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Resumo

CRUZ, B. F. Avaliagao in vitro do potencial farmacolégico de um inibidor de
telomerase para o tratamento do cancer. 2015. Trabalho de concluséo de curso -

Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

Tratamentos alternativos para 0 cancer possibilitam ndo s6 avancgos
cientificos e terapéuticos na medicina, mas representam também um alivio diante de
uma doenca tdo temida pela humanidade. O presente estudo foi uma andlise de
diferentes linhagens de células tumorais quanto a expressao de telomerase, enzima
responsavel pela manutencdo dos telobmeros, e a partir disso foi observada a
atuacdo do inibidor MST-312, que € um novo composto derivado de
epigalocatequina galato, responsavel por inibir a acdo da telomerase. O método
utilizado foi a categorizacado quanto a expressao de telomerase por meio da técnica
de RT-PCR semi-quantitativa. A avaliacdo da atividade do inibidor foi feito por meio
do tratamento de culturas de células com concentracfes crescentes do mesmo por
80 horas, e posteriormente a avaliagdo da viabilidade celular por meio do teste MTT.
Todos os dados foram submetidos a andlises estatisticas adequadas. Como
resultado a linhagem celular U251 (Glioblastoma) apresentou maior suscetibilidade
ao MST-312, com IC50 igual a 2,03 uM, enquanto a linhagem HEK (Célula de rim
embrionéario imortalizado) obteve IC50 (concentracao inibitoria) igual 7,87 uM e a
linhagem MDA (Cancer de mama) IC50 igual 16,21 pM. Curiosamente, de acordo
com os tempos de duplicacdo encontrados, durante o tratamento a quantidade de
células em culturas duplicaram 2,38; 2,04, e 3,31 vezes para células U251, HEK-293
e MDA-MB-231, respectivamente, o que ndo é suficiente para promover o
encurtamento dos telébmeros. Conclui-se entdo que o MST-312 inviabilizou a
proliferagdo celular por uma via independente da inibicdo da telomerase. Assim,
vemos que o MST-312 possui outras formas de atuacdo sobre a célula, além da ja

vista, inibicdo da telomerase.

Palavras-chave: Inibidor MST-312; Telomerase; teldbmero.



Abstract

CRUZ, B. F. In vitro evaluation of the pharmacological potential of a telomerase
inhibitor for the treatment of cancer. 2015. Graduation Dissertation —Faculty of

Ceilandia, University of Brasilia, Brasilia, 2015.

Alternative treatments for cancer would mean not only scientific and
therapeutic advances in medicine, but a relief to humanity plagued by this disease.
This study analyzed telomerase expression in different tumor cell lines, this enzyme
iIs responsible for the maintenance of telomeres, and tested the actions of the
telomerase inhibitor MST-312, which is a new epigallocatechin gallate derived
compound. Expression of telomerase was confirmed by RT-PCR. Cell viability after
80 hours exposition of increasing concentrations of MST-312 was measured by MTT
assay. The same assay was used to determine doubling time (DT) of each culture.
The IC50 values calculated by nonlinear regression of the data were: 2,03 uM for
U251 cells, 7,87 uM for HEK-293 cells and 16,21 pM for MDA-MB-231 cells.
Interestingly, according to the DTs found, during treatment the amount of cells in
cultures duplicated 2,38; 2,04, and 3,31 times for U251, HEK-293 and MDA-MB-231
respectively, what is not enough to promote shortening of telomeres. In conclusion,
MST-312 exhibits cytotoxic action at high concentration through a mechanism not

associated to telomerase inhibition.

Keywords: MST- 312, Telomerase, Telomera.
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1 Introducéao

1.1 Cancer

7

Neoplasia é “Uma proliferagdo anormal do tecido, que foge parcial ou
totalmente ao controle do organismo e tende a autonomia e a perpetuacdo, com
efeitos agressivos sobre o hospedeiro” (ROBBINS et al., 2012). A mais de 50 anos
atrés foi descoberto que a capacidade proliferativa das células somaticas normais
humanas ¢é finita, contrapondo ao que ocorre com linhagens celulares derivadas de

tumores, as quais possuem potencial ilimitado de crescimento (REDDEL, 2014).

Segundo o ABC do Cancer — abordagens béasicas para o controle do cancer,

do Ministério da Saude, INCA, temos:

“(...) A palavra cancer vem do grego karkinos, que quer dizer caranguejo, e
foi utilizada pela primeira vez por Hipécrates, o pai da medicina, que viveu
entre 460 e 377 a.C. O cancer ndo € uma doenca nova. O fato de ter sido
detectado em mumias egipcias comprova que ele jA comprometia o0 homem
ha mais de 3 mil anos antes de Cristo. Atualmente, cancer é o nome geral
dado a um conjunto de mais de 100 doencas, que tém em comum O
crescimento desordenado de células, que tendem a invadir tecidos e 6rgéos
vizinhos. As células normais que formam os tecidos do corpo humano séo
capazes de se multiplicar por meio de um processo continuo que é natural.
A maioria das células normais cresce, multiplica-se e morre de maneira
ordenada, porém, nem todas as células normais séo iguais: algumas nunca
se dividem, como os neur6nios; outras — as células do tecido epitelial —
dividem-se de forma rpida e continua. Dessa forma, a proliferacao celular
ndo implica necessariamente presenca de malignidade, podendo
simplesmente responder a necessidades especificas do corpo” (INCA,

2012).

O céancer possui causas multifatoriais, (XIU et al., 2015) podendo estas serem
externas ou internas ao organismo, porém, ainda assim inter-relacionadas. Ao que
tange as causas externas estdo: meio ambiente e habitos préprios de um ambiente
social e cultural, dentre as causas internas estdo: mutacdes aleatérias e
predisposicdes genéticas ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressbes externas. Ambos os fatores podem interagir e assim aumentar a
probabilidade de transformacdes malignas nas células normais, porém, a
suscetibilidade a alguma transformacdo maligna pode ser aumentada pelo processo
de envelhecimento que leva a diversas alteracfes nas células. (INCA, 2013). Pode-
se entdo dizer que diversos tipos de canceres podem ser evitados ao se prevenir a

exposicdo a fatores de risco comuns. Assim, ao se proceder com diagndsticos
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precoces uma quantidade significativa de canceres podem ser curados (WHO,
2013).

