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RESUMO

Cancer compreende um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado de células que invadem tecidos e
6rgdos. De acordo com o tecido atingido pode ser dividido em dois
grupos: tumores sélidos (carcinomas e sarcomas) e neoplasias do tecido
hematopoiético e linfoide onde se encontram as leucemias. As leucemias
constituem um grupo heterogéneo de neoplasias malignas caracterizadas
pela proliferacdo desordenada de um clone de células hematopoiéticas
anormais, com altera¢des na diferenciacdo, na maturacao e na regulacdo
da hematopoiese. A quimioterapia € o tratamento mais utilizado para
leucemias, porém apresenta efeitos adversos severos, altas taxas de
recidiva e resisténcia ao tratamento. Nesse contexto, um numero
crescente de trabalhos vem buscando substéncias biologicamente ativas
de origem natural ou sintética que possam ser utilizadas como o principio
ativo de antineoplasicos com maior especificidade na inducdo de
apoptose. Nessa linha as tiossemicarbazonas vem sendo descritas na
literatura como promissores compostos antitumorais, pois sua sintese é
versatil, de baixo custo e de alta quimiosseletividade, além disso ja tem
relatos de serem citotoxicas para outras células tumorais. Com esta
perspectiva este estudo teve como objetivo a busca por novos compostos
a partir de 33 tiossemicarbazonas sintéticas que apresentem atividades
contra células leucémicas, e avaliar o mecanismo de morte celular do
composto mais ativo in vitro. Entre 0s compostos avaliados a
tiossemicarbazona LAPL17(E)-2-(4-metilbenzilideno)-N-(naftaleno-1-yl)
hidrazinecarbotiamida apresentou resultados mais promissores e foi
selecionada para estudos posteriores. Para os ensaios de citotoxicidade as
células K562 e Jurkat foram incubadas com LAP17 em concentracdes
crescentes por 24, 48 e 72 horas. A viabilidade celular foi determinada
pelo método do MTT onde foi observado que o composto reduziu a
viabilidade celular das duas linhagens testadas de uma maneira
dependente da concentracdo e do tempo de incubacdo. Para avaliar se
LAP17 é seletivo para células leucémicas foi analisado seu efeito sobre
células mononucleadas de individuos saudaveis e com a finalidade de
verificar se 0 composto possui atividade hemolitica foi realizado o teste
de hemdlise. LAP17 ndo reduziu significativamente a viabilidade das
células normais e também ndo apresentou atividade hemolitica
significativa. A apoptose foi confirmada pela observacdo morfoldgica
apos coloragdo com brometo de etidio e laranja de acridina, pelo ensaio
de fragmentagdo do DNA e por citometria de fluxo pelo método da
Anexina-V. A investigacdo do efeito no ciclo celular analisada por



citometria de fluxo mostrou que LAP17 causa um bloqueio na fase G2/M
do ciclo nas células K562 e Jurkat. A fim de investigar os mecanismos
pelos quais 0 composto causou morte celular foi avaliado o efeito do
composto no potencial mitocondrial e na expressao das proteinas Bcl-2,
Bax, FasR, AlF e caspase-3 por citometria de fluxo nas células K562 e
Jurkat. Os resultados demonstraram que LAP17 ndo causou altera¢do no
potencial mitocondrial de nenhuma das linhagens testadas. O composto
ndo causou alteragdes na proteina Bcl-2 nas células K562 e Jurkat e um
aumento expressivo das proteinas Bax tanto na célula K562 quanto na
célula Jurkat demonstrando assim o predominio de Bax e sugerindo o
envolvimento da ativacdo da via intrinseca da apoptose. Também foi
observado um aumento de FasR indicando assim o envolvimento da via
extrinseca. Além disso o mecanismo de acdo de LAP17 envolveu o
aumento da expressado da caspase-3 e do fator indutor de apoptose. Assim
0 conjunto de resultados sugere que LAP17 é um protétipo promissor
para o estudo e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
neoplasias hematoldgicas.

Palavras-chave: Leucemias Agudas. Citotoxicidade. Apoptose.
Tiossemicarbazonas.



ABSTRACT

TITLE: INVESTIGATION OF CELL DEATH MECHANISM
INDUCED BY THIOSEMICARBAZONES IN HUMAN ACUTE
LEUKEMIA CELL LINES

Cancer consist of a group of more than 100 diseases that have in common
the uncontrolled growth of cells that invade tissues and organs. It can be
classified according to the affected tissue into two groups: solid tumors
(carcinomas and sarcomas) and neoplasms of hematopoietic and
lymphoid tissue. The leukemias are a heterogeneous group of
hematologic malignant neoplasms characterized by the irregular
proliferation of an abnormal hematopoietic cells clone, promoting
changes in the differentiation, maturation and regulation of
hematopoiesis. Chemotherapy is the most commonly used treatment for
leukemia, but it has severe adverse effects, high rates of relapse and
resistance to treatment. In this context, an increasing number of studies
have been seeking for natural or synthetic biologically active substances
that may be used as active principle of antineoplastic agents with greater
specificity in the induction of apoptosis. Thiosemicarbazones have been
described in the literature as promising antitumor compounds because of
their versatile synthesis, low cost and high chemo-selectivity, and also for
having been reported to be cytotoxic to other tumor cells. Thus, this study
aimed to find new compounds that exhibit activity against leukemic cells
among 33 synthetic thiosemicarbazones, and to evaluate the mechanism
of cell death of the most active compound in vitro. The thiosemicarbazone
LAP17 (E)-2-(4-methylbenzylidene)-N-(naphthalen-1-yl)
hydrazinecarbothioamide was found to be the most promising compound
therefore it was selected for further studies. The K562 and Jurkat cells
were incubated with increasing doses of LAP17 for 24, 48 and 72 hours
for the cytotoxicity assays. Cell viability was determined by the MTT
method where it was observed that the compound decreases cell viability
in both cell lines in a concentration- and time-dependent manner. To
evaluate if LAP17 is selective for leukemic cells its effect on
mononuclear cells of healthy individuals was analyzed and in order to
assess if the compound has hemolytic activity the hemolysis test was
performed. LAP17 did not significantly reduce the viability of normal
cells and also did not show significant hemolytic activity. Apoptosis was
confirmed by morphological observation after staining the cells with
acridine orange/ethidium bromide followed by DNA fragmentation assay
and with Annexin V followed by flow cytometry analysis. The



investigation of the effect on cell cycle analyzed by flow cytometry
showed that LAP17 causes a block in the G2/M phase of the cycle in both
cell lines, K562 and Jurkat. The effect of LAP17 on mitochondrial
potential and on the expression of Bcl-2, Bax, FasR, AlF and caspase-3
proteins was analyzed by flow cytometry in K562 and Jurkat cells to
investigate the mechanisms by which the compound caused cell death.
The results demonstrated that LAP17 did not cause alteration in the
mitochondrial potential in any of the tested cell lines, K562 and Jurkat.
The compound didn’t cause any changes of Bcl-2 protein and to an
expressive increase of Bax proteins in both cell lines, demonstrating
predominance of Bax and suggesting the involvement of the activation of
the intrinsic apoptotic pathway. It was also observed an increase in the
expression of the protein FasR indicating the involvement of the extrinsic
pathway as well. Moreover, the mechanism of action of LAP17 involves
increased expression of caspase-3 and the apoptosis-inducing factor.
Taken together, the results suggests that LAP17 is a promising prototype
for the study and development of new drugs for the treatment of
hematological malignancies.

Keywords: Acute Leukemias. Cytotoxicity. Apoptosis.
Thiossemicarbazones.
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1 INTRODUCAO

O cancer ¢ o resultado de alteracdes genéticas e epigenéticas nas
células e abrange um conjunto de mais de 100 doengas, que apresentam
em comum a proliferacdo desordenada das células, que podem invadir
tecidos e orgdos (HANAHAN., et al 2011; FERNANDEZ., et al 2016). A
doenca se caracteriza por uma homeostase perturbada, e como possuem
alta capacidade de multiplicacdo celular, essas tendem a ser
incontrolaveis e invasivas. O desenvolvimento do cancer é de etiologia
multifatorial, onde varios fatores podem estar envolvidos, como
genéticos, ambientais e de modos de vida (BERRIDGE et al., 2010;
SIVEEN et al., 2014).

De acordo com o tecido atingido, o cancer pode ser dividido em
dois grupos: tumores solidos (carcinomas e sarcomas) € em neoplasias do
tecido hematopoiético e linfoide (VARDIMAN, 2010; SWERDLOW et
al., 2016). Os tumores malignos sélidos se caracterizam pela formagédo de
massas celulares neoplasicas em tecidos previamente integros, ja as
neoplasias originadas na medula dssea e no sistema linfatico sdo
denominadas neoplasias hematoldgicas. Nesse grupo encontram-se as
leucemias, as quais sdo subdivididas de acordo com as caracteristicas
clinicas e biolégicas da doenca (NATIONAL CANCER INSTITUTE,
2015).

Estimativas de acordo com dados do GLOBOCAN de 2012
indicam que em 2030 ira surgir 21,4 milhdes de novos casos de cancer e
13,2 milhGes de mortes de cancer no mundo. Em 2012 a doenca foi
responsavel por 8 milhdes de 6bitos, mais de 60% dos casos acontecem
na Africa, Asia e Américas Central e do Sul (FERLAY et al., 2015). No
Brasil as estimativas para o ano de 2018 apontam a ocorréncia de 600 mil
novos casos de cancer, destes 10.800 serdo leucemias. Em Santa Catarina
nos anos de 2017/2018 ¢ esperado cerca de 480 novos casos de leucemia,
onde 20 seriam na cidade de Florianépolis (INCA, 2018).

Levando em consideracdo estes dados o céncer constitui um
problema de salde publica para os paises desenvolvidos e para aqueles
em desenvolvimento. Além disso, como é de responsabilidade do Sistema
Unico de Salde (SUS) prestar assisténcia oncoldgica para a populagio
brasileira desde 1990, o crescimento do numero de casos a cada ano,
representa dnus para o sistema publico brasileiro, e medidas de prevengéo
e a investigacdo de novos alvos de tratamento devem ser consideradas
(CARVALHO, et al, 2013).

Um dos maiores problemas da doenca é o tratamento, pois muitos
pacientes ainda sofrem com complicacdes relacionadas a quimioterapia,
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como toxicidade sistémica elevada e resisténcia a multiplos farmacos
(CABRERA., et al, 2015). Por isso, a morbidade associada aos
quimioterapicos ainda é um obstaculo significativo, pois a maioria dos
farmacos néo é alvo especifico (RUMJANEK., et al, 2013; SEVAL., et
al, 2015).

Nesse contexto, um nlmero crescente de pesquisadores e
industrias farmacéuticas vem buscando substancias biologicamente ativas
de origem natural ou sintética que possam se tornar antineoplasicos que
tenham uma maior especificidade na inducdo de morte celular ndo
imunogénicas em células tumorais, com efeitos adversos minimos para o
paciente e que sejam de facil administracdo (KOSIOR et al., 2011).

Nessa linha de investigacdo, as tiossemicarbazonas surgem como
uma opcdo de compostos sintéticos para serem analisados como
compostos citotoxicos. Esta classe apresenta uma grande variedade
estrutural podendo resultar em diferentes propriedades biolégicas.

Dessa forma, este estudo buscou investigar novos compostos
pertencentes a classe quimica das tiossemicarbazonas com atividade
citotéxica contra células de linhagem de leucemias agudas, com o
objetivo de buscar um composto que induza a morte celular por apoptose
e que ndo apresente citotoxicidade para as células normais, bem como os
mecanismos de morte celular envolvidos, e, com isso, contribuir com a
investigacdo de novos quimioterapicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Na revisdo apresentada serd abordado temas como leucemias
agudas, tratamentos para os diferentes tipos de leucemias, mecanismos e
descricdo dos tipos de morte celular, ciclo celular e informagdes sobre a
classe de compostos sintéticos tiossemicarbazonas como possivel
alternativa terapéutica para as neoplasias hematoldgicas estudadas.

2.1 LEUCEMIAS AGUDAS (LA)

As leucemias agudas constituem um grupo heterogéneo de
neoplasias malignas caracterizadas pela proliferacdo anormal de um clone
de células hematopoiéticas anormais, com alteracdes na diferenciagdo, na
maturacdo e na regulacdo da hematopoiese (SWERDLOW et al., 2016;
CRUZ et al., 2017).

A transformacdo leucémica pode ocorrer em diferentes fases da
diferenciacdo de precursores linfoides ou mieloides, o que a caracteriza
como uma doenca heterogénea, sob o aspecto biolégico e morfolégico
(BAIN, 2010). Dessa forma, as leucemias podem ser divididas em
linfoides e mieloides, e em agudas e cronicas, de acordo com a linhagem
e estagio de maturacdo dos precursores afetados (PUI, 2009;
SWERDLOW et al., 2016).

A leucemia mieloide aguda (LMA) ocorre quando o clone
leucémico tem origem nos precursores hematopoiéticos comprometidos
com a linhagem mieloide, ja na leucemia linfoblastica aguda (LLA) ha
comprometimento dos progenitores linfoides B, T ou Natural Killers
(NK) (Figura 1) (BAIN, 2010; SWEDRLOW et al., 2016). A proliferacéo
descontrolada das células leucémicas impede a proliferacdo normal das
células sanguineas normais, como os leucdcitos, os eritrocitos e as
plaquetas, o que leva os individuos portadores dessas neoplasias
apresentarem anemias, desordens hemorragicas, e estarem mais sujeitos
a infecgdes (ZAGO, 2005; SWERDLOW et al., 2016).

A LMA acomete principalmente adultos (80% dos casos), € 0 seu
desenvolvimento esta relacionado a varios fatores de risco, como a idade,
antecedente de doenca hematoldgica (sindromes mielodisplasicas,
neoplasia mieloproliferativa), alteracbes genéticas, exposi¢do ambiental
ou ocupacional a agentes quimicos, fisicos e virus. Os sintomas séo
inespecificos como fraqueza devido a anemia, sinais de sangramento pela
trombocitopenia e febre pela neutropenia (SWERDLOW et al., 2016). Da
mesma forma que a LMA, a LLA pode ocorrer em adultos e criangas, mas
a maior incidéncia é observada em criancas abaixo de 5 anos, dentre as
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quais, 95% atingem a remissdo completa. Nos adultos o progndstico é
diferente, apesar de 60-80% dos casos atinjam a remissdo completa,
apenas 35-40% apresentam uma sobrevida prolongada livre de doenga
(IACOBUCCI et al., 2012). Semelhantes a LMA, os pacientes portadores
de LLA apresentam sintomas como febre (devido a neutropenia),
fraqueza, cansaco, dispneia aos esforcos (devido a anemia) e
sangramentos na mucosa e petéquias (devido a trombocitopenia) (PUI et
al., 2012).

