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Bases moleculares e efeitos de retindides em células tumorais

Silvia Lima Costa !

Resumo

Os retindides sao um grupo de substincias reguladoras do crescimento que incluem o dcido #7ans-retindico ((RA), um
derivado metabdlico natural da vitamina A (retinol), o seu isdbmero 9-cis (cAR) e uma série de derivados naturais ou
sintéticos. O tAR exerce efeitos importantes durante o desenvolvimento embriondrio de vertebrados e na vida adulta, e
desempenham papéis importantes na modulagio do crescimento de células normais e tumorais, através da regulagio da
diferenciagdo ou apoptose. As atividades bioldgicas dos tAR e o cAR sao mediadas através da ligagao e ativagdo receptores
nucleares especificos (RAR4,4,3) e receptores X de retinéides (RXR4,4,3). Esses receptores sao produtos de genes distintos,
pertencem a superfamilia de receptores nucleares de horménios esteréides e atuam como reguladores de transcrigao
dependente do ligante. Essas moléculas sdo objeto de vdrios estudos cientificos e clinicos que estao baseados tanto em
suas propriedades quimicas quanto em seu potencial em induzir apoptose ¢ (ou) diferenciagio celular, constituindo,
assim, uma alternativa em potencial para o tratamento de diversas formas de cAncer. Os avangos no conhecimento sobre
aativacio dos RARs e RXRs deu origem uma nova geragio de retindides sintéticos, os quais tém demonstrado igualmente
uma ago efetiva contra células cancerigenas de diferentes origens, seja inibindo o crescimento, seja induzindo apoptoses
ou diferencia¢io celular.
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INTRODUCAO

No dominio do tratamento de cinceres,
os estudos desenvolvidos nas tltimas trés déca-
das estiveram concentrados principalmente so-
bre o desenvolvimento de substancias citotdxicas.
No entanto, ainda que tenha havido algum pro-
gresso na quimioterapia de alguns tipos de cin-
cer, o prognéstico de pacientes portadores de
tumores invasivos e metastdsicos ainda perma-
nece reservado.

Os avangos mais recentes na compreen-
sao da biologia do cincer revelam que as células
cancerigenas apresentam vdrios niveis de dife-
renciagdo e que existe, freqiientemente, uma re-
lagao inversa entre o grau de diferenciacao des-
sas células e o potencial de agressividade do tu-
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mor (WARREL JR et al., 1997). Acontece que
a utilizagao de certos agentes capazes de induzir
diferenciagao permitiu observar a associagao da
maturagao morfoldgica de algumas células e uma
redugdo de sua capacidade proliferativa. Como
conseqiiéncia, essas substdncias podem inverter
ou suprimir as lesdes na vizinhanga de tumores
e também impedir sua progressaio (SPORN et
al., 1976; LIPPMAN; BENNER; HONG,
1994; MOON; MEHTA; RAO et al., 1994;
LOTAN, 1996). Assim, os agentes capazes de
induzir diferenciagio constituem uma alterna-
tiva potencial aos tratamentos convencionais que
utilizam compostos citotéxicos. Os retindides
sao um grupo de substincias reguladoras do
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crescimento, que incluem o 4cido rans-retindico
(tRA) e uma série de derivados naturais sintéti-
cos. Essas moléculas sao objeto de vidrios estu-
dos cientificos e de protocolos experimentais
clinicos, que estao baseados tanto em suas pro-
priedades quimicas quanto em seu potencial em
induzir apoptose e (ou) diferencia¢ao celular
(SPORN; ROBERTS; DEWITT, 1994;
LOTAN, 1996; ALTUCI; GRONEMEYER,
2001; COSTA et al., 2001). Nesta revisao, abor-
daremos as informagoes reunidas acerca dos es-
tudos mais recentes sobre a genética dos recep-
tores dos retindides, seu metabolismo e meca-
nismos de sinalizagio, sobre os efeitos de
retindides naturais e sintéticos em células
tumorais de diferentes origens, e sobre a fungao
dos receptores nucleares e suas relagdes com os
diferentes efeitos dos retindides e aplicagbes para
tratamento de diferentes formas de cincer.

GENETICA, METABOLISMO E MECA-
NISMO DE ACAO DE RETINOIDES

Os retindides naturais sio uma classe de
compostos que incluem o retinol ou vitamina
A, o 4cido tranms-retindico (tAR) e seu isémero
dcido 9-cis-retindico (9cAR) (FIGURA 1), bem
como uma série de derivados que desempenham
um importante papel sobre o crescimento, a
proliferagdo e a diferenciacao celular (DE LUCA,
1991; SPORN; ROBERTS; DEWITT, 1994).
Essa diversidade de agoes dos retindides, a
regulagdo do crescimento celular e a diferencia-
¢ao de células normais, pré-malignas e malig-
nas, parecem ser o resultado de seus efeitos so-
bre a expressao génica, que estd correlacionada
com a complexidade de seus efeitos em diferen-
tes niveis na transdugio de sinal intracelular. A
existéncia de vdrias isoformas do 4cido retindico,
cuja sintese pode ser modulada de forma espe-
cifica segundo o tipo de célula, representa o pri-
meiro nivel dessa complexidade de agao
(NAPOLI, 1996).

No plasma, o retinol e o dcido trans-
retindico (tAR) estao associados, respectivamen-
te, as proteinas de ligacao (RBP-retinol binding
proteins) e 2 albumina, que desempenham uma
fungio de transporte. Devido as suas proprie-
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Figura 1 — Estrutura quimica de retindides de ocorréncia
natural

dades hidréfobas, os retindides aparentemente
entram nas células por simples difusio. O me-
tabolismo celular dessas moléculas depende de
proteinas de ligagao aos retindides, bem como
de enzimas citossdlicas e microssomais, respon-
sdveis pela transformaciao dos diferentes
retindides e pela sintese do AR. Seis enzimas
estao implicadas no metabolismo dos retindides:
a lectina retinol aciltransferase (LRAT), a retinil
éster hidrolase (REH), as retinol desidrogenases
(cRoDH e
mRoDH), a retinal desidrogenase e os
citocromos P450. (BLOMHOFE 1994;
NAPOLI, 1996).