A caracteristica de malignidade de todo céancer é a sua capacidade de
invasdo e metastase (ROBBINS et al., 2010a). O que torna o cancer potencialmente
agressivo € a juncao das caracteristicas hereditarias das células cancerosas, sendo
a primeira, a capacidade de reproduzirem-se desobedecendo aos limites normais da
divisdo celular (STIVAROU & PATSAVOUDI, 2015), achados histopatol6gicos como
anaplasias (ROBBINS et al., 2010a) e ainda a capacidade de invaséo e colonizacao
de regibes ndo proprias. Assim, o tumor se forma a partir da proliferacdo e
crescimento anormal da célula, podendo originar tumores benignos quando a célula
neoplasica ndo é invasiva e tumores malignos quando adquirem a capacidade de
invadir tecidos adjacentes (STIVAROU & PATSAVOUDI, 2015). Assim os tumores
resultam da acumulacdo de mutacdes e modificacbes em genes ou mecanismos

epigenéticos que levam a proliferacdo desenfreada (FEIJOO et al., 2014).

A capacidade de invasdo das células malignas precede a metastase, as
células malignas se desprendem e séo carregadas pela corrente sanguinea e vasos
linfaticos e formam tumores secundarios em outros lugares do corpo, originando
entdo as metastases, sendo esta a maior causa de 6bito do paciente. Um tumor
primario derivado da divisdo celular de uma unica célula pode sofrer alteracéo
hereditaria, assim ira ocorrer um acumulo dessas alteracdes nos descendentes
dessa célula, produzindo assim células com capacidade de proliferacdo e
crescimento de forma desordenada. Por isso quando um tumor é descoberto, ja ha
ali bilhdes de células (STIVAROU & PATSAVOUDI, 2015).

Segundo ROBBINS e colaboradores, (ROBBINS et al., 2010b) o diagnéstico
do céancer pode ser feito através de acompanhamento clinico e laboratorial,
possuindo sinais e sintomas relacionados a localizagcdo e pressdo sobre as
estruturas adjacentes, atividade funcional alterada (sintese de substancias),
sangramento e infec¢cdes secundarias. H4 ainda tumores que possuem sintomas
constitucionais como anorexia, emagrecimento, astenia e febre, porém,
manifestacbes como as dolorosas, infecciosas e psicoldgicas também sao

comumente encontradas (INCA, 2014). O céancer pode causar ainda uma perda


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stivarou%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patsavoudi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stivarou%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patsavoudi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stivarou%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Patsavoudi%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25629807
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progressiva de gordura e de massa corporal, acompanhada por uma fraqueza
profunda e anemia nos pacientes (DUVAL et al., 2010).

1.2 Estimativas para o cancer

O processo de industrializacdo vem trazendo consequéncias para a saude de
diversos brasileiros, bem como em outros paises em desenvolvimento. O crescente
aumento da exposicdo a agentes considerados agressivos a salude, tem trazido a
instauracdo de doencgas cronico-degenerativas na populagdo. Concomitantemente,
as taxas de morbimortalidade do cancer vém acompanhando esse crescimento
(INCA, 2015a), e mesmo sendo uma doenca muito antiga (DAVID & ZIMMERMAN,
2010), vem sendo tratada como uma epidemia no mundo desenvolvido (CAVALLI,
2009).

O céancer € uma das principais causas de morte em todo o mundo. Estima-se
que 7,6 milhdes de pessoas morreram em 2008 devido a essa doenga, podendo
esse numero duplicar até 2030 (SEKHRI, 2014). Este crescente aumento no nimero
de novos casos de cancer na populacdo, pode acarretar na insuficiéncia de recursos
financeiros diante das necessidades de diagndstico, tratamento e acompanhamento.
Assim, é imprescindivel a prevencéo e o controle do cancer, o qual precisa adquirir o
mesmo foco e a mesma atencdo que a area de servico assistencial, para assim

evitar mortes que poderiam ser evitadas (BRASIL, 2014).

Em 2012 foram divulgados pela OMS informag¢des importantes sobre o
cancer. Entre elas, essa doenca estaria entre as principais causas de morte no
mundo, sendo a responsavel por 8,2 milhdes de mortes ocorridas naquele ano. A
cada ano os canceres de pulméo, figado, estbmago, colorretal e de mama sdo os
gue mais levam a oObitos, sendo que 30% das mortes por cancer sao causadas pelos
cinco principais riscos comportamentais e dietéticos, que sdo: indice de massa
corporal elevado, baixa ingestdo de frutas e legumes, falta de atividade fisica,
tabagismo e uso de alcool. O uso do tabaco é o fator de risco mais importante para o
cancer, causando mais de 20% das mortes por canceres globais e cerca de 70%

das mortes de cancer de pulmdo. Ha ainda, o cancer causado por infec¢es virais,
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como HBV/HCV e HPV que séo responsaveis por até 20% das mortes por cancer
em paises de baixa e média renda. Mais de 60% do total de casos novos anuais do
mundo ocorrem na Africa, Asia, América Central e América do Sul, sendo estas

regides responsaveis por 70% das mortes por cancer no mundo (WHO, 2014).

Segundo informacdes de 2014 (fig.1) do INCA, o céancer de préstata possui
uma estimativa de 68.800 casos novos em homens, sendo que o Unico fator de risco
bem estabelecido é a idade. Nas mulheres o tipo de cancer mais comum € o de
mama, correspondendo a 25% de todo os tipos de cancer registrados (INCA,
2015a).

(@)

Estimativa dos Casos Novos

Localizacdo Primaria da

e b Coni coaes
Prostata 68.800 70,42 17.540 82,93 = = = =
Mama Feminina - - - - 57.120 56,09 19.170 80,67
Colo do Utero = = = = 15.590 15,33 4.530 19,20
Tragueia, Brénguio e Pulmao 16.400 16,79 4.000 18,93 10.930 10,75 3.080 13,06
Célon e Reto 15.070 15,44 4.860 22,91 17.530 17,24 5.650 23,82
Estdmago 12.870 13,19 2,770 13,07 7.520 741 2.010 8,44
Cavidade Oral 11.280 11,54 2.220 10,40 4.010 3,92 1.050 Sk
Laringe 6.870 7,03 1.460 6,99 770 0,75 370 1,26
Bexiga 6.750 6,80 1.910 8,91 2.190 2,15 730 2,97
Eséfago 8.010 8,18 1.460 6,76 2.770 2,70 540 0,00
Ovario = = = = 5.680 5,58 2.270 9,62
Linfoma de Hodgkin 1.300 1,28 410 5,72 880 0,83 420 8,64
Linfoma ndc Hodgkin 4,940 5,04 1.400 6,87 4.850 4,77 1.680 7,06
Glandula Tirecide 1.150 il 470 1,76 8.050 7,91 2.160 9,08
Sistema Nervoso Central 4.960 5,07 1.240 5,81 4.130 4,05 1.370 5,81
Leucemias 5.050 5,20 1.250 5,78 4.320 4,24 1.250 5,13
Corpo do Utero = = = = 5.900 5,79 2.690 11,24
Pele Melanoma 2.960 3,03 950 4,33 2.930 2,85 1.150 4,57
Outras Localizagdes 37.520 38,40 9.070 42,86 35.330 HTE 8.590 36,49
subtotal | 203930 | 20877 | 51100 | 24130 | 190520 | 18713 | 5810 | 2845 |
Pele ndo Melanoma 98.420 100,75 19.650 92,72 83.710 82,24 22.540 95,26