Segundo os critérios da Organizacdo Mundial de Salde (OMS)
publicado em 2001, (com atualizacdo em 2008 e 2016), o diagnéstico das
LAs é dado pela avaliacdo conjunta das caracteristicas clinicas e
laboratoriais apresentadas pelo individuo no momento do diagnéstico
(SWERDLOW et al.,, 2016). E, é baseado nesses critérios que €
determinado o tratamento mais adequado para cada subtipo de LA. Como
citado anteriormente, as leucemias agudas compreendem um grupo de
doencas heterogéneas entre si, por isso, o tratamento é diferente entre os
subtipos determinados pela OMS.

Figura 1 - Hematopoiese normal
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De acordo com a linhagem e o estagio de maturagdo a classificagdo das leucemias
se da em agudas ou cronicas e em mieloide ou linfoides.
Fonte: Adaptado de DE FARIA, 2008
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2.2 TERAPIAS ANTILEUCEMICAS

O tratamento das leucemias tem como objetivo destruir as células
leucémicas e permitir que a medula 6ssea se regenere e volte a produzir
células hematopoiéticas normais (SAULTZ et al., 2016). As diferentes
terapias como radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, transplante de
medula 6ssea ou a combinacdo dessas sdo escolhidas de acordo com o
subtipo da leucemia aguda e diferentes fatores progndsticos como idade,
alteragdes genéticas entre outras (BURNETT, 2012; CORNELL et al.,
2012). O transplante de medula 6ssea tém sido o tratamento mais eficaz
para leucemia, porém ele ndo é indicado para todos os pacientes, e,
frequentemente, estd associado a varias complicacBes (BRISSOT;
MOHTY, 2015; CASSIER et al., 2017), por isso, 0 tratamento
guimioterapico ainda € o mais utilizado na pratica clinica.

Em geral os protocolos de tratamento das LA envolvem a
combinacdo de diferentes farmacos citotéxicos administrados de forma
sistémica. Essa combinag&o se baseia no potencial sinérgico dos farmacos
utilizados ou aditivo de dois ou mais compostos, 0 que permite a
utilizacdo de dosagens menores do que aquelas consideradas efetivas para
cada um deles utilizados isoladamente. Essa medida, diminui as reagdes
adversas associadas aos quimioterapicos e a resisténcia ao tratamento
(FUSO et al., 2016).

Em linhas gerais, o tratamento quimioterapico consiste de duas
fases: a fase de inducdo que tem por objetivo alcangar a remisséo
completa e a consolidacdo onde o objetivo é manter a remissdo e eliminar
elementos celulares malignos residuais que possam levar o paciente a
recidiva. A fase de indugdo consiste em uma terapia intensa, que visa
alcancar a remissdo hematoldgica completa, ou seja, menos de 5% de
células blasticas na medula 6ssea e auséncia de células leucémicas com
fendtipo semelhante ao observado no momento do diagnostico, avaliadas
por citometria de fluxo (GRIMWADE et al., 2014; JACQUES et al.,
2015). O risco de recaida é mais elevado nos primeiros dois anos, uma
recaida tardia é considerada incomum (CORNEL et al., 2012; LARSON,
2017). Estratégias pds remissdo incluem quimioterapia convencional e
transplante autologo ou alogénico de células-tronco hematopoiéticas
(CRUZ et al., 2006; SAUTZ et al., 2016).

Os avangos na compreensdo das alteragdes genéticas e moleculares
subjacentes as patogéneses das LAs proporcionaram um maior
entendimento da biologia dessas doencas, isso gera informagdes Uteis que
predizem a probabilidade de qualquer paciente alcancar e manter a
remissdo apds a quimioterapia convencional, o que leva ao
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desenvolvimento de abordagens de tratamento estratificado de acordo
com risco progndstico (GRIMWADE et al., 2009).

Apesar dos grandes avangos no desenvolvimento de novos
quimioterapicos, da utilizacdo de protocolos de tratamentos baseados na
estratificacdo de riscos, a eficacia da resposta ao tratamento
farmacoldgico ainda é limitada por trés fatores principais: (i) pelas
caracteristicas farmacocinéticas do farmaco em relacdo ao alcance da
célula alvo em concentracGes adequadas; (ii) pelos efeitos adversos que
causam nos tecidos e células normais; e (iii) pela resisténcia dos tumores
a agentes citotoxicos administrados, sendo o Ultimo a principal causa de
insucesso do tratamento (TSURUO et al., 2003; FILIPITS, 2004). Além
disso, a morbidade associada ao tratamento quimioterapico e a resisténcia
dos pacientes em relacdo ao tratamento ainda é um obsticulo a ser
vencido na quimioterapia (VASEKAR et al.,2015).

Por isso, a busca por novos farmacos citotéxicos com maior
especificidade para as células tumorais e com menos efeitos adversos para
0 paciente tem sido um objetivo crescente de pesquisadores e companhias
farmacéuticas nessa area. Assim, muitos compostos naturais ou sintéticos
bioativos tém sido estudados como protétipos de quimioterapicos, entre
eles a tiossemicarbazonas.

2.3 TIPOS DE MORTE CELULAR

Dentre os diversos tipos de morte celular programada, a apoptose
é a mais bem estudada (L1; DEWSON, 2015), porém outras sédo descritas
na literatura, como autofagia (KULKARNI et al., 2015), necrose
(KARCH; MOLKENTIN, 2015), mitose catastrofica, necroptose e netose
(ZHAO et al., 2015) e a anoikis (TAN et al., 2015).

A principal caracteristica da morte celular programada é eliminar
as células de um tecido maduro ou em formagdo de uma forma controlada.
A presenca de uma desordem em algum dos processos de sobrevivéncia
ou na morte celular acarreta em consequéncias patologicas que podem
levar a distarbios embrionarios, doencas neurodegenerativas e o
desenvolvimento de neoplasias (FULDA, 2009).

A necrose é um tipo de morte celular ndo programada e nao sujeita
a regulac@es celulares, e esta relacionada a agressdes severas, 0 que leva
a queda acentuada de ATP e/ ou lesdo da membrana. As mudancas
morfol6gicas observadas diferem da apoptose, e incluem aumento do
volume celular, formagéo de vaclolos citoplasmaticos, desorganizacao
do citoplasma, desnaturacdo de proteinas citoplasmaticas, distensdo do
reticulo endoplasmatico, inchaco das mitocOndrias, agregacdo da
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cromatina, dissolucdo dos ribossomos e perda de integridade da
membrana celular (ELMORE, 2007; RASTOGI et al., 2009). As
diferencas morfoldgicas entre necrose e apoptose podem ser observadas
na Figura 2.

Estudar sobre como as vias apoptoticas estdo alteradas no cancer é
fundamental para o entendimento da progressdo dessa doenga, assim
como para o desenvolvimento de novas terapias antitumorais que possam
ser mais efetivas, e com menos reacdes adversas para 0 paciente
(HUNTER et al., 2007).

Figura 2 - Diferenca entre necrose e apoptose
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Fonte: Adaptado de Rastogi e Sinha, 2009

2.4 APOPTOSE

O termo apoptose foi utilizado pela primeira vez em 1972 para
descrever uma forma completamente distinta de morte celular. A
apoptose é definida por caracteristicas morfoldgicas (arredondamento da
célula, reducdo do volume celular, fragmentagdo nuclear, exposicdo a
fosfatildiserina, perda de potencial de membrana mitocondrial) e ativacao
de caspases. Este tipo de morte gera pouca reacdo inflamatoria, devido ao
fato de as células apoptdticas ndo liberarem o contetdo celular para o
tecido circundante pois sdo digeridas rapidamente impedindo a liberagao
das citocinas inflamatdrias (ELMORE, 2007; ZHANG et al., 2017).

Um dos primeiros marcadores da apoptose é a externaliza¢do da
fosfatildiserina na membrana celular (RYSAVY et al., 2014). As
primeiras alteracfes visiveis da apoptose sdo o0 encolhimento da célula e
condensacao do nucleo de da cromatina (picnose), nesse primeiro estagio
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as células parecem com uma massa oval ou arredondada, com citoplasma
denso e ndcleo compacto, podem apresentar aumento da granulosidade
citoplasmatica, no segundo estagio ocorre a formacéo de invaginacdes e
pregas na membrana plasmatica denominadas blébs. Outra caracteristica
importante da apoptose é a fragmentacdo do DNA que acontece pela a¢do
de endonucleases ativas, que produz fragmentos em tamanhos variaveis,
sempre multiplos de 200 pares de base (RUBIN et al., 2010; TOWER,
2015).

A regulacdo da apoptose envolve duas vias principais, a via
extrinseca iniciada pelos receptores de necrose tumoral (TNF) e a via
intrinseca ou mitocondrial controlada pela familia Bcl-2 (FULDA, 2015;
CASSIER et al., 2017).

2.4.1 Via Extrinseca da Apoptose

A via extrinseca se inicia por sinais extracelulares onde o ligante
se liga a membrana plasmética. Os receptores de morte presentes na
membrana  citoplasmatica apresentam  dominio  citoplasmatico
fundamentais para propagar sinais apoptdticos e sdo membros da familia
do receptor TNF (Fator de Necrose Tumoral), entre eles TNF — R1, FaS,
APQ1, CD95, receptor de morte 3 ou DH3, TRAIL-R1 (Receptor 1 do
ligante relacionado ao TNF e indutor de apoptose), TRAIL-R2 (Receptor
2 do ligante relacionado ao TNF e indutor da apoptose e DR6 (receptores
de morte 6) (MITA., etal., 2006; FULDA, 2015).

Estimulados pela ligacdo ao ligante, os dominios de morte (DD)
sdo recrutados pelos seus receptores, como 0 FADD (dominio de morte
associado ao Fas) e 0 TRADD (dominio de morte associado ao fator de
necrose tumoral), que em conjunto com as caspases iniciadoras -8 e -10
formam o complexo DISC (complexo sinalizador indutor de apoptose),
gue resulta na auto clivagem e ativagdo dessas duas caspases, que ativam
as caspases efetoras -3, -6 e -7, que, por sua vez, clivam substratos
celulares o que leva a apoptose. A caspase -8 pode induzir a clivagem da
proteina BID (proteina agonista do dominio de morte), 0 que aumenta a
permeabilidade da mitocondria e a liberacdo de proteinas pré-apoptéticas
(ELMORE, 2007; KUROKAWA., et al, 2009; KOFF., et al, 2015).

2.4.2 Via Intrinseca da Apoptose
A via intrinseca é ativada através da mitocondria, onde os

estimulos apoptéticos desencadeiam a liberacdo de proteinas, e,
consequentemente, a liberacdo para o citosol de fatores como citocromo
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¢, proteinas Smac/diablo e o fator indutor de apoptose (AIF) (FULDA,
2015). O AIF atua de um modo independente de caspase. Uma vez
liberado no citoplasma, se transloca para o nlcleo e causa fragmentacao
de DNA (RASTOGUI e SINHA, 2009; SEVRIOUKOVA, 2011).

Auséncia de fatores de crescimento, hormdnios e citocinas,
radiacdo, toxinas, hipoxia, hipertermia, infeccdo viral, radicais livres,
danos ao DNA séo estimulos que podem levar a ativacao da via intrinseca
da apoptose (ELMORE, 2007; FRENZEL et al., 2009). Perda de potencial
mitocondrial, liberagdo de proteinas da mitocondria e permeabilidade da
membrana mitocondrial alterada sdo mecanismos que sofrem uma
regulacdo por membros da familia das proteinas Bcl-2 (ROLAND et al.,
2010).

A familia Bcl-2 é constituida por proteinas com efeito
antiapoptotico, entre elas: Bcl-2 e Bcl-XI. Essas proteinas protegem a
célula contra a apoptose e as proteinas pré-apoptéticas, como a Bax, Bid,
Noxa e Bak, que sdo proteinas responsaveis por desencadear a apoptose
(Figura 3). Diante de um sinal estimulador membros pré-apoptéticos da
familia Bcl-2 se translocam para a membrana mitocondrial externa. A
oligomerizacdo dessa proteina induz a célula a apoptose por dois
mecanismos distintos: formac&o direta dos poros protéicos na membrana
mitocondrial e ligacdo via dominio BH3 as proteinas Bcl-2 e Bcl-XL
antagonizando-as (CASSIER et al., 2017). A super expressao de Bcl-2 é
vista como um fator de mau progndstico em pacientes com leucemias
agudas (SUAREZ et al., 2001; FRENZEL et al., 2009).

As caspases executoras (-3, -6 e -7), ttm como alvo final a
clivagem de proteinas cinases, proteinas do citoesqueleto e proteinas
relacionadas ao reparo do DNA (Figura 3). Entre os substratos clivados
se encontram a PARP (Polimerase Poli-ADP-Ribose). A clivagem da
PARP pelas caspases interfere no reparo do DNA, que pode ser um
importante indicador de apoptose (PERES e CURI, 2005; OLSSON et al.,
2011). Tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca convergem para a
ativacdo da caspase -3, desencadeando uma série de alteracOes
morfoldgicas, que caracterizam a apoptose (WYLLIE, 2010; FULDA,
2015).

Nesse contexto, estudar os mecanismos indutores de apoptose € um
processo imprescindivel para a busca de novas terapias antitumorais.
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Figura 3 - Via intrinseca e Via extrinseca da apoptose
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Estimulos externos iniciam a via intrinseca, resultando na despolarizagédo da
membrana mitocondrial externa e na liberacdo de fatores como citocromo c, essa
etapa é regulada pela familia de proteinas Bcl-2. A via extrinseca se da pela
ligagdo dos receptores de morte, que resultam na ativagdo da caspase -3 e levam
a célula a apoptose. Proteinas como AlF, IAPs, Smac/diablo também participam
da cascata da apoptose.

