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RESUMO

A Daunorrubicina (DNR) é amplamente utilizada na fase de indugéo
do tratamento da Leucemia Miel6ide Aguda (LMA). No entanto, o
fendmeno de resisténcia a mdaltiplos farmacos (MDR), pode
comprometer sua eficiéncia terapéutica como agente antineoplasico.
Considerando que farmacos doadores de Oxido Nitrico (NO) tém sido
investigados por terem um papel importante na sensibilizacdo de
células neoplasicas aos agentes quimioterapicos, o objetivo desse
trabalho foi investigar o envolvimento do NO nos mecanismos
moleculares de resisténcia & DNR em células de LMA de origem
humana K562. Nossos resultados mostram que a incubacédo das células
K562, com concentragdes crescentes de DNR e de SNAP, um doador
de NO, ndo causou morte celular significativa quando utilizados de
forma individualizada. No entanto, a adicdo simultdnea desses
compostos, causou citotoxicidade de maneira concentracdo
dependente. Para estudar os mecanismos pelos quais esses compostos
provocaram morte celular, foi realizada a avaliacdo do ciclo celular, da
expressao das proteinas antiapoptéticas Bcl-2 e survivina, proapototica
Bax e da caspase-3. A DNR (100 uM) e o SNAP (ImM)
respectivamente causam bloqueio nas fases S e GO/G1 do ciclo celular
na célula K562. Contudo, quando adicionados simultaneamente, o
SNAP ndo altera o blogueio causado pela DNR na fase S. Além disso,
as células K562 apresentam de maneira constitutiva a expressdo das
proteinas antiapoptoticas Bcl-2 e survivina, e o tratamento com DNR e
SNAP, isoladamente, ndo alteraram de forma significativa a expressao
dessas proteinas. No entanto, a adi¢cdo simultdnea desses compostos
causou reducdo de 40% e 70% na expressao de Bcl-2 e na survivina,
respectivamente. A DNR e 0 SNAP também ndo alteram a expressdo
da proteina proapoptdtica Bax, porém a associacdo desses compostos
causou um aumento de 30% na expressdo dessa proteina. A analise da
distribuicdo intracelular de DNR nas células K562, por
imunofluorescéncia mostra que a DNR acumula-se em regides
pontuais do citoplasma. Entretanto, quando as células K562 séo
tratadas com a associacdo de DNR e SNAP, ha um acimulo maior de
DNR na célula e sua localizagdo ocorre preferencialmente na regido
nuclear. Os resultados, obtidos na avaliagdo do acimulo e retengéo de
DNR por citometria de fluxo, corroboram com esses resultados. Na
andlise da expresséo dos genes abccl e Irp por RT-PCR, foi observado
que as células K562 apresentam expressdo constitutiva de ambos os



genes. Em relacdo ao gene Irp, observamos que a DNR e o SNAP
associados ou ndo causaram uma significativa diminuicdo na sua
expressdo. No entanto, a expressdo do gene abccl ndo foi alterada na
presenca de SNAP e o tratamento com DNR causou uma pequena
reducdo na sua expressao, a qual foi intensificada com a associacdo
DNR e SNAP. A compilacdo das evidéncias obtidas nesse estudo nos
permite sugerir que o NO inibe a atividade da abccl, o que leva a um
aumento intracelular de DNR, o qual permite que o farmaco atinja seu
alvo de acdo citotdxica no nucleo. Assim, o dano ao DNA causado pela
DNR ativa a apoptose via mitocondrial pelo aumento da expressao da
Bax e inibicdo das proteinas Bcl-2 e survivina, culminando na ativacdo
da caspase 3 e inducdo da apoptose nas células de leucemia miel6ide
aguda K562.

Palavras-chaves: Daunorrubicina, 6xido nitrico, apoptose, ABCC1 e
LRP.



ABSTRACT

Daunorubicin (DNR) is widely used in the induction phase of the
treatment for Acute Myeloid Leukemia (AML). However, multiple
drug resistance (MDR) may compromise its therapeutic efficacy as an
antineoplastic agent. Considering that Nitric Oxide (NO) donating
drugs have been investigated for their important role in the
sensitization of neoplastic cells to chemotherapy drugs, the goal of this
work was to investigate the involvement of NO in the molecular
mechanisms of resistance to DNR in human AML K562 cells. Our
results have shown that the incubation of K562 cells, with increasing
concentrations of DNR and SNAP (NO donors) did not cause
significant cell death when used individually, but the simultaneous
addition of these compounds produced cytotoxicity in a concentration-
dependent manner. In order to study the mechanisms through which
these compounds induce cell death, the cell cycle, the expression of
anti-apoptotic proteins Bcl-2 and survivin, proapoptotic Bax, and
caspase-3 were evaluated. DNR (100 uM) and SNAP (1 mM) halt
phases S and GO/GL1 of the cell cycle in K562 cells, respectively. When
added simultaneously, however, SNAP does not alter the block caused
by DNR on phase S. Furthermore, K562 cells constitutively express
anti-apoptotic proteins Bcl-2 and survivin, and treatment with DNR
and SNAP separately does not significantly alter the expression of
these proteins. Notwithstanding, the simultaneous addition of these
compounds resulted in 40% and 70% reductions in the expression of
Bcl-2 and survivin, respectively. DNR and SNAP also did not alter the
expression of the proapoptotic protein Bax, but the association of both
compounds resulted in a 30% increase in the expression of the same
protein. The immunofluorescence analysis of the intracellular
distribution of DNR in K562 cells shows that DNR accumulates in
speckles in the cytoplasm. However, when K562 cells are treated with
a mixture of DNR and SNAP, there is a greater accumulation of DNR
in the cells, located primarily in the nuclear region. The results
obtained in the evaluation of the accumulation and retention of DNR
through flow cytometry support the previously mentioned findings.
The RT-PCR analysis of the expression of abccland Irp genes showed
that K562 cells constitutively express both genes. Regarding Irp, DNR
and SNAP did not produce a significant decrease in its expression,
either combined or separately. However, the expression of the abccl
gene was not affected by the presence of SNAP but when treated with



DNR its expression presented a small reduction, which was intensified
by the association of DNR and SNAP. The compilation of evidence
obtained in this study allows us to suggest that NO inhibits the activity
of abccl, leading to an intracellular increase in DNR, which allows
this drug to reach its target of cytotoxic activity in the nucleus. Thus,
the DNA damage caused by DNR triggers the mitochondrial apoptosis
pathway with an increase in the expression of Bax and inhibition of
Bcl-2 and survivin proteins, culminating in the activation of caspase-3
and the induction of apoptosis in acute myeloid leukemia K562 cells.