O segundo nivel de complexidade na
transdu¢ao de sinal dos retinéides implica as
proteinas de ligagao. Existem dois tipos de pro-
teinas de ligacdo ao tAR dentro da maioria das
células: as proteinas celulares de ligagao do dci-
do retindico 1 e II (CRABP-cellular retinoid acid
binding proteins), que sao proteinas pequenas de
alta afinidade pelo tAR (GIGUERE, 1994;
BLANER; OLSON, 1994). Essas proteinas
apresentam um perfil de expressio especifico e
sao altamente conservadas nos vertebrados, apre-
sentando uma grande homologia na composi-
¢ao e seqiiéncia de aminodcidos (SPORN;

citossélicas e microssomais
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ROBERTS; DEWITT, 1994; GIGUERE,
1994). Embora a importincia dessas proteinas
seja ainda mal definida, alguns estudos suge-
rem que elas estariam implicadas no transporte
do tAR para o ntcleo (BOYLAN; GUDAS,
1991), enquanto outros estudos sugerem que
elas poderiam facilitar o metabolismo do tAR
em derivados mais polares e, desse modo, regu-
lar a concentragdo intracelular de tAR disponi-
vel para os receptores nucleares (FIORELLA;
NAPOLI, 1991; BLANER; OLSON, 1994;
NG et al., 1995).

A atividade bioldgica dos retindides estd
ligada a sua interagao com receptores nucleares
especificos, e estudos genéticos mostram que a
mais importante fonte de diversidade na
transdugao de sinal dos retindides ¢ a existéncia
de dois tipos de receptores dos retindides: os
receptores do 4cido retindico (RAR-retinoid acid
receptors) e os receptores de retindides x (RXR-
retinoid x receptors). Esses receptores jd foram bem
caracterizados nas células humanas. Eles per-
tencem a superfamilia dos receptores dos
esterdides, dos hormonios tireoidianos e da vi-
tamina D, e apresentam trés isotipos a, b e g,
cada um com diferentes isoformas. Esses isotipos
sao produtos de genes diferentes, e cada um
apresenta um perfil de expressio espago-tem-
poral diferente durante o desenvolvimento em-
briondrio, que varia em fun¢io do tipo celular
(MANGELSDORF; UMESONO; EVANS,
1994; CHAMBON, 1996; BASTTIEN;
ROCHETTE-EGLY, 2004 ).

Os genes que codificam para os diferen-
tes isotipos e isoformas dos receptores dos
retindides apresentam diferentes localizagbes
cromossdmicas, e as seqiiéncias génicas dos RARs
s30 mais proximas nas diferentes espécies de ver-

Genes Principais isoformas Localisagoes Ligantes
cromossomicas (1)

RAR «a al, a2 17q21.1 Tout -trans

RAR B B1, B2, B3, b4 3p24 o

RAR y vl v2 12q13 9-cis AR

RXR a al, a2 9q34.3

RXR B B1, B2 6q21.3 9-cis AR

RXR y yl, y2 1922 -q23

(1) Em humanos

Quadro 1 — Os receptores do 4cido retindico (RAR) e os
receptores x de retindides
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tebrados que as seqiiéncias génicas dos RXRs
(MATTEI et al., 1988a, 1988b; ISHIKAWA et
al., 1990; MATTEI et al., 1991; HOOPES et
al., 1992) (QUADRO 1). Cada isotipo de re-
ceptor apresenta, ainda, um perfil de expressao
constitutiva espago-temporal diferente durante
o desenvolvimento embriondrio, o que permite
supor que cada um possa ter fungdes especificas
(KASTNER; MARK; CHAMBON, 1995). Tais
fungdes implicam, provavelmente, o controle da
expressio de uma subclasse de RNAm, regula-
da durante o processo de diferenciagio celular
(LEID; KASTNER; CHAMBON, 1995).

As seqiiéncias de aminodcidos dos RARs
e RXRs comportam seis regides (A-F),
identificadas pela homologia entre os recepto-
res dos retindides e outros membros da familia
dos receptores nucleares. Em cada uma das pro-
teinas RAR e RXR, existem dois dominios de
ativagao de transcri¢do, capazes de influenciar a
atividade de diferentes elementos promotores

de resposta ao tAR (FIGURA 2). O primeiro
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Figura 2 — Estrutura dos genes que codificam as diferen-
tes isoformas de receptores de retindides RARs
eRXRs

Notas: AF-1 e AF-2: dominios de transativacao

LBD: dominio de ligagdo do ligante
ADN: dominio de ligagio do DNA.



dominio de ativagao (AF-1, activation factor-1)
estd localizado na regiao aminoterminal A/B. O
segundo dominio de ativagio estd localizado na
regido carboxiterminal (regido F) e apresenta um
dominio de ligagao do ligante (LBD- /ligant
binding domaine), uma fung¢ao de ativagao de
transcri¢ao dependente do ligante (AF-2), in-
tervindo igualmente no deslocamento para o
nucleo e na dimerizagio dos receptores. A re-
gido C é uma regido de ligacao ao DNA (DBD-
DNA binding domaine), que contém duas se-
qiiéncias em dedos de zinco, formadas por uma
sucessdo de radicais de cisteina ligados por dto-
mos de zinco. Essa regiao ¢ conservada, qual-
quer que seja o receptor nuclear de retindides, e
se liga aos elementos de resposta ao tAR no DNA
(CHAMBON, 1996). As fungdes das regides
D e F sio atualmente desconhecidas.