Todas as Neoplasias | 302350 | 309,53 | 70750 | 33408 | 274230 | 26935 | 81250 | 34385 |

(b)

Localizacdo primaria Casos novos % Localizacédo primaria casos noves %
T T T et s3.800 DLy S Mama Feminina s7taz0 208%
. . Homens Mulheres
Tragueia, Brénguic e Pulmdo 16.400 5,4% Célon e Reto 17.530 6,4%
Célon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%
Estémago 12.870 4,3% Tragueia, Brénguic e Pulmdo  10.930 4,0%
Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Esdfago 8.010 2,6% Estémago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% Corpe do Utero 5.900 2,2%
Bexiga 6.750 2,2% Qvario 5.680 2,1%
Leucemias 5.050 1,7% Linfoma ndc Hodgkin 4.850 1,8%
Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

Fig.1: (a): Estimativas para o ano de 2014 de incidéncia por 100 mil habitantes e do nimero de casos
novos de cancer, segundo sexo e localizacdo primaria. (b): Distribuicdo proporcional dos dez tipos de
cancer mais incidentes estimados para 2014 por sexo, exceto pele ndao melanoma. Fonte:
http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/estimativa-24042014.pdf. (Acessado em 8/06/2015 as 22:20h).



http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/estimativa-24042014.pdf
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1.3 Papel dos teldmeros no processo oncologico

Os teldmeros sdo compostos por uma sequéncia especifica de DNA
especialmente rico em guaninas, ndo sendo, portanto genes, uma vez que nao
codificam proteinas. Nos seres humanos a sequéncia telomérica tem um
comprimento que varia entre 10-15 quilo bases e possui sequéncias repetidas de 5’-
TTAGGG-3’, que interagem com proteinas especificas. A extremidade proximal dos
teldbmeros humanos, a mais proxima do centrdmero, também contém variacdes
como, TTGGGG, TGAGGG e TCAGGG que sdo menos comuns no restante, isto €,
a porcao distal do teldmero, que predominantemente contém repeticbes com
substituicbes de bases nas posicdes 1 e 3, tal como GTAGGG e TTCGGG. Os
terminais dos telémeros consistem de 25-200 nucleotideos de cadeia simples de
DNA (BASU et al., 2013; WANG et al., 2015; REDDEL, 2014; SANTAMBROGIO et
al., 2014; FEIJOO et al., 2014).

Tetrahymena thermophila foi o primeiro organismo usado por Elizabeth
Blackburn, renomada biéloga molecular estadunidense, e Joseph Gall, bi6logo
celular americano, para estudarem sobre os telomeros em 1978. Os teldbmeros s&o
estruturas heterocromaticas especializadas de proteinas e DNA repetitivo,
encontradas nas extremidades dos cromossomos eucarioticos. Os trabalhos de
Herman Miuller e Barbara McClintock foram os primeiros a apoiar a existéncia de
uma estrutura de protecdo no final dos cromossomos quando observaram que
cromossomos quebrados foram fundindo-se consigo mesmos, mas nao com
terminais naturais dos cromossomos, observando assim, a funcao de prote¢céo dos
telomeros. Além de conferir essa protecdo de reparacdo do DNA deletério ou
eventos de recombinacdo, os teldbmeros também mantém a estabilidade
cromossOmica (FEIJOO et al., 2014).

As DNA'’s polimerases nao possuem a capacidade de copiar linearmente todo
o cromossomo de uma extremidade a outra, assim a replicagdo acaba por deixar
uma pequena regido na extremidade 3 dos cromossomos e diminuindo
progressivamente as extremidades a cada ciclo de duplicacdo, assim, nas células
somaticas normais, a cada divisao celular, ocorre o encurtamento dos telémeros. O

teldbmero pode ser chamado de “relégio molecular”, pois determina o niumero de
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vezes que uma célula pode se dividir e ainda quando a senescéncia celular deve
acontecer (TOLEDO et al., 2005).

Caso as extremidades do cromossomo se tornem desprotegidas, elas serdo
reconhecidas como quebra de cadeia dupla de DNA. Estes acontecimentos
conduzirdo as células normais a iniciarem um estado de mortalidade (M1). Se este
processo for acompanhado por mutacées em p53 (gene supressor de tumor 53) e /
ou pRb (supressores de tumor retinoblastoma), as células continuardo a dividir e 0s
teldbmeros se tornardo mais curtos. Neste ponto, as células poderdo chegar a uma
fase de mortalidade (M2) e seréo caracterizadas por inUmeras aberragdes, levando
a apoptose. Células raras podem ocasionalmente escapar da crise M2 e se um
mecanismo de manutencdo dos teldmeros é ativado eles continuam a proliferar,
tornando-se imortais (ROMANIUK et al., 2014).

Em 1985, Greider, bidloga molecular estadunidense, e Blackburn
conseguiram fazer a identificacdo de uma atividade enzimética "transferase
terminal”, capaz de estender sequéncias teloméricas. Esta atividade foi associada a
um complexo de proteinas que foi chamado de telomerase. Em 1989, Morin
identificou a atividade da telomerase em células humanas. Em 1994, Shay e Wright
desenvolveram um simples ensaio baseado em PCR (reacdo em cadeia da
polimerase), de repeticdo telomérica, melhorando a capacidade para detectar a
atividade dos teldbmeros nas células humanas. A partir dai, uma série de pesquisas
foram realizadas e em 2009 o Prémio Nobel de fisiologia e medicina foi concedido a
Elizabeth Blackburn, Jack Szostak, biélogo molecular britanico, e Carol Greider por

suas descobertas sobre teldmeros e telomerase (SEKHRI, 2014).

O tempo de vida proliferativa de células normais é limitado em grande parte
pelo comprimento e a integridade dos seus teldmeros. Estes atingem um
comprimento criticamente curto resultando em instabilidade genética e subsequente
apoptose. No entanto, no caso da proliferacdo continua, as células com teldmeros
curtos escapam desse mecanismo de degradacdo dos teldbmeros ignorando o
processo de envelhecimento celular e entrando em um novo ciclo de crescimento,
através da ativacao da telomerase, o que poderia imortalizar as células cancerosas
(CREES et al., 2014; WANG et al., 2015; ELYSIA et al., 2012). Imortalizacdo das

células baseia-se entdo na reativacdo de um mecanismo de manutencdo dos
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teldomeros para restaurar o comprimento dos telomeros, feito por meio da telomerase
(DRASKOVIC I. & LONDONO-VALLEJOA, 2014). A caracteristica mais estabelecida
da imortalizacéo, € que as linhagens celulares possuem capacidade de proliferar em
cultura sem evidéncia de qualquer senescéncia ou de crise (HANAHAN
&WEINBERG, 2011).

