chromobacterium
violaceum, a producao, extracao e purificacdo do pigmento foram otimizadas e
estudos relacionados a sua biossintese, bem como reagdes de biotransformacéao
foram realizados [140, 141, 142].
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Na literatura, diversos trabalhos demonstram o potencial biolégico da
violaceina como bactericida [143, 138], tripanocida [144, 145, 146], antiulcerogé-
nico [147], antileishmania [148] e antitumoral [134, 149].

A atividade antitumoral da violaceina foi testada inicialmente in vitro pelo
National Cancer Institute (Developmental Therapeutics Program), nos Estados
Unidos, em 53 linhagens de diferentes células neoplasicas com valores
significativos de 1Gso (50% de inibicao de crescimento celular) [139].

Na linhagem especifica de células de leucemia humana, HL60, obteve-se
um valor de ICs inferior a 1umol.L”" em ensaios de redugédo do MTT, sendo que a
inducao de apoptose também foi observada através de alteragdes morfolégicas e
pelo aumento na atividade de caspase-2 e caspase-9 (de 3 e 4 vezes,
respectivamente) [134]. O ensaio de reducdo do NBT (nitro blue tetrazolium)
funciona como marcador de diferenciacdo das células HL60 as quais, apés
tratamento com violaceina, apresentaram 30% de inducdo de diferenciacao
inespecifica [134].

Ferreira et al. demonstraram recentemente que a violaceina é membro de
uma nova classe de drogas mediadoras de apoptose em células HL60, via
ativacao especifica do fator de necrose tumoral 1 (TNFR1) e que sua
citotoxicidade € precedida pela ativacdo de caspase-8, do fator de transcrigéo
NF-xB e da p38-MAPK [150].

Uma vez que a violaceina € pouco soluvel em &agua, algumas de suas
atividades biolégicas foram avaliadas utilizando-se complexos de inclusao com -
ciclodextrina (B-CD), na tentativa de alterar algumas propriedades fisico-quimicas

da substancia no sentido de aumentar a sua biodisponibilidade [151, 134].
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A Figura 5, abaixo, mostra a formula estrutural plana da violaceina:
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Figura 5. Formula estrutural plana da violaceina. (Fonte: Referéncia 143)

1.5. Tetrahidroxiquinona (THQ)

O mecanismo de acao de farmacos antineoplasicos, na maioria das vezes,
envolve alteracdo do estado redox celular. As quinonas, de modo geral, por
apresentarem esta caracteristica, tém sido utilizadas no desenvolvimento de
novos farmacos e no estudo das vias envolvidas na citotoxicidade destes
compostos, incluindo a regulacao da expressao génica [152].

As quinonas apresentam importante papel em varios processos bioldgicos,
tais como, transporte de elétrons e producdo de energia (ubiquinona), acao
bactericida, fungicida e antitumoral [153]. A acao citotéxica das quinonas é devida
a reducao metabdlica ou a ligacao direta a grupos essenciais de macromoléculas.
Desta maneira, a toxicidade das quinonas esta normalmente relacionada com
alteracao do estado redox celular [154].

A tetrahidroxiquinona (tetrahidroxi-1,4-quinona), THQ, é um pré-oxidante
similar aos polifendis fisiologicos como os catecois e catecolaminas. Apesar dos
seus papeis fisioldégicos e farmacoldgicos, esses compostos podem apresentar
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propriedades toxicoldgicas por induzirem estresse oxidativo através da produgéo
de espécies reativas de oxigénio, radicais quinonas e acido rodizénico que, por
sua vez, também gera citotoxicidade atravées de reagbes auto-redox [155].

A THQ apresenta grupamentos -OH no anel benzoquinona na posicao para,
0s quais podem funcionar como doadores de prétons, gerando o anion superoxido

e radicais semiquinona (SQH"), de acordo com a Figura 6 [155]:

0 . 0 0
HO:QbiOH : :H HO: i o H HO: i 0
=
.- : i x
(0] (0] 0
THQ SQH’ acido rodiz6nico

Figura 6. Mecanismo envolvido na formagao de radicais semiquinona e acido
rodizénico, a partir da THQ. (Fonte: Referéncia 155)

A escolha da THQ para a realizacdo de estudos de citotoxicidade em
células de leucemia mielocitica humana (HL60) foi feita principalmente devido a
analogia desse composto com compostos fisiologicamente relevantes, uma vez
gue a alta taxa de autoxidacao da THQ possibilita a geracdo de uma condicao de
estresse oxidativo bastante conveniente para se estudar os mecanismos envolvi-

dos na formacao de EROs e suas implicagcdes em culturas de células leucémicas.
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2. OBJETIVOS
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Em pesquisa realizada pela Organizacdo Mundial de Saude, o céancer é a
terceira causa de dbitos no mundo, matando cerca de 6 milhdes de pessoas por
ano. No Brasil, é a segunda causa de mortes por doenca, com estimativa de mais
de 120.000 ébitos anualmente, sendo que um dos fatores que mais restringem a
possibilidade de melhora desses dados estatisticos € o desenvolvimento de
resisténcia, por parte dos pacientes, aos agentes quimioterapicos ja existentes.
Desta forma, a busca por novos compostos com potenciais promissores de
utilizacao terapéutica consiste em um dos maiores desafios para a pesquisa nos
proximos anos. Além disso, uma melhor compreensao, em nivel molecular, do
comportamento de células leucémicas tratadas com um determinado composto é,
sem duvida alguma, uma meta muito importante para a elucidagdo de novos alvos
de tratamento. Portanto, os objetivos inicialmente tracados para o presente

trabalho foram os seguintes:

- Estudar a modulagédo das Proteinas Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPKSs)
e outros mediadores em células HL60 induzidas a apoptose por tratamento com
tetrahidroxiquinona (THQ);

- Definir o mecanismo apoptético mediado pela THQ (receptor ou mitocondrial);
- Realizar estudos de diferenciacdo das células HL60 pela violaceina, focalizando

a modulacao das MAPKs, e avaliar a utilizacdo de pepchips como ferramentas de
estudo das vias de transducao de sinal envolvidas no processo de diferenciacao.
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3. CAPITULO 1
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Reactive oxygen species induce apoptosis via the
mitochondrial pathway due to diminished survival
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Abstract
The redox state of the cell is a major determinant of cellular function and production of reactive oxygen species
(ROS) is an important cytotoxic mechanism in the therapy of cancerous disease. Remarkably, the molecular
mechanisms mediating ROS-dependent cytotoxicity remain poorly understood. We investigated in HL60 cells the
effect of tetrahydroxyquinone, a highly redox active molecule which can take part in a redox cycle with
semiquinone radicals, leading to formation of ROS. This quinone caused substantial ROS formation followed by
cytotoxicity which was sensitive to glutathione and N-acetyl-L-cysteine. We observed that ROS production
coincided with HL60 cell apoptosis through the mitochondrial pathway, and was accompanied by reduced activity
of various anti-apoptotic survival molecules including the protein kinase B pathway. Importantly, transfection of
protein kinase B into HL60 cells and thus artificially increasing protein kinase B activity inhibited ROS-dependent
cytotoxicity. We concluded that the cytotoxic effects of intracellular ROS generation are mediated by reduced

protein kinase B-dependent survival signalling followed by apoptosis through the mitochondrial pathway.

Keywords: HL60 cells; tetrahydroxyquinone; protein phosphatases; MAPKs, oxidative stress.
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INTRODUCTION

It is now generally recognised that the
reactive oxygen species (ROS) play an important role
as regulatory mediators in signalling processes (1).

Accordingly, it has now been shown that a
multitude of physiological processes is under the
direct control of ROS, the most important being the
regulation of vascular tone, the sensing of oxygen
tension, the enhancement of leukocyte signal trans-
duction and the induction of apoptosis, the latter as an
essential component of the TNFa-dependent signal
transduction (2-5). Therefore, ROS generation is a
major element in the control of cellular biochemical
processes. Moreover, ROS generation is important
for inducing cytotoxicity in cancer cells, but the
molecular mechanisms underlying these cytotoxic
effects remain unclear, hampering the development of
more effective drugs.

ROS formation depends on the univalent
reduction of triplet-state molecular oxygen (6). This
process is mediated by enzymes such as NAD(P)H
oxidases and xanthine oxidase or nonenzymatically
by redox-reactive compounds such as tetrahydroxy-
quinone (7-9). Superoxide dismutases convert super-
oxide enzymatically into hydrogen peroxide or non
enzymatically into nonradical species, hydrogen pero-
xide and singlet oxygen.

Hydrogen peroxide may be converted into
water by the enzymes catalase or glutathione peroxi-
dase. The latter enzyme oxidizes glutathione to gluta-
thione disulfide, which can be converted back to

glutathione by glutathione reductase in an NADPH-
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consuming process (10, 11). Thus, the biochemistry
of ROS generation is relatively well understood.

The biological effects of ROS production,
however, are less clear. At high concentrations, ROS
are dangerous to living organisms, damaging virtually
all cellular constituents (6). Nevertheless, at moderate
concentrations, ROS play important roles in the
control of various cellular functions, and the cellular
generation of ROS is actively induced under various
conditions (1, 6). The archetypal example is NADPH
oxidase activation resulting ROS production upon
immune stimulation of the phagocytic cells of the
myeloid lineage which, apart from its bactericidal
function, is also instrumental for the induction of pro-
inflammatory gene transcription and, thus, phagocyte
ROS production is pivotal for proper function of the
innate immune system (12-14).

Despite the fundamental role for ROS
signalling in phagocyte cellular physiology, the
effects of ROS production on HL60 cells signal
transduction cascades remain surprisingly poorly
characterized. This consideration prompted us to
investigate the consequences of tetrahydroxyquinone-
dependent ROS generation in HL60 cells. We
observed that the tetrahydroxyquinone-induced ROS
production coincided with HL60 cells apoptosis
through the mitochondrial pathway, as well as with
reduced activity of the anti-apoptotic protein kinase B
and NF-«B pathways, concomitantly with specific
activation of Jun-N-terminal kinase and protein phos-
phatases. Thus, these data provide a molecular

mecha-nism underlying ROS-induced cytotoxicity.