A atividade bioldgica dos retindides estd
ligada 4 sua interagdo com seus receptores nu-
cleares. Os dois retindides naturais, t-AR e 9c-
AR, apresentam diferentes afinidades pelos re-
ceptores: o t-AR se liga somente aos RARs; por
outro lado, 0 9c-AR se liga tanto aos RARs quan-
to aos RXRs (GUDAS; SPORN; ROBERTS,
1994; KASTNER; MARK; CHAMBON,
1995; CHAMBON, 1996).
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O dcido retindico (tAR) pode ativar igual-
mente os RXRs através de sua isomeriza¢ao em
9C-AR, o que ¢ possivel em células vivas
(HEYMAN et al.,1992). A interagao do ligante
com o receptor nuclear induz uma dimerizagio,
e esse complexo, sobretudo na forma de
heterodimeros RAR/RXR, liga-se a seqiiéncias
especificas do DNA, conhecidas como elemen-
tos de resposta ao tAR (RAREs, retinoic acid
responsive elements), e ativa ou reprime a expres-
sao de genes alvos (GIGUERE, 1994;
MANGELSDORF; UMESONO; EVANS,
1994; LEID; KASTNER; CHAMBON, 1995;
NAPOLI, 1996).

Um dltimo nivel de complexidade na res-
posta celular aos retindides consiste na existén-
cia de uma possibilidade de interagio ou “agio
cruzada” entre RARs e RXRs com vdrios
coativadores (mediadores de transcri¢io) e (ou)
correpressores (CHAMBON, 1996). Nesse sen-
tido, aparentemente os efeitos dos retindides
sobre a proliferagao e a diferenciacio se efetuam
principalmente através da indugio ou repressao
de genes que codificam os fatores de crescimen-
to como TGF-f (SPORN; ROBERTS, 1991),
componentes da matriz extracelular como

laminina B1 e fibronectina (VASIOS et al.,
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Figura 3 — Representagio esquemdtica do metabolismo e do mecanismo de agio de retindides

Notas: LRAT: lectina retinol aciltransferase

REH: retinil éster hidrolase cRoDH e mRoDH: retinol desidrogenases citossélicas e microssomais
RalDH: retinal desidrogenase; RARES, elementos de resposta de retindides.
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1991) e moléculas implicadas na sinaliza¢ao
intracelular, como a proteina cinase C (KHURI;
CHO; TALMAGE, 1996) e proteinas cinases
dependentes do AMP ciclico (SCHEIBE;
GINTY; WAGNER, 1991). A Figura 3 repre-
senta, de forma esquemdtica, 0 mecanismo de
agao sugerido de retindides.

EFEITOS DE RETINOIDES NATURAIS
SOBRE CELULAS TUMORAIS

As células respondem a certos sinais atra-
vés da ativa¢do de sua proliferacao, a outros si-
nais pela diferenciacio e, ainda, induzindo sua
prépria morte. A compreensio das cascatas de
eventos intracelulares iniciados pela ligagao do
dcido retindico, seu isomero 9c-AR, e mesmo
moléculas andlogas, com os receptores nuclea-
res dos retindides, ainda ¢ limitada. Entretan-
to, estudos recentes mostram que, nos diferen-
tes tipos de células tumorais, a presenga de um
ou vdrios tipos de receptores dos retindides pode
ser essencial para induzir um efeito sobre a pro-
liferacao celular, a indugao de morte por apoptose
e ainda diferenciacao.

Agao sobre o ciclo celular

Para melhor compreender a agio de
retindides sobre a proliferagio de células
tumorais, estudos foram efetuados sobre a
cinética do ciclo celular em presenga dessas
moléculas. Nas células em prolifera¢io, a pro-
gressao através do ciclo celular ¢ regulada inici-
almente pelo grau de atividade de cinases de-
pendentes de ciclinas (CDKs, ciclin dependent
kinases) que atuam nas diferentes fases (G0/G1,
S e G2), e cujas atividades sao controladas por
seus niveis de fosforilagdo, pela concentragio de
subunidades reguladoras e por inibidores espe-
cificos (THOMAS et al., 1996).

Estudos in vitro tém revelado que, em
fungdo do tipo de célula tumoral, o efeito do
tAR e outros retinéides sobre a proliferagao ce-
lular estd associado a regula¢ao de diferentes
ciclinas. Como exemplo, podemos citar a
indugdo pelo tAR de um acimulo de células na
fase GO/G1 nas linhagens celulares MCF-7 e
T47 de carcinoma de seio, acompanhada de uma
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diminuicio da atividade da CDK4/ciclina D, e
na linhagem de células leucémicas HL-60
(MANGIAROTTT et al., 1998; TERUI et al.,
1995). Por outro lado, em um estudo com cé-
lulas de glioblastoma multiforme humano das
linhagens GL-15 ¢ 8MG-BA tratadas com tAR,
observamos que essas células acumulam na fase
S do ciclo celular, na qual CDK2/ciclina-E in-
tervém na progressao da proliferagao das células
(PAILLAUD et al., 2002).

O tAR pode também intervir na prolife-
ra¢io celular através de mediadores conhecidos
como STATs (signal transducers and activators of
transcription). Essas moléculas sao fatores de
transcri¢ao citoplasmdticos latentes que medi-
am a agao de citocinas e fatores de crescimento,
entre esses citocinas da familia da interleucina-
6 (IL-6), G-CSF (granulocyte-colony stimulatinf’
factor), EGF (ephidermal growth factor) e leptina
(LEVI, 1997). Sob a ativagdo por tais molécu-
las, as STATs tornam-se ativadas através da
fosforilagao de radicais de tirosina, por protei-
nas conhecidas como JAKS (Janus kinases), e
entdo deslocam-se para o ndcleo, onde ativam
genes alvo. Com efeito, em um estudo recente,
demonstramos que a interferéncia do tAR na
proliferacao de células de glioblastoma humano
depende da fosforilagao e ativagao de STAT-3
(PAILLAUD et al., 2002).