Fonte: Adaptado de OLSSON e ZHYVOTOVSKY, 2011

2.5 CICLO CELULAR

O ciclo celular mostra a progresséo de uma célula, além de possuir
um papel fundamental na replicacdo do DNA e na segregacdo dos
cromossomos homologos para as células — filhas, originadas durante a
divisdo celular (BRADFORD et al., 2010; TARN et al., 2011). Conhecer
o ciclo celular e seus mecanismos de regulacdo é fundamental para
compreender a leucemogénese (ABBAS et al., 2009).
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O ciclo celular eucaridtico consiste nas seguintes fases
sequenciais: G1 (Gap 1), Sintese (S), G2 (Gap 2) e fase M. A fase G1é 0
intervalo entre a mitose que originou a célula e a fase S, a fase S é a fase
de sintese do DNA e a fase G, é o intervalo entre a fase S e a mitose que
dara origem a duas células—filhas, durante essa fase a célula estd se
preparando para a divisdo mitdtica em duas células—filhas, e a fase M é a
fase de mitose (Figura 4). A transacdo de uma fase do ciclo celular para
outra ocorre de modo ordenado, a qual é controlada por diferentes
proteinas celulares. A classe de proteinas que controla essa progressao €
composta por enzimas cinases dependentes de ciclinas, denominadas
CDK’s, as quais sdo ativadas em pontos especificos do ciclo celular
(SCHWARTS e SHAH, 2005; MALUMBRE et al., 2009).

Na presenca de um fator estimulante de dano celular, os inibidores
de CDK’s impedem que essas proteinas se liguem as suas respectivas
ciclinas até o total reparo do DNA. A proteina p53 (proteina supressora
de tumor) atua no checkpoint 1 (Figura 4) a proteina p21 age em diversas
vias supressoras do tumor levando & parada do ciclo celular, afim de
corrigir um dano gendmico (ABBAS; DUTA, 2009; BONELLI et al.,
2014). A proteina p53 também pode levar a célula a um processo de
apoptose, assim a supressdo ou mutacdo dessa proteina pode contribuir
para o desenvolvimento de processos neoplasicos (HUNTER et al., 2007).

Perturbacdes nos checkpoints entre as fases do ciclo celular podem
levar ao comprometimento da integridade do genoma e ao
desenvolvimento de neoplasias e diminuicéo significativa da eficacia das
terapias antitumorais (ALBERTS et al., 2004).

As células que se encontram em estado de quiescéncia, fora do
ciclo celular se encontram na fase GO, onde se encontram
metabolicamente ativas, mas sem entrar em divisdo (KUMAR et al.,
2010). As células tumorais ndo finalizam o ciclo de replicacdo celular de
forma normal, ou seja ndo retornam a fase GO, passam diretamente para
a fase G1 levando a proliferacdo celular descontrolada (ALMEIDA et al.,
2005). O ponto de checagem G2/M é responsavel pelo blogueio da mitose
na presenca de danos ao DNA, a expressdo alterada de proteinas
envolvidas neste ponto de checagem esta associada a catastrofe mitética
que leva a deficiéncias no ponto de checagem do ciclo celular (LOBRICH
et al., 2007).

Estudar as perturbacgdes nos pontos de checagem do ciclo celular
que comprometem a integridade do genoma pode ser importante para
melhorar a eficicia dos antitumorais (KASTAN et al., 2004).
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Figura 4 - Ciclo Celular e seus mecanismos de regulagéo
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Fonte: Adaptado de RANG et al. (2003)

2.6 TIOSSEMICARBAZONAS COMO NOVAS ALTERNATIVAS
TERAPEUTICAS

Durante muito tempo a pesquisa de novos farmacos se concentrou
em compostos organicos e produtos naturais, a avaliagdo do perfil
farmacoldgico de produtos sintéticos teve inicio no ano de 1965 com a
descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, quimioterapico
utilizado na clinica até hoje (ROSENBERG et al., 1965), assim comegou
0 interesse por se estudar novas moléculas sintéticas.

Nesse contexto, buscar novos alvos terapéuticos capazes de levar
a célula tumoral a morte por apoptose ou entdo conseguir o blogueio do
ciclo celular envolve o estudo de diversos compostos naturais ou
sintéticos e vem-se fazendo cada vez mais necessario, levando em
consideragdo o pouco avango no tratamento de algumas doencas
(KADOWAKI; KITAWAKI, 2011).

Assim podemos citar as tiossemicarbazonas que sdo compostos
organicos que podem ser considerados bases de Schiff, cuja estrutura
geral e sua humeragao pode ser observadas na Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura Quimica geral das Tiossemicarbazonas
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Sua sintese € relatada na literatura, cuja reacdo é reconhecida por
sua versatilidade, baixo custo, alta quimiosseletividade e por geralmente
apresentar bons rendimentos (BENBROOK et al., 1997; DU et al., 2002).
O mecanismo de reagdo da formacdo das tiossemicarbazonas assemelha-
se ao de formacéo de iminas, todas as etapas dessa reacdo sao reversiveis,
geralmente sua formacdo se da em um pH entre 4 e 5 (TENORIO et al.,
2005; OLIVEIRA, 2015).

Alguns trabalhos demonstram a atividade bioldgica desse
composto, como atividade antiviral (TEITZ etal., 1994), antitumoral (DE
OLIVEIRA et al., 2015; FEUN et al., 2002; LEHMKE et al., 1977;
SERDA et al.,, 2012), antibacteriana (DE AQUINO et al., 2008),
antiparasitaria (BHARTI et al.,, 2002; DE MELOS et al., 2015
ESPINDOLA et al., 2015).

Esta classe de compostos organicos também é conhecida por
apresentar propriedades para a formacgao de complexos organometéalicos.
Os complexos metélicos das tiossemicarbazonas apresentam diversas
propriedades farmacolégicas incluindo atividades antitumorais
(STEFANI et al., 2015). Em algumas circunstancias a atividade biol6gica
aumenta com a complexacéo de metais como o ferro (BISCEGLIE et al.,
2015; FERRAZ et al., 2009).

Estudos mostraram que as tiossemicarbazonas podem inibir a
enzima ribonucleotideo redutase, que estd envolvida na sintese do DNA
e na divisdo celular. Por isso, a inibicdo dessa enzima pelas
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tiossemicarbazonas é de grande interesse para o desenvolvimento de
agentes antitumorais, (FINCH et al., 2000; LESSA et al., 2010).
Considerando as propriedades bioldgicas das tiossemicarbazonas,
e 0 interesse pela pesquisa de novos alvos terapéuticos capazes de levar a
célula tumoral a morte por apoptose, neste trabalho foi investigado o
efeito citotoxico da tiossemicarbazonas sobre células de linhagens de LA.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito citotoxico de 33 tiossemicarbazonas sintéticas
sobre células de linhagem de leucemia mieloide aguda humana (K562) e
de leucemia linfoide aguda humana (Jurkat), e avaliar o mecanismo de
morte celular do composto mais ativo in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Avaliar o efeito citotoxico de duas séries de tiossemicarbazonas
sintéticas, uma com 16 compostos e outra com 17 compostos sobre as
células de linhagem de leucemia mieloide aguda humana K562;

e Selecionar 0s compostos com maior atividade citotdxica e
determinar suas respostas em relacdo a concentracdo e ao tempo de
incubacdo, bem como calcular sua Clsp em células de linhagem de
leucemia linfoide aguda Jurkat e leucemia mieloide aguda K562 de
origem humana;

¢ Avaliar a seletividade da tiossemicarbazona LAP17 em relacdo
as células mononucleares de individuos saudaveis;

¢ Avaliar o potencial de hemolise da tiossemicarbazona LAP17;

e Investigar o tipo de morte celular induzido pela
tiossemicarbazona LAP17;

e Analisar o efeito da tiossemicarbazona LAP17 sobre o ciclo
celular das células Jurkat e K562;

¢ Avaliar o efeito da tiossemicarbazona LAP17 sobre o potencial
mitocondrial das linhagens K562 e Jurkat;

e Investigar se o efeito citotoxico da tiossemicarbazona LAP17
sobre as células de linhagem de leucemias agudas Jurkat e K562 envolve
0s seguintes fatores reguladores de apoptose: caspase -3, proteina
antiapoptotica Bcl-2, proteina apoptética Bax, fator indutor de apoptose
(IAF) e receptor FasR.
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4 MATERIAIS E METODOS

Esta secdo aborda os procedimentos, as técnicas e 0s reagentes
utilizados para a obtencao deste trabalho, conforme apresentado na Figura
6.

Figura 6 - Delineamento de estudo
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4.1 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas duas linhagens de leucemias agudas humanas:
LMA secundaria a LMC (K562) e LLA-T (Jurkat). As linhagens K562 e
Jurkat foram cedidas pelo Prof. Dr. Alberto Orfao do Cientro de
Investigacion del Cancer da Universidade de Salamanca.

A linhagem celular K562 estabeleceu-se de uma efusdo pleural de
um paciente de 53 anos com leucemia mieldide cronica em crise blastica
(KOEFFLER et al., 1980). A linhagem Jurkat foi estabelecida do sangue
periférico de um paciente de 14 anos em sua primeira recidiva de LLA de
células T (SCHNEIDER et al., 1977).

A células foram mantidas em garrafas plasticas para cultura celular
contendo meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
(K562 e Jurkat), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF)
inativado, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 10 mM
de tampdo de &cido N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico]
(Hepes), Ph 7.2, e mantidas em estufa imida a 37 °C, com 5% CO,.

Os meios de cultura, a penicilina, a estreptomicina, o tampao
HEPES e o SBF foram adquiridos da Gibco®, Invitrogen Corporation,
Brasil.
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As células foram semeadas a uma densidade de 1,0x10°
células/garrafa e repicadas a cada 48 a 72h em fluxo laminar. No inicio
de cada experimento a suspensdo celular foi centrifugada a 1500 RPMI
por dez minutos em temperatura ambiente (20° a 25°C). Descartou-se 0
sobrenadante, o sedimento celular foi ressuspendido em 1ml de meio de
cultura RPMI. As células viaveis foram avaliadas pelo método de
exclusdo com o corante azul de trypan (0,5%). Foi utilizado para
experimentos apenas as amostras com viabilidade superior a 90%. A
guantidade de células vidveis adicionadas as placas de cultura variou
conforme o protocolo experimental, mantendo a relacdo de 1x10°
células/poco para o tempo de tratamento de 24 h, 5x10* células/poco para
48 h e 2,5x10* células/poco para 72 h e 200 pl de meio de cultura.

Todos os procedimentos de preparacdo de amostras foram
realizados em condicGes estéreis.

4.2 SINTESE QUIMICA

As tiossemicarbazonas da série LAP e da série LS sdo inéditas e
foram sintetizadas de acordo com a metodologia descrita na literatura (DE
AQUINO et al., 2008) pela doutoranda Larissa Sens sob a orienta¢do do
professor Dr. Ricardo José Nunes do Laboratério Estrutura e Atividade
do Departamento de Quimica da UFSC, conforme Figura 7.

Figura 7 - Rota de sintese utilizada para obtencéo das tiossemicarbazonas
sintéticas
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Rota de sintese para obtencéo das tiossemicarbazonas sintéticas, Ph entre 4 e 5,
todas as reacOes sdo reversiveis.
Fonte: DE AQUINO et al., 2008.

Nas figuras abaixo podemos observar a estrutura das
Tiossemicarbazonas sintetizadas da série LAP (Figura 8) e série LS
(Figura 9).



Figura 8 - Série LAP
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4.3 TRATAMENTO DAS CELULAS COM AS
TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas foram dissolvidas em dimetilsuféxido
(DMSO) na concentracdo de 10 mM e armazenadas a 4 °C. Nos
experimentos foram utilizadas solu¢des preparadas a partir dessa solucdo
estoque e diluidas em meio de cultura. A concentracdo das
tiossemicarbazonas avaliadas variou entre 1 e 100 UM, néo ultrapassando
a concentracdo de 2% (v/v) para o veiculo. O tratamento foi realizado pela
adicdo das tiossemicarbazonas sintéticas as células K562 e Jurkat em um
volume maximo de 10% do volume da suspensao celular adicionada ao
poco da placa de cultura. As células foram mantidas em estufa imida a
37 ° C, com 5% COy, por periodos que variaram conforme o protocolo
experimental. Foram utilizados dois controles, um de células sem
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tratamento e outro acrescido do solvente (DMSQO) ao meio de cultura na
maior concentragdo utilizada no experimento.

Inicialmente foi realizado uma triagem apenas com a célula K562
por ser considerada um modelo de célula de leucemia aguda resistente
obtida através da amostra de um paciente com LMA secundaria a uma
LMC cujo prognostico é desfavoravel, com o objetivo de avaliar o efeito
citotoxico das 33 tiossemicarbazonas sintéticas. Daquelas mais
citotoxicas, foi realizado curvas concentracdo-resposta em 24, 48 e 72
horas com concentragdes crescentes (5, 10, 25, 50 e 100 uM). Os trés
compostos que demonstraram maior reducdo na viabilidade celular da
célula K562 foram selecionados para a determinacdo das curvas
concentracdo e tempo-resposta para a outra linhagem celular, a Jurkat.
Para isso, as células foram incubadas com as tiossemicarbazonas
selecionadas (LAP3, LAP17 e LAP19) em concentracdes crescentes (5,
10, 25, 50 e 100 uM), em estufa imida a 37 °C com 5% de CO,. Apds
24, 48 e 72 horas de incubagdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo
método do brometo 3-(4,5- dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H tetrazdlio
(MTT), adquirido da Sigma-Aldrich®, EUA, a leitura das absorbancias
foi realizada em espectrofotdmetro a 540nm. A Clso foi obtida a partir de
uma curva concentracdo-resposta em 24, 48 e 72 h, utilizando o software
GraphPad Prism 5.

4.4 O’BTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEADAS DE
INDIVIDUOS SAUDAVEIS

As amostras de SP foram coletadas de cinco individuos saudaveis
e ndo fumantes que assinaram o TCLE presente no projeto de pesquisa
aprovado pelo CEPSH — UFSC sob parecer n° 746.486/2014. Na coleta
foi utilizado anticoagulante etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por
puncdo venosa e as amostras foram processadas em até 30 minutos apds
a coleta. Para a obtencdo das células mononucleadas, as amostras
sanguineas foram diluidas em tampéo fosfato (PBS) em uma proporcéo
de 1 ml de amostra para 0,5ml de PBS.