MATERIALS AND METHODS
Cell line and reagents

HL60 cells were purchased from the
American Type Culture Collection (ATCC, Rock-

ville, MD). Polyclonal antibodies anti-caspase 3, anti-

29



BAD, anti-phospho-BAD, anti-phospho-p38 MAPK,
anti-phospho-IxB, anti-IxB, anti-phospho-PKC delta,
anti-phospho-PKB, anti-phospho-Raf, anti-phospho-
p42/44, anti-phospho-JNK, anti-phospho-CREB, anti-
rabbit and anti-mouse peroxidase-conjugated anti-
bodies were purchased from Cell Signaling Tech-
nology (Beverly, MA). The antibodies against phos-
pho-PP2A, phosphotyrosine, phospho-threonine and
NF-kB (p50 and p65) were purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). Tetrahydroxy-

quinone was purchased from Sigma Chemical Com-

pany.

Cell Culture and viability assays

HL60 cells were routinely grown in
suspension in RPMI 1640 medium supplemented
with 2 mM glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100
pg/ml streptomycin and 10% heat-inactivated fetal
bovine serum, at 37°C in a 5% CO, humidified
atmosphere. In all experiments, 3 x 10° cells/ml were
seeded and, after 72 h, treated with different tetra-
hydroxyquinone concentrations for the specified
periods of time.

Cell viability was assessed based on trypan
blue dye exclusion and three additional parameters:
MTT reduction, protein phosphatase activity and

determination of the total protein amount.

MTT reduction assay

The medium containing tetrahydroxyqui-
none 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

was measured at 570 nm (15, 16).

Protein phosphatase assay

The phosphatase extract was obtained by
lysing the cells with acetate buffer 0.1 mM (pH 5.5).
Then, the enzyme activity was measured in a reaction
medium (final volume, 1.0 ml) containing 100 mM
acetate buffer (pH 5.5), 5.0 mM pNPP and cell extract
enzyme. After a 30 min incubation at 37°C, the
reaction was stopped by adding 1.0 ml of 1.0 M
NaOH. The amount of pNP released was measured at

405 nm (17).

Protein quantification
Protein concentrations were determined by a
modification of the Lowry method as described by

Hartree (18).

Reduced glutathione determination

The concentration of reduced glutathione in
HL60 cells was determined after treatment of the cells
for 24 h. The cells (3x10°/ml) were washed with
physiological solution and lysed with water; 3 ml of
precipitant solution (1.67 g glacial metaphosphoric
acid, 0.2 g ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)
and 30 g NaCl in 100 ml MilliQ water) was added to
the lysate (2 ml). After 5 min, this mixture was
centrifuged and 0.4 ml of the supernatant was added
to 1.6 ml of reaction medium (0.2 M Na,HPO, buffer,
pH 8.0; 0.5 mM DTNB dissolved in 1% sodium
citrate). Subsequently, the absorbance of the product
(NTB) was measured at 412nm and reduced
glutathione concentration calculated using the

extinction coefficient E = 13.6 mol™ cm™ (19).

Spectrofluorometric determination of ROS

HL60 cells were treated with 100 uM tetra-
hydroxyquinone or the combinations tetrahydroxy-
quinone/10 mM glutathione and tetrahydroxyqui-
none/15 mM N-acetyl-L-cysteine for 24 h in RPMI

1640 (without phenol red) containing 5% serum.
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Afterwards, the cells (2x10%10 ml) were washed with
PBS and resuspended in RPMI 1640 (without phenol
red, with 5% FBS) containing 20 uM DCFH-DA
(dichlorofluorescein diacetate). After 30 min of
incubation at 37°C, the cells were washed three times
and resuspended in RPMI 1640 (without phenol red,
with 5% FBS). The fluorescence of the suspension
was measured using a RF-5300 PC Shimadzu
spectrofluorometer with excitation at 485 nm and

emission at 530 nm.

DNA fragmentation analysis

The cell pellets (5x10°) were lysed in 0.5 ml
of lysis buffer containing 5 mM Tris-HCI, 20 mM
ethilenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 0.5%
Triton X 100. After centrifugation at 1,500 X g for 10
min, the pellets were resuspended in 250 pL of lysis
buffer and, to the supernatants (S), 20 uL of 6 M
perchloric acid was added. Then, 500 puL of 10%
trichloroacetic acid (TCA) were added to the pellets
(P), the samples were centrifuged for 10 min at 5,000
rpm and the pellets were resuspended in 250 pL of
5% TCA followed by incubation at 100°C for 15 min.
Subsequently, to each sample, 500 pL of solution (15
mg/ml DPA in glacial acetic acid), 15 pL/ml of
sulfuric acid and 15 pg/ml acetaldehyde were added
and incubated at 37 °C for 18 h (20). The proportion
of fragmented DNA was calculated from the
absorbance at 594 nm using the following formula:

Fragmented DNA (%) = 100 X (amount of
the fragmented DNA in the supernatant) / (amount of
the fragmented DNA in the supernatant + amount

DNA in the pellets).

Western blotting

Cells (3 x 107) were lysed in 200 uL of lysis
buffer [SO mM Tris—HCI1 (pH 7.4), 1% Tween 20,
0.25% sodium deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM
EGTA, 1 mM Naz;VO4,, 1 mM NaF and protease

inhibitors (1 pg/ml aprotinin and 1 pg/ml 4-(2-
aminoethyl) benzenesulfonyl fluoride)] for 2 h on ice.
Protein extracts were cleared by centrifugation and
protein concentrations were determined using a
Lowry protein assay. An equal volume of 2X sodium
dodecyl sulfate (SDS) gel loading buffer [100 mM
Tris—HCI (pH 6.8), 200 mM DTT, 4% SDS, 0.1%
bromophenol blue and 20% glycerol] was added to
the samples, which were subsequently boiled for 10
min. Afterwards, cell extracts 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 incubated overnight at 4°C
with appropriate primary antibody at 1:1000 dilution.
After washing in TBS-Tween 20 (0.05%), mem-
branes were incubated with anti-rabbit or anti-mouse
horseradish peroxidase conjugated secondary anti-
bodies, at 1:2000 dilutions, in blocking buffer for 1h.

Detection was performed using enhanced

chemiluminescence (ECL).

Mitochondrial extract preparation (cytochrome c
release)

For cytochrome ¢ analysis, the cells were
washed with ice cold PBS and resuspended in lysis
buffer containing 220 mM mannitol, 68 mM sucrose,
50 mM Hepes—-NaOH, pH 7.4, 50 mM KCI, 5 mM
EGTA, 2mM MgCl,, 1 mM DTT, and protease
inhibitors (1 pg/ml aprotinin, 10 ug/ml leupeptin and
ImM 4-(2-amino-ethyl)-benzolsulfonyl-fluoride-hy-
drochloride). After incubation on ice for 1 h, the
lysate was centrifuged at 14,000 x g for 15 min. Then,
the supernatant was resolved by SDS-PAGE.
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Annexin V and 7-amino-actinomycin D assays
Control and tetrahydroxyquinone-treated
cells were collected and resuspended in 1X binding
buffer (0.01 M Hepes/NaOH, pH 7.4, 0.14 mM NaCl
and 2.5 mM CaCl,) at a concentration of 1 X 10°
cells/ml. Subsequently, 100 pl of cell suspension
were transfered to a 5 ml tube and Annexin V FITC
(5 pl) and 7-amino-actinomycin D (7-AAD) - (10 ul)
were added. The cells were incubated at room
temperature for 15 min, after which 400 pl of 1X
binding buffer was added and apoptosis then analyzed

by flow cytometry.

Transient transfection of HL60 cells

HL60 cells (4 x 10° were transfected with
0.4 pg of a plasmid expressing GAG-PKB, a
constitutive form of PKB. Cells were cotransfected
with 0.1 pg of a pUT-galactosidase to normalize for
transfection efficiency. After transfection, the cells
were cultured for 24h, harvested, lysed in commer-
cially available reporter lysis buffer (Promega) and 3-
galactosidase activity was determined using chloro-
phenol red-B-D-galactopyranoside (Roche) as subs-
trate.

Transfected cells were treated with
tetrahydroxyquinone for 24 h and the cell viability
was assessed by MTT reduction. The expression of

PKB was evaluated by western blotting.

Statistical evaluation

All experiments were performed in triplicate
and the results shown in the graphs represent the
mean and standard deviation. Cell viability data were
expressed as the means * standard errors of three
independent experiments carried out in triplicates.
Data from each assay were analyzed statistically by
ANOVA followed by a Dunnett’s test. 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 three independent experiments.

RESULTS
ROS-dependent JNK and protein phosphatase
activation in HL60 cells

Evidence has been presented that the redox
state of HL60 cells may influence cellular physiology
of this cell type, which leads to differentiation or
cytotoxicity (21). The responsiveness of HL60 cells
to ROS generation was confirmed by measuring the
cellular glutathione and ROS levels after 24 h of
treatment with tetrahydroxyquinone. An increase in
cellular glutathione levels is a well-established
response to ROS production and, accordingly, the
cellular levels of gluthathione were significantly
increased by the tetrahydroxyquinone treatment
(Figure 1A). In agreement, the production of ROS by
tetrahydroxyquinone was stimulated and, as expected,
it was antagonised by the addition of reduced
glutathione  or N-acetyl-L-cysteine (Figure 1B).
Thus, tetrahydroxyquinone treatment is a bonafide
experimental system to study the consequences of
ROS signalling on signal transduction.

Afterwards, we decided to investigate the
effects of ROS signalling on the MAP kinase family,
since this family of kinases is a major determinant of
cellular physiology in HL60 cells (22). In myeloid
leukemia cell lines, the p42/p44 MAP kinase cascade
positively regulates differentiation into the monocyte
lineage and is instrumental for phorbolester-depen-
dent differentiation of this cell type, while inhibition
of the JNK has been implicated in 1,25-dihydroxy-
vitamin D3-dependent HL60 cell differentiation.
Conversely, in HL60 cells, JNK activation is linked
to apoptosis (23).