Apoptose

A apoptose ¢é um processo diretamente
associado ao ciclo celular. Existem evidéncias de
que o inicio da fase G1 do ciclo celular poderia
ser o ponto de “encruzilhada” entre a progres-
sao do ciclo celular e a indu¢iao de apoptose
(WALKER et al., 1993). A apoptose consiste
em uma seqiiéncia ordenada de fenémenos
bioquimicos, moleculares e estruturais que con-
duzem a morte celular. As caracteristicas
morfoldgicas da apoptose incluem a conde-
nsa¢io da cromatina, a fragmentagio nuclear
associada a clivagens endonucleotidicas do
DNA, a vacuolizagdo e a invagina¢ao da mem-
brana, o que conduz a retragao celular e, final-
mente, & formagao de corpos apoptoticos.

Uma vez deflagrada, a apoptose parece
evoluir para um processo ou uma via central
dirigida para a morte celular, em que proteases



especificas sdo ativadas para destruir as células
(FISHER, 1994; WHITE et al., 1996). Assim,
vérios estudos mostram que produtos dos genes
da familia Bcl-2 (bcl-2, bcl-X, bax, Al, mcl-1,
bad, bak, BAC-1) e a agdo de cisteina proteases,
conhecidas pelo nome de “caspases’, desempe-
nham um papel essencial na regulagio positiva
ou negativa da apoptose.

A ativagio de caspases pode ser iniciada
através de vias de sinalizagio mediadas por re-
ceptores de membrana celular (via receptores),
ou por via mitocondrial (PEPPER; BENTLEY;
HOY, 1996; THOMAS et al., 1996). A sinali-
zagdo da apoptose via receptores tem inicio atra-
vés de ligantes indutores de morte (DIL-death-
inducing ligands) ligados a receptores denomi-
nados “de morte” (DIL-R), pertencentes a
superfamilia do receptor do fator de necrose
tumoral (TNF-tumor necrosis factor), tais como
CD95 (APO-1/Fas). Essa ligac¢ao leva a uma
agregagdo dos receptores e ao recrutamento de
moléculas adaptadoras como FADD (Fas-
associated death domain) e caspase-8, formando
um complexo indutor de sinaliza¢do de morte
(DISC-death inducing signaling complex). A
caspase-8 torna-se ativada apds o recrutamento
e propaga a apoptose através da clivagem direta
de caspases efetoras abaixo na cascata de ampli-
fica¢dao de sinal. A via mitocondrial é iniciada
pela liberagao de fatores apoptogénicos no
citossol, tais como o citocromo c, o fator de
inducio de apoptose (AlF-apoptosis inducing
factor), a endonuclease G, a caspase-2 ou a
caspase-9. A liberagao do citocromo ¢ pela
mitocodndria resulta na ativa¢io da caspase-3,
através da formagao do complexo citocromo ¢/
Apaf-1/caspase-9-apoptosomo. Existe também
a possibilidade de conexdes entre as vias de si-
nalizacdo: a ativa¢ao da caspase-8 pode levar a
clivagem de Bid (BH3 com um dominio de pro-
tefnas da familia Bcl-2), e os produtos da
clivagem induzirem as mitoc6ndrias a libera-
rem citocromo ¢, iniciando-se novamente a cas-
cata de sinalizagdo via mitocondria. A clivagem
de caspase-6, induzida pela mitocéndria, pode,
ainda, regular positivamente a indugio via re-
ceptor através da clivagem da caspase-8. A Fi-
gura 4 resume os principais eventos moleculares
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da apoptose (DE MURCIA; MENISSIER DE
MURCIA, 1994; KORSMEYER, 1995;
MIYASHITA; REED, 1995).

Com efeito,
leucémicas demonstraram que a proteina bcl-2
estaria superexpressa e implicada nos mecanis-
mos anti-apoptdticos, facilitando a sobrevida das
células (PEPPER; BENTLEY; HOY, 1996;
THOMAS et al., 1996). Por outro lado, a alte-
racao da expressio de bax, uma proteina anta-
gonista, homéloga de bel-2, pode, de fato, ser
importante para a sobrevida dessas células
(REED et al., 1987; HOCKENBERY et al.,
1990; HUA et al., 1992; KORSMEYER,
1992). A razio bcl-2/bax é um fator deter-
minante da resisténcia ou susceptibilidade das
células tumorais aos agentes terapéuticos. Como
a maioria dos agentes quimioterdpicos mata as
células tumorais através da indugao de apoptose,
os niveis de expressao total das proteinas bcl-2 e
bax poderiam influenciar a aptidao das células
em entrarem em apoptose (REED et al., 1995).

Estudos realizados com o nematédeo C.
elegans mostraram a presenga de genes implica-
dos na indugio (ced-3, ced-4) ou no bloqueio
(ced-9) do programa de apoptose (HENGAR-
TNER; HORVITZ, 1994). Nos mamiferos, o
gene homdélogo de ced-9 ¢ a proteina bcl-2, a
qual inibe a apoptose e aumenta, assim, a
sobrevida celular. Em contraste, o homdélogo de
ced-3, a enzima interleucina-1B-convertase (ICE
ou caspase-1) e CPP32 (caspase-3) sdo cisteina
proteases que induzem a apoptose, clivando
substratos intracelulares (GAGLIARDINI et al.,
1994; ALNEMRI et al., 1996; SCHLEGEL et
al., 1996). Entre os substratos das caspases,
podemos destacar a enzima poli-(ADP-ribose)
polimerase (PARP) e as laminas ativas durante a
fase de execugiao do processo de apoptose
(KAUFMANN et al., 1993; LAZEBNIK et al,,
1995).