A Telomerase é uma ribonucleoproteina constituida de uma subunidade
catalitica com acdo de transcriptase reversa (TERT) e uma subunidade de RNA
molde (TERC) (HU, 2013; SEKARAN et al., 2014).

A transcriptase reversa telomerase é, evolutivamente, uma enzima muito
antiga. Tém sequéncias estruturais homologas a outras tanscriptases reversa, tais
como de retrovirus, retrotransposdes, e etc. Ambos os componentes TERT e TERC
sdo necessarios e suficientes para a reconstituicdo da atividade catalitica da
telomerase em condicdes livres de células. No entanto, para a correta manutencao
do comprimento dos teldmeros in vivo sd0 necessarias proteinas associadas a
telomerases adicionais. Um grande numero de proteinas associadas a telomerase
foi identificado em ciliados, leveduras e vertebrados sendo especificas para as
respectivas espécies ou filos. Ambos o0s componentes da telomerase sao
associados com proteinas especificas. A expressdo de TERT depende fortemente
do tipo de células e tecidos do ambiente. A principal regulacdo da expressdo TERT
ocorre em nivel de producdo de muitos fatores de transcricao diferentes, que pode
ser em parte, tecido especifico (SARETZK, 2014).

O RNA de telomerase humana (hTR) é altamente estruturado com 451
nucleotideos contendo varios dominios funcionais em adicdo a uma sequéncia de
molde utilizadas de cédigo para o DNA telomérico rico em guanina (fig. 2). A
reativacdo da telomerase é necessaria para a proliferacio de células cancerosas. E
ainda observado que a enzima telomerase € ativa em 80-90% de todas as células
cancerosas isoladas de tumores humanos primarios, mas esta ausente em células
vizinhas de tecido saudavel (WANG et al., 2015; SEKARAN et al., 2014).
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Fig.2: Estrutura da telomerase: complexo enzimético terminal transferase ribonucleoprotéico. Fonte:
http://www.spektrum.de/news/verkappt-zur-unsterblichkeit/1009938 (Acessado em 8/06/2015 as
21:56h)

A atividade da telomerase persiste durante as divisbes embrionarias humanas
e é necessaria para o grande numero de divisbes celulares para completar a
embriogénese. No momento do nascimento e em células somaticas diferenciadas, a
expressdo de hTERT é reprimida e a atividade da telomerase € ausente (SEKHRI,
2014).

A telomerase geralmente ndo esta presente em células sométicas normais,
com excecdo das células-tronco da pele, células-tronco hematopoiéticas, células-
tronco embrionérias, células germinativas, linfocitos ativados, glandula intestinal,
queratinécitos e mesotélio peritoneal. Se presente, a atividade da enzima pode ser
detectada em todas as fases do ciclo celular, exceto na fase GO em que a atividade
da enzima é atenuada de uma maneira reversivel, devido a falta de fatores de
crescimento, inibicdo de contato e de inducédo de diferenciacdo (ROMANIUK et al.,
2014).

O aumento do nivel de atividade de telomerase em células cancerosas
também proporciona uma plataforma para diagnosticos. Na maioria das células
cancerosas, o hTERT é regulado, aumentando a atividade da telomerase necessaria
para a proliferacdo continua. Em contraste, a atividade da telomerase é regulada
negativamente em células diploides normais humanas, com a excec¢ao da linha
germinal e das células estaminais, devido principalmente a inibicdo da expresséo de

hTERT durante a diferenciacéo celular (SEKARAN et al., 2014).
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Desde o século XX a oncologia vem avancando e hoje hd um maior
entendimento sobre o cancer, tornando possivel o avan¢co no desenvolvimento de
técnicas para seu tratamento como, cirurgia, radioterapia, quimioterapia, medicina
nuclear, imunoterapia entre outros (GIACOMINI, 2009). Para tanto a busca por
novos alvos terapéuticos torna-se necessaria, uma vez que 0s atuais tratamentos

trazem grandes efeitos adversos ao paciente.

1.4 Telomerase como alvo terapéutico

Tem-se usado frequentemente a teoria de drogas alvo-especificas como
abordagem no tratamento oncoldgico e assim temos visto frequentemente o estudo
de terapias individualizadas com a esperanca de melhorar os resultados e reduzir
efeitos secundarios (LEWIN & SIU, 2015).

O Bortezomib (BrT) é um inibidor de proteassoma com atividades
pleiotrépicas. Um estudo avaliou os efeitos de BrT sobre a atividade da telomerase e
sua regulacdo em Linfoma de células do manto (LCM). Os resultados mostraram que
o BrT possui efeito citotoxico dose-dependente em duas linhagens celulares de LCM
e demonstrou a capacidade do BrT para inibir a atividade da telomerase nessa
linhagem, diminuindo a expressdo de hTERT, de seu mRNA e a fosforilagdo da
subunidade catalitica da hTERT por suas quinases (UZIEL et al., 2014).

Outro caso seria 0 dos analogos de nucleosideos 6-tio-2'desoxiguanosina (6-
tio-dG) que é reconhecido pela telomerase e incorporado dentro de novos telémeros
sintetizados, levando a modificacbes de teldmeros e disfungbes dos mesmos,

porém, apenas em ceélulas que expressam telomerase (MENDER et al., 2015).

Os oligonucleotideos  quimicamente  modificados sdo  pequenos
oligonucleotideos complementares aos RNAs alvo. Um estudo demonstrou o efeito
de oligonucleotideo antisense ligado ao 2-5A contra o hTR sobre a atividade da
telomerase e a viabilidade celular em células de cancer do colo do utero. O
oligonucleotideo degradou eficazmente o hTR, inibiu a atividade da telomerase

associada e diminuiu a viabilidade celular, demonstrando assim a capacidade de



23

induzir apoptose através da diminuicdo da estabilidade do RNA (YATABE et al.,
2002).

Imetelstat de sodio é um 13-mer oligbmero N3'-P5 ‘tiofosforoamidato,
composto pela sequéncia 5-TAGGGTTAGACAA-3 ', complementar com a regiado
molde do componente de RNA da telomerase humana (hTR). Atua como um inibidor
competitivo altamente especifico e potente da telomerase. A presenca de um grupo
palmitoilo 5' torna o Imetelstat solavel em lipidios, permitindo uma absorcao celular
eficiente. O tratamento in vitro de linhagens celulares de tumor com imetelstat
resulta em encurtamento progressivo dos teldmeros, levando a senescéncia celular
ou apoptose. O tratamento in vivo com imetelstat em modelos de xenoenxerto
resulta na inibicAo de tumores, crescimento e metdstases. Imetelstat esta
atualmente em fase Il de desenvolvimento clinico contra o cancer de mama,
carcinoma de pulmao, mieloma mudltiplo, e outros tipos de tumores (UZIEL &
LAHAV, 2014; IMMANUAL et al., 2010).