We observed that tetrahydroxyquinone treat-
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Figure 1. Oxidative stress caused by tetrahydroxyquinone in HL60 cells. Determination of reduced glutathione in HL60 cells. (A) The

amount of reduced glutathione was determined after treatment of the cells for 24h as indicated. (B) 1 - Non-treated HL60 cells (control); 2 —

tetrahydroxyquinone (100 pM) - treated cells; 3 - HL60 cells pre-treated with N-acetyl-L-cysteine (15 mM) and 4 - HL60 cells pre-treated with

reduced glutathione (10 mM) for 30 min. For conditions 3 and 4, the cultures were further incubated with 100 uM tetrahydroxyquinone for 24h.

Afterwards, a 30 min incubation with DCFH-D was carried out and the fluorescence intensity was recorded by spectrofluorometry. The results

were expressed as the relative fluorescence intensity with respect to untreated cells. 5 - As a positive control, H;O, (10 mM) treated cells were

used to monitor the level of ROS. Bars represent mean + standard error derived from two separate experiments.

ment strongly activated JNK. Unexpectedly, a modest
increase in the phosphorylation of p38 MAP kinase
with little effect on the activation state of p42/44
MAP kinase was observed (Figure 2A). Thus, ROS-
induced changes in the activation of MAP kinase
family members are discordant with an effect on
differentiation induction, but may indicate an effect of
ROS generation on apoptosis in this cell type, since it
has been reported that JNK activation is associated
with apoptosis induction of HL60 cells (23, 24).
Despite the induction of oxidative stress by
tetrahydroxyquinone, unusual activations of both
protein tyrosine phosphatases and protein serine
/threonine phosphatases coinciding with the acti-

vation of PP2A were observed (Figure 2B).

ROS production induces apoptosis in HL60 cells

Our observation that ROS production is
linked to JNK activation, as well as published data
that glutathione deprivation of HL60 cells causes cell
death, suggest that ROS induces apoptosis in this cell
type. This notion was confirmed by experiments in
which the effect of ROS generation on HL60 viability
was examined directly after a 24h treatment with
tetrahydroxyquinone. As can be seen in Figure 3A
and B which show the inhibition of mitochondrial
function (MTT reduction) and cell metabolism, for
both parameters, the same ICsy value was obtained
(50 uM). Under the same conditions, the protein
content decreased approximately 30%. Confirmation
that these effects were mediated via changes in the
redox state of the cell was obtained in experiments in
which the effects of this compound was tested in the
presence of 10 mM gluthathione, leading to a

significant rightward shift of the dose-response curve
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Figure 2. Effect of tetrahydroxyquinone on MAP kinase and
protein phosphatase activities. The phosphorylation and

expression of MAPKs (A), phosphoprotein profiles and

phospho-PP2A (B) were evaluated by immunoblotting.

(Figure 3B). This reduction in cell viability was a
consequence of apoptosis. The tetrahydroxyqui-
none incubation efficiently caused phosphatidyl-
serine exposure, caspase 3 activation and DNA

fragmentation (Figure 4 A, B and C).

ROS-induced apoptosis coincides with activation of
the mitochondrial pathway through diminished
protein kinase B activation

Apoptosis can be excecuted through two
basic signalling pathways: the extrinsic pathway and
the mitochondrial intrinsic pathway. We observed
that application of tetrahydroxyquinone induced the

release of cytochrome ¢ from the mitochondria, which
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Figure 3. Effect of tetrahydroxyquinone on HL60 cell viability.
HL60 cell viability was evaluated using three different parameters
(protein content, MTT reduction and phosphatase activity) after
treatment with tetrahydroxyquinone for 24 h, in the absence (A)
and presence (B) of 10 mM reduced glutathione. In both graphics,
each point represents the mean * standard error of three

independent experiments.

comfirmed that ROS activates the mitochondrial
pathway (Figure 5). Importantly, the phosphorylation
of Ser112 Bad, which leads to cell survival by inhibi-
ting the mitochondrial pathway was concomitantly

decreased.
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Figure 4. Apoptosis induction by tetrahydroxyquinone.

(A) Cells were treated with tetrahydroxyquinone as indicated and
lysates were resolved by immunoblotting as described in methods
to assess the level of active caspase 3. (B) The samples were
prepared as described by Zhu and collaborators (20) and the
proportion of fragmented DNA was calculated from absorbance at
594 nm using the approach described in methods. The bars
represent the mean + standard error of three experiments. (C) Cell
samples were prepared as described in Methods and Annexin V-
positive, 7-AAD-positive and Annexin V/7-AAD-positive popu-

lations were analyzed by flow cytometry.
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Figure 5. Participation of mitochondria in the HL60 cells
apoptosis induction by tetrahydroxyquinone. Cells were treated
with tetrahydroxyquinone as indicated and lysates were resolved by
immunoblotting as described in methods to assess phospho-PKB,

phospho-Bad and Bad.

In agreement, tetrahydroxyquinone treatment
also caused decrease of phosphorylation of Ser473 in
protein kinase B (the Bad kinase for Serll2),
demonstrating that ROS signalling reduces activity of
this anti-apoptotic kinase and, consequently, leads to
apoptosis. The importance of mitochondria for
apoptosis-induction by tetrahydroxyquinone was also
confirmed by an increase of Bad (Bad phospho-
rylation followed by its ubiquitination and proteolysis
mediate protein kinase B effects on the mitochondrial
pathway). In addition, inhibition of two other kinases
involved in the survival signalling: Raf and PKC
delta, reinforced our hypothesis that tetrahydroxy-
quinone presents a primary effect on cell survival
signalling pathway (Figure 5).

In addition, further evidence for survival
pathway inhibition by tetrahydroxyquinone was
demonstrated through down regulation of NF-kBp65
and a decrease in phosphorylated IkB (Figure 6)

Independent support for this conclusion was

obtained in experiments in which protein kinase B
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Figure 6. Inhibition of nuclear factor kappa B by
tetrahydroxyquinone. HL60 cells were treated with
tetrahydroxyquinone as indicated and the level of both subunits of
NF-xB (p65 and p50) and its phosphorylated inhibitory protein

(IxkB) were analysed by western blotting

activity was artificially increased by transfection with
GAG-protein kinase B, a constitutive active form of

protein kinase B, expression construct. As it has been
shown in the Figure 7, HL60 cells transfected
with protein kinase B became resistant to

tetrahydroxyquinone.

DISCUSSION

It is now generally recognised that ROS
play an important role as regulatory mediators in
signalling processes, especially in phagocytes. The
effects of ROS production on HL60 cells signal
transduction cascades remain surprisingly poorly
characterized. This consideration prompted us to
investigate the consequences of tetrahydroxyquinone-
dependent ROS generation in HL60 cells. We
observed that ROS production coincided with HL60
cell apoptosis through the mitochondrial pathway,

and with reduced activity of various anti-apoptotic
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Figure 7.. Viability analysis of HL60 cells transfected with
PKB. HL60 cell viability was evaluated using MTT assay after

treatment with tetrahydroxyquinone for 24 h.

survival molecules, including the protein kinase B
pathway. Importantly, transfection of protein kinase
B into HL60 cells and thus artificially increasing
protein kinase B activity inhibited ROS-dependent
cytotoxicity. We concluded that the remarkable
cytotoxic effects of intracellular ROS generation are
mediated by reduced protein kinase B-dependent
survival signalling followed by apoptosis through the
mitochondrial pathway.

Increased ROS production by NADPH

oxidase upon macrophage activation is well
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established. Earlier studies have shown that such
ROS production upon immune stimulation of the
phagocytic cells, apart from its bactericidal function,
is also instrumental for the induction of pro-
inflammatory gene transcription (12-14). Among the
cellular responses to macrophage activation is also
cell death, a response probably required to rid the
body from cells damaged by the immune response.
The data obtained in the present study may indicate
that this apoptosis is a direct consequence of ROS
production followed by reduced survival signalling
and activation of mitochondrial pathway of cell death,
is also important in the induction of apoptosis
following macrophage activation. Final proof of this
notion, however, awaits experiments in which
activation-induced cell death is investigated in the
presence and absence of glutathione and N-acetyl-L-
cysteine.

The molecular mechanisms by which ROS
participate in inflammatory gene expression are
obscure at best. In the present study, we observed that
ROS reduced the apparent activity of the NF-xB
pathway, as deduced from the decrease in expression
of both the ratio between p65 expression and I-xB as
well as the reduced phosphorylation of I-kB. As the
NF-kB pathway is a potent survival signal, this down
regulation agrees well with the reduced survival
signalling induced by ROS formation detected in this
study. It is, however, more difficult to reconcile with
the role of ROS generation in mediating
inflammatory gene expression, as NF-kB is in general
a strong pro-inflammatory transcription factor.
Importantly, however, a recent study by Blanchette et
al. (25) indicated that the contribution of NF-kB to
macrophage activation-associated gene expression is
minimal, hence our results are not necessarily at bay
with the established role of ROS in the induction of
inflammatory  gene

expression.  Interestingly,

increased JNK activity has recently come up as an

important mediator of inflammatory gene expression
in inflammatory bowel disease in vivo (26). Hence,
the ROS-induced activation of JNK may function in
the induction of inflammatory gene expression.