Foi demonstrado que o tAR induz a
apoptose de células cancerosas de vdrias origens,
envolvendo tanto proteinas da familia Bcl-2
quanto caspases. Entre essas células, podemos
citar células de carcinoma embriondrio
(ATENCIA et al., 1994; CLIFFORD et al,,

1996), células de leucemia mielobldstica aguda

estudos com células

R. Ci. méd. biol., Salvador, v. 3, n. 2, p. 224-241, jul./dez. 2004



230

Fragmentaciao —
do DNA MORTE

Figura 4 — Representa¢ao esquemdtica de possiveis mecanismos de ativagdo das vias de apoptose em terapia anticAncer.
Nota: A ativagio de caspases pode ser iniciada através de vias de sinaliza¢ao, mediada por receptores ¢ membrana
plasmdtica (via receptores), ou por via mitocondrial. A sinalizagio da apoptose via receptores tem inicio através de ligantes
indutores de morte (DIL-death-inducing ligands) a receptores denominados “de morte” (DIL-R), pertencentes a
superfamilia do receptor do fator de necrose tumoral (TNF-zumor necrosis factor), tais como CD95 (APO-1/Fas). Essa
ligagao levaauma agregacio dos receptores e recrutamento de moléculas adaptadoras como FADD (Fas-associated death
domain) e caspase-8, foramndo um complexo indutor de sinalizagao de morte (DISC-dearh inducing signaling complex).
A caspase-8 torna-se ativada apés o recrutamento e propaga a apoptose através da clivagem direta de caspases efetoras
abaixo na cascata de amplificacio de sinal. A via mitocondrial ¢ iniciada pela liberagio de fatores apoptogénicos no
citossol, tais como o citocromo c, o fator de indugao de apoptose (AIF-apoprosis inducing faror), a endonuclease G, a
caspase-2, ou a caspase-9. A liberagio do citocromo ¢ pela mitocondria resulta na ativagio da caspase-3 através da
formagio do complexo citocromo c/Apaf-1/caspase-9-apoptosoma. Ainda, a clivagem de caspase-6, induzida pela
mitocondria, pode regular positivamente a indugio via receptor através da clivagem da caspase-8.

(ZHENG et al., 1997), células de carcinoma considerada como um dos mecanismos pelos
eSCAmOSO (ORfDATE ’et al., 1998), células quais os retindides sdo capazes de inibir o cres-
leucémicas humanas (CARPENTIER et al., cimento tumoral.

1998), células de teratocarcinoma (HERGET
et al., 1998), bem como de células de

glioblastoma multiforme humano (CHAM- ) . R )
BAUT-GUERIN et al., 2000; COSTA et al., ceiro processo celular importante ¢ a diferencia-

2002). Atualmente, mais de dez caspases dife- §a0- Como ji fo,l diro, a agao s.obre a’d1ferenc1a—
rentes sio conhecidas ¢, entre elas, a caspase-3 ¢ao celular estd entre os efeitos cldssicos dos

. retindides. O AR ¢ um dos primeiros agentes
parece ser a melhor candidata como protease

implicada na morte celular induzida pelos molif.ogéAnicos conhecidos, e, du,r;m'te d
retinéides em células tumorais (WATSON et em' r}f)genese, urn ?XC?SSO‘ ou .um déficit em
al. 1997: PIEDRAFITA: PFHAL. 1997: retindides pode inibir significativamente as es-

MOLOGNI et al., 1999; COSTA et al., 2001). truturas derivadas do mesénquima (THALLER;
EICHELE, 1987; MORRISS-KAY; SOKO-

LOVA, 1990).

Diferenciacgao
Além da proliferacao e da apoptose, o ter-

Nesse contexto, a indu¢io de apoptose pode ser
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No que diz respeito aos ensaios
terapéuticos em canceres, o tratamento com tAR
j& permitiu uma remissao completa de leucemias
promielociticas agudas, por um mecanismo de
diferenciacio das células (WARREL JR et al.,,
1991; CHEN et al., 1991). Estudos in vitro
mostram ainda que o tAR poderia induzir uma
diferenciagio de células de neuroblastoma
(GIANNINI et al., 1997), bem como de célu-
las de teratocarcinoma (HERGET et al., 1998).
Na maior parte dos casos, o tAR atua inibindo
a proliferago celular e induzindo a diferencia-
¢ao das células tumorais. Com efeito, a inibi¢io
da proliferacao, geralmente reversivel, poderia
estar dissociada da capacidade em induzir dife-
renciagao, irreversivel nas células tumorais jd
estudadas, tais como células leucémicas da li-
nhagem HL-60 e células de teratocarcinoma.
Um mecanismo de agdo comum precoce pode-
ria estar na origem da agio do AR e poderia
conduzir as células seja a inibi¢ao da prolifera-
¢ao, seja a diferenciagdo, ou ainda a outros tipos

de resposta como a apoptose (QUADRO 2).
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FUNCAO DOS RECEPTORES RARs E RXRs
E EFEITOS DOS RETINOIDES EM CELU-
LAS CANCERIGENAS

A compreensido da cascata de eventos
intracelulares, iniciados pela liga¢ao do tAR com
os receptores aos retindides, ainda ¢ limitada.
Estudos recentes mostram que, nos diferentes
tipos de células tumorais, a presenca e regulago
de um ou vdrios tipos de receptores aos retinéides
pode ser essencial para induzir uma resposta
biolégica e um efeito antiproliferativo,
apoptético e (ou) diferenciador nessas células.
Assim, em fungao do tipo celular, a indugdo de
RARO. pode estar associada a diferenciagio ou a
um efeito antiproliferativo e a4 apoptose; a
indugao de RXRO pode, por outro lado, estar
associada 4 apoptose; e a indugao de RARY pode
estar associada a um efeito antiproliferativo do
tAR (NAGY et al., 1995; MEHTA et al., 1996;
ORIDATE et al., 1996; CLIFFORD et al.,