Keywords: Danorubicin, nitric oxide, apoptosis, ABCC1, LRP.
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1.1 Cancer

Cancer é uma denominacéo utilizada para descrever um grupo
de doengas que se caracteriza pela proliferacdo desordenada de células
e pela perda de mecanismo de morte celular (HANAHAN e
WEINBERG, 2000). O cancer é o resultado final de um longo
processo de alteracbes genéticas acumuladas que transformam as
células normais em células neoplasicas. Os mecanismos de
transformacédo neoplésica de uma célula normal envolvem uma série de
eventos genéticos e moleculares que afetam a proliferagdo e a
diferenciacdo celular. Dois grupos de genes podem estar envolvidos na
patogénese dos processos neoplasicos, 0s proto-oncogenes, que
estimulam o crescimento celular e impedem a diferenciac&o; e os genes
supressores de tumor, 0s quais promovem a diferenciacdo e limitam a
proliferacdo das células. O desequilibrio na regulacdo desses dois
grupos de genes, seja pela ativacdo de proto-oncogenes ou perda da
fungdo de genes supressores de tumor, resulta na proliferacdo celular
descontrolada e no acimulo de sucessivas anormalidades genéticas, as
quais sdo caracteristicas das células neoplasicas (TSONGALIS e
COLEMAN, 1998; SANTOS-SILVA, 2002).

Essas mutacGes génicas caracteristicas das células neoplésicas,
as tornam mais resistentes do que as células normais, e é por isso que a
proliferacdo descontrolada dessas células se sobrepde as células
normais; além disso, escapam facilmente do reconhecimento pelos
sistemas de defesa imunoldgica. Muitos fatores podem estar
envolvidos no desenvolvimento de tumores, tais como radiagOes
eletromagnéticas, raio X, substdncias quimicas como aminas
heterociclicas e infec¢des virais. Em algumas formas de cancer, a
origem celular, o local do organismo e a variabilidade genética de cada
individuo podem influenciar nas caracteristicas tumorais. Contudo, em
alguns casos, como nas leucemias, o crescimento tumoral é difuso
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; SANTOS-SILVA, 2002).

O cancer é uma importante causa de o6bito no Brasil. Desde
2003, as neoplasias malignas constituem-se na segunda causa de morte
na populacdo, representando quase 17% dos Obitos notificados em
2007 no Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (INCA, 2010).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), as
estimativas para ano de 2010, validas também para 2011, apontam
489.270 novos casos de cancer no Brasil. Dentre 0s novos casos de
cancer, as leucemias encontram-se entre os 10 tipos mais frequentes,
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sendo superada pelos canceres de mama, de prostata, do sistema
respiratorio, do colon e reto, do estbmago, do colo do utero, da
cavidade oral e do es6fago. A estimativa para 2010 de novos casos de
leucemias é de 9.580, sendo 5.240 homens e 4.340 mulheres (BRASIL,
2010).

1.2 Leucemias

As leucemias constituem um grupo heterogéneo de neoplasias
malignas decorrentes da proliferacdo clonal de células hematopoiéticas
na medula dssea e/ou nos tecidos linfoides, que, posteriormente,
atingem a circulagdo periférica e podem infiltrar outros sistemas
organicos (JAFFE et al., 2001; BAIN, 2003).

A transformacdo leucémica pode ocorrer em diferentes fases
da diferenciacdo de precursores linféides ou mieldides, o que a
caracteriza como uma doenca heterogénea, sob o aspecto bioldgico e
morfoldgico. Por constituirem um grupo heterogéneo de doencas, as
leucemias diferem-se quanto a etiologia, patogénese, prognostico e
resposta ao tratamento (BAIN, 2003; PUI e EVANS, 1998).

De modo geral, as leucemias sdo divididas em linfdides e
miel6ides e em agudas e cronicas. Nas leucemias agudas, ha
predominantemente células imaturas (linfoblastos ou mieloblastos),
mas nas leucemias cronicas, quase todas as células sdo maduras. E por
isso que, em geral, leucemias agudas tém pior progndstico e, se ndo
tratadas adequadamente, levam o paciente a ¢bito em dias ou semanas,
enquanto nas leucemias crénicas, o curso clinico é mais brando (BAIN,
2003; PUI e EVANS, 1998; PEJOVIC e SCHWARTZ, 2002).

Os achados clinicos nas leucemias agudas sdo bastante
variados e, embora a triade febre, palidez, e apatia seja bastante
frequente, a sintomatologia geralmente estd associada aos 0Orgdos
envolvidos. Os sintomas podem variar no tempo de duragdo, oscilando
desde dias até semanas. A dor Ossea que representa 0
comprometimento leucémico do peridsteo e da cortical é frequente.
Quando h& invasdo da medula 6ssea por blastos, e consequente
diminuicdo da producéo das células da série vermelha, a leucemia sera
manifestada clinicamente através de palidez, taquicardia, fadiga e
dispnéia. Com o comprometimento da maturacdo leucocitéria, hd uma
diminuicdo dos leucdcitos normais e, consequentemente, infecgdes de
repeticdo ou infec¢Bes que ndo respondem ao tratamento habitual. A
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interrupcdo da producdo da séria megacariocitica leva a manifestacdes
de pétequias disseminadas e sangramento, que sdo consequéncia da
falta de plaquetas circulantes (FERREIRA e ROCHA, 2004).

1.2.1 Leucemia Miel6ide Aguda

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) é uma doenca maligna
clonal do tecido hematopoiético, caracterizada pelo acimulo de células
blasticas anormais e pela diminuicdo da producdo de células
sanguineas normais. O termo mieldide inclui todas as células que
pertencem as linhagens celulares granulocitica (neutrdfilos,
eosinofilos, basofilos), mondcitos/macréfagos, eritrécitos,
megacariocito e mastdcitos. Na LMA, a proliferagdo anormal de
células progenitoras da linhagem mieldide ocorre na medula Ossea,
atingindo o sangue periférico. No entanto, pode infiltrar-se em outros
orgdos. O mecanismo responsavel pela perda do controle da
proliferacdo celular e expansdo do clone leucémico, todavia, ndo esta
esclarecido. Entretanto, a ativacdo de proto-oncogenes e mutagdes em
genes supressores, que regulam o ciclo celular, parecem estar
envolvidas na patogénese das leucemias (WILLIAMS, 2006; ZAGO et
al., 2005).