Apos a diluicdo cada amostra foi colocada sobre 4 ml de Ficcol-
Hypaque (densidade 1,077 g/m3 Sigma-Aldrich, EUA) e centrifugada a
300 x g por 30 minutos. A interfase contendo as células mononucleadas
foi transferida para um cubo conico de 15 ml, depois foram ressuspensas
em 10 ml de tampao PBS e centrifugadas. Ao fim da Ultima lavagem, as
células foram ressuspendidas em 1ml de meio RPMI 1640, e o nimero de
celulas viaveis foi avaliado pelo método do Azul de Trypan (0,5%). A
cada poco da placa de cultura celular foram adicionadas 5,0 x10*
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células/poco Em seguida as células foram incubadas com a Clso da
tiossemicarbazona LAP17. Apbs 24 horas de incubacdo a viabilidade
celular foi avaliada pelo método do MTT. Os resultados foram
comparados com Taxol que é um quimioterapico utilizado na clinica.

4.5 TESTE DE HEMOLISE

Este teste foi utilizado para avaliar se a tiossemicarbazona LAP17
era capaz de induzir ruptura na membrana dos eritrécitos e,
consequentemente hemolise e extravasamento do contetdo celular.

No ensaio foi utilizado amostras de SP de quatro individuos
saudaveis, ndo fumantes e voluntarios, coletadas por puncdo venosa em
tubo com anticoagulante, citrato de sodio e processadas em até 3 horas.
Todos os individuos assinaram o TCLE presente no projeto de pesquisa
aprovado pelo CEPSH — UFSC sob parecer n° 746.486/2014.

Isolou-se os eritrdcitos do restante do conteido sanguineo (plasma
e leucdcitos) por centrifugacdo, os quais foram lavados com salina
(cloreto de sdédio 0,9%) e descartou-se o sobrenadante. Diluiu-se o
sedimento de eritrocitos com a finalidade de obter a disperséo estoque
com um valor de absorbancia entre 1,8 e 22 lida em um
espectrofotdbmetro a 540 nm. A partir da dispersdo do estoque de
eritrdcitos foi montado o ensaio: controle negativo ou 0% de hemdlise (50
ul de dispersdo de eritrdcitos adicionando 950 ul de salina), controle
positivo ou 100% de lise celular (50 pl de dispersdo de eritrdcitos
adicionando 950 pl de agua destilada) e as amostras testes (50 ul de
dispersdo de eritrocitos com 950 ul de solucéo salina contendo diferentes
concentracBes dos compostos analisados). Cada amostra foi incubada a
37°C por 1 hora sobre agitacdo de 100 x g (WANG J-J et al., 2009). Apos
a incubacdo as amostras foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e a
absorbancia do sobrenadante foi lida em espectrofotémetro a 540 nm. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A taxa de hemolise foi calculada
de acordo com a densidade dptica de cada amostra e controles, que
demonstram a quantidade de hemoglobina liberada no sobrenadante
devido a ruptura dos eritrocitos.

Equacéo 1 - Calculo da taxa de hemdlise
. D'ﬂr - Dncn
Taxa de Hemdilise (%) = — x 100
DO, —-D0,
DOt: densidade Optica da amostra teste; DOcn: densidade Optica do controle
negativo; DOcp: densidade 6ptica do controle positivo.
Fonte: A Autora
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4.6 VIABILIDADE CELULAR (METODO DO MTT)

O efeito citotoxico das tiossemicarbazonas sobre viabilidade das
células de linhagem K562 e Jurkat e sobre as células mononucleares de
sangue periférico de individuos saudaveis foi avaliado pelo ensaio
colorimétrico com sal de tetrazdlio (MTT), o qual consiste em um ensaio
colorimétrico baseado na reducdo do MTT ao seu derivado formazan de
cor roxa, pelo metabolismo mitocondrial (MOSMANN., 1983). Sendo
assim o ensaio funciona como um indicador de fun¢do mitocondrial, logo
também da viabilidade celular.

Apo6s o periodo de incubacdo de cada experimento, removeu-se 0
sobrenadante e foi adicionado novo meio de cultura contendo 10% (v/v)
de solu¢do de MTT (5mg/ ml em PBS) (Sigma - Aldrich ®, EUA) as
células foram novamente incubadas por um periodo de 3h a 37 °C. Ap6s
3 horas de incubagdo a 37 °C as placas foram centrifugadas e o
sobrenadante removido. Os precipitados formados em cada poco foram
dissolvidos em 100 pL de solucdo de alcool isopropilico/ HCI 0,04N e as
placas foram novamente centrifugadas para a remogdo dos restos
celulares. O sobrenadante foi transferido para outra placa onde foi
realizada a leitura das absorbancias em espectrofotdometro Microwell
Systems (Organom Teknika Belgium) no comprimento de onda de 540
nm. A densidade dptica do grupo controle (células sem tratamento) foi
considerada como 100% de células viaveis. A concentra¢do inibitoria
50% (Clso) foi obtida a partir das curvas concentracdo e tempo - resposta,
utilizando o software GraphPad Prism 5, somente para 0s compostos mais
citotoxicos na triagem inicial em células K562.

4.7 IDENTIFICAGAO DO TIPO DE MORTE CELULAR

A tiossemicarbazona LAP17 apresentou uma maior citotoxicidade
e uma menor Clso assim foi o composto escolhido para realizar a
identificagdo do tipo de morte celular pelos seguintes métodos:
investigacdo da morfologia celular por coloragdo com brometo de etidio
e laranja de acridina (BE/LA) em microscopia de fluorescéncia, ensaio de
fragmentacdo de DNA por eletroforese em gel de agarose e a avaliagao
dos residuos de fosfatildiserina pelo método de Anexina V ligado a FITC
por citometria de fluxo.
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4.7.1 Avaliacdo da apoptose por microscopia de fluorescéncia com
brometo de etidio e laranja de acridina

Com a finalidade de avaliar a morfologia das células apoptdticas
por microscopia de fluorescéncia foram utilizados os corantes
fluorescentes laranja de acridina e brometo de etidio. Este ensaio é
baseado na diferenca de permeabilidade da membrana plasmética das
células aos corantes BE/LA. O LA é um corante permedvel a membrana
citoplasmatica intacta que interage com o DNA emitindo fluorescéncia
verde as células quando observadas em microscopio de fluorescéncia. Ja
0 BE é permeavel a membrana somente quando a integridade da mesma
esta alterada, conferindo fluorescéncia laranja ao nlcleo das células ao se
intercalar com o DNA. Desta forma € possivel diferenciar células viaveis,
células em apoptose inicial ou tardia e células necroéticas pela observacdo
do aspecto morfoldgico do nicleo e pela condensacdo da cromatina. As
células viaveis apresentam fluorescéncia verde com nicleo uniforme; as
células em apoptose inicial apresentam membranas intactas e,
consequentemente, ndcleo verde, corado de forma ndo uniforme, com
cromatina condensada e fragmentacdo nuclear; as células em apoptose
tardia apresentam nlcleo com fluorescéncia laranja, pois nas fases finais
do processo ha perda da integridade da membrana, cromatina condensada
ou fragmentada e presenca de corpos apoptéticos, ja as células necréticas
apresentam fluorescéncia laranja uniforme (RENVOIZE et al., 1998;
KOSMIDER et al., 2004; TAKAHASHI et al., 2004).

Para os ensaios, as células K562 e Jurkat (1,0x106 células/poco)
foram tratadas com a tiossemicarbazona LAP17 na Clso de 24 h. Apos 12
horas de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e o sedimento
celular foi ressuspendido em uma solucdo constituida de brometo de
etidio (5ug/ml) e laranja de acridina (10ug/ml) na proporcdo 1:1. Em
seguida, 25 pL da suspensdo celular foi transferida para uma lamina de
vidro e recoberta com laminula, e as células foram observadas em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX-FLA), utilizando uma
objetiva 40x. Os campos representativos foram fotografados com camera
fotogréafica (Olympus BX 40, Japao).

4.7.2 Avaliagdo da apoptose pelo método de fragmentacéo do DNA

Neste ensaio as células K562 e Jurkat foram plaqueadas na
concentragdo de 6,0 x 10° células por pogo e tratadas com a
tiossemicarbazona LAP17 em seguida incubadas durante 24 horas em
estufa imida a 37°C com 5% de CO2. Apds esse periodo, as células foram
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lavadas duas vezes com tampao PBS e a extracdo do DNA foi realizada
segundo as instrucbes do fabricante do kit (QIAGEN®). Apds a
centrifugacdo de 10.000 x g/ 5 minutos, o sobrenadante foi transferido
para um microtubo livre de RNAse e DNAse e 0 DNA das amostras foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de
etidio (1 pg/mL). Por fim, foram visualizados e fotografados sob
iluminacdo ultravioleta UV de foto documentacdo de géis (DOC-
PRINT® Biosystems).

4.7.3 Avaliacdo da apoptose pelo método de anexina V — FITC

Para confirmacdo da morte das células K562 e Jurkat por apoptose
foi avaliada a expressdo dos residuos de fosfatildiserina. Este ensaio é
baseado na ligacdo da anexina V a proteina de membrana fosfatildiserina.
A anexina V liga-se especificamente aos residuos de fosfatildiserina e
guando conjugada ao fluorocromo FITC, permite identificar e quantificar
as células que expbem esses residuos por citometria de fluxo
(ENGELAND et al., 1998).

As células K562 e Jurkat (1,0x10° células/poco) foram tratadas
com a tiossemicarbazona LAP17 na sua Clso de 24 horas e incubadas por
12 horas. Em seguida foram lavadas com PBS e adicionou-se ao
sobrenadante 100 pl de tampéo de Anexina V na diluigdo 1:10 e 5 pl de
anexina V-FITC conforme recomendacao do fabricante. Como controle
negativo foram utilizadas células sem tratamento para definicdo de uma
guantificacdo basal de marcacdo com anexina V, também foi utilizado um
tubo controle com o veiculo de dissolu¢do DMSO. O citdmetro de fluxo
utilizado para as andlises foi o BD FACSCanto ™ II (Becton Dickinson®)
e os resultados foram analisados no software Infinicyt (Cytognos®) versdo
1.7. Adquiriu-se 10.000 eventos e retirou-se os dupletes com Forward
Scatter (FSC) High e FSC area das células.

4.8 AVALIACAO DO CICLO CELULAR

Para avaliar os efeitos da tiossemicarbazona LAP17 sobre as fases
do ciclo celular das células K562 e Jurkat foi utilizado o PI/RNASE
solution kit (Immunostep®), seu principio consiste na coloragdo dos
acidos nucléicos pelo iodeto de propidio (PI) apés a digestdo do RNA.
Dependendo da fase do ciclo celular, o PI emite diferentes intensidades
de fluorescéncia, que sdo captadas pelos detectores fotomultiplicadores
do citdmetro de fluxo por variagbes no contedo do DNA celular,
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guantificando assim a porcentagem de células em cada fase do ciclo
celular (POZAROWSKI; DARZYNKIEWICZ, 2004).

As células K562 e Jurkat (1,0x10° células/poco) foram tratadas
com a tiossemicarbazona LAP17 nas suas Clso de 24 horas e incubadas
durante 12 horas em estufa imida a 37°C contendo 5% de CO,. Passado
0 periodo de incubacdo lavou-se as células duas vezes com PBS. A
marcacdo celular foi realizada conforme recomendagéo do fabricante do
Kit. Fixou-se as células com etanol 70% e em seguida foram incubadas
durante 30 minutos a uma temperatura de -4 °C. Logo ap6s lavou-se as
células duas vezes com PBS contendo 2% de albumina bovina e
centrifugadas a 200 x g durante dez minutos. Ao final foi adicionado ao
sedimento celular a solucdo de Pl contendo RNAse. A suspensdo foi
incubada por 15 minutos em temperatura ambiente antes de ser adquirida
no citdmetro de fluxo BD FACSCanto ™ II (Becton Dickinson®) e em
seguida foram analisadas no software Infinicyt (Cytognos®) verséo 1.7.
Foram adquiridos 20.000 eventos com gate no canal PE (510 -595 nm).
Como controle negativo foi utilizado células sem tratamento para
caracterizacdo dos parametros analisado no citdmetro de fluxo e também
foi utilizado um tubo controle com o veiculo de dissolucdo DMSO.

4.9 AVALIAGAO DO POTENCIAL MITOCONDRIAL

Para avaliar os efeitos da tiossemicarbazona LAP17 sobre o
potencial mitocondrial das células K562 e Jurkat foi utilizado o kit Mito
View 633 (Biotium®). De acordo com o fabricante este kit € composto por
um corante mitocondrial fluorescente que emite luz no comprimento de
onda correspondente a cor vermelha (648nm). Ao colocar este corante em
contato com a solucdo de células este se difunde através da membrana
plasmatica e se acumula na mitocdndria em concentragdes nanomolares.
As mitocdndrias com potencial fisiologico intacto sdo coradas com o Mito
View 633 e fluorescem devido ao acimulo do corante no ambiente
lipidico das mitocOndrias. Quando algum fator externo causa a
diminuicdo do potencial mitocondrial as mitocondrias perdem essa
fluorescéncia.

As células K562 e Jurkat (1,0x10° células/poco) foram tratadas
com a tiossemicarbazona LAP17 nas suas Clso de 24 horas e incubadas
durante 12 horas em estufa imida a 37°C contendo 5% de CO, Passado o
periodo de incubacao foram lavadas com PBS e centrifugadas a 200 x g
durante dez minutos, foi descartado o sobrenadante. Sobre o sedimento
celular adicionou-se a solugdo de Mito View 633 diluido em 1:10.000 de
acordo com as instrucGes do fabricante. Apés a adicdo do corante,
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incubou-se as células por 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 25°
C) e a0 abrigo da luz. Ao final da incubacdo as placas contendo as células
foram novamente centrifugadas, o sobrenadante descartado e o sedimento
suspendido em PBS. As amostras foram adquiridas no citbmetro de fluxo
BD FACSCanto ™ 1 (Becton Dickinson®) e em seguida foram analisadas
no software Infinicyt (Cytognos®) versdo 1.7. Cada experimento foi
adquirido em 10.000 eventos e os dupletes foram retirados utilizando-se
as caracteristicas de FSC High e Side Scattter (SSC) area das células.
Como controle negativo foram utilizadas células sem tratamento para
caracterizacdo dos parametros analisado no citbmetro de fluxo, também
foi utilizado um tubo controle com o veiculo de dissolu¢do DMSO.