O presente estudo ira tratar do inibidor MST- 312 (fig. 3) que é um novo
derivado de epigalocatequina galato que € um extrato do cha verde. Ele atua
inibindo a atividade da telomerase de uma maneira dose-dependente. O tratamento
de algumas células com MST-312 mostrou uma disfuncdo do telémero, com o
tratamento continuado houve o encurtamento progressivo dos teléomeros e eventual

reducdo de proliferacéo da célula (WANG et al., 2015).
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Fig.3: Estrutura guimica do MST-312. Fonte:

http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m3949?lang=pt&region=BR. (Acessado em
02/07/2015 as 16:39h).

A chave de todas as questbes relacionadas a telomerase reside na

determinacdo dos tipos de tumores em que ocorre uma correlacdo clinica direta


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/m3949?lang=pt&region=BR

24

entre a atividade da telomerase, o diagndstico e progndstico tumoral, permitindo
assim que sejam utilizadas terapias inibidoras da telomerase como mais um recurso
no combate ao cancer (TOLEDO et al., 2005).

2 Justificativa

No que concerne o0 ambiente cientifico, essa pesquisa possibilitara novos
conhecimentos sore 0 MST-312, sua atuacdo em linhagens celulares sensiveis a
ele, permitindo novos ramos de pesquisa na area oncologia, diante da atual
necessidade de desenvolvimento de novas drogas.

A pesquisa contribuird com informacdes Uteis a manutencdo e evolucdo dos
conhecimentos sobre tratamentos para 0 cancer em um momento no qual essa

doenca vem ganhando maior relevancia.

3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do estudo € a avaliacao in vitro do potencial farmacoldgico do

inibidor de telomerase MST- 312 para o tratamento do cancer.

3.2 Objetivo Especifico

De modo a alcancar o objetivo geral pretendido, foram delineados os

seguintes objetivos especificos para a pesquisa:

a) Caracterizar as linhagens celulares usadas quanto a expressdo de

telomerase.
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b) Determinar a IC50 (concentragdo inibitéria) do inibidor de atividade de
telomerase MST-312 em linhagens celulares telomerase positivas,
identificando as mais susceptiveis ao tratamento.

c) Determinar o tempo de duplicacdo de cada uma das linhagens estudadas.
d) Associar os dados do tempo de duplicagdo com a cito-toxicidade

encontrada.

4 Metodologia

Toda metodologia esta representada no organograma a seguir:

Linhagens celulares

J

Extracdo do RNA

3

Producdo do cDNA

J

RT- PCR

J

Linhagens eleitas

ZEAN

Tempo de duplicacao IC50

Primeiramente, as linhagens de células tumorais foram categorizadas quanto
a expressao relativa do gene da telomerase. A toxicidade do inibidor de telomerase
MST-312 foi avaliada em culturas de células tumorais humanas de diferentes
origens. Os dados coletados foram analisados estatisticamente e interpretados em

conjunto.
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4.1Cultura de células

As linhagens celulares usadas, U251(glioblastoma), MDA-MB-231(cancer de
mama), HEK — 293 (célula de rim embrionario imortalizado), CT- 26 (carcinoma),
HCT (cancer colorretal), SCC3 (carcinoma) e Mewo (melanoma) foram cultivadas em
placas plasticas de 10 cm de didmetro, especificas para esse fim, a 37°C em meios
de cultura adequados suplementados com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB),
penicilina (100 Ul/mL) e estreptomicina (100 pg/mL), em atmosfera umida com 5%
de CO2.

4.2 Caracterizacado da expressao de telomerase

ApOs uma contaminacdo do laboratério, algumas linhagens se perderam.
Com as linhagens que sobraram foi realizada a extracdo do RNA para verificar
pureza e integridade e assim fazer a producédo do cDNA, que € o DNA complementar
ao RNA de interesse e a partir do cDNA realizar a PCR.

A expresséao de telomerase foi averiguada nas células em cultura por meio da
técnica de RT-PCR semi-quantitativa, que é uma reacao da transcriptase reversa
seguida de PCR, o qual a partir do RNA, a enzima transcriptase reversa sintetiza o
cDNA. A técnica foi efetuada como parte da execucdo do projeto geral e os dados
foram dispostos para que apenas linhagens com elevada expressdo da enzima

integrassem o estudo.

A reacao foi realizada com 30 ciclos de 94°C por 30 segundos; 56°C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos. Em 10 uM de volume final da reagcéao tinhamos:
dNTP’s com 50 mM cada, usada como matéria prima para a sintese das fitas filhas,
3 U de Taqg DNA Polimerase, que € a enzima que promove a adicdo das dNTP’s
para a sintese da fita complementar a partir da fita molde, 0,5 mM de primers, sendo
estes pequenas sequéncias de DNA que delimita a sequéncia alvo e 1,5mM de
cloreto de magnésio, usado como cofator e 2uL de amostra. Foi utilizado gel de
agarose 2% para a realizacdo da eletroforese a 200 M.A, 200 V, por 60 minutos e

assim a visualizacdo das bandas, hTERT com 252pb e GAPDH com 450pb.
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4.3Avaliacéo de atividade citotoxica do inibidor em células tumorais que

expressam telomerase

A toxicidade do inibidor de telomerase MST-312 nas células de cada linhagem
tumoral foi avaliada a partir do tratamento das culturas com concentracdes
crescentes da droga e posterior medida de viabilidade por meio do classico teste do
MTT. Pegou-se uma placa de 96 pocos e foi colocado a linhagem e todos 0s pocos
e deixou por um dia de cultivo, logo ap6s foi colocado o0 MST-312 deixando por 80
horas, depois foi colocado o MTT, deixado por aproximadamente 1 hora e feito a
leitura no espectrofotébmetro. Os dados foram submetidos as anélises estatisticas do
programa GraphPad, Prism 5, incluindo célculo de minima concentragdo toxica
(MCT) e IC50 por regressao nao linear.