Segundo a Classificagdo da Organizacdo Mundial da Sadde
(OMS), publicada em 2008, a LMA ¢é subdividida em sete
subcategorias, como segue: LMA associada a anormalidades genéticas
recorrentes, LMA com alteracBes relacionadas com mielodisplasia,
Neoplasias mieldides associadas ao tratamento, LMA ndo categorizada
nos itens anteriores, Sarcoma mieldide, Proliferacdo mieloide
relacionada com sindrome de Down e Neoplasia de células blasticas
dendriticas plasmocitoides. O diagndstico de LMA é realizado por
meio de analise de amostras de sangue periférico e/ou da medula dssea
obtidos antes do inicio do tratamento quimioterdpico. As
caracteristicas de morfologia, citoquimica e ou imunofenotiagem sao
usadas para estabelecer a linhagem celular e a para avaliagdo de sua
matura¢do. A porcentagem de blastos permanece como uma
ferramenta pratica para categorizar a neoplasia miel6ide e julgar seu
progndstico (SWERDLOW et al., 2008, VARDIMAN et al, 2009). De
acordo com os critérios de citogenética pode-se classificar as LMAs
em trés grupos progndsticos: favoravel, intermediario ou desfavoravel.
Entre outros fatores que influenciam o prognostico das LMAs, inclui-
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se a presenca de proteinas transportadoras transmembranas, as quais
expulsam certos agentes quimioterapicos da célula, conferindo
resisténcia a maltiplos farmacos. Inclui-se ainda o fator das mutagdes
génicas, as quais induzem aumento da expressao de genes especificos
como WTI, CEBPA, Bax, Bcl-2, BAALC, EVII, KIT e FLT3
(TALLMAN et al, 2005; AVIVI e ROWE, 2005).

A LMA acomete adultos e criangas, no entanto, na infancia
sua incidéncia é baixa, ja na idade adulta aumenta rapidamente com a
idade, sendo mais expressiva em individuos acima de 70 anos (BAIN,
2003). Apesar de ser considerada a mesma doenca, adultos e criangas
com LMA apresentam diferentes caracteristicas clinicas, progndsticas
e resposta ao tratamento. Diferente da Leucemia Linfoide Aguda
(LLA), a LMA em criancas tem pior progndstico, levando
aproximadamente um terco das portadoras a recidivarem (RUBNITZ et
al., 2008; SHAH e AGARWAL, 2008). Em adultos, o cenario ndo é
muito diferente, a LMA em adultos também é de dificil tratamento.
Mesmo que 50% a 85% dos pacientes adultos com LMA atinja a
remissao apds o tratamento, dependendo do subtipo de LMA, a maioria
recidiva e vai a Obito ap6s dois anos em remissdo (SHIPLEY e
BUTERA, 2009). A resisténcia a quimioterapia poderia ser explicada
pelo aumento da ocorréncia de anormalidades citogenéticas que se
verifica com o avango da idade. Pode-se acrescentar ainda que, em
alguns pacientes mais idosos, a doenca estd associada mais
frequentemente com desordens hematol6gicas antecedentes como as
sindromes mielodisplasicas e desordens mieloproliferativas, cariétipos
desfavoraveis e expressdo de proteinas de resisténcia a mdaltiplos
farmacos (TALLMAN et al, 2005).

1.2.2 Tratamento da Leucemia Miel6ide Aguda

Os avangos tecnoldgicos trouxeram inovacGes na area da
farmacologia, vérias formas de terapia vém sendo utilizadas para
combater as leucemias, como radioterapia, quimioterapia,
imunoterapia e transplante de medula dssea. Entretanto a taxa de cura
em LMA permanece em torno de 20% (SHAH e AGARWAL, 2008).
Apesar do transplante de medula dssea ser considerado uma
modalidade terapéutica eficiente para a remissdo completa das
leucemias, ele apresenta restrigdes clinicas e sécio-econdmicas para o
paciente e a experiéncia dos grandes centros mundiais continua
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reportando a cura global da doenca como baixa (BITTENCOURT et
al., 2003). Por isso, a quimioterapia ainda € a terapia antileucémica de
escolha, na qual, varios medicamentos anticancerigenos sao utilizados
de forma combinada, ou como agentes isolados (GOL B et at, 2001).

Segundo o protocolo BCSH (British Committee for Standards
in Haematology), o tratamento da LMA ¢ dividido em duas fases: fase
de inducdo, a qual visa a eliminacdo das células leucémicas; e a fase de
consolidagdo, importante para evitar recaidas em semanas ou meses.
De acordo com diversos grupos de estudos, varios quimioterapicos,
como a citarabina, mitoxantrona e a daunorrubicina, sdo reconhecidos
no tratamento da LMA, porém com algumas variacdes nas doses
administradas (HANN et al., 1997; MAYER et al, 1994,
GRIMWADE et al., 1998; BRUNETT, 2002).

O tratamento da LMA ¢ considerado agressivo para chegar a
remissdo completa, pois a remissdo parcial ndo oferece beneficios na
sobrevida. Aproximadamente 60% a 70% dos pacientes com LMA
podem atingir o estado de remissdo completa com os tradicionais
regimes de inducdo, baseados em antraciclinas e citarabina. Contudo, a
taxa total de sobrevida com a terapia continua sendo insatisfatoria em
aproximadamente 30% a 40% dos pacientes (FATHI e KARP, 2009;
CALCABRINI et al., 2006). O sucesso da quimioterapia esta
relacionado com a natureza biol6gica da doenca e com a idade do
paciente. Os melhores resultados sdo observados nos individuos mais
jovens, pois resistem melhor ao tratamento antileucémico. Sendo
assim, a quimioterapia intensiva em pacientes com idade superior a 60
anos nem sempre esta indicada (MILLIGAN et al., 2005).

1.3 Antraciclinas

Os antibidticos antraciclinas sdo produtos naturais
originalmente isolados do Streptomyces peucetius, uma espécie de
actinobactéria nos anos 1960. As primeiras antraciclinas isoladas
foram denominadas de Doxorrubicina (DOX, também conhecida como
Adriamicina) e Daunorrubicina (DNR, também conhecida como
Daunomicina ou Rubidomicina) (CORTE’S FUNES ¢ CORONADO,
2007; SIMUNEK et al., 2009).

A DOX e a DNR séo formadas por uma aglicona e um agucar,
como ilustrado no esquema 1. A aglicona consiste de um anel
tetraciclico com um grupo hidroguinona no anel C-B, uma substituicdo



32

do grupo metoxi na posicdo C-4 do anel D, e uma pequena cadeia em
C-9 com um grupamento carbonila em C-13. No acUcar, denominado
de daunosamina, ocorre uma ligacdo glicosidica em C-7 do anel A e
consiste na parte 3-amino-2,3,6-trideoxi-L-fucosil. A Gnica diferenca
estrutural entre DOX e DNR € a cadeia lateral na qual a DOX possue
um &lcool priméario e a DNR um metil. Essa pequena diferenca tem
importante consequéncia no espectro de atividade da DOX e da DNR
(MINOTTI et al., 2004). Enquanto a DNR tem mostrado ser altamente
eficaz no tratamento das leucemias linfoide e mieldide, a DOX tem
apresentado um amplo espectro antitumoral, que inclui numerosos
tumores sélidos e doencas hematoldgicas (SIMUNEK et al., 2009).