ROS levels are increased in cells exposed to
various stress agents, including anticancer drugs.
Although increased ROS levels are generally
associated with cytotoxicity, the molecular details
obscure. however, better

remain Evidently,

knowledge as to these mechanisms may be
instrumental for devising enhanced therapy. We
observed that the tetrahydroxyquinone-induced ROS
production coincides with HL60 cells apoptosis
through the mitochondrial pathway as well as with
reduced activity of the anti-apoptotic protein kinase B
and NF-«B pathways, concomitantly with specific
activation of Jun-N-terminal kinase and protein
phosphatases. Thus these data help understanding

ROS-induced cytotoxicity.
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Among the major technical challenges in contemporary medical biology is
finding the molecular targets for pharmacological compounds with clinically
useful properties. Here we show that peptide arrays exhibiting 1176 different
kinase consensus substrates unambiguously identify the MAP kinase
pathway as a major target for violacein, the anti-leukemic purple-colored
pigment produced by Amazon River Chromobacterium violaceum. Thus
kinome profiling employing metabolic arrays is a promising tool for
uncovering the molecular mode of drugs action.

Defining the molecular effects of compounds with clinically useful properties
remains exceedingly challenging if no a priori assumptions are available as to the
biochemical details of the biological effect observed. The massive parallel analysis
using DNA array technology has become the mainstay for the study of genomes
and transcriptomes, but it is difficult, if often not impossible, to relate the changes in
gene expression to drug activity on specific metabolic pathways. Adaptation of
array technology for measuring enzymatic activity in a parallel fashion seems an
obvious solution and recently progress in this direction has been made with the
preparation of protein chips for the assessment of protein substrate interactions (1—
3) and the generation of peptide chips for the appraisal of ligand-receptor
interactions and enzymatic activities (4—7). Houseman and Mrksich (8) showed that
peptide chips, prepared by the Diels-Alder-mediated immobilization of one kinase
substrate for the non-receptor tyrosine kinase (c-Src) on a monolayer of
alkanethiolates on gold, allows quantitative evaluation of kinase activity. We
recently showed that **P-y-ATP phosphorylation of arrays consisting of 192
peptides (substrates for kinases) spotted on glass by cell lysates from human
peripheral blood mononuclear cells allowed the simultaneous description of the
temporal kinetics of a multitude of kinase activities following stimulation with
lipopolysaccharide (9). It appeared, however, that the number of substrates used in
this array was insufficient to allow comprehensive descriptions of the effects of

pharmacological intervention on cellular signal transduction.
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This consideration prompted us to study the effectiveness of an array with
substantially increased numbers of substrates for obtaining complete descriptions
of the effect of pharmacological intervention on the kinome. To this end we
selected a set of substrates covering almost the entire mammalian kinome from the
phosphobase resource (http:/phospho.elm.eu.org) (10,11) (a full list of the
peptides and the proteins from which they are derived is listed in the
supplementary data) and arrays were constructed with chemically synthesizing
soluble peptides, which were covalently coupled to glass substrates as described
earlier. The arrays consisted of 1176 different nonapeptides, providing kinase
substrate consensus sequences across the entire mammalian kinome. On each
separate carrier, the array was spotted two times, to allow assessment of possible
variability in substrate phosphorylation. The final physical dimensions of the array
were 25 mm x 75 mm, each peptide spot having a diameter of approximately 250
um, and peptide spots being 620 um apart. Subsequently experiments were
initiated to assess the usefulness of this approach for obtaining insight into the

effect of pharmacological interventions on cellular signal transduction.

We decided to explore the effects of violacein, a purple-colored pigment cum
antibiotic produced by Amazon River Chromobacterium violaceum, which attracts
substantial interest as a consequence of its anti-leukemic properties. Recently we
showed that violacein is a member of a novel class of cytotoxic drugs mediating
apoptosis of HL60 cells (12). Employing the peptide array, the effect of violacein on
HL60 cell kinome was tested.

For these experiments, 2.5 x 10° HL60 cells/ml were seeded and treated with
violacein or vehicle (control) for 72 h. Violacein dissolved in dimethyl sulfoxide
(DMSO) was added to the culture medium in which the final DMSO concentration
was 0.1% (v/v). The cells were lysed in 200 ul of cell lysis buffer (20 mM Tris-HCI,
pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM Na;EDTA, 1 mM EGTA, 1% Triton X-100, 2.5 mM
sodium pyrophosphate, 1 mM MgCl,, 1 mM B-glycerophosphate, 1 mM NazVOsq, 1
mM NaF, 1 ug/ml leupeptin, 1 ng/ml aprotinin, 1 mM PMSF) and the volume of the
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cell lysate was equalized with distilled H>O. The cell lysates were subsequently
cleared on a 0.22-um filter. Peptide array incubation mix was produced by adding
10 pl of filter-cleared activation mix (50% glycerol, 50 pM *P-y-ATP (1000 kBq),
0.05% v/v Brij-35, 0.25 mg/ml bovine serum albumin). Next, the peptide array mix
was added onto the chip, and the chip was kept at 37°C in a humidified stove for
90 min. Subsequently the peptide array was washed twice with TBST, twice in 2 M
NaCl, and twice in demineralized H>O and then air-dried. Subsequently, the chips
were exposed to a phosphorimager plate for 72 h, and the density of the spots was
measured and analyzed with ScanAlyze array imaging software
(http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). A typical result is shown in figure 1a.

Subsequently, we compared the radioactivity incorporated in substrates
phosphorylated by vehicle treated cells with the radioactivity incorporated in
substrates phosphorylated by violacein-treated cells. The relationship between the
two data-sets is roughly linear, suggesting that most cellular kinases are not
directly influenced by the violacein treatment. Strikingly, however, the most
upregulated substrate phosphorylation by violacein represented a MEK-specific
peptide, whereas the next three most upregulated substrate phosphorylations
events occurred in peptides specific for p42/p44 MAP kinase, the downstream
effector of MEK. Phosphorylation of a peptide specific for the upstream activator of
MEK, c-Raf was also highly upregulated by the violacein treatment. Activation of
these kinases was confirmed by Western blotting and phosphospecific antibodies.
Activation of the MAK kinases cascade by an anti-leukemic compound was
surprising but this signaling pathway has been associated with leukemia cell
differentiation and cell cycle arrest (13). Indeed both differentiation and cell cycle
arrest were observed after violacein treatment (see supplementary data). Thus
increased cell differentiation via MAP kinase activation may contribute to the anti-
leukemic effects of this compound. Disregarding the exact anti-leukemic
mechanism, however, we feel that this study shows that kinome profiling using
metabolic arrays is a highly promising tool for the rapid evaluation of the effect of
pharmacological interventions on signaling pathways.
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Legend to figure

1. Peptide arrays reveal activation RAF/MEK/MAPK cascade by violacein.

1a. Example of peptide array substrate phosphorylation by lysates of cells treated
with 1000 nM violacein. 1b. The relationship between radioactivity incorporated in
substrates phosphorylated by vehicle-treated cells against the radioactivity
incorporated in substrates phosphorylated by violacein-treated cells. Note the
strong violacein-induced increase in phosphorylation of kinases of
RAF/MEK/MAPK cascade. 1c. Activation of the MAP kinase cascade by violacein.
Cells were treated with violacein (100 and 1000 nM) and the phosphorylation of
kinases was evaluated by immunoblotting. Soluble lysates were matched for
protein content and analyzed by western blotting.
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Supplementary data: Differentiation of HL60 cells by Violacein
Fig S1 - Violacein causes differentiation of HL60 cells

The cells were treated with violacein (100 and 1000 nM) or DMSO (1.2 %) for 72h.
Cell differentiation was evaluated by flow cytometry using CD14-APC and CD66b-

FITC markers.
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Fig S2 HL60 cell cycle arrest by violacein

The expression of p21 was evaluated by immunoblotting. Soluble lysates were
matched for protein content and analyzed by Western blotting.
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Abstract

Riboflavin, a component of the vitamin B, complex, plays important roles in biochemistry, especially in redox reactions,

because of its ability to participate in both one- and two-electron transfers, as well as acting as photosensitizer. 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 anions but, interestingly, it can also promote

hydroperoxide reduction. This peculiar and multifunctional behavior allows riboflavin to participate in various biochemical

pathways as nucleophile and electrophile, making it a versatile and important biological compound.

Keywords: riboflavin,; electron transfer; oxidative-stress.
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INTRODUCAO

A riboflavina foi isolada (apesar de nao
purificada) pela primeira vez em 1879 por um qui-
mico inglés de nome A. Wynter Blyth. Em seus
estudos relacionados a composicdo do leite de vaca
ele relatara a identificacdo de um pigmento amarelo
brilhante que ele préprio chamou de “lactocromo”
e que hoje nds conhecemos como sendo a ribofla-
vina. Depois desse antncio, quase cingiienta anos se
passaram até que algum avanco significativo ocor-
resse com o recém descoberto pigmento amarelo-
laranja. Entdo, ao final dos anos 20 e inicio da déca-
da de 30 do século XX, uma grande evolugao cien-

tifica aconteceu e pigmentos amarelos semelhantes

com um brilho esverdeado fluorescente foram
isolados de uma ampla variedade de fontes'. 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 purificagdo da prépria vitamina amplamente
facilitada uma vez que percebeu-se que o potencial
vitaminico estava intimamente correlacionado a
fluorescéncia da riboflavina. Alguns dos principais
quimicos da época como Richard Kuhn, em Heidel-
berg, e Paul Karrer, em Zurich, entraram em uma
acirrada corrida para determinar a estrutura bem co-
mo para provd-la através de sintese quimica, sendo

que ambos obtiveram sucesso neste intento quase
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que concomitantemente. Varios nomes foram pro-
postos para o entdo caracterizado composto, tais
como lactoflavina e ovoflavina a fim de estabelecer
correlacdo com a fonte através da qual o composto
havia sido isolado. Mas o prefixo ribo foi consagra-
do no nome pelo qual todos conhecemos o compos-
to atualmente por causa da cadeia ribitil e da cor a-
marela caracteristica proveniente do sistema 7 con-

. L. . -3
jugado nos anéis isoaloxazina'>.