4.4 Tempo de duplicacéo

O tempo de duplicacdo foi calculado através da analise de viabilidade celular
em culturas de baixa confluéncia a cada certo periodo de tempo por 5 dias,
resultando em 9 leituras. Para isso, as células foram plagueadas em placa de 96
pocos, a qual em cada poco foi acrescido as linhagens celulares juntamente com o
meio de cultura, a uma densidade que impeca o contato célula-célula, a medida da
viabilidade foi iniciada 24 horas apds o plagueamento e repetida em grupos de 8
pocos a cada novo periodo de tempo através do teste de MTT. Os resultados foram
expressos como absorbancia relativa e uma curva foi construida para céalculo da
taxa de crescimento na fase log (tempo de duplicacdo). Para o teste, o0 meio de
cultura foi trocado e o MTT, dissolvido em tampé&o fosfato, adicionado em cada pocgo
(2 mg/mL). ApGs duas horas de incubacéo, as células foram lisadas pela adicdo de
100 pL de duodecil sulfato de sodio a 20% (p/v) em dimetilformamida a 50% (v/v).
Para quantificacdo da viabilidade, a placa foi submetida a espectrofotometria e a
absorbancia medida em um comprimento de onda de 630 nm, usando um leitor de
microplacas. Um poc¢o contendo meio de cultura e MTT, sem células, funcionou

como branco, e o valor de absorbancia deste foi descontado de todos os outros.
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4 5Andlise estatistica

Todos os dados receberam tratamento do soft GrandPad, sendo expressos
como média e erro médio padrdo, ou mediana e percentil, de acordo com a
distribuicdo, observando a simetria dos dados, estes foram analisados por testes
paramétricos quando a distribuicdo foi normal, ou ndo paramétricos quando a
distribuicdo n&o foi normal, admitindo o valores >1 ou <-1 como valores extremos
aceitdveis como normais. Os testes escolhidos foram descritos na apresentacdo dos
resultados e os valores de P (probabilidade daquele evento ter sido por acaso)
adotados como estatisticamente significantes nas analises sendo aqueles inferiores
a 0,05.

Logo ap@s foi calculado o IC50 da droga, colocando primeiramente os dados
em escala para ver quanto a viabilidade foi diminuindo & medida que se aumentou a
concentracdo do MST-312. Depois foi colocado em log da concentracédo para melhor
analisar a distribuicdo dos resultados. Assim, foi encontrada a funcdo logaritmica
capaz de descrever melhor os dados. Para achar a equacao que mais se adequou
foi usada regressdo nao linear. A escolha foi dada por meio da analise do R? (Razéo
dos quadrados das distancias dos pontos para a linha), quanto mais préximo o valor
foi de 1, melhor a equacédo representou os dados e assim, foi achado o valor do
IC50.

Para o calculo do tempo de duplicacdo foi construido um gréafico de
viabilidade por tempo e também por regressdo nao linear. A equacdo gerada foi

exponencial.

5 Resultados

5.1Caracterizacéo da expressao de telomerase

As linhagens celulares de U251, MDA-MB-231 e HEK-293 foram submetidas
a RT-PCR para verificacdo da expressdo de telomerase. Os trés foram telomerase

positiva, aparentemente ha diferencas nos niveis de expressao (figura 3).
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Fig. 4: Expressado de telomerase nas linhagens MDA-MB-231, U251 e HEK-293: A presenca das

bandas indica presenca de telomerase.

5.2 Avaliacdo de atividade citotoxica do inibidor em células tumorais

que expressam telomerase

O ensaio MTT foi utilizado para analisar o efeito da droga sobre a proliferacéao
de células, sendo depois analisadas estatisticamente. A partir da andlise dos valores

significativos de viabilidade (P<0,05) de cada concentracéo, temos:

Linhagem Concentragdes
MDA-MB-231 25uM - 50uM
HEK-293 12,5uM - 25puM - 50uM
U251 12,5u4M - 25uM - 50uM

Quadro 1: Concentra¢des de MST-312 que obtiverem valor de P menor que 0,05 para cada linhagem,
com diferenca significativa entre a viabilidade nas concentracdes e controle.

O DMSO nao teve efeito sobre a viabilidade celular quando comparado ao
grupo controle em qualquer das linhagens, a aparente diferenca nos trés casos néao

foi estatisticamente significativa.
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Os resultados de MTT do tratamento das células com MST-312 estdo
apresentados a seguir (fig. 5):
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Fig. 5: (a) Atividade dose-dependente do MST-312 sobre as células de U251 tratadas por 80 horas.
Os dados estdo em percentual em relacdo ao controle, e as barras mostram as medianas dos
grupos. Utilizando o Teste t para comparar as duas primeiras colunas, que sao os controles, temos
valor de P igual a 0,0931, ndo sendo um valor significativo (P<0,05). Para comparacdo entre a
coluna B, controle, com as demais colunas, foi usado o teste Kruskal-Wallis, teste ndo paramétrico,
pois os dados ndo possuem distribuicdo normal nas colunas A, B, |, J e L, com pds-teste de Dunn’s.
* Concentracdes que apresentaram valores significativos com P < 0,05. (b) Regressdo nao linear
entre concentracao e resposta sobre as células U251. Gréfico em funcgéo logaritmica, concentragao
em log em relacao a viabilidade celular. A viabilidade diminui a cada unidade de concentragdo que
se aumenta. O valor de R? foi igual a 0,9836, sendo bem representativa dos dados (1>R2>0,95) e
com IC50 igual a 2,03 micromolar.

Nos gréficos fica evidente a reducéo da viabilidade, sendo esta entdo dose-
dependente.
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Fig. 6: (a) Atividade dose-dependente do MST-312 sobre as células HEK-293 tratadas por 80 horas.
Os dados estédo em percentual em relacdo ao controle, e as barras mostram as medianas dos grupos.
Utilizando o Teste T para comparar as duas primeiras colunas, que sédo os controles, temos valor de
P igual a 0,1206, ndo sendo um valor significativo (P<0,05). Para comparacgéo entre a coluna B,
controle, com as demais colunas, foi usado o teste Kruskal-Wallis, teste ndo paramétrico, pois 0s
dados ndo possuem distribuicdo normal nas colunas A, B, I, J e L, com pos-teste de Dunn’s. *
Concentracdes que apresentaram valores significativos com P<0,05. (b) Regresséo néo linear entre
concentracao e resposta sobre as células HEK-293. Grafico em funcao logaritmica, concentracdo em
log em relagdo a viabilidade celular. A viabilidade diminui a cada unidade de concentragdo que se
aumenta. O valor de R” foi igual a 0,9836, sendo bem representativa dos dados (1>R*>0,95) e com
IC50 igual a 7,87 micromolar.