Esquema 1. Estrutura quimica das antraciclinas. A: Doxorrubicina (DOX)
e B: Daunorrubicina (DNR) (MINOTTI et al., 2004).

Devido a suas estruturas aromaticas complexas, as
antraciclinas absorvem luz na regido do ultravioleta e no visivel,
fornecendo a coloragdo vermelho-laranja aos compostos. Visto que
esses compostos sdo fotossensiveis, a exposicdo direta a luz durante a
preparagdo e administracdo deve ser evitada (CORTE’S FUNES e
CORONADO, 2007).

As antraciclinas entram na célula por difusdo passiva,
provavelmente de forma inalterada. A taxa de transporte depende da
lipossolubilidade do farmaco, quanto mais lipofilica for a molécula de
antraciclina maior serd sua taxa de transporte. Dentro da célula, a
maioria das moléculas sofre o processo de protonacdo, devido ao pH
intracelular mais baixo. Em compartimentos 4&cidos como 0s
lisossomas, as antraciclinas podem ser encontradas em concentragdes
mais altas, se comparadas com as concentracGes citoplasmaticas (DEN
BOER et al, 1999).
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A DNR é comumente administrada como breve infusdo
intravenosa em doses diarias de 30 a 45 mg/m? durante 3 dias, como
terapia de inducdo para a LMA. A DNR ¢ preferivel, em comparacéo a
DOX para o tratamento da LMA, porque a mielosupressdo e a
toxicidade limitantes da dose ndo trazem preocupagdes no tratamento
da doenca e, aparentemente, a DNR causa menos mucosite que a DOX
(MINOTTI et al., 2004).

Apesar do uso extensivo na clinica, 0s mecanismos
moleculares propostos para a a¢do antineoplasica das antraciclinas sao
ainda incertos. No entanto, a enzima topoisomerase |l é reconhecida
para ser o alvo principal das antraciclinas. Essa enzima €
imprescindivel durante a replicagdo do DNA, pois promove um giro
reversivel em torno da forquilha de replicagdo de forma a impedir que
a nova fita de DNA se torne irremediavelmente emaranhada durante a
segregacdo mitdtica. A falha na formagdo da dupla fita bloqueia a
replicacdo e transcricdo do DNA, o que leva a célula a apoptose
(LAURENT e LAFFREZOU, 2001; SIMUNEK et al., 2009). Além
disso, as antraciclinas causam oxidacdo de produtos e geragdo de
espécies reativas de oxigénio, os quais levam a alquilacdo de
macromoléculas, a ligacdo cruzada e a intercalagdo com o DNA, a
peroxidacdo de lipideos e ao dano na membrana celular.
Independentemente do estimulo inicial, as antraciclinas ativam a morte
celular programada ou apoptose, e esse pode ser 0 mecanismo base
para a eficacia terapéutica em determinados tipos de tumor (BOLAND
etal., 1997).

Como todos os farmacos citostaticos, a administracdo de
antraciclinas é acompanhada do aparecimento de rea¢des adversas. O
acumulo e a toxicidade dose-dependente tém limitado o uso da DNR
devido ao aparecimento de sintomas como mielosupressdo, mucosites,
distlrbios gastrointestinais e cardiotoxicidade. O risco das antraciclinas
em induzir a cardiotoxicidade é de 10 a 26%, e depende principalmente
da dose utilizada (DUAN et al., 2007; MICHELUTTI et al., 2006).

A resisténcia as antraciclinas pode comprometer os resultados
da resposta terapéutica. A resisténcia pode ser causada pela reducéo
dos niveis intracelulares do farmaco devido ao efluxo por proteinas de
resisténcia a multiplos farmacos (MDR), pela reducdo na quantidade
de sitios ativos intracelulares alvos do farmaco, como as
topoisomerases Il e pela resisténcia a apoptose, devido a desregulagédo
de suas proteinas (STYCZYNSKIL et al., 2002; FATHI e KARP,
2009).
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1.4 Mecanismos de Resisténcia

A resisténcia aos farmacos é um fenbmeno multifatorial e
pode ser classificada como intrinseca ou extrinseca. A intrinseca, que
se origina durante o processo evolutivo da célula neoplésica, revela o
estado no qual a caracteristica responsavel pela resisténcia é inerente a
prépria célula. A extrinseca, também denominada de resisténcia
adquirida caracteriza-se pelo desenvolvimento de resisténcia da célula
tumoral, durante o tratamento quimioterapico (GOLDIE, 2001,
HOOIJBERG et al., 2006).

Um dos grandes obstaculos para o sucesso do tratamento nos
pacientes com cancer é o desenvolvimento do fenbmeno conhecido
como Resisténcia a Mdltiplos Farmacos (MDR), o qual se caracteriza
pela habilidade das células tumorais de desenvolverem resisténcia
simultdnea a diferentes agentes quimioterapicos, estruturalmente e
funcionalmente ndo relacionados (HOOIJBERG et al., 2006;
KRISHNA e MAYER, 2000).

Clinicamente, o fendmeno de MDR é mediado através de uma
variedade de mecanismos que levam a alteracBes celulares como a
reducdo na concentracdo intracelular de farmacos por proteinas
transportadoras de membrana, mudancas a nivel de proteinas alvos,
mutacfes que diminuem e reduzem a ligagdo do farmaco a proteina
alvo, aumento da concentracdo do farmaco em compartimentos
celulares &cidos, alteracbes no metabolismo de farmacos, alteracbes
nos sistemas de reparo do DNA, mudangas na regulagdo do ciclo
celular, diminuicdo da sinalizacdo apoptética e aumento da resisténcia
a morte celular (HALL et al., 2009).

141 Apoptose

A apoptose um processo de morte celular programada, € um
mecanismo de morte altamente regulado por uma variedade de vias
sinalizadoras e fundamental para o controle da fisiologia celular e dos
tecidos em resposta a estimulos internos e externos, que levam & morte
celular em poucas horas (COTRAN et al.,1996; DANIAL e
KORSMEYER, 2004).

A desregulacdo da apoptose pode interromper o delicado
compasso entre a proliferacdo e a morte de uma célula, e, dessa forma,
conduzir a doencas tais como o cancer. Em muitos casos, mutagfes
que levam a inativacdo de proteinas proapoptéticas ou expressao
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desregulada de proteinas antiapoptéticas, podem conduzir ao
crescimento descontrolado de uma célula, a inabilidade para responder
ao estresse celular, a mutagdes prejudiciais e/ou a danos ao DNA
(FESIK, 2005).

A apoptose pode ser iniciada por varios sinais externos e
internos, os quais ativam varias vias de sinalizacdo interrelacionadas,
conforme descrito no Esquema 2. A forma de ativacdo usual é a
resposta a sinais de estresse intracelular, tais como: dano ao DNA e
espécies reativas do oxigénio, assim como infeccfes virais e ativagdo
de oncogenes, (via intrinseca ou mitocondrial). Por outro lado, a
apoptose pode ser ativada pela ligacdo de um ligante extracelular a um
receptor na membrana celular (via extrinseca) (PHILCHENKOV,
2004; SHIOZAKI e SHI, 2004).