Riboflavina e suas funcoes bioldgicas

A riboflavina, 7,8-dimetil-10-ribitil-isoalo-
xazina, é uma vitamina hidrossolivel pertencente ao
complexo vitaminico B,, apresenta colora¢do ama-
rela e € fluorescente. Além do leite que, como
mencionado, foi uma das primeiras fontes de obten-
cdo, a riboflavina é encontrada também em carne,
peixe e, principalmente, em vegetais de cor verde-
escuro’. A riboflavina proveniente da dieta se
encontra na forma das coenzimas flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo
(FMN) ligadas a proteinas; no entanto, quando o
bolo alimentar chega ao estdmago, o meio 4cido
propicia a liberagdo das coenzimas. As coenzimas
livres sofrem entdo a agdo das pirofosfatases e fos-
fatases, presentes no intestino delgado, levando a
liberagdo da riboflavina. Observamos em nosso
laboratério que a riboflavina é um importante pro-
duto das reacdes catalisadas pelas fosfatases acidas
(proteina tirosina fosfatases) de baixa massa
molecular relativa, purificadas de rim’ e pulmao®
bovinos, uma vez que a FMN é um potencial subs-
trato fisiolégico destas enzimas. Uma vez liberada,
a riboflavina pode ser absorvida por transporte ativo
ou facilitado®"®,

A riboflavina ¢é de fundamental impor-
tancia em organismos aerébios sendo precursora de

importantes coenzimas participantes da cadeia

transportadora de elétrons como a FAD e FMN*"*,
Também origina muitas das flavinas que se encon-
tram ligadas a diversas enzimas, as quais atuam na
catdlise de um grande nimero de importantes
reacdes como, por exemplo, as relacionadas ao re-
paro do DNA. A férmula estrutural da riboflavina é

mostrada na Figura 1.

Cadeia Ribitil

Sistema de anéis Isoaloxazina

Figura 1. Estrutura da riboflavina (RF). Em destaque, a cadeia
ribitil e o sistema de anéis isoaloxazina que apresenta o sistema 1

conjugado

O metabolismo de lipidios necessita de
derivados da riboflavina, assim como a degradagdo
de drogas e outros compostos quimicos exdgenos
(xenobidticos) via sistema de hidroxilacdo micros-
somal. Cofatores de riboflavina sdo requeridos para
o metabolismo do 4cido félico, piridoxina e niacina,
além de serem utilizados por enzimas de eritrdcitos
como a glutationa redutase que se trata de uma
enzima importante pertencente ao sistema de prote-
cdo contra as espécies reativas de oxigénio (ROS)

geradas nessas células’.
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Curiosamente, a riboflavina pode tanto
contribuir como inibir o estresse oxidativo através
da sua dupla habilidade de produzir superdxido e,
a0 mesmo tempo, poder estar envolvida na reducdo
de hidroperéxidos'.

Por fim, recentes estudos tém correlacio-
nado a riboflavina ao mecanismo de transdugio de
sinais de células apoptdticas, bem como a regu-

lagdo do relégio biolégico' '°.

Conseqiiéncias da deficiéncia alimentar

Atualmente, a dose recomendada de inges-
tdo de riboflavina varia desde 0,4 mg (na infincia) a
1,3 mg/dia para adultos sendo que, para mulheres
gravidas, recomenda-se uma dose suplementar de
0,3 mg/dia durante a gestacdo e 0,5 mg/dia durante
o periodo de lactagdo, ja que estudos mostram que
durante o terceiro trimestre de gestagdo hd uma
queda progressiva nos niveis de riboflavina'"*'%.

Como participa de diversas reacdes de
6xido-redugdo importantes no metabolismo através
dos cofatores FMN e FAD, os quais atuam como
carregadores de elétrons, dietas inadequadas de
riboflavina poderiam levar a distirbios no meta-
bolismo intermediario. Em ratos, a deficiéncia em
riboflavina foi associada a uma reducdo tecido-
especifica na atividade da succinato oxidorredutase
(succinato desidrogenase), efeito este que pode ter
implicacdes na producdo de energia através da
fosforilagdo oxidativa. Além disto, a B-oxidacdo de
dcidos graxos também é dependente de flavinas
como aceptores de elétrons'.

Em animais, estudos demonstraram que a
deficiéncia de riboflavina estd relacionada a desen-
volvimentos anormais no feto e, em humanos,
varios estudos correlacionam a deficiéncia de ribo-
flavina com quadros hematolégicos, principalmen-

te com aqueles relacionados ao sistema hematopoi-

ético. Atualmente, a influéncia hematolégica da
deficiéncia de riboflavina tem sido associada a sua
interferéncia no metabolismo do ferro, j4 que a
mobilizacdo de ferro a partir da proteina intracelular
ferritina trata-se de um processo redutivo e flavinas
reduzidas podem agir reduzindo o ferro da ferritina
e, desta maneira, mobilizd-lo em varios tecidos em
concentragdes fisiologicamente relevantes.

Sintomas de neurodegeneracdo e neuro-
patia tém sido documentados em vdrios estudos de
dietas deficientes em riboflavina em diferentes
espécies, apesar de haver pouca informag¢do com
relacdo a relevancia desses resultados em humanos,
mas sabe-se que a riboflavina apresenta uma funcgio
no metabolismo da tiroxina e sua caréncia poderia
contribuir com a fisiopatologia de algumas doengas
mentais'*'°.

Pesquisas na drea de sauide publica relatam
a importancia da riboflavina como fator de protecao
contra doencgas cardiovasculares e processos tumo-
rais. Trabalhos interessantes publicados durante as
décadas de 1970 e 1980 indicaram que ela poderia
apresentar efeitos protetores contra danos teciduais
gerados por oxidagdo. Devido a sua ndo toxicidade,
a riboflavina é um forte candidato como agente
redutor do ferro presente no grupo heme de prote-
inas, atuando como protetor de danos oxidativos em
determinados tecidos. No entanto, o potencial tera-
péutico desta vitamina neste contexto deve ainda ser
amplamente investigado, j4 que a maioria dos estu-
dos até o presente momento foi realizada em mode-
los animais®.

Com relagdo a visdo, sabe-se que a ribofla-
vina é um componente normal das lentes do olho
humano e que apresenta uma atividade fotossen-
sibilizadora muito forte quando exposta a luz. Desta
forma, radia¢cdes com comprimentos de onda abaixo

de 400 nm levariam a uma excitagdo luminosa que
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acarretaria, nessas circunstincias, danos a visdo.
Vascularizacdo e opacidade na cérnea e até mesmo
cataratas tém sido relatadas em animais alimentados
com dietas pobres em riboflavina. Acredita-se que
fotorreceptores dependentes de riboflavina (cripto-
cromos) desempenham uma fungio importante na
adaptacdo ao escuro e, portanto, a dieta de ribofla-
vina poderia influenciar na adaptagdo ao escuro
através desses fotorreceptores por interacdo com a
vitamina A ou de forma independente'”'®,
Finalmente, a deficiéncia de riboflavina
pode interferir no metabolismo de outros nutrientes,
principalmente no metabolismo de outras vitaminas
B, tais como, folato, cianocobalamina (vitamina

B),) e piridoxina (vitamina Bo)".

Riboflavina e cincer

A deficiéncia de riboflavina tem sido
correlacionada como um fator de risco para o can-
cer, embora este fato ainda ndo esteja satisfato-
riamente estabelecido em humanos sendo que a in-
fluéncia de dietas deficientes em riboflavina na
génese e progressdo do cancer tem sido assunto
controverso no meio cientifico onde existem relatos
provando, tanto sua a¢do estimulatéria em certos ca-
s0s, quanto inibitéria em outros. Em geral, a defici-
éncia de riboflavina parece estar relacionada a
diminuicdo do desenvolvimento de tumores espon-
tAneos em animais experimentais mas também, pa-
radoxalmente, ao aumento da carcinogénese provo-
cada por certos agentes(’.

A correlagdo entre riboflavina e o cancer é
bastante complexa e pode ser exemplificada nos
inimeros efeitos desta vitamina no metabolismo de
drogas. Por ser precursora de flavocoenzimas do
sistema microssomal de hidroxilacdo de drogas, a
caréncia de riboflavina pode retardar a inativagio de

carcindgenos e, portanto, aumentar sua distribuicdo

aos tecidos susceptiveis. Por outro lado, se a droga
tiver menor atividade carcinogénica que seus meta-
bolitos, a deficiéncia de riboflavina, possivelmente,
terd efeito inibitério sobre a carcinogénese. Deve-
mos lembrar também que o mesmo raciocinio pode
ser aplicado em relagdo aos quimioterdpicos em
situagdes nas quais estes podem, ndo somente ter
seu metabolismo afetado pela disponibilidade de
cofatores derivados de riboflavina como também a
sua prépria disponibilidade e captacdo celular afeta-
das, visto que a riboflavina pode complexar-se com
certas substincias e, também, agir como fator regu-
latério de sua entrada na célula. Drogas antifolato
também podem ter efeito influenciado pela dispo-
nibilidade de riboflavina uma vez que cofatores de
flavina estdo relacionados ao metabolismo do dcido
félico. Tem sido dificil, contudo, obter evidéncias
que suportem ou refutem essas hipéteses e as pes-
quisas agora mudam seu foco para a obtencdo de
dados sobre a real disponibilidade de riboflavina
nas células neopldsicas. Células neopldsicas pare-
cem perder certos mecanismos que regulam o meta-
bolismo de riboflavina em tecidos normais e ca-
racterizam-se por resistir a deficiéncia de ribofla-
vina, o que leva a manuteng@o de altas concentra-
coes de FAD através de mecanismos ainda ndo
determinados™'*%.

Durante a década de 1990, uma nova
abordagem foi dada aos estudos no tratamento do
cancer e, mais uma vez, a riboflavina assumiu um
papel de destaque devido a sua caracteristica
peculiar de composto fotossensivel. Além disso,
demonstrou-se que a riboflavina pode apresentar
importante fun¢do no transporte e liberagdo contro-
lada de drogas. Este novo aspecto da utiliza¢do da
riboflavina veio para ampliar e consolidar de
maneira significativa a importincia bioldgica e

. 2123
fisiolégica deste composto™ .
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Algumas propriedades quimicas fundamentais
da riboflavina

A riboflavina, bem como as flavinas em
geral, apresenta uma caracteristica muito importante
para o seu papel bioldgico que € a capacidade de
participar de reagdes quimicas com transferéncia
tanto de dois como também de um elétron, o que
implica, neste dltimo caso, a existéncia de estados
de semiquinona’.