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS BAX, BCL-
2, FASR, AIF E CASPASE 3 POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células K65 e Jurkat (1x10° células/poco) foram tratadas com a
tiossemicarbazona LAP17 nas suas Clso de 24 horas e incubadas durante
12 horas em estufa Umida a 37°C contendo 5% de CO,, Passado o periodo
de incubagdo, as células foram lavadas com PBS e submetidas a
centrifugacdo a 200 x g durante dez minutos, e foi adicionado ao
sedimento celular 200 pl do reagente BD Fix/Perm para permeabilizacdo
das células (exceto FasR). Ap6s 20 minutos de incubacdo a 8°C, foi
submetido as amostras a novas centrifugacdes, descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento celular com 100 ul de
tampdo de lavagem Fix/Perm. Em seguida foi adicionado 5 ul do
anticorpo monoclonal anti-Bcl-2 conjugado ao FITC da Dako — Agilents
Technologies, 5 pl do anticorpo monoclonal Caspase- 3 da Santa Cruz
Biotechnology conjugado ao FITC, 5 pl do anticorpo monoclonal anti-
BAX conjugado ao PerCP, 5u do anticorpo monoclonal anti-FasR
conjugado ao PE, e 5 pl do anticorpo AlF ambos conjugados ao FITC e
todos os trés da Santa Cruz Biotechnology. Ao fim as células foram
lavadas e suspendidas em PBS para aquisi¢do no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto ™[I (Becton Dickinson®) e em seguida foram analisadas no
no software Infinicyt (Cytognos®) versdo 1.7. Cada experimento foi
adquirido em 10.000 eventos e os dubletes foram retirados utilizando-se
as caracteristicas de FSC High e SSC érea das células. Como controle
negativo foi utilizado células sem tratamento para caracterizacdo dos
parametros analisado no citémetro de fluxo, também foi utilizado um tubo
controle com o veiculo de dissolu¢cdo DMSO.
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados foram apresentados por média + erro
padrdo da média (EPM). Cada experimento foi realizado no minimo em
triplicata. Para avaliacdo da citotoxicidade em células de leucemias
agudas foi utilizado a andlise de variancia de uma via (ANOVA one way)
e de duas vias (ANOVA two way) seguidas de Bonferroni. A andlise da
viabilidade celular em células mononucleadas, a avaliacdo da exposicao
da fosfatildiserina, a alteracdo do potencial mitocondrial, a avaliacdo da
expressdo de proteinas envolvidas na apoptose e ciclo celular foram
realizadas através do teste t-Student comparado cada ponto com o grupo
controle. Em todas as analises foi adotado um nivel de significancia
minimo de 5% (p< 0,05). A realizagcdo do tratamento estatistico foi
utilizado o software GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos nos
experimentos realizados durante o estudo, conforme descrito
anteriormente na se¢do materiais e métodos.

5.1 EFEITO CITOTOXICO DAS TIOSSEMICARBAZONAS DAS
SERIES LS E LAP SOBRE CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA K562

Com o objetivo de selecionar a tiossemicarbazona com maior
efeito citotoxico dentre as séries LAP e LS, inicialmente, foi realizado
uma triagem com 33 tiossemicarbazonas sintéticas sobre as células K562.
O efeito citotdxico foi avaliado pelo método do MTT, apds 24 horas de
incubagdo com os compostos na concentracdo de 100uM. A viabilidade
celular obtida ap6s a incubacdo com cada composto foi comparada com
0 grupo controle (células ndo tratadas).

Como pode ser observado na Figura 10 os compostos da série LAP
(painel A) apresentaram maior citotoxicidade para a célula K562 quando
comparados com a série LS (painel B). Nessa figura também é possivel
observar que entre as tiossemicarbazonas aquelas que causaram maior
citotoxicidade para as células K562 foram a LAP3, LAP17 e LAP19, com
viabilidade celular de 34.15+ 2.1 uM, 28.72 + 2.4 uM e 33.19 £ 2.5 UM,
respectivamente. Como as tiossemicarbazonas sintéticas foram diluidas
em DMSO 2%, o efeito citotoxico desse veiculo também foi avaliado
sobre as células K562, e, como pode ser observado na Figura 10, ele ndo
causou redugdo significativa da viabilidade celular quando comparado ao
controle.

Como as tiossemicarbazonas LAP3, LAP17 e LAP19 foram
aquelas que apresentaram maior citotoxicidade, elas foram selecionadas
para avaliacdo do efeito citotoxico sobre as células K562 e Jurkat em
diferentes concentrages (5, 10, 25, 50 e 100uM) e tempos (24h, 48h e
72h). Como pode ser observado na Figura 11, as trés tiossemicarbazonas
causaram citotoxicidade para ambas as linhagens dependente da
concentracdo e do tempo. Os valores de CI50 foram calculados para os
trés compostos como demonstra a Figura 10. Dentre as trés
tiossemicarbazonas analisadas, a LAP 17 foi aquela que apresentou maior
diminuicéo da viabilidade celular para as duas células estudadas (Clso de
34,66 £ 1,5 uM e 25,27 + 1,4 uM no tempo de 24 horas para as células
K562 e Jurkat, respectivamente). Sendo assim, a tiossemicarbazona
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LAP17 foi a escolhida para dar continuidade aos ensaios na sequencia
deste estudo.

Figura 10 - Avaliacdo da Citotoxicidade das séries LAP e LS nas células
K562
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As células K562 foram incubadas (1x105 células/pogo) com as
tiossemicarbazonas sintéticas: Série LAP (Painel A) Série LS (Painel B) na
concentracdo de 100 pM por 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT. Os resultados expressam a média =+ EPM de experimentos
realizados em triplicata. A diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle p<
0,05. Teste ANOVA one-way seguido de teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 11 - Curvas concentragdo e tempo resposta do efeito citotdxico das
tiossemicarbazonas LAP3, LAP17 e LAP19 sobre as células K562 e Jurkat
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As células K562 (Painel A,B e C) e Jurkat (Painel D, E, F) foram incubadas com
0s compostos LAP3, LAP17 e LAP 19 respectivamente (1x105 células/poco 24
horas, 5x104 células/poco 48 horas e 2,5x104 células/pogo 72 horas). A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do
grupo controle (células ndo tratadas) foi considerada 100%. Cada ponto do
grafico representa média tEPM de trés experimentos independentes. * Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, Anova two-way seguida de

post-hoc de Bonferroni.

Tabela 1 - Valores de CI150 encontrados na linhagem K562 ap6s a incubagéo

com as Tiossemicarbazonas LAP3, LAP17 e LAP19

Tiossemicarbazona 24 horas 48 horas 72 horas

LAP3 5356 +£1.04uM  26.40+1.4 uM 14.88+1.1 uM
LAP17 34.66+15uM  25.45+1.5uM 14.88+1.2 uM
LAP19 547416 uM  39.31+1L.7 uM 36.38£1.2 uM
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Tabela 2 - Valores de CI50 encontrados na linhagem Jurkat ap6s a
incubacdo com as Tiossemicarbazonas LAP3, LAP17 e LAP19

Tiossemicarbazona 24 horas 48 horas 72 horas
LAP3 53.84+1,81 uM  40.05+1,40 uM  23.67+0,70 uM
LAP17 25.27+1,40yM  18.60+1,20 uM  9.09+0,89 uM
LAP19 31.06+1,60 uM  25.82+1,15uM  21.87+1,14 uM

Os valores de CI50 foram obtidos a partir da regressdo ndo linear das curvas
concentragdo e tempo resposta e calculadas através do software GraphPad Prism
5.

5.2 EFEITO CITOTOXICO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 EM
CELULAS MONONUCLEADAS DE INDIVIDUOS
CONSIDERADOS SAUDAVEIS

Para que um novo composto seja promissor para o tratamento das
leucemias agudas é importante que ele seja seletivo para as células
tumorais e que ndo afetem as células normais. Esse aspecto é importante,
pois a citotoxicidade provocada em células normais € a causa de varios
efeitos adversos indesejados os pacientes (HOIJAT-FARSANGI, 2015;
SURYADEVARA et al., 2015). Assim, com a finalidade de investigar o
possivel efeito citotoxico da tiossemicarbazona LAP17 sobre células
normais, 0 composto foi incubado sobre células mononucleadas de
individuos considerados saudaveis com a Clso de 24 horas observadas nas
células de linhagem de LA humana.

Como podemos observar na Figura 13, a tiossemicarbazona
LAP17 ndo provocou redugdo significativa da viabilidade das células
mononucleadas (95,28 + 3.5% de células vivas apés 24 horas de
tratamento). Como controle positivo foi utilizado o Taxol (10 pM),
guimioterapico utilizado na pratica clinica, o qual reduziu
significativamente a viabilidade celular para 25,32 + 4.6%. O veiculo
DMSO 2% apresentou viabilidade de 99,22 + 3.5%, ou seja, ndo interfere
na viabilidade das células.
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Figura 12 - Efeito citotoxico da tiossemicarbazona LAP17 sobre células
mononucleadas de individuos considerados saudaveis
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As células mononucleadas (1,0x104 células/pogo) foram incubadas com a
tiossemicarbazona LAP17 na concentracdo de 34.66uM por 24 horas. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade dptica do
grupo controle (células sem tratamento) foi definida como 100% de viabilidade
celular. Foi utilizado como controle um grupo tratado como Taxol na
concentragdo de 10uM e um grupo tratado com DMSO na concentracéo utilizada
para dissolver o composto. * Diferenca significativa em rela¢do ao grupo controle
p<0,05 teste t de Student.

5.3 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 SOBRE
ERITROCITOS DE SANGUE PERIFERICO

O teste de hemdlise foi realizado para avaliar se 0 composto pode
ser utilizado por uma via sistémica, que € a via mais comumente usada
em tratamento quimioterapico. Para isso, foi utilizado o sangue venoso de
cinco individuos saudaveis para o preparo da solucdo de hemacias. Como
pode ser observado na Figura 13 a tiossemicarbazona LAP17 nas
concentracdes de ICso e 0 triplo da ICso em 24 horas ndo causou hemdlise
significativa (p< 0,05 Teste t Student) com uma taxa de hemolise de
6,15% (1x I1Csp) e 10,36% (3x ICs0). Como controle negativo foi utilizado
solugdo salina e para controle positivo foi utilizado agua destilada.
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Figura 13 - Efeito da Tiossemicarbazona LAP17 sobre Eritrécitos de Sangue
Periférico
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As amostras de sangue venoso foram coletadas em tubo contendo citrato de sédio
e a solucéo de hemacias foi preparada conforme o protocolo experimental.

5.4 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 NA INDUCAO DE
APOPTOSE DAS CELULAS LEUCEMICAS K562 E JURKAT

Apos confirmar que a tiossemicarbazona LAP17 ndo é citotoxica
para células mononucleares e nem apresenta alta taxa hemolitica, o
préximo passo do estudo foi investigar o tipo de morte celular provocado
pelo composto estudado até entdo.

A morte celular pode ocorrer por diversos mecanismos que
envolvem diversas vias de sinalizacdo (KAUFMAN et al., 2000; FULDA,
2015). Para avaliar se a tiossemicarbazona LAP17 causou morte celular
por necrose ou apoptose, primeiramente foi analisado a morfologia das
células por microscopia de fluorescéncia com brometo de etidio e laranja
de acridina.

Como pode ser observado na Figura 14, ap6s 12 horas de
tratamento com a LAP17 na concentragdo da ICsq de 24 horas, as
linhagens celulares Jurkat e K562 mostram um aumento do nimero de
células com caracteristicas morfologicas de células em apoptose quando
comparado ao grupo controle (coloragdo verde uniforme). As células
K562 apds tratamento com LAP17 apresentaram caracteristicas de
apoptose inicial, membrana plasmatica integra, condensacdo da
cromatina e formacdo de blébs, ja as células Jurkat apds o tratamento
mostraram caracteristicas tipicas de apoptose tardia com formacdo de
corpos apoptoticos e perda de integridade da membrana.
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A apoptose induzida pelo composto foi confirmada e quantificada
pela externalizacdo da fosfatildiserina, a qual foi detectada pelo método
da anexina V conjugada a FITC. Como pode ser observado na Figura 15,
LAP17 apds 12 horas de incubacdo com as linhagens celulares de LA, nas
suas respectivas ICsp de 24 horas), causou aumento significativo da
expressao dos residuos de fosfatildiserina na membrana das células, o que
indica morte celular por apoptose.

Figura 14 - Efeito da Tiossemicarbazona LAP17 na inducéo de apoptose em
células de linhagens LA humana
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As células (1x10° células/pogo) foram incubadas com a tiossemicarbazona
LAP17 nas suas respectivas Clsode 24 horas por 12 horas e depois foram coradas
com uma solugdo 1:1 de BE/LA. Os grupos controle sdo as células sem
tratamento. As células foram observadas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus BX41) na magnitude de 40 x e campos representativos foram
fotografados com camera digital (Olympus BX40, Japdo). Setas indicam células
em apoptose. As imagens sdo representativas de pelo menos dois experimentos
independentes.

Na Figura 15 podemos observar que a LAP17 aumentou
significativamente a exposicao dos residuos de fosfatildiserina nas células
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de linhagem de LA, quando comparado ao grupo controle. Nas células
K562, o composto induziu um aumento na exposi¢do dos residuos de
fosfatildiserina de 28,78 £ 1.9% em relacdo ao grupo controle, enquanto
gue nas células Jurkat o aumento foi de 25,29 + 3.3%. Foram realizadas
analises com o veiculo de dissolugdo DMSO 2%, porém ndo apresentou
diferenca significativa quando comparado com o grupo controle.

Figura 15 - Efeito da Tiossemicarbazona LAP17 sobre a exposi¢do dos
residuos de fosfatildiserina das duas linhagens celulares pelo método da
Anexina-V conjugadaa FITC
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As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas
com o composto LAP17 nas suas respectivas IC50 de 24 horas, como grupo
controle foi utilizado células sem tratamento. A intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s marcagdo com Anexina V
conjugada ao fluorocromo FITC. Os resultados representam a média + EPM de
pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram realizadas no
citdmetro de fluxo BD FACSCanto TM Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. * Diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student.