1996). Interessantemente, ao analisar o efeito

Efeitos Tipo de Cancer Linhagens Retindide
Inibigao da Proliferagio Céncer de ovdrio HOC-7; OVCAR 9cAR
Cancer do Seio MCE-7; T47 tAR
Cancer do Seio T-47D; SKBR-3 9cAR
Cancer gdstrico MGC80-3 tAR
Carcinoma de pulmao HBE tRA
Leucemia HL-60 tRA
Apoptose Cancer do seio MCE-7 tAR
Leucemia promielocitica UEF-1 tAR
Glioblastoma GL-15; 8SMG-BA tAR
Carcinoma embriondrio F9 tAR
Leucemia mielobldstica OU-AML3; OU-AML7 tAR
Leucemia HL-60 tAR
Teratocarcinoma PCC7-Mz1 tAR
Diferenciagio Leucemia promielocitica UF-1 tAR
Leucemia HL-60 tRA+LICl
Neuroblastoma KCNR 9cAR/tAR
Teratocarcinoma PCC7-Mz1 tAR

Quadro 2 — Efeitos de retindides naturais em células cancerigenas de diferentes origens.
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do tAR em células de glioblastoma multiforme
humano, observamos que, acompanhada da ini-
bigao da prolifera¢iao celular, e da indugio de
diferenciagao ou da indugio de apoptose, a ex-
pressao de dois dos isotipos de receptores RAROL
(RARO1 e RARO2) e do isotipo RARP2 foi
fortemente induzida pelo tAR (COSTA et al.,
2002; PAILLAUD et al., 2002). Esse achado
ressalta que uma relago entre esses tipos de re-
ceptores poderia ser um elemento fundamental
na indugio seja de efeito diferenciador eficaz,
seja de uma apoptose nestas células.

Esses dados mostram claramente que a
inibi¢do da prolifera¢ao, induzida por retindides,
pode estar ligada a4 apoptose em algumas situa-
¢oes, mas pode também ser independente desse
fenémeno. E possivel que, nessa tltima situa-
¢ao, a indugio de apoptose seja o efeito predo-
minante. O que conduz as células a entrar em
apoptose ou se diferenciarem nao estd ainda cla-
ramente definido, mas é provdvel que isso de-

Informagées Internas

penda da fase do ciclo celular e da presenca de
outros fatores intra ou extracelulares (FIGURA
5). Ainda que resultados obtidos com retindides
naturais no tratamento ou prevencio de certos
tipos de cncer recentes mostrem ser significa-
tivos, os retinéides naturais tAR, 9cAR ou 13-
cAR demonstraram produzir efeitos secunddri-
os importantes. (FRANKEL et al, 1992;
DEFER et al., 1997)

AGONISTAS SELETIVOS DE RARs E RXRs
NA TERAPIA DE CANCER

Ap6s a descoberta dos receptores nuclea-
res dos retindides e de seus papéis nos diferen-
tes efeitos induzidos por essas moléculas em al-
guns tipos de células tumorais, vdrios esforgos
foram dirigidos para a sintese e caracterizagao
de novos retindides que possuissem diferentes
perfis de seletividade, podendo se ligar e

Resposta Celular

Genétipo
Linhagem celular
Estado Metabdlico

Lesoes do DNA
etc. .

Informacgoes Externas

Estado de desenvolvimento

Mitose

Presenga ou
auséncia de
fatores soltiveis
de sinalizagao

~

Presenga ou
auséncia de
interagdes com
outras células

Presenga ou
auséncia de

/'

interagdes com

o substrato

— 27@

Genes Mediadores o
Moduladores da Apoptose

W O ‘ Apoptose

\ /@ Quiescéncia

Fas /APO-1
myc
ras

p53

bel -2
bel-x
bax
etc..

" Diferenciagao
o)

Figura 5 — Resposta celular a fatores externos e internos

Nota: As informagoes externas, sejam elas a presenca ou a auséncia de fatores soltveis de sinalizagdo, de interagoes com

outras células e (ou) com o substrato, podem ser traduzidas em uma resposta, seja ela proliferacio (mitose), apoptose,

quiescéncia ou diferenciagdo. A resposta celular vai variar em fungio do tipo celular, do estado metabdlico e integridade

do DNA, ou ainda em fungio da interferéncia de genes mediadores de ou modulares da resposta.
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transativar os diferentes tipos de receptores RARs
e (ou) RXRs, ou ainda que fossem seletivos para
um dos isotipos desses receptores (O, B ou V).
Assim, novos retindides, que apresentam afini-
dades precisas para certos receptores, foram sin-
tetizados e caracterizados (LEHMANN et al.,
1992; BOEHM et al., 1994; SHAO et al.,
1995; CHARPENTIER et al., 1995) (FIGU-
RA 6; FIGURA 7).

O uso de agonistas seletivos para o isotipo
de receptor RAROl no tratamento de células
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leucémicas tem se revelado uma abordagem te-
rapéutica interessante, pelo fato de os mecanis-
mos patogénicos envolverem proteinas de fusio
oncogénicas com o isotipo RAROL. Os agonistas
de RAROL AM80, AM580 e BMS 194753 mos-
traram induzir diferenciagio de células de
leucemia promielocitica da linhagem HL-60 e
NB4 (BENOIT etal., 1999). O retinéide AM80
induziu ainda, com sucesso, uma completa re-
missao em pacientes com leucemia promielo-
citica aguda, cuja terapia com o tAR foi falha

Agonistas seletivos para RAR

BMS-228987

a I3 ¥
GO COOH
a ( J’ COaH
1 Of
™
H N NOH
Am 580 SR11254
BMS-185411 coon
COOH
H\(O/ COoH
N 5
=
a
CD 666
Am 80 o F COOH
e AGN193639 ] U
o COOH oy
g M
N F
H BMS.270394
OH )
Bi COOH
AGN193836
o CooH .
CD 437
o N
BMS 194753 Ei(\/JV\/J\/LN
H
4-HPR
coaH

Figura 6 — Estrutura quimica de alguns retindides sintéticos agonistas de receptores RAR.