Via extrinseca

Membrana plasmitica FAS
Via intrinseca ou mitocondrial
BID l
Proteinas BCL-2
l l " FADD
[ &
P @ e l

//¢\ i e
e ‘

Esquema 2. As Vias da Apoptose. A via intrinseca e a extrinseca sdo
ativadas respectivamente em resposta a estimulos apoptéticos internos e
externos. A via intrinseca leva a liberacdo do citocromo ¢ e
DIABLO/Smac do interior da mitocondria. A via extrinseca leva a
ativacdo da caspase-8, que ativa a caspase-3. Ambas as vias convergem na
ativacdo da caspase-3. Outras proteinas como o fator indutor de apoptose
(AIF), Endonuclease G (EndoG) e Omi também sdo liberadas para o
citoplasma para facilitar a morte celular durante a apoptose.
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Esse processo de morte celular é formado por uma complexa
cascata de eventos ordenados e controlados pela expressdo de genes e
proteinas associados a apoptose. Os componentes chaves desse
processo de auto-destruicdo das células sdo os membros de uma
familia de cisteino-proteases intracelulares denominadas caspases
(Cytosolic Aspartate-Specific Proteases) (PHILCHENKOV, 2004).
Essas enzimas estdo presentes na sua forma inativa em todas as células
animais, mas podem ser induzidas a assumir sua forma ativa, atraves
de um processo proteolitico de conservacdo do aminoacido aspartico.
As caspases sdo distinguidas em caspases iniciadoras (caspase-8,-2,-9 e
-10), envolvidas na inicializacdo da morte celular, e em caspases
efetoras (caspase-3,-6 e 7) envolvidas na execucdo da morte celular
(TESTA e RICCIONI, 2007; DEL POETA et al., 2008).

Enquanto que as caspases iniciadoras contém um dominio para
interacdo com seus ativadores especificos, as caspases efetoras
possuem pequenos dominios e sdo ativadas por clivagem proteolitica
pelas caspases anteriores (DEL POETA et al., 2008). Ambas as vias da
apoptose, extrinseca e intrinseca, convergem na ativagao da caspase-3,
embora requeiram caspases iniciadoras diferentes para o inicio do
processo, como é o0 caso da caspase-9 na via extrinseca e da caspase-8
na via intrinseca. Uma vez ativada, a caspase-3, induz a clivagem de
ligagBes peptidicas em substratos importantes tais como: proteina
quinase, proteinas do citoesqueleto, proteinas relacionadas com o
reparo do DNA, subunidades inibitérias de endonucleases (familia
CIDE), o que finalmente leva a destrui¢do das funcdes celulares vitais.
A ativacdo da cascata das caspases afeta a estrutura do citoesqueleto, a
regulacdo do ciclo celular e as vias de sinalizagdo, o que leva
finalmente ao aparecimento de modificagdes morfoldgicas
caracteristicas nas células em processo de apoptose, tais como:
contracdo do citoplasma, condensacdo da cromatina, a fragmentacéo
do DNA e “empacotamento” das células mortas em corpos apoptoticos
(CONRADT, 2009; SHIOZAKI e SHI, 2004; COTRAN et al.,1996;
PHILCHENKOV, 2004).

Embora a cascata das caspases proteoliticas represente o ponto
central na resposta & apoptose, sua inicializacdo é regulada por uma
variedade de outros fatores. Entre estes, as proteinas da familia Bcl-2
(do inglés, B-cell Lymphoma), conhecidas como moduladores da via
mitocondrial. Essas proteinas atuam através da regulagdo da liberacdo
do citocromo c para o citosol, que, por sua vez, se liga ao fator ativador
de proteases 1 (APAF-1), promovendo alteracGes conformacionais que
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permitem a ativagdo da caspase-9 e, subsequentemente, a ativagcdo em
cascata das caspases (BURLACU, 2003).

Os membros da familia Bcl-2 contém quatro grandes dominios
conservados, referidos como dominios homélogos de Bcl-2 ou
dominios BH (Esquema 3). Além disso, alguns membros possuem um
dominio C terminal, provavelmente envolvido como alvo de proteinas
de membranas intracelulares (ANTONSSON, 2003). A familia Bcl-2 é
constituida de proteinas com fungbes opostas, isto €, enquanto algumas
inibem, outras ativam a apoptose. A classe de proteinas inibidoras da
apoptose (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcll, Bcl-B e Bcl2Al),
denominadas de antiapoptdticas, apresentam todos os dominios
conservados (BH1-4) como também o dominio hidrofilico C-terminal,
e a classe das proteinas promotoras da apoptose (Bax, Bak e Bok), as
proapoptoticas, apresenta multiplos dominios conservados (BH1-3) e o
dominio hidrofilico C-terminal. Além disso, existe uma classe de
proteinas divergente que apresenta somente um dominio conservado
(BH3), denominadas de BH3 only, (Bad, Bik, Bid, Hrk, Bim, Bmf,
NOXA e PUMA). Os membros da familia proapoptdtica, a Bax e a
Bak, parecem ser cruciais para inducdo da permeabilizacdo da
membrana mitocondrial e subseqliente liberacdo de moléculas
apoptogénicas como o citocromo ¢ e o DIABLO, também conhecido
como SMAC (do inglés, Second Mitochondrial-derived Activador of
Caspase/Direct IAP-Binding), que levam a ativacdo das caspases. Por
outro lado, membros da familia antiapoptética, como a Bcl-2 e a Bcl-
XL, inibem a funcdo da Bax e da Bak. O desequilibrio entre as
proteinas Bcl-2 e Bax leva a resisténcia a sensibilizacdo por estimulos
de morte, como por exemplo, por farmacos quimioterapicos
(BURLACU, 2003; YOULE e STRASSER, 2008; CORY e ADAMS,
2002).

As proteinas antiapoptéticas da familia Bcl-2 sdo encontradas
exclusivamente em membranas intracelulares, incluindo a membrana
da mitocondria, do reticulo endoplasmatico rugoso e do nicleo. Em
relacdo as proteinas Bax e Bak, ambas possuem os mesmo dominios
conservados, porém localizag6es subcelulares diferentes. Enquanto que
a Bax estd localizada no citosol na forma de mondmeros, a Bak é
encontrada na membrana da mitocondria, e durante apoptose, sofre
uma série de mudangas conformacionais para formacédo de oligbmeros.
Por outro lado, a Bax precisa ser ativada para ser translocada para
membrana da mitocéndria e entdo, submeter-se a mudancas
conformacionais e formacgéo de oligbmeros. (WANG e YOULE, 2009;
ANTONSSON, 2004).
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Adaptads de Cory et al, 2002

Esquema 3: Subfamilia de Proteinas Bcl-2. As regifes helicoidais séo
indicadas BH1-4 e dominio hidrofilico terminal carboxi (TM) que ajuda
na associacdo com membranas intracelulares.