Em solucdes aquosas e na auséncia de
qualquer tipo de enzima, ocorre um equilibrio entre
a forma oxidada e a forma reduzida da riboflavina
(auto-redox) sendo que, neste processo, uma certa

quantidade de radical é formada:

RF === RF? . 2¢ (1)
RF + 2H'+ 26" = RFqH> (2)

2
ORF + 2HT === RFgHy + RFg (3)

RFa? + RFeqHp === 2RFH"’
RFH'" == RF" + H'

Esquema 1. Equilibrios quimicos da riboflavina
semiquinona. RF = riboflavina; ox = oxidada;

red = reduzida

Para maior clareza, apresentamos as semi-
reacdes de oxidacdo (1) e redugdo (2) da ribofla-
vina, sendo que a equagdo 3 corresponde ao pro-
cesso global. Os equilibrios 4 e 5, em solucdes
aquosas de riboflavina livre da presenca de qualquer
enzima, sdo quase que totalmente deslocados para a
esquerda. Para se ter uma referéncia, partindo de
uma mistura equimolar de riboflavina oxidada e
reduzida, em pH 7,0, apenas 5 % de radical € es-
tabilizado. Contudo, é importante ressaltar que a

presenca de enzimas torna possivel uma ampla

variedade de estados de oxidacdo para a riboflavina,
uma vez que as energias de ativacdo de diversas
reacdes redox envolvendo a riboflavina sdo signi-
ficativamente reduzidas em sistemas enzimdticos.
Essa versatilidade de estados de oxidacdo permite
monitorar eventos que ocorrem em catdlise
utilizando a riboflavina como um marcador, ji que
suas reacdes sempre sdo caracterizadas por semi-
reacdes que podem ser acompanhadas separa-
damente.

Na maior parte dos casos em que a
riboflavina é reduzida, o processo pode ocorrer de
duas maneiras distintas. A primeira maneira seria
através da transferéncia de dois elétrons por um
substrato (S;) que € entdo desidrogenado, gerando
uma flavina reduzida, a qual pode ser subse-
qlientemente reoxidada, através de desidrogenacio,

por outro substrato (S;), conforme ilustrado no

Esquema 2.
S RF eqH2 S2
SiH, RFox SaHy

Esquema 2. Semi-reagdes da riboflavina oxidada e
reduzida. RF = riboflavina; red = reduzida; ox = oxidada
A segunda maneira € através de trans-
feréncia de um tunico elétron, gerando um interme-
didrio semiquinona. Em alguns casos, o oxigénio
molecular é o substrato fisiologico mas, devido a
reatividade inespecifica do O, com flavinas em ge-

ral, o estudo de algumas reagdes deve ser realizado

. PO 1
em condi¢des anaerdbicas .
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Esquema 3. Reacdes entre riboflavina reduzida e oxigénio. R = cadeia ribitil

O Esquema 3, acima, mostra reacdes
quimicas que podem ocorrer entre riboflavina redu-
zida e oxigé€nio. A reacgdo inicial é uma redugdo de
O, que se da através da transferéncia de um unico
elétron da flavina reduzida (A), gerando um par
radicalar formado pela flavina neutra e anion su-
peréxido (B). O par radicalar gerado pode, entdo,
seguir vdrias rotas alternativas como, por exemplo,
levar a formacdo de uma peroxirriboflavina (D) que

€ um nucledfilo. Este intermediario pode, por sua

vez, ser protonado, gerando um hidroperdxido de
caracteristicas eletrofilicas (E). Além disso, as espé-
cies peroxiconjugadas de riboflavina podem elimi-
nar peréxido de hidrogé€nio e gerar a riboflavina
oxidada (F) ou participar de processos oxidativos
como hidroxilagdes aromdticas ou reacdes de
Baeyer-Villiger que sdo oxidagdes de substratos que
possuem grupamentos cetdnicos e aldeidos para,
respectivamente, ésteres e dcidos carboxilicos. Uma

outra possibilidade € a dissociacdo do par radicalar
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(B) gerando o radical de riboflavina e o radical
superdxido, o qual pode reagir com perdxido para
formar radical hidroxil ou com 6xido nitrico para
formar peroxinitrito. Acredita-se que o radical hi-
droxil seja um dos principais responsaveis por es-
tresse oxidativo e danos teciduais, em grande parte
através da reacdo com lipidios que levam a produ-
cdo de hidroperoxilipidios. Além disso, trabalhos
recentes tém sugerido que o peroxinitrito é um

agente importante no processo de apoptose' .

Riboflavina: Um fotossensibilizador biolégico
eficiente

Como ja haviamos comentado, a ribofla-
vina desempenha um importante papel biolégico
como sensibilizador fotoquimico. Apresenta, como
caracteristica, sensibilidade a radiacdo UV e visi-
vel’*?" sendo que, ao absorver luz, alcanca o estado
triplete excitado que pode tanto interagir com o oxi-
génio molecular gerando oxigénio singlete (chama-
do de mecanismo tipo II) ou agir diretamente sobre
um substrato levando a fotoxidagdo deste e a conse-
qliente geracdo de radicais intermediarios (meca-
nismo tipo I), além de espécies reativas de oxigénio
tais como &anion superdxido, radical hidroxil e
peréxido de hidrogénio®*. Essa capacidade pode
ser ttil ao organismo como no caso de enzimas que
necessitam de luz visivel para o desempenho de su-
as atividades cataliticas, tais como enzimas partici-
pantes do processo de fotossintese e enzimas de
reparo do DNA, DNA liases, cujos grupos prosté-
ticos atuam como substratos para o triplete excitado
de riboflavina®.

A capacidade fotossensibilizadora da ribo-

flavina em sistemas bioldgicos estd relacionada ao

alto potencial redox de sua forma triplete ativada.
Embora o potencial redox da riboflavina seja —0,3V,
em pH 7,0%, sua irradiacdo e ativacdo ao estado
triplete eleva o potencial redox a 1,7V que é bem
maior que o potencial redox de importantes biomo-
léculas como aminoécidos, proteinas, lipidios e
dcidos nucléicos que, desta forma, podem sofrer
fotodegradacio em presenca de riboflavina®,
Desta maneira, apds a excitagdo, a transferéncia de
elétrons dos aminodcidos mencionados para formar
os respectivos radicais e, conseqiientemente, gerar a
riboflavina reduzida acaba sendo termodinamica-
mente favorecida.

A riboflavina irradiada reage com os
aminodécidos triptofano (TrpH), tirosina (TyrOH) e,
em menor extensdo, com fenilalanina (PheH) —
[neste texto, a fim de tornar mais claras as indica-
cdes em reacdes quimicas, utilizaremos uma abre-
viatura para os aminodcidos diferente do padrdo
internacional de trés ou uma letra]. Como resultado
da fotoxidacdo dos aminoédcidos mencionados,
formam-se espécies reativas de oxigénio e outros
fotoprodutos téxicos para as células. Nas proteinas,
residuos de triptofano (TrpH) e tirosina (TyrOH)
apresentam potenciais redox de 1,5V e 0,93V,
respectivamente, que os tornam substratos suscep-
tiveis as reacdes de fotoxidacdo em presenca de

riboflavina irradiada®>**,

Durante essas reagdes,
além da formacédo de fotoprodutos, como menciona-
do, também pode haver formagdo de fotoadutos
entre a flavina excitada e seu substrato, como no
caso da reacdo entre riboflavina e TrpH na qual se
observa o aparecimento de fotoadutos indol-flavina

e indol-indol, entre outros s,
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Esquema 4. Possiveis interacdes importantes para a fotossensibilizac¢@o de triptofano e tirosina pela riboflavina atuando

como fotossensibilizador

O Esquema 4 mostra possiveis reacdes
importantes na fotossensibilizacdo de triptofano e
tirosina pela riboflavina:

A presenca de TrpH e riboflavina tem sido
correlacionada a disfungdes hepaticas produzidas
por nutricio parenteral®® e os fotoprodutos da rea-
cdo tém mostrado exercer efeitos letais em culturas
de células animais®’.

Virios estudos tém revelado que a irra-
diagdo de células tumorais com luz visivel em
presenca de riboflavina induz a morte celular.
Quando células F9 de teratocarcinoma e NSO/2
murinas foram irradiadas em meio de cultura enri-
quecido com TrpH e riboflavina, alteragées morfo-
16gicas similares as descritas para células apopto-
ticas foram observadas. O efeito citotéxico foi atri-
buido a formacgdo de espécies reativas de oxigénio

tais como 4nion superdxido e oxigénio singlete, ge-

rados através de um mecanismo relativamente
complexo (esquema 5), misto dos mecanismos tipo
I e tipo IT "2, Além da producio de ROS, também
constatou-se a formacdo de outros fotoprodutos
citotéxicos originados de reacdes envolvendo o ra-
dical anion de riboflavina e radical cétion indol do
TrpH. Tais fotoprodutos constituem-se, basicamen-
te, de formas agregadas de riboflavina, produtos
inddlicos associadas a flavinas, produtos inddlicos
com peso molecular maior que o do TrpH, bem co-
mo outros produtos da fotodecomposi¢cdo deste a-
minoacido™.