Agonistas seletivos para RXR

LGD1069

c{v—ﬂ\‘"
COOH @ O\CWH

SR11237

Figura 7-Estrutura quimica de alguns retindides sintéti-
cos agonistas de receptores RXR.
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(TAKEUCHI et al., 1998). Além disso, com
inibidores da HDAC, ligantes seletivos de RAROL
puderam com sucesso estender suas aplicagoes
terapéuticas para leucemias mieldides agudas,
em que as células revelam uma resisténcia ao
tAR dependente de HDAC. Em associagao com
o antiestrégeno 4-OH-tamoxifeno, agonistas de
RARO! reprimiram, de forma sinérgica, o cres-
cimento de células de carcinoma de seio. Jun-
tos, esses estudos assinalam o potencial
terapéutico de agonistas de RARa na terapia de
leucemias promielocitica e mieléide agudas e
cancer de seio, e a atividade desses compostos
poderia ser fortalecida em associagio com ou-
tros agentes quimioterdpicos.

Duplos agonistas, seletivos para os
isotipos de RARP e RAR (RAR/[), também
tém demonstrado potencial terapéutico. Um
estudo de monitoramento da atividade
supressora de tumor de dois agonistas RAROU/[3
BMS-228987 ¢ BMS-276393, contra um pai-
nel de 18 linhagens de células tumorais de vdri-
as origens, revelou a ampla eficdcia desses
ligantes em inibir a proliferagao das células
tumorais, se comparada com aquela observada
com o tAR ou panagonistas de RARs (VIVAT-
HANNAH et al., 2001). De modo interessan-
te, o agonista BMS-228987 também
potencializou o efeito do taxol (paclitaxel) em
vérios tipos de células, tais como de cincer de
ovdrio (linhagem OVCAR3) e de carcinoma de
cabeca e pescoco SQCC-Y1). Os autores suge-
rem que a combinagdo dos efeitos observados
pode ter resultado de atividades complementa-
res dessas drogas ao nivel do fator anti-apoptético
bcl-2 e da via de transdugio de sinal JNK (Jun
N-terminal kinases)-AP-1, resultando em uma
indugio sinérgica de citotoxicidade nas células
tumorais.

Outra classe de retindides seletivos que
tém apresentado propriedades anticancerigenas
¢ a dos chamados “retindides atipicos”. Dois
compostos representativos dessa classe sao a
fenilretinamida (4HPR) e 6-[3-(1-adamantil)-
4-hidroxifenil]-2-naftaleno (AHPN ou CD437).
De fato, foi mostrado recentemente que CD437
inibiu o crescimento e a proliferagio de algu-
mas linhagens de células tumorais, como célu-
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las de carcinoma de pulmao e do seio (SHAO et
al., 1995), células de melanoma (SCHA-
DENDOREF et al., 1996), células de carcino-
ma de pulmio (SUN et al., 1997), células
leucémicas (HSU et al., 1997), células de carci-
noma cervical (ORIDATE et al., 1998), o que
também foi verificado por nés em células de
glioblastoma (COSTA et al., 2001). Entre es-
sas células tumorais, algumas demonstraram
resisténcia ao tratamento com o 4cido retindico.
Além disso, em um estudo pré-clinico com esse
agente, observou-se que ele foi bem tolerado em
doses que induziam uma atividade antitumoral
(SCHADENDORE et al., 1996).

Embora os retindides CD437 e 4-HPR
possam se ligar seletivamente e ativar os recep-
tores RARY (e fracamente RARP) (BERNARD
et al., 1992), vdrios achados sugerem que a for-
te atividade apoptdtica dessas moléculas é inde-
pendente de RAR e atua através de um meca-
nismo particular ainda em exploragdo. Estudos
efetuados com células de carcinoma de seio e de
pulmao mostram que esse retinéide pode indu-
zir apoptose, independentemente das vias de
ativagao conhecidas, passando pelos receptores
do tAR (SHAO et al., 1995; SUN et al., 1997).
Com efeito, jd foi demonstrado que o retindide
CD437 ¢ capaz de induzir o fator de transcri-
¢ao AP-1 em células de melanoma, o que se tra-
duz pela indugio de apoptose (SCHADEN-
DORE et al.,, 1996). Por outro lado, jd foi de-
monstrado que essa molécula é capaz de aumen-
tar os niveis de expressio da proteina p53
(sabidamente envolvida no controle da prolife-
ragdo celular e geralmente subexpressa em célu-
las tumorais), induzindo uma parada no cresci-
mento na fase G1 do ciclo celular de diferentes
tipos de células tumorais (SHAO et al., 1995;
ADACHI et al., 1998; LI et al., 1998a). Ainda
que existam argumentos sobre a capacidade do
retinéide CD437 em induzir certos genes como
p21VARVCI (SHAO et al., 1995) e Bel-X|
(HSU et al., 1997) em células de carcinoma de
seio e ativar p38 MAPK (mitogen-activated
protein kinase), os mecanismos implicados na
indugdo de apoptose e de parada no crescimen-
to celular s3o ainda muito pouco conhecidos.