A morte celular por apoptose foi confirmada com uma terceira
metodologia, o ensaio de fragmentacdo do DNA. Como mostra a Figura
16, LAP17 causou o padrio de fragmentacdo “em escada”, caracteristico
de apoptose, o que foi diferente do controle (células sem tratamento).
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Figura 16 - Avaliacdo da inducdo da fragmentacdo do DNA nas células
Jurkat (painel A) e K562 (painel B)
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As células (6x108células/poco) foram incubadas com a tiossemicarbazona LAP17
nas suas respectivas 1Csp por 24 horas. Os grupos controles caracterizam as
células sem tratamento. Apds a incubacdo, a extragdo do DNA foi realizada com
solucdo de guanidina 5 M. O DNA das amostras foi separado por eletroforese em
gel de agarose 2,5% e corados com brometo de etidio (1pug/ml). Os géis foram
visualizados e fotografados sob iluminagdo ultravioleta de foto documentagdo de
géis (DOC-PRINT Byosistems).

55 INVESTIGACAO DO EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA
LAP17 SOBRE O POTENCIAL MITOCONDRIAL DAS CELULAS
K562 E JURKAT

Para avaliar se a morte celular causada por LAP17 envolvia a via
intrinseca da apoptose, foi analisado o envolvimento do potencial
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mitocondrial das células K562 e Jurkat apds 12 horas de tratamento com
suas respectivas 1Cso de 24 horas.

Como ¢é possivel observar na Figura 17, LAP 17 ndo causou
alteracBes no potencial mitocondrial em nenhuma das duas linhagens
estudadas.

Figura 17 - Efeito da tiossemicarbazona LAP17 sobre o potencial
mitocondrial das células K562 e Jurkat
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As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas e
tratadas com LAP17 nas suas respectivas IC50 de 24 horas. Como grupo controle
foi utilizado células sem tratamento. A determinagdo do percentual de células
com o potencial mitocondrial intacto foi determinada por citometria de fluxo apés
utilizagdo do kit Mito View 633. Os resultados apresentam a média + EPM de
pelo menos trés experimentos independentes. As andlises foram realizadas no
citbmetro de fluxo BD FACSCanto TM Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. * Diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student.

5.6 INVESTIGACAO DO EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA
LAP17 SOBRE AS PROTEINAS ANTIAPOPTOTICA BCL-2 E PRO-
APOPTOTICA BAX

Como é possivel observar na Figura 18, (Painel A) a
tiossemicarbazona LAP17 aumentou a expressdo da proteina
antiapoptoética Bcl-2 nas células K562 e Jurkat apds 12 horas de
tratamento. Nessa Figura, também é possivel observar que a expresséo da
proteina pré-apoptética Bax estd aumentada em ambas as linhagens
(58,96 + 2,5% para a célula K562 e 121,5+5% para a célula Jurkat em
comparagdo com o controle), apos 12 horas de tratamento (Painel B).

Ao analisar a razdo entre a proteina antiapoptética Bcl-2 e a
proteina pré - apoptética Bax (Tabela 3) pode-se observar o predominio
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da expressao da proteina Bax em relagdo a proteina Bcl-2 em ambas as
linhagens estudadas (razdo Bcl-2/Bax).

Figura 18 - Efeito da tiossemicarbazona LAP17 sobre a expressdo das
proteinas Bcl-2 e Bax nas células K562 e Jurkat

A K562 JURKAT
1504
100 125
= 1004
s 715 =
& E
vy = 759
- 504 o
G
@ @ 50
25
25
0 0
Conllrole LN;H? Conltrole L.ﬂF"ﬁ
K562 JURKAT
B *& 250 sk
150 225 s s
200
125
1754
= 1004 =
E 100 T 10
= 1254
X 154 =
= @ 10
50 754
504
254
254
0 nd
Cnn&:ole LA||31? Don{rnle LAﬁi?

As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas e
tratadas com LAP17 nas suas respectivas IC50 de 24 horas. A determinagédo da
intensidade de fluorescéncia média foi determinada por citometria de fluxo ap6s
a marcagdo com o anticorpo anti-Bcl-2 e/ ou anticorpo anti — Bax. Os resultados
representam a media = EPM de pelo menos trés experimentos. As analises foram
realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto TM Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. *
Diferenca estatistica em relagéo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student.
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Tabela 3 - Razéo entre a expressdo da proteina antiapoptética Bcl-2 e da
proteina pré - apoptética Bax nas células de LA tratadas com a
tiossemicarbazona LAP17

i Bcl-2 Bax .
Composto Células Razdo Bcl-2/Bax
(IFM) (IFM)
K562 112.56% 158.96% 0,70%
LAP17
Jurkat 135.50% 221.50% 0,61%

IFM: Intensidade de Fluorescéncia Média

57 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 SOBRE O
RECEPTOR FAZ

Como é possivel observar na Figura 19, a tiossemicarbazona
LAP17 aumentou a expressao de FasR nas células K562 e Jurkat apos 12
horas de tratamento em 24,98 + 2.15% e 40,54 + 3.37% quando
comparados com o controle.

Figura 19 - Efeito da Tiossemicarbazona LAP17 sobre a expressdo da
proteina FasR em células K562 e Jurkat
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As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas e
tratadas com LAP17 nas suas respectivas IC50 de 24 horas. A determinagdo da
intensidade de fluorescéncia média foi determinada por citometria de fluxo apés
a marcagdo com o anticorpo anti - FasR. Os resultados representam a media +
EPM de pelo menos trés experimentos independentes e 0s histogramas das células
tratadas com o composto € uma figura representativa de trés experimentos
independentes. As andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto TM Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 1.7. * Diferenca estatistica em relagdo ao grupo
controle, p <0,05, teste t Student.
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5.8 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 SOBRE O FATOR
INDUTOR DE APOPTOSE (AIF)

Como é possivel observar na Figura 20, LAP17 aumentou
significativamente a expressdo do AIF tanto em K562 como em Jurkat,
com percentuais de aumento de 12% e 30% respectivamente em relacdo
ao controle.

Figura 20 - Efeito da tiossemicarbazona LAP17 na expressdo da proteina
AIF em células K562 e Jurkat
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As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas e
tratadas com LAP17 nas suas respectivas 1C50 de 24 horas. A determinagédo da
intensidade de fluorescéncia média foi determinada por citometria de fluxo apés
amarcagdo com o anticorpo anti - AIF. Os resultados representam a media + EPM
de pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram realizadas no
citdmetro de fluxo BD FACSCanto TM Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. * Diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student

59 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 SOBRE A
CASPASE-3

Como é possivel observar na Figura 21, o tratamento com LAP17
aumentou significativamente a expressao de caspase-3 em 26% e 39,94%
nas células K562 e Jurkat respectivamente quando comparado com o
controle.
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Figura 21 - Efeito da tiossemicarbazona LAP17 na expressdo da proteina
caspase-3 em células K562 e Jurkat
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As células K562 e Jurkat (1x106 células/pogo), foram incubadas por 12 horas e
tratadas com LAP17 nas suas respectivas IC50 de 24 horas. A determinacdo da
intensidade de fluorescéncia média foi determinada por citometria de fluxo apés
amarcacdo com o anticorpo anti — Caspase -3. Os resultados representam a media
+ EPM de pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram
realizadas no citdbmetro de fluxo BD FACSCanto TM Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. *
Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student.

5.10 EFEITO DA TIOSSEMICARBAZONA LAP17 SOBRE AS
FASES DO CICLO CELULAR DAS CELULAS K562 E JURKAT

O efeito da Tiossemicarbazona LAP17 na progressdo do ciclo
celular das células K562 e Jurkat foi avaliado apds 12 horas de incubacéo
nas suas respectivas Clso de 24 horas. Em comparagdo com o grupo
controle ambas as linhagens apresentaram um aumento significativo na
proporcéo de células na fase sub GO/G1, o que sugere um aumento da
morte celular sugestivo de apoptose. LAP17 causou bloqueio do ciclo
celular na fase G2/M nas células K562 e Jurkat como é possivel observar
na Tabela 4.
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Tabela 4 - Efeito da Tiossemicarbazona LAP17 (CI50) nas fases do ciclo
celular das células K562 e Jurkat

Célula

GOIGL (%)

S (%)

G2IM (%)

Sub GO/GL1(%)
Apoptose (%)

Controle

49.02 £ 1.09

20.99+0.39

29.99+0.71

18.47+1.35

K562
LAP17

36.48 £ 3.4*

10.43+1.18

53.12 + 2.24*

3248+ 1.8

Controle
Jurkat

61.23 + 3.57

1701+ 261

21.75+0.96

18.79+1.17

LAP17

33.34+0.18*

10.29+1.31

56.31 + 1.54*

62.13+5.87*

* Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, ANOVA one-
way seguida de teste post hoc de Bonferroni.

5.11 SUMARIO DE RESULTADOS

Para compreensdo geral deste estudo, a Tabela 5 apresenta um
sumario dos resultados obtidos.

Tabela 5 - Sumario de Resultados obtidos com a Tiossemicarbazona LAP17

Linhagem Celular K562 JURKAT
CI50 (UM) 24 horas 34.66 25.27
Externalizacdo dos residuos 2 28.78% 2 25.29%

de fosfatildiserina
Morfologia Celular em BE/LA
Fragmentacdo de DNA

Apoptose Inicial
SIM

N&o interfere no
potencial mitocondrial

Apoptose Tardia
SIM

Na&o interfere no
potencial mitocondrial

Potencial Mitocodrial

BExpresséo de Bcl-2 ™ 12,56% 1 35,50%
BExpressédo de Bax 1 58,96% ™ 121,5%
BExpressédo de FasR ™ 24.98% 1 40,54%
BExpressdo de AIF N 12.77% 1 30,74%
Expressdo de Caspase - 3 ™ 26.47% 1 39.94%
Bloqueio do Ciclo Celular Fase G2/M Fase G2/IM
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6 DISCUSSAO

De acordo com a OMS o cancer é uma das principais causas de
morte no mundo. No Brasil o numero de mortes aumentou 31% desde o
ano 2000, e chegou a 223,4 mil pessoas por ano no final de 2015 (INCA,
2015). O cancer se tornou um grande problema de satde publica em todo
0 mundo, devido a sua incidéncia e prevaléncia o que mostra a
necessidade de medidas para a prevencdo da doenca, bem como a busca
de novas alternativas de tratamento (SIQUEIRA et al., 2007; SIEGEL., et
al, 2017).

Conforme ja citado anteriormente, dentre os novos casos de cancer
previstos para 2017, se encontram as leucemias cuja incidéncia também
vem aumentando a cada ano (INCA 2015). A forma de terapia
antileucémica mais utilizada ainda é a quimioterapia, porém esta
associada a altas taxas de morbidade, mortalidade e recidiva. Apesar dos
grandes avangcos no desenvolvimento de novos quimioterapicos, na
estratificacdo de riscos e progndstico, a eficicia da resposta ao tratamento
das leucemias agudas ainda é limitada, e mostra poucos avangos em
opcOes de novos farmacos (KRUG et al., 2011; PETERS et al, 2015;
KAVANAGH et al., 2017). Nesse contexto, a busca por novos farmacos
com maior seletividade € necessaria para minimizar os efeitos dos
guimioterapicos.

Assim a industria farmacéutica tem focado na investigacdo de
Nnovos compostos naturais e sintéticos bioativos como modelos para
produtos a serem utilizados no desenvolvimento de quimioterapicos mais
seletivos (NEWMAN et al., 2012).

Dentre os compostos sintéticos se encontram  as
tiossemicarbazonas, relatadas na literatura com varias propriedades
farmacoldgicas descritas, entre elas a atividade antitumoral (LEHMKE et
al., 1977; FEUN et al., 2002; SERDA et al., 2012; DE OLIVEIRA et al.,
2015). Com a finalidade de conhecer melhor as propriedades
guimioterapicas dessa classe de compostos, este trabalho buscou estudar
o efeito citotdxico de tiossemicarbazonas sintéticas, bem como investigar
0s mecanismos envolvidos na inducdo de morte celular.

Inicialmente, foi avaliado a citotoxicidade de 33
tiossemicarbazonas em células K562. A linhagem K562 foi selecionada
para a realizacdo da primeira triagem, pois € um modelo celular resistente.
Foi originalmente obtida a partir da amostra de um paciente com LMA
secundéria a LMC (LMC em crise blastica) (RUMJANEK, 2001), cujo
progndstico € bastante desfavoravel, pois esta associada a uma grande
resisténcia ao tratamento (MATTE-MARTONE et al., 2015). Dessas, 21
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apresentaram efeito citotoxico significativo (Figura 10). Entre as séries
avaliadas a LAP apresentou efeito citotoxico maior, e, das 16
tiossemicarbazonas da série LAP analisadas, aquelas que apresentaram
maior reducdo na viabilidade celular foram a LAP3, LAP17 e LAP19 com
reducdo da viabilidade celular de 34,15 + 2.1%, 28,72 £ 2.4% e 33,19 +
2.5%, respectivamente, quando comparadas ao controle (100% de células
viaveis).

Essas diferencas podem ser observadas dentro de uma mesma
classe de compostos devido as diferencas quimicas dos radicais ligados a
molécula estrutural. DE OLIVEIRA (2015) e colaboradores mostraram
gue a presenca de um grupo alquil ligado no anel aromético pode
aumentar o efeito citotoxico das células leucémicas, o que vai ao encontro
dos resultados observados com a tiossemicarbazona LAP17, que foi o
composto que apresentou maior citotoxicidade para a célula K562 e
apresenta um grupo alquil ligado ao anel.

Por apresentarem maior efeito citotdxico para a célula K562, as
tiossemicarbazonas LAP3, LAP17 e LAP19 foram escolhidas para
andlise do efeito citotéxico em diferentes concentracBes e tempos de
incubacéo e calcular a Clsg sobre as células leucémicas K562 e Jurkat.
Como mostra a Figura 11 as tiossemicarbazonas selecionadas reduziram
a viabilidade celular das duas linhagens de forma dependente da
concentracdo e do tempo de incubagdo quando comparadas com o grupo
controle (células sem tratamento). Dentre as tiossemicarbazonas
analisadas LAP17 apresentou maior citotoxicidade (Erro! Fonte de r
eferéncia ndo encontrada.) com Clsp de 34,66 + 1.04uM para a célula
K562 e 25,27 + 1.40uM para célula jurkat com incubacgdo de 24 horas.
COS e colaboradores (2002) afirmaram que compostos com Clsp acima
de 50 uM podem ser citotoxicos também para células normais, 0 que
aumenta a probabilidade de causar efeitos adversos ao paciente. Por isso,
a tiossemicarbazonas LAP17 foi o escolhida para dar continuidade aos
experimentos.