O efeito produzido do MST-312 nas linhagens estudadas tiveram variagbes
entre si quanto ao seu potencial em reduzir a viabilidade. Sabe-se entdo que para a
linhagem HEK, 7,87 uM é a concentracdo que mata 50% das células, para MDA é
16,21 uM e U251 é 2,03 uM. Vemos que o U251 foi mais susceptivel ao efeito do

MST-312 por possuir um IC50 menor em relagéo aos outros.
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Fig. 7: (a) Atividade dose-dependente do MST-312 sobre as células de MDA-MB-231 tratadas por 80
horas. Os dados estdo em percentual em relacdo ao controle, e as barras mostram as medianas dos
grupos. Utilizando o Teste T para comparar as duas primeiras colunas, que sdo 0s controles, temos
valor de P igual a 0,3357, ndo sendo um valor significativo (P<0,05). Para comparacao entre a coluna
B, controle, com as demais colunas, foi usado o teste Kruskal-Wallis, teste ndo paramétrico, pois os
dados ndo possuem distribuicdo normal nas colunas C e K, com pos-teste de Dunn’s. *
Concentragfes que apresentaram valores significativos com P < 0,05. (b) Regresséo néo linear entre
concentracdo e resposta sobre as células de MDA-MB-231. Grafico em fungéo logaritmica,
concentracdo em log em relagdo a viabilidade celular. A viabilidade diminui a cada unidade de
concentracdo que se aumenta. O valor de R?foi igual a 0,9792, sendo bem representativa dos dados
(1>R?>0,95) e com IC50 igual a 16,21 micromolar.

Os valores do MCT (menor concentracdo toxica) e IC50 de cada linhagem
estao expressos a seguir:

Linhagem MCT IC50
MDA-MB-231 25uM 16,21
HEK-293 12,5uM 7,87
U251 12,5uM 2,03

Quadro 2: Menor concentracdo toxica (MCT) dentre as testadas que apresentou diferenca
significativa para o controle e IC50 de cada linhagem.
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5.3Tempo de Duplicacao

Abaixo estdo representados os graficos do tempo de duplicacdo das

linhagens, ou seja, o tempo que cada cultura leva para dobrar de tamanho.
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Fig 8: Regressdo nao linear do tempo de duplicacdo da linhagem U251. Gréfico de viabilidade por
tempo (min). O valor de R?foi igual a 0, 9405 (1>R*>0,95).
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Fig. 9: Regresséo néo linear do tempo de duplicagdo da linhagem HEK-293. Grafico de viabilidade
por tempo (min). O valor de R?foi igual a 0, 8851 (1>R2>0,95).
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Fig.9: Regressdo nédo linear do tempo de duplicagdo da linhagem MDA-MB-231. Grafico de
viabilidade por tempo (min). O valor de R?foi igual a 0, 9578 ().

Os resultados do tempo de duplicacdo estdo expressos a seguir:

Linhagem R? Tempo de Duplicacéo Tempo de duplicacao
(min) (horas)
MDA-MB-231 | 0,9578 1446 24 horas e 6 min
HEK-293 0,8851 2346 39 horas e 6 min
U251 0,9405 2016 33 horas e 36 min

Quadro 3: Tomando R® entre 1>R“>0,95, a partir da regressdo exponencial. Tempo de duplicacdo

expressos em minutos e em horas.

6 Discussoes

Ao analisarmos as figuras 5(a), 6(a) e 7(a), vemos que de acordo com as
variagdes das concentracdes de MST-312, temos a toxicidade sendo aumentada ou
diminuida. Observamos que houve toxicidade para a célula tumoral nas
concentracbes de 12,5; 25 e 50uM para HEK e U251, e nas de 25 e 50 pM para
MDA. Sendo a menor concentracdo toxica de HEK e U251 12,5uM e para MDA

25uM, mostrando maior suscetibilidade para HEK e U251 em relacdo ao MDA.

Segundo o trabalho de Ren e colaboradores, 2010, o tratamento da linhagem

celular U251 com inibidor MicroRNA — 21 em combinag&o com taxol obteve um IC50
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igual a 60 pM, em um periodo de tempo de 72 horas. O MST-312 teve maior
potencial toxico para a célula tumoral, uma vez que precisou de apenas 2,03 uM do
inibidor para inibir a viabilidade celular em 50% das células, em 80 horas. Apesar da
diferenca de tempo de 80 pra 72 horas, ndo foi uma diferenca grande suficiente que
justifique a diferenca de 2,03uM para 60uM. Além disso, a vantagem do MST-312
esta no fato de se tratar de uma molécula pequena enquanto o MicroRNA-21 é um
oligonucleotidio, uma molécula grande, possuindo complicada aplicacédo clinica e

assim dificil absorcao e estudo farmacotécnico adequado.

Outra comparacéo que pode ser feita € com o composto isotiocianato fenetil
derivado de glucosinolato. Resultados mostram que o tratamento de células MDA-
MB-231 com concentracdes variaveis desse composto durante 24 horas, reduziu a
sobrevivéncia das células com um IC50 de 8 pM. Assim vemos que 0 composto agiu
de modo mais eficaz que o MST-312 nas células de MDA, uma vez que em um
periodo de tempo menor, de apenas 24 horas, ele necessitou de uma concentracao
de 8 uM para inibir a viabilidade celular em 50% das células, enquanto o MST-312
necessitou de 18, 61 uM, em 80 horas, para o0 mesmo fim. Entdo tanto a diferenca
de concentracdo, quanto a diferenca de tempo justificam a maior potencialidade do
composto em relacdo ao MST-312 nas células de MDA (GUPTA & SRIVASTAVA,
2012).

Com HEK-293 ha um estudo sobre o etoposideo mostrando um IC50 de
0,6puM nas células ap6s 72 horas de exposi¢cdo. Com o MST-312, o HEK teve um
IC50 de 7,87 uM, sendo maior que a encontrada para o etoposideo, porém em 80
horas. Assim temos 0 etoposideo possuindo maior potencial toxico que o MST-312
para a célula HEK-293 (PONDER et al., 2011).

Vemos assim a possibilidade do MST-312 como terapia adjuvante, uma vez
gue possa possuir mecanismo de acéao diferenciado de outros quimioterapicos, dado
gue a associacado de drogas pode levar a reducdo da concentracdo delas e assim

reduzir o efeito adverso.

Pode ser observado ainda que mesmo o MST-312 sendo menos potente que
outras drogas nas linhagens estudadas, é importante ter um arsenal de

guimioterapicos porque necessariamente alguns tumores irdo adquirir resisténcia
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uma vez que este fendmeno € muito comum no tratamento quimioterapico do cancer
(PONDER et al., 2011).

Analisando o tempo de duplicagéo, vemos que para HEK a cada 39 horas e 6
minutos a cultura dobra de tamanho, para MDA-MB-231 a cada 24 horas e 6 minutos
e para o U251 a cada 33 horas e 36 minutos. A droga foi toxica em um intervalo de
tempo de 80 horas, sabemos entdo que ocorreram 2,04 duplicacdes (2 ciclos) para
HEK, 3,31 duplicacdes (3 ciclos) para MDA e 2,38 duplicagbes(2 ciclos) para U251
neste intervalo. Sabendo que dependendo da célula ela leva de 30 a 60 ciclos para
encurtar o teldmero, e que se observa que nao ocorre crise telomérica com ciclos
abaixo de 10, vemos que ndo houve tempo suficiente para o0 encurtamento,
concluindo que o efeito toxico do MST-312 néo foi por inibicdo da telomerase, pois

nao houve tempo para a célula entrar em crise.