Os efeitos da riboflavina irradiada em
presenca de TrpH também sdo observados em cul-
turas de células ndo irradiadas as quais ndo sofrem
os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigé-
nio transientes formadas durante a irradiacdo do

meio. Tais efeitos sdo atribuidos aos demais fo-
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Esquema 5. Misto de mecanismos tipo I e tipo II em presenca de oxigénio molecular (S representa um composto

alvo da riboflavina irradiada)

toprodutos gerados cujas citotoxicidades sdo ainda
mais evidentes em experimentos realizados em at-
mosfera anaerdbica, em que predomina o meca-
nismo de reacdo tipo I’***. Fotoprodutos derivados
do 4cido 3-indolacético irradiado em presenca de
riboflavina demonstraram causar severos danos em
cultura de células humanas HL60 e células tumorais
murinas NOS/2"". Tais efeitos foram mais acentua-
dos que os anteriormente descritos para os fotopro-
dutos do triptofano, além de aumentarem de acordo
com a elevacdo da concentragio dos fotopro-
dutos®. Com base em estudos de microscopia ele-

tronica e analises de citometria de fluxo demons-

trou-se que tais fotoprodutos induzem morte celular
por mecanismo apoptdtico. Postula-se que o meca-
nismo de ativacdo apoptética esteja relacionado a
atuacdo dos fotoprodutos I3;A-RF como ligantes
sinalizadores de morte agindo na superficie celular.
Tal afirmacdo baseia-se no fato de que uma certa
quantidade de riboflavina adicionada ao meio é
incorporada pela célula, comportamento que, ana-
logamente, também pode ser atribuido aos fotopro-
dutos.

Outro aspecto importante na atuagdo da
riboflavina € sua capacidade de gerar efeitos citoto-

N

xicos mesmo quando ndo exposta a irradiacdo. O
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estado excitado de flavina triplete também pode ser
alcancado em auséncia de luz por um mecanismo
enzimdtico mediado por peroxidases®, o que expli-
ca, a ocorréncia de efeitos citotoxicos promovidos
pela riboflavina ndo irradada®.

Atualmente, a riboflavina e outras subs-
tAncias com capacidade fotossensibilizadora, t€ém
sido alvos de estudos na drea de tratamentos e
prevencao de doencas com emprego de luz. Na drea
oncoldgica, destaca-se o estudo da chamada Terapia
Fotodindmica, uma forma de fotoquimioterapia
onde uma substancia fotossensibilizadora é acumu-
lada em um tecido tumoral especificamente ilumi-
nado e, subseqilentemente, destruido®®. Além disso,
trabalhos recentes tém demonstrado, tanto in vitro
quanto in vivo, a inicia¢do de apoptose induzida por

terapia fotodinamica**?,
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Capitulo 1

Os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) aumentam em células
expostas a varios agentes estressores, incluindo drogas antineoplasicas e, apesar
de a producao de EROs ser geralmente associada com citotoxicidade, os meca-
nismos moleculares envolvendo a sinalizagao celular das EROs ainda sado pouco
entendidos. Evidentemente, a melhor compreensao dos mecanismos que envol-
vem a acao de EROs em células neoplasicas pode ser uma ferramenta importante
no desenvolvimento de novas terapias.

Os dados obtidos neste trabalho contribuem no sentido de auxiliar o enten-
dimento da sinalizagdo induzida pela acdo das EROs, ja que estudos tém eviden-
ciado que o estado redox de células de leucemia humana (HL60) pode influenciar
diretamente a sua fisiologia o que poderia, em ultima analise, acarretar citotoxici-
dade ou diferenciacao celular [156]. Neste trabalho, a sensibilidade das células
HL60 a geracdo de EROs foi confirmada através da medida dos niveis celulares
de glutationa e das préprias espécies reativas de oxigénio, apds tratamento das
células durante 24 horas com tetrahidroxiquinona (THQ).

O aumento nos niveis celulares de glutationa pode ser associado a uma
resposta ao estresse oxidativo gerado pela producdo de EROs, sendo que os
niveis de glutationa aumentaram substancialmente, apds o tratamento com THQ
(Figura 1A). Em contrapartida, a producdo de EROs estimulada pela THQ foi
revertida pela adicdo de glutationa reduzida (GSH) e também de N-acetil-L-cis-
teina ao meio (Figura 1B). Portanto, o tratamento das células HL60 com THQ
representa um sistema experimental apropriado a fim de se estudar as conse-
gléncias da sinalizacdo induzida pelas espécies reativas de oxigénio na transdu-
cao de sinal em células de leucemia humana HL6O.

Tendo em vista esses resultados preliminares, decidiu-se investigar tam-
bém os efeitos da formacado de EROs na familia de proteinas quinases ativadas
por mitdgenos (MAPKs), uma vez que essas enzimas constituem um dos princi-
pais determinantes da fisiologia das células de leucemia humana [157].

Nas células HL60, a cascata das ERKs (p42/p44 MAPKSs) regula positiva-

mente a diferenciacdo celular em mondcitos e também € um instrumento para a
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diferenciacdo dependente de forbol ésteres. Além disso, a inibicAo da JNK esta
relacionada com a diferenciacao de células HL60 dependente de 1,25-di-hidroxi vi-
tamina Ds. Em contrapartida, a ativacdo de JNK esta associada a apoptose [158].

Durante o tratamento com THQ, observou-se uma forte ativacdo de JNK,
enquanto que um pequeno aumento na fosforilacdo de p38-MAPK e também um
pequeno efeito na ativacdo das ERKs foi constatado (Figura 2A). Desta forma,
através dos nossos resultados, podemos perceber que as mudancgas na ativacao
dos diferentes membros da familia das MAPKs ndo sao concordantes com indu-
cao de diferenciacdo, mas sao consistentes com a indugao de apoptose, tendo em
vista relatos na literatura que associam a ativacao da JNK a inducao de apoptose
em células HL60 [158,159].

Apesar da inducao de estresse oxidativo pela THQ, também houve ativacao
de proteinas tirosina fosfatases (PTPs) e também de serina/treonina fosfatases,
incluindo a PP2A. Essa ativacéo inesperada de fosfatases pode estar relacionada
a resposta celular de producao (ou recuperacao) de GSH, haja vista o sitio ativo
das fosfatases apresentar grupamentos -SH essenciais a catalise enzimatica, fato
gue poderia sugerir uma correlacao entre 0 aumento nos niveis de GSH intracelu-
lares e a protecdo desses grupamentos (Figuras 2B e 3B), contribuindo desta for-
ma para a manutencao da atividade fosfatase.

As observacbes de que a producdao de EROs esta ligada a ativacao de
JNK, associadas aos dados que indicam que a caréncia de GSH induz morte
celular, sdo consistentes com os experimentos de viabilidade celular, apds trata-
mento por 24 horas com THQ. Além disso, através das Figuras 3A e 3B, podemos
constatar o comprometimento da fungdo mitocondrial, bem como do metabolismo
celular, através da reducdo do MTT. A confirmacdo de que esses efeitos sado
mediados por alteragdes no estado redox das células foram obtidos nos expe-
rimentos realizados em presenca de glutationa 10 mM que demonstraram rever-
sdo na curva dose-resposta (Figura 3B), sendo que a reducéo na viabilidade celu-
lar € uma consequéncia direta de apoptose. Além disso, a incubagdo com THQ
também ocasionou exposicao de fosfatidilserina, bem como ativagéo de caspase-3
e fragmentacéo de DNA, conforme podemos observar nas Figuras 4A, B e C.
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Os nossos resultados também demonstraram que o tratamento com THQ
leva a liberagé@o de citocromo ¢ mitocondrial (Figura 5), confirmando que as EROs
ativam a via apoptética mitocondrial. Além disso, a fosforilacdo de BAD em Ser112
(que leva a sobrevivéncia celular por inibicado da via mitocondrial) diminuiu simulta-
neamente. Concordando com esses resultados, o tratamento com THQ também
levou a diminuigéo da fosforilagdo da proteina quinase B (PKB), mostrando que a
sinalizacao via EROs também reduz a atividade dessa quinase essencial para a
via de sobrevivéncia celular. A importancia da mitocéndria para a inducédo de
apoptose também foi confirmada através de um acréscimo em BAD, sendo que a
fosforilagcdo do BAD, seguida de sua ubiquitinacdo e protedlise, sdo mediadores
dos efeitos da PKB na via mitocondrial. Os resultados também demonstraram a
inibicdo de duas outras quinases envolvidas em sobrevivéncia celular: a Raf e a
PKC delta, o que reforca as nossas hipoteses de que a THQ apresenta um efeito
direto na via de sobrevivéncia celular (Figura 5). Além disso, a diminuicdo nos
niveis de expressao de NF-xB (p65), assim como o decréscimo nos niveis de lk-B
fosforilado sdo evidéncias adicionais que reforcam a inibicdo da via de sobrevi-
véncia celular induzida pela THQ (Figura 6).

A fim de dar um suporte independente para essa tese, foram feitos outros
experimentos nos quais a atividade da PKB foi aumentada artificialmente através
de transfeccao com GAG-PKB, que se trata de uma forma constitutivamente ativa
da PKB. Como podemos ver na Figura 7, as células transfectadas com PKB torna-
ram-se resistentes a THQ.

As espécies reativas de oxigénio desempenham um papel importante como
mediadores regulatérios em processos de sinalizagdo, especialmente em fagoci-
tose. No entanto, os efeitos da producdo de EROs nas cascatas de transducgéo de
sinal das células HL60 ainda sdo pouco caracterizados. Essa constatacao nos
estimulou a investigar as conseqléncias da geracao de EROs mediada pela THQ
nas células HL60 e, como podemos analisar, os resultados trouxeram importantes

informacdes referentes ao mecanismo de morte celular.
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A producéo de EROs ocorre concomitantemente com a apoptose de células
HL60, através da ativacao da via mitocondrial e coincide também com a reducao
de varias moléculas envolvidas na via de sobrevivéncia celular, incluindo a via de
proteina quinase B. Os experimentos de transfeccdo foram muito relevantes no
sentido de confirmar a hip6tese de que os efeitos citotdéxicos da geracao intra-
celular de EROs sdo mediados pela diminuigcdo da sinalizagdo da via de sobrevi-
véncia celular envolvendo a PKB, seguida de apoptose via mitocondrial.