O efeito citotoxico das tiossemicarbazonas também ja foi alvo de
outros estudos, CABRERA e colaboradores (2015) encontraram um valor
bem menor de Clsp para a célula Jurkat, de 4,2uM, porém o tempo de
incubacdo da célula foi de 48 horas (5x10* células/poco). FERRAZ e
colaboradores (2009) observaram um valor de 1,5uM de Clsopara a célula
Jurkat, porém nesse estudo além do tempo de incubacéo ser de 48 horas
foi utilizado apenas 2,5x10* células/poco.

DE OLIVEIRA e colaboradores (2015) encontraram valores
significativos de Clsp na célula K562 ao analisar uma série de dez
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tiossemicarbazonas, cujos valores foram de 0,9uM a 1,6uM, com um
tempo de incubacéo de 48 horas (5x10* células/poco).

Apesar de alguns trabalhos na literatura relatarem valores de Clsg
mais baixos, as condi¢des experimentais ndo sdo as mesmas, em alguns
deles o tempo de incubacdo das células com os compostos foi maior, em
outros o numero de células era inferior ao utilizado neste trabalho. Sabe-
se gque quanto maior o tempo de incubacdo dos compostos com as células,
maior é eficiéncia em induzir a morte celular. Nesse sentido, a
tiossemicarbazona LAP17 com a Clso de 72 horas, principalmente com as
células Jurkat, pode ser comparada aos outros estudos citados na
literatura.

Os valores de Clsp mais elevados na célula K562 podem ser
justificados por se tratar de uma linhagem de LMA secundaria a uma
LMC, como citado anteriormente, e, esse subtipo de leucemia é de mau
progndstico e menos responsiva ao tratamento que as demais leucemias
agudas (LARSON, 2007; SEKERES et al., 2009).

Para que um novo cOmMpoOSto seja promissor para O
desenvolvimento de quimioterapicos para o tratamento de LA ¢é
importante que apresente citotoxicidade seletiva para as células tumorais
e que ndo afete as células normais. Esse aspecto é importante, pois a
citotoxicidade causada em células normais é responsavel pelos efeitos
adversos indesejados aos pacientes (HOIJAT-FARSANGI, 2015;
SURYADEVARA et al., 2015). Como mostra a Figura 12. LAP17 néo
causou morte celular significativa nas células mononucleadas oriundas de
individuos considerados saudaveis, o que nao foi observado com Taxol
(10uM), que € um quimioterdpico utilizado na clinica, e, que apresenta
valores de Clsp menores. Porém, sdo necessarios mais experimentos in
vitro e in vivo para afirmar a especificidade da tiossemicarbazona LAP17.

Numa outra etapa do trabalho, foi avaliado o efeito de LAP17
sobre os eritrocitos saudaveis, para verificar se a administragdo do
composto via endovenosa ndo causaria hemdlise dos eritrécitos, pois a
maioria dos quimioterapicos sdo administrados por via sistémica
(MOCAN, 2010). Como mostra a Figura 13. LAP17 ndo causou
hemélise significativa, mesmo na concentracao de trés vezes a sua Clso
de 24 horas, porém para afirmar que o0 composto ndo causa a hemolise de
forma sistémica serdo necessarios experimentos in vivo.

O sucesso de um quimioterapico depende da sua capacidade de
induzir apoptose em células tumorais onde a ativacao das vias apoptoticas
é inevitavel. A ativagdo de vias que resultem em apoptose é o tipo de
morte celular mais interessante, pois a apoptose € um processo que
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apresenta baixa capacidade imunogénica, 0 que evita a reacao
inflamatdria que acontece na necrose (KOFF et al., 2015).

Nesse contexto, o préximo passo do estudo foi avaliar o tipo de
morte celular induzido pela tiossemicarbazona LAP17, para isso foram
utilizadas trés metodologias: coloracdo com LA e BE, marcacdo com
anexina-V e fragmentagdo do DNA.

Inicialmente foi analisada a morfologia das células por
microscopia de fluorescéncia ap6s coloracdo com brometo de etidio e
laranja de acridina. Como demonstrado na Figura 14, apés 12 horas de
incubacdo das células com LAP17, foi observado que as células K562
apresentavam caracteristicas de apoptose inicial, como membrana
plasmatica integra, condensacdo da cromatina e formacéao de blebs. Nas
células Jurkat foi observado caracteristicas tipicas de apoptose tardia, com
formagéo de corpos apoptdticos e perda de integridade da membrana. E
possivel constatar que as células Jurkat apresentaram menos células
viaveis apds o tratamento do que as células K562 o que sugere que as
células Jurkat apresentam uma maior sensibilidade ao composto LAP17
do que as K562.

A externalizacdo de fosfatildiserina acontece durante a apoptose,
e, dessa forma, promove a perda de assimetria na composi¢do dos
fosfolipideos, e assim sdo identificados a superficie das células
apoptéticas para serem fagocitadas por células vizinhas, em geral os
macrofagos. Detectar esses fosfolipideos permite identificar um dos
eventos iniciais do processo apoptético (ELMORE, 2007; RYSAVY et
al., 2014). Como demonstra a Figura 15, as observagdes da morfologia
foram confirmadas com a marcagdo dos residuos de fosfatildiserina pela
Anexina-V, onde a LAP17 aumentou significativamente a exposicao dos
residuos de fosfatildiserina nas células de linhagem de LA, quando
comparado ao grupo controle.

Finalmente, a apoptose causada nas células de linhagens de LA
pela tiossemicarbazona LAP17 foi avaliada pela visualizacdo da
fragmentacdo do DNA, que é a Ultima etapa da apoptose. Como pode ser
observado na Figura 16, apds 12 horas de tratamento com 0 composto, 0
DNA das células K562 e Jurkat apresentaram o “padrao em escada” para
as células, o qual é caracteristico de apoptose.

As trés metodologias mostraram que a tiossemicarbazona LAP17
induz apoptose nas células K562 e Jurkat, o que corrobora os dados de
alguns trabalhos encontrados na literatura sobre essa classe de compostos
(FERRAZ et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2015; CABRERA et al.,
2015).
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A ativacdo da via intrinseca tem seu inicio na mitocondria e os
estimulos que levam a sua ativacdo levam a perda do potencial
transmenbranico mitocondrial, o que leva a liberacdo de proteinas proé-
apoptoticas da mitocéndria para o citoplasma das células (ELMORE,
2007; FULDA, 2015).

A alteracdo da permeabilidade do potencial mitocondrial é o
evento central da apoptose pela via intrinseca, e sdo regulados pelos
membros da familia Bcl-2 presentes na mitocondria (ROLLAND et al.,
2010; PIHAN et al., 2017). Neste trabalho foi avaliado se a apoptose
induzida pela tiossemicarbazona LAP17 envolvia a via intrinseca. Para
isso foi avaliado o efeito da LAP17 sobre o potencial mitocondrial e sobre
a expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax nas células K562 e Jurkat.

Como é possivel observar na Figura 17, que o LAP17 ndo causa
nenhuma altera¢do no potencial mitocondrial das células de LA, apds 12
horas de incubagdo. Porém, pode ser necessario um tempo acima de 12
horas de incubacdo para visualizar alteracfes na permeabilidade da
membrana mitocondrial de ambas as células. N&o foi encontrado na
literatura outros estudos demonstrand a influéncia de tiossemicarbazonas
sobre o potencial mitocondrial das células.

Como pode ser observado na Figura 18, o LAP17 causou um
aumento significativo na expressdo da proteina pré-poptdtica Bax de
58,96 + 25% e 1215 + 5% para as células K562 e Jurkat,
respectivamente, entretanto, ndo causou alteracBes na expressdo da
proteina antiapoptotica Bcl-2 nas células K562 e aumentou a expressdo
nas células Jurkat. A razdo Bax/Bcl-2 foi de 0,70% na linhagem K562 e
0,61% na linhagem Jurkat. Assim, como o equilibrio da via intrinseca se
baseia no equilibrio de Bax e Bcl-2 por mais que o LAP17 ndo tenha
alterado a expressao da proteina antiapoptética Bcl-2 nas células K562 ou
causado um aumento nas células Jurkat, 0 aumento da Bax prevaleceu o
gue desencadeou 0 processo apoptético. A mudanca de razdo Bax/Bcl a
favor de Bax predispde a célula a apoptose (CORY et al., 2002; SCARFO
et al., 2013). CABRERA e colaboradores também mostraram uma super
expressdo de Bax em uma tiossemicarbazona testada, mostrando o
envolvimento da via intrinseca da apoptose nas células Jurkat.

A outra via estudada neste trabalho foi a via extrinseca, esta é
ativada por receptores encontrados ha membrana plasmética, como por
exemplo o receptor Fas. Uma cascata de sinaliza¢do intracelular pode ser
ativada através desse receptor com a clivagem das pré-caspase 8 e pro-
caspase 10 com a finalidade de promover a formacdo do complexo
indutor de morte DISC no citoplasma ativando assim a caspase-3 que é
de via comum da apoptose (OLSSON et al., 2011; KOOF et al., 2015).
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Neste trabalho foi avaliada a expressdo do receptor Fas nas células
K562 e Jurkat apds 12 horas de tratamento com a tiossemicarbazona
LAP17. Conforme Figura 19, pode-se observar um aumento significativo
da expressao desse receptor nas células K562 e Jurkat, o que sugere que
a apoptose causada pela LAP17 envolve a ativacdo da via extrinseca da
apoptose.

Tanto a via intrinseca como a via extrinseca convergem para a fase
de execucdo de apoptose, o que leva a ativacdo das caspases executoras
(caspases -3, -6 e -7) (OLSSON et al.,, 2011; FULDA, 2015). Na
sequéncia deste trabalho, foi investigado se a ativacdo das vias intrinseca
e extrinseca causada pela tiossemicarbazona LAP17 levava a um aumento
da caspase -3 ativa. Como é possivel observar na Figura 21, o tratamento
das células K562 e Jurkat levaram ao aumento significativo da caspase -
3 ativa. Esses resultados mostram que a tiossemicarbazona LAP17 causa
morte celular por apoptose e envolve os mecanismos intrinseco e
extrinseco, 0 que resulta na ativacdo da caspase-3. CABRERA e
colaboradores (2015) também mostraram a ativacdo de caspase-3 ao
testar uma tiossemicarbazona na célula jurkat.

Além dessa via de indugdo de morte celular, também foi avaliado
a via que envolve o fator indutor de apoptose (AlIF), o qual é liberado da
mitocdndria diante de um sinal de morte celular, independente da ativacdo
de caspases (NORBERG et al., 2010). Como pode ser observado na
Figura 20, LAP17 aumentou significativamente a expressao do AIF em
ambas as linhagens celulares estudadas ap6s o tratamento de 12 horas.
Sendo assim, pode-se sugerir que a apoptose causada pela
tiossemiocarbazona LAP17 envolve as vias extrinseca e intrinseca de
apoptose e a liberacdo do AlF, o que amplifica o sinal de morte celular.
Ndo foi encontrado na literatura outros estudos relacionando
tiossemicarbazonas com a liberagdo do AlF.

Sabe-se que um desequilibrio no ciclo celular das células pode
levar a uma proliferacdo descontrolada destas, 0 que é caracteristico de
células neoplasicas.  Neste trabalho foi avaliado o efeito da
tiossemicarbazona LAP17 no ciclo celular das linhagens K562 e Jurkat.
Como é possivel visualizar na Tabela 4, LAP17 causou blogueio das
células de LA na fase G2/M. CABRERA e colaboradores (2015)
mostraram que uma outra tiossemicarbazona levou ao blogqueio do ciclo
celular na fase G2/M, o que corrobora os resultados deste trabalho.

Conforme ja citado anteriormente a fase G2/M é a fase em que a
célula estd se preparando para a divisdo mitdtica. J& existe na clinica
farmacos que provocam o bloqueio do ciclo celular, esta classe de
farmacos é chamada de antimetabélitos, que provocam o bloqueio de uma
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ou mais vias metabolicas envolvidas na sintese de DNA (RANG et al.,
2007; HOFFBRAND et al., 2013).

A literatura mostra que as tiossemicarbazonas com atividade
antiproliferativa exibem uma ampla diversidade estrutural, a maioria
delas compartilna 0 mesmo mecanismo de acdo que estd associado a
ribonucleotideo redutase e a topoisomerase Il, ambas sdo enzimas
envolvidas com o processo de replicacdo da célula (KALINOVSKY et
al., 2009). Porém, mais experimentos seriam necessarios para investigar
0 mecanismo de acdo da LAP17 sobre o bloqueio da proliferacdo das
células de LA na fase G2/M do ciclo celular.

Os resultados obtidos no estudo nos permitem sugerir um dos
possiveis mecanismos de citotoxicidade da tiossemicarbazona LAP17
sugerindo que o composto tem sua agéo sobre as células K562 e Jurkat
ativando a via intrinseca e extrinseca da apoptose, liberando também o
fator indutor de apoptose, porém sem causar danos no potencial
mitocondrial e bloqueando a fase G2/M do ciclo celular evitando assim a
replicagdo das células.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

Dentre as duas séries de tiossemicarbazonas testadas, a série
LAP apresentou maior citotoxicidade quando comparada a
série LS. Da série LAP as tiossemicarbazonas que
apresentaram maior citotoxicidade foram: LAP3, LAP17 e
LAP19.

A tiossemicarbazona LAPL7 apresentou melhor atividade em
24 horas para a célula K562 e Jurkat do que LAP3 e LAP19.
LAP17 levou a uma reducéo da viabilidade celular nas células
K562 e Jurkat de uma maneira dependente da concentracéo e
do tempo de incubacéo.

LAP17 induz a morte celular por apoptose nas células K562 e
Jurkat.

LAP17 ndo apresenta citotoxicidade para células
mononucleadas de individuos saudaveis, nem causa hemdlise
em amostras de sangue periférico de individuos considerados
saudaveis, mesmo em concentracao trés vezes superior a maior
Clso calculada nas células neoplasicas.

LAP 17 ndo causou alteragdo no potencial mitocondrial das
células K562 e Jurkat ap6s 12 horas de tratamento.