Assim, podemos analisar a¢gdes do MST-312, como o mostrado no trabalho
de Wang e colaboradores (WANG et al., 2015) o qual a administracdo de curta
duracdo do MST-312 levou a um efeito agudo, com danos no DNA e reducéo da
viabilidade celular. Também neste projeto, as células foram tratadas em um curto
periodo de tempo pelo MST-312 levando a uma acao citotoxica para MDA-MB- 231,
HEK-293 e U251.

Como visto, os quimioterapicos sdo drogas utilizadas para o tratamento das
neoplasias. Seus mecanismos de acdo sao classificados em ciclo-inespecificos, que
sdo aqueles que atuam nas células que estdo ou ndo no ciclo proliferativo, como,
por exemplo, a mostarda nitrogenada. Podem ser ciclo-especificos, sendo aqueles
gue atuam somente nas ceélulas que se encontram em proliferagdo, como o caso da
ciclofosfamida e ainda fase-especificos, aqueles que atuam em determinadas fases
do ciclo celular, como o metotrexato (fase S), o etoposideo (fase G2) e a vincristina
(fase M) (INCA, 2015b).

Analisando estes dados, pode-se sugerir outro mecanismo de acdo do MST-
312, em que ele atuaria em alguma fase do ciclo celular conforme ocorre com o0s
quimioterapicos, uma vez que a cada unidade acrescida na concentracdo do MST-

312 levou a uma diminuicéo da viabilidade da célula.
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Um estudo teve como objetivo investigar os efeitos do MST-312 em células de
leucemia promielocitica aguda (LPA). Os resultados mostraram que o MST-312
exerceu um efeito citotoxico de curto prazo dependente da dose sobre as células
LPA, com parada G2 / M do ciclo celular. Além disso, MST-312 induziu a apoptose
de células mediado por caspases. O ensaio revelou a uma reducgéo significativa na
atividade de telomerase de células LPA apds a exposicdo em curto prazo de MST-
312. A inibicdo da telomerase, induzida por MST-312, foi acoplado com a supressao
da atividade de NF-kB pela inibicdo da fosforilagdo IkBa, sua degradacdo e
diminuigdo da atividade de ligacdo do DNA. E importante dizer que o MST-312 néo
apresentou qualquer efeito apoptético em células normais humanas mononucleares

de sangue periférico (Fatemi et al., 2015).

Em outro estudo foi avaliado os efeitos do MST-312 sobre a dindmica dos
telomeros, expressao génica e danos no DNA em células de cancer de mama. Os
resultados mostraram que o MST-312 diminuiu a atividade da telomerase, e induziu
a disfuncéo telomérica e a parada do crescimento das células de cancer de mama.
Nas células MDA-MB-231 tratadas com MST-312, a proteina TRF2 telémero-
protetora foi regulada negativamente. MST-312 induziu danos ao DNA em
teldomeros, acompanhados da reducdo da expressao de genes relacionados com a

reparacao do DNA (Gurung et al., 2015).

Teorias classicas mostram a hip6tese de que a parada do ciclo celular € um
mecanismo de autoprotecado, para permitir tempo suficiente para reparar o dano ao
DNA. Se as células sao eficientemente reparadas, eles vao reentrar no ciclo celular.
Uma vez que o dano ao DNA é demasiado grave para ser reparado, as células

acabardo por morrer, 0 que poderia entéo ter acontecido sob a acdo do MST-312.

Estes artigos mostram o potencial do MST-312 como inibidor da enzima
telomerase. Porém, ndo existem muitos dados na literatura a cerca do mecanismo
de acdo do MST-312 na reducéo de viabilidade celular, independente da telomerase,
conforme os dados encontrados neste trabalho. Porém, como ja observado em
outros trabalhos citados, foi visto redugao da viabilidade mesmo em tratamentos em

curto prazo.
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Vemos assim, o efeito que o MST-312 tem sobre as linhagens celulares,
podendo atuar de diferentes maneiras, mostrando que seu mecanismo de agao

precisa ainda ser elucidado.

Além disso, o MST-312 pode ser usado como ferramenta experimental para
inducao de aquisicao do fenoétipo AAT (alongamento alternativo de telémero). O AAT
€ provavelmente mediado por mecanismos de numerosas proteinas envolvidas na
funcdo do telémero, recombinacdo homodloga, reparacado de danos e replicacdo do
DNA. Portanto, todas as células cancerosas exibem tempo de vida indefinido, seja
por mecanismos que envolvem a telomerase ou por meio do alongamento alternativo
de telébmero. Sabe-se que ele mantém a estrutura telomérica por mecanismos
independentes da telomerase (HWANG et al., 2014). Poder-se-ia criar linhagens
tumorais AAT+, a partir de linhagens telomerase +, inibindo a telomerase, iria induzir

a célula a forcar o alongamento alternativo de teldmero para sobreviver.

A telomerase é basicamente indetectavel nas células somaticas, sendo assim,
expressa na grande maioria dos canceres, de 85% a 90%, no restante, 10% a 15%

dos tumores humanos a manutencdo dos telomeros é regida pelo AAT. Como
resultado, sdo resistentes a compostos inibidores de telomerase (UZIEL et al., 2014).

Devido a esta caracteristica comum de todos os céanceres, teldmeros e
proteinas associadas a teldmeros estdo se tornando alvos atraentes para terapias
oncoldgicas (HWANG et al., 2014).

7 Conclusodes

No nosso estudo observamos que houve presenca de telomerase nas trés
linhagens estudadas e que o MST-312 atuou de forma dose-dependente, sendo que
seu mecanismo de acao sobre as linhagens MDA-MB-231, HEK-293 e U251 néo foi
por inibicdo da telomerase, uma vez que nao houve ciclos suficientes que
caracterizassem o encurtamento dos teldmeros. Como resultado, o U251 apresentou
maior suscetibilidade com o MST-312, com IC50 igual a 2,03 pM, enquanto HEK
obteve IC50 igual 7,87 uM e MDA 1C50 igual 16,21 uM.
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Diversos estudos mostraram a atuagcédo do MST-312 com foco no processo de
inibicdo da telomerase. Assim, este estudo lancou novas rotas de pesquisa, vendo a
acdo do MST-312 de modo independente da telomerase. Vemos assim, que

diversas sugestdes podem ser dadas na tentativa de elucidar a sua atuacao.

E importante ainda notar a ferramenta que o MST-312 pode se tornar diante
das realidades do cancer, uma vez que pode ser usado como terapia adjuvante, e
ainda como instrumento na investigacdo de novos compostos e terapias
oncolégicas. Concomitante a isso, podera ser usado dentro de pesquisas que

possuem o alongamento alternativo de telémero como alvo.
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