Uma vez ativadas, as proteinas proapoptéticas provocam a
liberacdo de diversas proteinas no citoplasma, incluindo o citocromo c,
o fator indutor de apoptose (AlF), a adenilato quinase, a endonucelases
G, a SMAC/DIABLO e a HtrA2/Omi. Existem dois mecanismos
propostos para essa liberacdo que séo: a formacédo de poros especificos
na membrana externa da mitocondria ou a ruptura desta. A liberacdo
no citosol do citocromo ¢ e de outras proteinas como o
SMAC/DIABLO permite a formacdo do apoptosoma, um grande
complexo molecular formado pelo citocromo ¢, 0 APAF-1 e a caspase-
9, que é responsavel pela ativagdo da caspase-3. (ANTONSSON, 2003;
DEL POETA etal., 2008; YOULE e STRASSER, 2008).

Ao contrario dessas proteinas, membros de uma familia de
proteinas inibidoras de apoptose (IAP, do inglés, Inibitors of Apoptosis
Proteins), atuam como moléculas antiapoptéticas, a partir da inibi¢do
da ativacdo proteolitica da caspase-3 e 7. As IAPs, incluindo-se ML-
IAP, XIAP, clAP1,clAP2, NIAP e a survivina, sdo as Unicas proteinas
enddgenas que tem a habilidade de bloquear o passo seguinte a
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liberacdo do citocromo c pela mitocdndria e, consequentemente,
regular a atividade das caspases iniciadoras e efetoras (ZAFFARONI
et al.,, 2005; HUNTER et al., 2007; ADIDA et al., 2000). Alguns
estudos apontam que a expressao de survivina é dependente do ciclo
celular. Durante a proliferacdo celular, a survivina é expressa em altos
niveis na fase G2/M e esta rapidamente diminuida ap6s a parada do
ciclo celular (ITO et al., 2000; XING et al., 2001; TANAKA et al.,
2000).

A survivina ndo é expressa em tecidos adultos normais, mas é
expressa em muitos canceres humanos e linhagem de células tumorais.
Estudos de diferentes grupos tém demonstrado que em muitos tipos de
cancer, a elevagdo na expressao da survivina esti associada com pior
progndstico e aumento de tumores recorrentes. Por outro lado, a
deficiéncia de survivina induz & morte celular e 0 aumento da sua
expressdo confere resisténcia a morte celular (WU et al., 2008;
OKADA e MAK, 2004).

1.4.2 Ciclo Celular

Com o0 avango no conhecimento dos mecanismos da
oncogéneses e da inducgdo da apoptose, houve uma maior compreensao
sobre o papel da regulagdo do ciclo celular nas vias de transformacéo
neoplésica e do desenvolvimento da resisténcia & quimioterapia
(SCHWARTZ e SHAH, 2005).

O ciclo celular ¢ composto por duas fases: intérfase e mitose.
A intérfase pode ser subdividida ainda em outras trés etapas: Gap 1
(G1), Sintese (S) e Gap 2 (G2). Quando as células totalmente
diferenciadas encontram-se em estado no quiescéncia, ou seja, fora do
ciclo celular, diz-se que elas estdo na fase GO. Entre as fases G1 e S
ocorre o primeiro “ponto de checagem” (Esquema 4), o qual ¢
responsavel por certificar que a célula estd preparada para entrar na
fase de sintese de DNA ou fase S. Esse “ponto de checagem”,
denominado como ponto de controle G1 ou de partida, é altamente
regulado e afasta a possibilidade de dano no DNA antes da sua
duplicagdo. Antes da mitose, na fase G2, ocorre o segundo “ponto de
checagem” (HARTWELL e WEINERT, 1989).
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Esquema 4: Fases do ciclo celular normal. As fases G1(células em
crescimento), S (replicacdo do DNA) e G2 (células prontas para se
dividir) correspondem a interfase e a fase M (divisdo celular) & mitose.
Adaptado de GAGE, M. 2010.

Varios trabalhos demonstram que o produto final do gene p53,
a proteina p53, é responsavel pelo primeiro “ponto de checagem” entre
as fases G; e S (KASTAN et al., 1991; KUERBITZ et al., 1992). Esta,
quando expressa na sua forma normal ou ndo mutada, atua como um
fator de transcricdo que promove a transcricdo de diversos genes
efetores. Dentre estes, encontra-se 0 p21, que transcreve uma proteina
homdnima responsavel por inibir a atividade das enzimas quinases,
impedindo, dessa forma, a ativacdo das ciclinas dependentes de
quinases, que sdo elementos-chave na iniciacdo e progressao do ciclo
celular (GU et al., 1993). A parada do ciclo celular permite que os
diversos mecanismos celulares de reparo do DNA atuem a fim de
corrigir o dano gendmico (LODISH et al., 2000; WEINBERG, 2000).

No entanto, se o reparo no DNA néo ocorrer de forma correta,
a p53 pode induzir a apoptose (KASTAN et al., 1991; KUERBITZ et
al., 1992; CLARKE et al., 1993; LOWE et al., 1993). Quando h& uma
mutacdo no gene que transcreve a proteina p53, origina-se uma
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proteina mutante que é incapaz de exercer a sua fungdo de “ponto de
checagem” e, nesses casos, a replicagdo do DNA e proliferacao celular
prossegue mesmo na presenca de um dano gendémico, o que leva a
producdo de clones celulares aberrantes e ao desenvolvimento e
persisténcia do cancer (YIN et al., 1992; LIVINGSTONE et al., 1992).
Embora tenha sido demonstrado que a transicdo G,/M é regulada
independente da p53, pois a parada do ciclo celular ocorre mesmo na
auséncia da p53 ou na presenca de sua forma mutante (KASTAN et al.,
1991; KUERBITZ et al., 1992), outros trabalhos mostram que o gene
p53 atua, de alguma forma, nesse “ponto de checagem” (STEWART et
al., 1995).

Células em que o controle do “ponto de checagem” estd
comprometido sdo mais sensiveis ao dano causado pelos
guimioterapicos. A progressdo descontrolada de uma célula no ciclo
celular, na presenca de algum dano ao DNA, é geralmente letal, o que
pode explicar a sensibilidade seletiva de algumas células neoplasicas
aos tratamentos com substancias que se intercalam com o DNA.
Muitos dos compostos em estudo com acdo antineoplasica tém agdo
em mdaltiplos passos do ciclo celular e seus efeitos podem ser
citostatico ou citotoxico, dependendo do perfil do ciclo celular da
célula alvo. O entendimento das interagBes moleculares envolvidas
pode sugerir maneiras de sensibilizar as células aos efeitos desses
compostos (SHAPIRO e HARPER, 1999).