A LAPL17 causou um aumento significativo na expressdo da
proteina pro-poptética Bax nas células K562 e Jurkat,
entretanto, ndo causou alteracdes na expressdo da proteina
antiapoptotica Bcl-2 nas células K562 e aumentou a expressao
nas células Jurkat. Porém, o aumento da expressao da proteina
pré-apoptdtica Bax prevaleceu em relacdo a anti-apoptotica
Bcl-2, e, esse desequilibrio foi responsavel pelo processo
apoptético pela via intrinseca nas células K562 e Jurkat e
ativacdo da caspase 3.

LAP17 aumentou a expressao do receptor Fas nas células K562
e Jurkat.

LAP17 aumentou a expressdo de AIF nas células K562 e
Jurkat.

LAP17 causou um blogueio do ciclo celular na fase G2/M das
células K562 e Jurkat.

Nos resultados apresentados € possivel observar que o composto
ndo causa alteragdes no potencial mitocondrial das células K562 e Jurkat,
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porém leva a um aumento ndo significativo de Bcl-2 na célula K562 e
significativo na célula Jurkat, levando também a aumento expressivo de
Bax tanto em K562 como em Jurkat demonstrando o envolvimento da via
intrinseca da apoptose. O aumento de FasR em K562 e em Jurkat
demonstra o envolvimento da via extrinseca, € 0 aumento da caspase-3
em ambas as linhagens estudadas confirma a morte celular por apoptose.
E possivel observar também um bloqueio expressivo na fase G2/M do
ciclo celular (Figura 22), sugerindo LAP17 como um promissor protétipo
para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das

leucemias agudas.

Figura 22 - Esquema mecanismo de acdo de LAP17
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Departamento de Analises Clinicas
Campus Universitério - Floriandpolis, SC, 88049-000, Brasil
Tel: [D48) 37218146 Fax: (048) 37219542

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesguisa: Analise da expressao de proteinas em células sanguineas de individuos
adultos saudéaveis para auxilio no diagndstico de hemopatias

0(a) Senhor(a) estd sendo convidado a participar de uma pesquisa. Antes de decidir se deseja
participar, & importante gue o(a) Senhor(a) entenda por que esta pesquisa sera feita. Por favor, leia
com atencdo e cuidado as informacies a seguir para que a decisdo sobre a sua participacio possa ser
uma decisdo bem informada. Este termo de consentimento livre e esclarecido cumpre as exigéncias
contidas nos itens IV. 3 da Resolug&o CNS n2466/12.

QUAL OBIETIVO E JUSTIFICATIVA DESTE ESTUDO?

0 diagnostico de doengas hematoldgicas € realizade com o auxilio da citometria de fluxe que utiliza
anticorpos monoclonais para identificar antigenos expressos no citoplasma e membrana celular. O
exame tem inicio com um painel de antigenos, o qual & decidido com base na suspeita clinica e
morfoldgica, visando identificar e caracterizar a linhagem celular afetada, fundamentanda o corpo
clinico em tomada de decisbes conferme a enfermidade encontrada.

Dentre as doengas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo, pode ser citada a HPN
que resulta de uma mutagdo somatica adguirida no gene PIG-A localizado no brage curto do
cromossomo X (Xp22.1), relacionado & biossintese de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), um fosfolipide
acrescentado a determinadas proteinas logo apos a sua traducdo, para fixa-las @ parte externa da
membrana celular, como uma ancora de proteinas de superficie. Devido a auséncia desta ancora nas
células defeitupsas, as proteinas gue dela dependem para sua expressdo (por exemplo, CD55 & CDS9,
nas hemacias) ndo aparecem na membrana da célula, impossibilidade que a célula desempenhe suas
funcies normalmente, gerando consequéncias ao organismo.

Conforme & importancia supracitada da citometria de fluxo no diagnostico das doengas
hematoldgicas, se faz necessario a criagdo de imagens de referéncia, baseadas em individuos
saudaveis, para orientar a analise da expressao dos antigenos celulares e possibilitar a distingdo de
um individuo doente de um individuo saudavel pela equipe profissional do setor de
Oncchematologia.

QUAIS 05 PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO?

Apds o consentimento, serdo coletadas amostras de sangue total, em tubas de coleta com
anticoagulante EDTA dos doadores de sangue do Servigo de Hemoterapia do Hospital Universitario
(HI-UFSC). Estas amostras ser§o encaminhadas aoc laboratdrio de Oncohematologia, onde serdo
processadas conforme protocolo de rotina do laboratdrio, utilizando-se @ marcagao dos antigenos
celulares com o uso de anticorpos monoclonais ligados & fluorocromos. Posteriormente, a amostra
sera adquirida em citdmetro FACSCanto 1l (BD Biosciences) e analisada no software Infinicyt
(Cytognos). Os resultados gerados servirdo como referéncia de individuos sauddveis, para a distingdo
da expressdo de marcadores celulares com individuos doentes que sdo atendidos pelo Servigo de
Andlises Clinicas do HU-UFSC.

EU TENHO QUE PARTICIPAR? QUAIS SA0 OS BENEFICIOS ESPERADOS COM A PESQUISA?

Cabe ac senhor(a) dedidir se ira ou ndo participar. Isso ndo ira afetar de maneira nenhuma, o
padrdo de cuidados que ofa) senhor(a) ird receber. Mesmo gue ofa) senhor{a) ndo se beneficie
diretamente dos resultados da pesquisa informamos que estes resultados poderdo contribuir
futuramente para melhorar o diagnastico laboratorial de indmeros pacientes. Espera-se, com esta
pesquisa, implementar uma metodologia diagnostica que seja pratica, rapida, sensivel, eficaz e que
auxilie na correta identificacdo das células afetadas nestas doencas (principalmente nos casos de
hemopatias). O senhor (a) podera solicitar a desisténcia da pesquisa a qualguer momente, fazendo-a
junto aos pesquisadores listados no final deste documento.
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EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPACAO?

W&o, pois nio havera duas coletas, aproveitaremos o mesmo sangue colhide para os exames
laboratoriais realizados na amostra para a doacdo de sangue, desta forma nao ha nenhum
desconforto adicional.

0 QUE ACONTECERA COM AS INFORMACE)ES DESTA PESQUISA E COMO OS5 MEUS DADOS
PESSOAIS SERAOD UTILIZADOS?

Informamos que seus dados serdo mantidos sob sigile absolute e privade. A divulgacdo dos
resultados visara apenas mostrar 05 possiveis beneficios obtidos na pesquisa em Questdo e as
informacdes divulgadas no meio cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informacbes de
todos o5 participantes da pesquisa. Ofa) Senhor(a) podera solicitar informacbes durante todas as
fases da pesquisa, inclusive apds a publicagdo da mesma, através dos contatos informados no final
deste documento.

O QUE ACONTECERA COM AS AMOSTRAS DE SANGUE CEDIDAS PARA ESTA PESQUISA?

As amostras de sangue cedidas pelo senhor(a), assim que analisadas serdo dispensadas em descarte
apropriado, posteriormente serfo processadas, para destruir qualquer resguicio que poderia ter
sobrado da amostra de sangue. Apos esse processamento, o residuo gerado sera recolhide pela
empresa Proactiva e sera descartado em aterro de material hospitalar.

QUE CUSTOS TEREI SE PARTICIPAR?
Por ser voluntério e sem interesse financeiro, o(a) Senhor{a) ndo tera nenhum gasto extra € também
nao terd direito a nenhuma remuneracdo.

EU POSSUO ALGUM DIREITO & INDENI?_AQ.EO?
Por ser uma pesquisa de carater voluntdria e gque nao sera realizado nenhum método adicional ao ja
realizado no processo de doagdo de sangue, o Senhor (a) ndo terd direito a nenhuma indenizagdo.

QUEM REALIZARA ESTE ESTUDO?

Este estudo serd realizado no Laboratdrio de Oncologio Experimental e Hemopatias, situado
no Hospital Universitdrio (HU-UFSC) e os pesquisadores envolvidos séo as alunas do curso de pos-
graduacdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC): Renata Cristina Messores
Rudolf de Oliveira, Mariana Franzoni Maicral, Giovanna Steffenellc Durigon, Lorena Santos Bubniak,
Manoela Lira Reis, Pamela Cristina Gaspar, Vanessa Mengatte, os alunos do curso de graduacdo em
Farmacia-Bioguimica na mesma universidade: Alisson Bigolin, Suelen Mazzucco & Kaué Taneli
Goncalves, @ médica hematologista Dr2 Joanita Angela Gonzapa Del Moral, a professora Dr2 Ana
Carolina Rabelo de Moraes, as bioguimicas Chandra Chiappin Cardoso e Iris Mattos Santos, sob a
orientagdo da professora Dr? Maria Claudia Santos da Silva.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS INFORMACOES?
Em caso de qualquer dano relacionado ao estudo, ou sempre que ofa) senhora) tiver
gualguer divida sobre o estudo, por favor entre em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva  Fone: (048) 3721-8146
E-mail;maclau@ccs.ufsc.br
laboratorios de Oncologia Experimental € Hemopatias e de
Oncohematologia/DACL/HU
Departamento de Andlises Clinicas
Centro de Ciéncias da Salde
Universidade Federal de Santa Catarina
Campus Universitario
E8040-200/Florianopolis,5C, Brasil
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Pesquisadores: Alisson Bigolin Fone: (048) 3721-8146
E-mail: ali_bigolin@grad.ufsc.br
Renata Cristina Messores Rudolf de Oliveira Fone: (048) 3721-8146

E-mail: renatarudolf@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (Local):

Endéreqo.  Campus Lniverstarn Restol Jodo David Femena Lima
Bairmo:  Trndade CEP: a8 40

UF: 5i Municipw

Telelone: 4837210206 " E-mail.  cepiDreitona ufac b
Declaragdes

Eu,

recebi informogdes sobre o estudo acima, além disso, [i € entendi todas as informagdes fornecidas
sobre minha participagcdo nesta pesguisa.

Tive o oportunidade de discuti-las e fazer perguntas. Todas as minhas duvidas foram esclarecidas
satisfatoriomente € eu voluntariamente concordo em participar deste estudo.

Ao assinar este termo de consentimento, estou de pleno acordo com os daodos a serem caletados,
podendo os mesmos serem utilizados conforme descrito neste termo de consentimento. Entendo que
receberei uma cdpia assinada deste Termo de Consentimento Livre e Esciarecido.

Assinatura do Participante

Eu, expliguei
e apliguei este termo de consentimento go participante da pesquisa e me dispds a sanar qualguer
duvida sobre o estudo. Ao assinar este termo de consentimento, declaro, juntamente com minha
equipe de pesguisa, 0 cumprimento da Resolugdio CNS n2466,/12.

Assinatura do colaborador

Floriondpolis-5C, de de 20
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE . Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Andlise da expressio de marcadores celulares em individuos adultos saudaveis para
auxilio no diagnostico de hemopatias

Pesquisador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 22406413.5.0000.0121

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 746.486
Data da Relatoria: 11/082014

Apresentagio do Projeto:

"Andlise da expressdo de marcadores celulares em individuos adultos saudaveis para auxilio no diagnostico
de hemopatias™. Projeto que visa criar um banco de imagens de referéncia com fins de comparagio
diagndstica em doengas hematoldgicas, a partir de individucs congiderados sauddveis, a fim de estudar as
doengas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo que resulta de uma mutagio somatica
adquirida no gene PIG-A localizado no brago curto do cromossoma X (Xp22_1), relacionado & biossintese de
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), um fosfolipide acrescentado a determinadas proteinas logo apos a sua
tradug&o, para fixa-las 4 parte externa da membrana celular, como uma dncera de proteinas de superficie.

Objetivo da Pesquisa:

Criago de um banco de imagens de referéncia com fins de comparago diagnostica em doengas
nhematoldgicas, a partir de individuos considerados saudéveis.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores ndo existem riscos, pois ndo havera duas coletas, sera aproveitade o mesmo
sangue colhido para os exames laboratoriais realizades na amostra

para a doagfie de sangue, desta forma nde ha nenhum desconforte adicional.

Enderego:  Campus Universitario Reitor JoSo David Femeira Lima

Baimo: Trindade CEP: £3.040-000
UF: SC Municipie: FLORIANOFOLIS
Telefone: (43)3721-8206 Fax: (48)3721-2000 E-mail: cepfreitoria ufsc br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataforma
SANTA CATARINA - UFSC %@ﬂ

Confinuagio do Panecer T4E.455

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata o presents de um projeto de pesquisa coordenado pela Prof. Dr?. Maria Claudia Santos da Silva do
Departamento de Analises Clinicas da UFSC e tem como objefivo criar um banco de imagens de referéncia
com fing de comparagdo diagnostica em doengas hematologicas, a partir de individuos considerados
realizarem a coleta da amostra de sangue periférico, os doadores serfio examinados & entrevistados por um
profissional da sadde. No exame fisico, 0z doadores serdo avaliados guanto & temperatura corporal, o peso,
a altura, a pressdo arterial, o pulso e a gquantificagdo de hemoglobina capilar. A& entrevista sera realizada de
acordo com os pardmetros para a selego dos doadores estabelecidos pelo Ministério da Salde pela
Portaria MS n® 1.353 de 13 de junho de 2011 e pela Resolugdio RDC n® 57 de 16 de dezembro de 2010. O
projeto se encontra devidamente instruido, decumentagio completa e TCLE adequado aos participantes,
estando portanto de acordo com a Resolugo CNS n°466/12 e normas complementares. Assim,
recomendamos a sua aprovagdo.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Documentatdio completa.

Recomendagoes:

Méo se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mao foram detectadas pendéncias ou inadequagdes neste projeto.
Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciacio da CONEP:

Mo

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Enderego: Campus Universitirio Reitor Jo3o David Femeira Lima

Baimro:  Trndade CEP: £3.040-200
UF: SC Municipio: FLORIANCFOLIS
Telefone: (43)3721-0208 Fax: (48)3721-2686 E-mail: cep@reitoria.ufsebr
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE W

SANTA CATARINA - UFSC

Continuaglo do Parecer: T46.455

FLORIANOPOLIS, 11 de Agosto de 2014

Assinado por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Enderego: Campus Universitrio Reitor Jodo David Ferreira Lima

Bairro: Trindade CEP: 83.040-000
UF: 5C Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: [£3)3721-0208 Fax: (48)3721-8086 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br
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