Em nossa avaliagao dos efeitos desse
retinéide e outros retindides sintéticos, obser-



vamos que CD437 possui um forte potencial
em induzir inibi¢ao da proliferagao celular e
apoptose, e ainda diferenciagio das células de
glioblastoma multiforme humano das linhagens
GL-15 e 8MG-BA ainda vidveis (COSTA et al.,
2001), diferenciagio também verificada na li-
nhagem 42MG-BA (PERZELOVA et al., 1998)
(FIGURA 8). Esses efeitos foram acompanha-
dos de um aumento da expressio da proteina
pré-apoptética bcl-2, bem como da atividade
da caspase-3, e ainda da indugao dos isotipos
RARO ¢ RARP em ambas as linhagens celula-
res estudadas, o que comporta a hipétese da exi-
géncia de niveis elevados de isoformas especifi-
cas de RARs para estimular e orientar as células
tumorais para uma via apoptética ou para uma
diferenciagao.

Por forga dessas atividades, os retindides
CD437 e 4-HRP tém demonstrado eficiéncia
em inibir a progressio de tumores em vdrios
modelos animais em estudos pré-clinicos, e tém
sido adotados em triagens clinicas para testar
suas atividades como quimioterdpicos (SUN;
LOTAN, 2002). Como exemplo, podemos ci-
tar a regressao substancial ou mesmo total de
vérias lesoes pré malignas pelo retindide 4-HPR,
que incluem, por exemplo, queratoses cutineas.

Com relagio a retindides agonistas dos
isotipos RXR, um fato que devemos considerar
¢ que esses receptores sio capazes de formar

Células 42MG -BA

Células 42MG - BA +Cd437
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heterodimeros com um grande nimero de re-
ceptores nucleares. Assim, ligantes de RXRs (co-
nhecidos como rexinéides) tém potencial para
afetar vdrias vias de transdugio de sinais. Um
desses ligantes, o agonista de RXR LG1069 tem
revelado a capacidade de prevenir a formagao e
a progressao de carcinomas mamdrios primdrios
e secunddrios de rato, em um modelo de inducio
por N-nitrose-N-metiluréia (BISCHOFF et al.,
1999; WU et al., 2002). Um efeito quimio-
terdpico desse retindide foi também observado
em tumores de mama, e que foram associados
com inibi¢ao da proliferagao das células tumorais
e indugao de programa de diferenciagio do tipo
“adipogénesis” (AGARWAL et al., 2000).
Rexindides mostraram ainda uma agao sinérgica
com a via de sinalizagdo da proteina cinase A
(PKA), quando da indugio de diferenciagio ter-
minal em células bldsticas de leucemia
promielocitica aguda, independentemente de
seus graus de sensibilidade ao tAR (BENOIT
et al., 1999). Os efeitos de retindides sintéticos
em células cancerigenas de diferentes origens
estao descritos no quadro 3.

O conjunto desses achados sublinha a
grande diversidade de efeitos reguladores de
retindides naturais e sintéticos e justifica a uti-
lizagao de ligantes especificos como novos ele-
mentos terapéuticos para a terapia de cinceres.

Células 42MG-BA + CD437

Figura 8 — Indugdo de diferenciagio de células gliomatosas da linhagem 8MG-BA pelo retindide sintético CD437

Nota: As células em condigGes controle ou tratadas com 1 UM de CD437 foram marcadas por imunocitoquimica com

anticorpos especificos para a protefna do citoesqueleto vimentina (Vim) e revelados com fluoresceina. As células tratadas
com CD437 foram também marcadas por imunocitoquimica com anticorpos especificos para a proteina do citoesqueleto
de células gliais maduras GFAP (glial fibrilary acidic protein), o que indica uma diferenciagao para um fenétipo do tipo

astrocitdrio.
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Tipo de Céncer Linhagens Retindides Agonista Efeito
Carcinoma de ovdrio CAOV-3 BMS-231974 RARa/B Inibigao da proliferagao
BMS-228987
Carcinoma de ovdrio CAOV-3 CD437 RARe apoptose
Carcinoma escamoso de | SqCC-Y1 BMS-231974 RARa/B Inibigao da proliferagao e
cabega e pescogo BMS-228987 diferenciagao
Carcinoma escamoso de | C33A CD437 RARy Inibi¢ao da proliferagao e
cabega e pescogo apoptose
Carcinoma de pulmao CD437 RARy Inibigao da proliferagao e
apoptose
Carcinoma Cervical C33 4-HPR RARy Inibigdo da proliferagao
Hela RARB
HT3
Leucemia promielocitica | HL-60; NB4 AMS80 AM580 RARa Inibigdo da proliferagdo e
BMS194753 diferenciagdo
Leucemia promielocitica | NB4 LG1069 RXR Inibigao da proliferagao e
diferenciagao
Glioblastoma GL-15 CD437 RARy Inibigao da proliferagao,
SMG-BA CD2325 apoptose e diferenciagio
8MG-MA
Melanoma S91 CD437 RARy Inibigao da proliferagdo e
apoptose
Mieloma MCE-7 CD437 RARy apoptose

Quadro 3 — Efeitos de retindides sintéticos em células cancerigenas de diferentes origens.

The molecular basis and retinoids effects on tumor cells

Abstract

The retinoids are a group of substances that regulates cellular growth and differentiation, which
includes the trans-retinoic acid (ATRA), the 9-cis-retinoic acid (cRA), and natural or synthetic derivatives.
They act via binding and activation of specific nuclear receptors (RAROL, B,’Y and RXRQL, B,’Y). These
receptors belong to the nuclear steroid hormone receptor superfamily and act as ligand-dependent
transcriptional regulators. Many studies have been revealed that retinoids are effective inhibitors of tumor
cell growth in vitro and in vivo, and its tumor-suppressive activity has been established preclinically and
constitutes an alternative in potential for the treatment of many forms of cancer. Recent advances in
understanding RARs and RXRs activation has led to a new generation of synthetic retinoids. These agents
have been also found to be effective in suppressing growth and inducing apoptosis or differentiation in
tumor cells.

Keywords: Retinoids. Cancer. Apoprosis. Cell differentiation. Chemotherapy.
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