1.4.3 Proteinas Transportadoras ABC

A reducdo da concentracdo intracelular de farmacos pode
ocorrer através da diminuicio da expressio de proteinas
transportadoras passivas € do aumento da expressdo de proteinas
transportadoras dependentes de adenosina trifosfato (ATP), as quais
fazem o efluxo de uma grande variedade de compostos contra um
gradiente de concentracdo de maneira dependente de energia. Grande
parte dessas proteinas de efluxo ATP dependentes fazem parte de uma
familia de genes denominada de transportadores ABC (HALL et al.,
2009; LEONARD et al., 2003).

Os transportadores ABC (do inglés, ATP binding-cassete)
compreendem uma superfamilia de genes que codificam proteinas
transmembranas intra e extracelulares que sdo relacionadas
estruturalmente e apresentam diferentes funcBes. Essas proteinas
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funcionam como bombas de efluxo capazes de translocar uma
variedade de substratos incluindo agucares, amino 4&cidos, ions
metélicos, peptideos, proteinas e compostos hidrofébicos
(LOCKHART et al, 2003).

A unidade funcional das proteinas da familia ABC usualmente
é composta de dois dominios de ligacdo de nucleotideo (NBD, do
inglés, nucleotide-binding domain), onde foram identificados dois
sitios de ligagdo com ATP e dois dominios transmembrana (TM, do
inglés, transmembrane domain). Os transportadores ABC sdo
classificados em sete subfamilias (ABCA — ABCG) e podem estar
expressos em ambas as células normais e neoplésicas (LOCHER,
2009; LEONARD et al., 2003; OLDHAM et al, 2008). Os
transportadores ABC exibem uma atividade ATPase e translocam
diferentes substratos através da membrana celular e/ou entre varios
compartimentos. O transporte de substratos é assegurado por um forte
acoplamento molecular dos TM com as unidades dos NBD e por uma
cooperacao positiva das duas unidades NBD. De acordo com a Tabela
1, além da glicoproteina-P e da proteina de resisténcia a mdaltiplos
farmacos (P-gp/ABCB1 e MRP/ABCCI, respectivamente), outra
proteina transportadora ABC, denominada proteina de resisténcia de
cancer de mama (BCRP), também conhecida como MXR, ABCP e
ABCG?2, foi caracterizada pela habilidade de conferir o fenétipo de
MDR (ROSS, 2000).
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Seus respectivos

Tabela 1: Farmacos antitumorais
transportadores ABC
Classe Farmacos

Antraciclinas

Epipodofilotoxina

Alcaldides da Vinca

Taxanos

Inibidores de quinases

Outras

Doxorrubicina
Daunorrubicina
Epirrubicina
Idarrubicna

Etoposideo
Teniposideo

Vincristina
Vimblastina
Vinorelbina

Paclitaxel
Docetaxel

Imatinibe
Flavopiridol

Mitroxantrona
Tamoxifeno
Mitomicina
Actinomicina D
Metotrexato

Proteinas

ABCBL1 (P-gp),
ABCC1 (MRP1),
ABCC2* (MRP2),
ABCG2 (BCRP)

ABCBL1 (P-gp),
ABCC1* (MRP1),
ABCC2* (MRP2),
ABCG2 (BCRP)

ABCBL1 (P-gp),
ABCC1 (MRP1),
ABCC2 (MRP2)

ABCBL1 (P-gp),
ABCC2 (MRP2)

ABCBL1 (P-gp),
ABCC2 (MRP2),
ABCG2 (BCRP)

ABCBL1 (P-gp),

ABCC1* (MRP1),
ABCC2* (MRP2),
ABCG2* (BCRP)

* Esses transportadores ABC néo se ligam e removem da célula todas as
substancias listadas na coluna correspondente.
Fonte: STAVROVSKAYA e STROMSKAYA, 2008.
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1.43.1 Glicoproteina P — ABCB1/P-gp

Em 1970, Briedler e Riehn, em um estudo com linhagens
leucémicas e células de pulmdo de hamster chinés, observaram que
quando estas células eram expostas a concentragdes crescentes de
actinomocina D, além de apresentarem resisténcia ao proprio
quimioterapico, também apresentavam resisténcia a farmacos néo
relacionados, os quais as células ndo haviam sido previamente
expostas. Mais tarde, Dano (1973) observou que este fenébmeno era
dependente de ATP, sugerindo um mecanismo ativo para o fenémeno
de resisténcia cruzada. Esse fenétipo de MDR foi descrito por Juliano e
Ling (1976), apds a observacdo do aumento na expressdo de uma
proteina de membrana nas células de 170 kDa, denominada de
glicoproteina P (P-gp ou ABCB1), a qual modifica a permeabilidade
da membrana a diversos farmacos. O gene que codifica a proteina
ABCBL foi clonado em humanos e identificado como mdrl (GROS et
al., 1986).

A proteina ABCB1 é expressa em varios tecidos normais,
como no pulmao, na placenta, nas glandulas adrenal, no figado, no rim,
no péancreas, no colon, no jejuno e no cérebro, com a funcdo de
secrecdo e de barreira (SWERTS et al., 2006), o que sugere o papel da
ABCBL1 na excrecdo e/ou transporte de xenobidticos citotoxicos. Em
celulas neoplésicas, a ABCB1 estd associada ao fenétipo de MDR,
mediando a resisténcia a antraciclinas, alcaldides da vinca, colchicina,
epipodofilotoxina e taxanos. Alguns inibidores da bomba de efluxo
competitivos e ndo competitivos tém sido identificados, e revertem o
efeito da resisténcia a farmacos (LEONARD et al., 2003; LEONESSA
e CLARKE, 2003).

A maioria dos trabalhos com os transportadores ABC no
fenémeno de MDR foram baseados em estudos com a ABCB1. A
ABCB1 é uma bomba de cations organicos, composta por 12
segmentos transmembrana, divididos dentro de dois dominios TM,
sendo que cada um apresenta um sitio de ligacdo para o ATP,
conforme ilustrado no Esquema 5 (LEONARD et al., 2003). O
mecanismo para o efluxo de farmacos pela ABCB1 ainda ndo esta
totalmente esclarecido, a hipétese mais plausivel é que quando o ATP
se liga ao dominio de ligagdo do ATP, os dois dominios se unem,
iniciando a hidrolise do ATP e a liberacdo adenosina difosfato (ADP) e
fosfato. A hidrélise de uma molécula de ATP permite o efluxo do



45

substrato e restaura o transportador para, mais uma vez, sequestrar
outra molécula de substrato (HALL et al., 2009).