O aumento na producdao de EROs pela NADPH oxidase em resposta a
ativacao de macréfagos € um mecanismo bem caracterizado. Além disso, estudos
demonstraram que a producdo de EROs sob estimulo imunolégico de células
fagociticas, desconsiderando sua funcdo bactericida, € também mediadora na
inducao de transcricao de genes pro-inflamatérios [160-162]. Entre as respostas a
ativacao de macréfagos esta também a morte celular que é provavelmente reque-
rida para livrar o corpo de células danificadas, através de resposta imune.

Os dados obtidos no presente estudo podem indicar que a apoptose é uma
consequéncia direta da producao de EROs, seguida de uma reducao na sinali-
zacgao de sobrevivéncia e que a ativacao da via mitocondrial &€ também importante
na inducao de apoptose seguida da ativacdo de macréfagos. No entanto, a confir-
magao dessa hipotese necessitaria de experimentos em que a morte celular indu-
zida pela ativacdo de macréfagos fosse investigada na presenca e na auséncia de
glutationa e N-acetil-L-cisteina.

Os mecanismos moleculares através dos quais as EROs participam na
expressao génica inflamatéria sdo pouco elucidados. No presente estudo, obser-
vou-se que as EROS reduziram a atividade aparente de NF-«B, conforme pude-
mos observar através do decréscimo na relagcao entre p65 e I-kB. Como a via do
NF-kB € um potente sinal de sobrevivéncia, sua diminuigdo também & consistente
com a hipotese de redugéo na via de sobrevivéncia induzida pelas EROs sugerida
neste trabalho. No entanto, fica dificil de conciliar essa diminuicdo no NF-kB com o
papel das EROs como mediadores da expressao génica pré-inflamatéria, levando

em conta que o NF-kB & um forte fator de transcricdo pré-inflamatério. E impor-
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tante salientar, porém, que um estudo recente realizado por Blanchette e colabora-
dores [163] indica que a contribuicdo do NF-kB para a expressado génica associ-
ada a ativagdo de macréfagos € minima, portanto, nossos resultados com relacao
ao NF-«xB ndo sdo necessariamente inconsistentes com o papel ja estabelecido
das EROs na inducéo da expressao de genes inflamatérios. Também € importante
mencionar que o acréscimo na atividade de JNK recentemente demonstrou-se
como um mediador importante da expressao génica inflamatéria na doenca de
bowel in vivo [164]. Desta forma, a ativacao de JNK via EROs poderia estar relaci-

onada a inducéo de expressao génica inflamatéria.

Capitulo 2

A determinacdo de alvos moleculares para compostos com propriedades
farmacoldgicas potencialmente importantes €, sem duvida alguma, um dos princi-
pais desafios técnicos da biologia molecular na atualidade.

A violaceina, 3-[1,2-di-hidro-5-(5-hidréxi-1H-indol-3-il)-2-oxo-3H-pirrol-3-ili-
deno]-1,3-dihidro-2H-indol-2-ona, € um pigmento isolado da Chromobacterium
violaceum do rio Amazonas e tem sido estudada devido as suas multiplas ativida-
des biol6gicas tais como potencial efeito citotéxico e inducdo de apoptose em
culturas de células normais [133] e em células da leucemia mielocitica humana
HL60 [134]. Além disso, tem sido relatada a acado efetiva da violaceina contra uma
série de linhagens celulares neoplasicas leucémicas fato que leva a uma promis-
sora perspectiva de aplicagdo clinica desse composto no tratamento do cancer
[139]. Além disso, Ferreira et al. demonstraram recentemente que a violaceina é
um membro de uma nova classe de drogas mediadoras de apoptose via receptor
em células HL60 [150].

O trabalho apresentado neste manuscrito consistiu na andlise do quinoma
de células de leucemia humana HL60 a partir de um arranjo simultaneo de 1176
substratos com sequiéncias de consenso referentes a diferentes quinases, o que
nos permitiu identificar, especificamente, que a via de sinalizacdo das MAPKs
corresponde ao principal alvo da violaceina.
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A andlise multipla de substratos metabdlicos empregada no quinoma € uma
ferramenta promissora no intuito de elucidar, em nivel molecular, o mecanismo de
acao de um determinado farmaco, uma vez que a definicdo de mecanismos mole-
culares através dos quais se da o efeito de determinado composto com proprie-
dades clinicamente interessantes representa uma tarefa extremamente desafia-
dora, principalmente nos casos em que nao se dispde de um conjunto de dados
suficientes para tracar suposi¢des relacionadas as cascatas de sinalizagdo em
nivel molecular.

A andlise paralela em larga escala usando tecnologia de arranjo tem se
consolidado na analise de DNA, por exemplo, como a principal ferramenta anali-
tica no estudo dos genomas e transcriptomas. No entanto, relacionar eventuais
alteracdes na expressao génica a atividade de determinada droga em vias meta-
bélicas especificas ndo é uma tarefa facil. Através do trabalho apresentado neste
capitulo, podemos verificar que a adaptacédo da tecnologia de arranjos a fim de
medir atividade enzimética de forma mudltipla e paralela parece ser uma solucéo
viavel visto que, recentemente, progressos nesse sentido tém sido alcancados
com a preparacao de 'chips' de proteinas com o objetivo de se avaliar as
interagdes entre determinada proteina e seu substrato [165-167], para analisar as
interagdes ligante-receptor e também atividades enzimaticas [168-170].

Diks et al. demonstraram recentemente que a fosforilacdo em 3*P- y-ATP de
um arranjo constituido de 192 peptideos, fixados sobre Iamina de vidro e tratados
com lisados celulares mononucleares de sangue periférico humano, permitiu a
descricao simultdnea da cinética temporal de uma gama consideravel de quina-
ses, apos estimulacao celular com lipopolissacarideos [171]. No entanto, a quanti-
dade de substratos utilizados neste arranjo se mostrou insuficiente para permitir
uma descricdo compreensiva dos efeitos da intervencdo farmacoldgica na trans-
ducao de sinal celular. Neste trabalho com a violaceina, um arranjo com um nume-
ro substancialmente maior de substratos foi montado a fim de obter descri¢cdoes
mais completas do efeito da intervencao farmacol6gica com violaceina no quino-

ma das células HL60. O conjunto de substratos analisado cobre quase que total-
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mente o quinoma de células de mamiferos e, devido as propriedades interes-
santes j& mencionadas da violaceina, decidiu-se aplicar a técnica a fim de avaliar
mais precisamente as potencialidades desse composto.

Como podemos observar pela Figura 1a, que mostra a radioatividade
incorporada em substratos fosforilados por células tratadas com veiculo versus a
radioatividade incorporada em substratos fosforilados pelas células tratadas com
violaceina, a relacédo entre os dois conjuntos demonstra relativa linearidade, o que
significa que a maioria das quinases celulares nao sao diretamente afetadas pelo
tratamento com a violaceina. No entanto, podemos verificar que o substrato que
apresenta a maior radioatividade incorporada corresponde ao peptideo especifico
para a MEK, sendo que os trés proximos peptideos com maior radioatividade
incorporada correspondem a seqléncias de consenso de substratos especificos
das ERKs (p42/p44 MAPK) que, como sabemos, sao justamente os alvos da MEK.

A fosforilagao pelas células tratadas com violaceina de um peptideo espe-
cifico para a c-Raf, que é a quinase "upstream" da MEK, também foi significativa-
mente elevada, sendo a ativacao dessas trés quinases da via Raf-MEK-ERK tam-
bém confirmada através de Western blotting.

A ativacao da cascata das ERKs tem sido associada a diferenciacdo em
células de leucemia e também a interrupg¢ado no ciclo celular [172]. De fato, tanto
diferenciacdo como interrupc¢ao do ciclo celular foram confirmados para as células
HL60 tratadas com a violaceina (dados suplementares). Assim, 0 aumento na taxa
de diferenciagéo celular via ativacao das ERKs pode contribuir para os efeitos anti-
leucémicos demonstrados pela violaceina. Além dessas informacdes, este estudo
nos revelou que o quinoma empregando arranjos metabdlicos € uma ferramenta
bastante promissora para a avaliagao rapida de intervengdes farmacolégicas em
vias especificas de sinalizago.
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7. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos no presente trabalho trazem conclusées bastante
importantes com relacdo a utilizacdo da linhagem de células HL60 como modelo
de estudo para a agao diferenciada de drogas.

Nos estudos com a THQ, a producado de EROs ocorreu concomitantemente
com a apoptose das células HL60 através de via mitocondrial e com reducao na
atividade de varias moléculas anti-apoptoéticas da via de sobrevivéncia celular,
inclusive da proteina quinase B (PKB). A transfeccao das células HL60 com a PKB
levou a diminuicao da citotoxicidade dependente de EROs gerada pela THQ.

A andlise multipla de substratos metabdlicos empregada no quinoma é uma
ferramenta promissora no intuito de elucidar, em nivel molecular, o mecanismo de
acao de um determinado composto e permitiu identificar a via de sinalizagao das
MAPKs como principal alvo da violaceina, um pigmento com propriedades
antitumorais in vitro produzido pela Chromobacterium violaceum do rio Amazonas
que induz diferenciag&o de células HL60 em mondcitos e granulécitos.

Como perspectivas, podemos tracar a possibilidade de testes a fim de
avaliar o efeito da THQ em outras linhagens de leucemia e também testar
combinagdes com outros compostos com potencial quimioterapico. Além disso,
pretendemos elaborar estudos com concentragdes inferiores a 100 uM e tempos
de tratamento superiores a 24 h.

A realizacao de estudos com riboflavina irradiada também € uma das metas
de continuidade dos nossos trabalhos com as células de leucemia mielocitica
humana e também com outras linhagens leucémicas.

Finalmente, tendo em vista os resultados promissores alcancados neste e
em outros trabalhos com o emprego da violaceina como indutor de apoptose e
diferenciacdo de células HL60, a principal perspectiva com relagéo a violaceina é
o planejamento e realizacao de estudos preliminares em modelos in vivo, uma vez
que o encapsulamento da droga em complexos de inclusdo divulgado na literatura
poderia solucionar a limitagdo de biodisponibilidade imposta pela baixa solubili-
dade desse composto em agua.
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