Intracelular

Esquema 5. Estrutura da proteina ABCB1. A proteina ABCB1 é
composta por 12 segmentos que formam dois dominios transmembrana
(dominio TM) e dois sitios de ligagdo para ATP (dominio NBD) no espaco
intracelular, onde também esta localizada a regido amino terminal (N).

1432 Proteina de Resisténcia a Mdltiplos Farmacos—
ABCC/MRP

A falta de expressdo de ABCB1 em algumas células multi-
resistente estimulou a pesquisa de outras bombas de efluxo. A ABCC1
ou MRP1 foi clonada de uma linhagem de células H69AR de
carcinoma de pulmao humano (Cole et al., 1992). O gene abccl, foi o
primeiro a ser mapeado no cromossomo 16 (16p13.1). Ele codifica
uma proteina de 190 kDa, a qual funciona como bomba de anions
hidrofilicos N-glicosilados. A ABCC1 esta localizada em ambas as
membranas plasméticas e intracitoplasmaticas, incluindo o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi (SWERTS et al., 2006).
Atualmente, nove membros da familia ABCC foram descritos no
genoma humano, designados de MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MRP5,
MRP6, MRP7, MRP8 e MRP9, os quais, pela nova denominacéo,
correspondem a ABCC1l, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCCS,
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ABCC6, ABCC10, ABCC11 e ABCC12, respectivamente (KUO et al.,
2009).

As proteinas ABCCs compartilham uma topologia que é
comum a super familia ABC, onde ha dois dominios TMs e dois
dominios NBDs para ligagdo com o ATP na porcdo citoplasmatica.
Acredita-se que a ligacdo de substratos ocorra através da interacdo com
os dominios TM (ZHAG et al., 2001; HAIMEUR et al., 2004). A
ligacdo e a hidrolise do ATP fornecem a energia necessaria para
transportar os substratos para fora da célula. As proteinas ABCC1,
ABCC2, ABCC3, ABCC6 e ABCC10 contém um terceiro dominio
TM, o qual consiste de cinco hélices transmembrana, com uma regiéo
amino terminal (Esquema 6) (BAKOS et al., 1996; KAST e GROS,
1997; COLE e DEELEY, 2006).

Intracelular

Sitio ligagao

Esquema 6. Estrutura das proteinas ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC6 e
ABCC10. Estas proteinas apresentam trés dominios transmembrana
(dominio TM) e dois sitios de ligagdo para ATP (dominio NBD) no espago
intracelular. A regido amino terminal (N) fica localizada no espaco
extracelular.

O espectro de resisténcia causado pelo aumento da expressao
da ABCCl é muito similar ao da proteina ABCBL1. In vitro, a
expressdo da ABCC1 confere resisténcia a antraciclinas, alcaldides da
vinca, epipodofilotoxina, campotecina e metotrexato, mas ndo confere
aos taxanos e mitroxantrona. Varios conjugados GSH, glucoranato e
sulfato, tais como, os cisteinil leucotrienos (LTC4), que sdo
importantes mediadores da resposta inflamatoria, também sdo
transportados pela ABCC1 (SWERTS et al.,, 2006; LEONESSA e
CLARKE, 2003). A glutationa (GSH) tem um importante papel no
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processo de transporte da ABCC1. Entretanto, o exato mecanismo pelo
qual a GSH participa do efluxo mediado pela ABCC1 ainda ndo esta
totalmente elucidado. A GSH parece interagir com ABCC1 por
diferentes mecanismos. A GSH pode interagir de forma direta com a
ABCC1, como substrato de baixa afinidade, ou de forma indireta para
0 transporte de certos substratos da ABCC1, como DNR, vincristina e
rodamina. Esses mecanismos foram sugeridos ap6s a observacao de
gue quando os niveis intracelulares de GSH estdo diminuidos, ocorre
uma reducdo no transporte de DNR, DOX, etoposide e vincristina em
células que apresentam um aumento na expressdo de ABCC1
(SWERTS et al., 2006).

A ABCC2, localizada na membrana de canaliculos biliares,
esta clinicamente envolvida na excrecdo biliar de farmacos anidnicas
importantes, atraveés da formacdo de conjugados com glucoranato e
GSH (MIZZUNO et al., 2003). O transporte mediado pela ABCC3 de
anions organicos parece ser o0 mais importante na membrana
basolateral do figado e ndo requer a participacdo da GSH intracelular
(KUO et al., 2009). A ABCC4 e ABCCS5 transportam nucleotideos e
conferem resisténcias aos andlogos de nucleotideos antivirais. A
ABCC6 parece ser uma bomba anidnica lipofilica, com um amplo
espectro de resisténcia aos farmacos (LEONARD et al., 2003). As
proteinas ABCC10, ABCC11 e ABCC12 sdo os membros mais recente
dessa familia e estdo em fase inicial de investigacdo. A ABCC10 e
ABCC11 sdo bombas de anions que possuem habilidade de conferir
resisténcia a agentes quimioterapicos. Ainda ndo se conhecem
substratos para ABCC12 (KRUH et al., 2007; KUO et al., 2009).

A expressdao de ABCCs tem sido relacionada como um fator
de prognostico desfavoravel em diferentes neoplasias hematoldgicas
ndo tratadas e refratarias a quimioterapia, incluindo as leucemias
mieldides e linfoides agudas e cronicas (BURGER et al., 1994;
SCHNEIDER et al., 1995; HART et al, 1994; PLASSCHAERT et al.,
2005). A co-expressdo de ABCB1 e ABCC1 em células leucémicas
tem um forte impacto negativo na resposta ao tratamento e na
sobrevida dos pacientes (LEGRAND et al., 1999 e SONNEVELD,
2000).

Além dos transportadores ABC, outras proteinas
transportadoras, como a proteina de resisténcia pulmonar (LRP),
podem contribuir para desviar os farmacos citostaticos de seus alvos
intracelulares e, dessa forma, contribuir com o fendtipo de MDR
(IZQUIERDO, 1996).
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1.4.4 Proteina de Resisténcia Pulmonar — LRP

A LRP foi inicialmente identificada em células de cancer de
pulmao resistentes a antraciclinas e que ndo apresentavam aumento da
expressao de ABCB1. O gene da Irp esté localizado no cromossomo 16
(16p11.2), proximo ao gene da proteina ABCCLl. Com base na
sequéncia de aminodcidos da LRP, nenhum dos fragmentos
transmembrana ou sitio de ligacdo de ATP, caracteristico dos
transportadores ABC, foi identificado. Consequentemente, a LRP ndo
é considerada um membro dessa familia, mas sim um membro da
familia MVP (do inglés, Major Vault Protein) (SWERTS et al, 2006).

A LRP é um ribonucleoproteina de maltiplas subunidades com
110 kDa, codificada pelo gene MVP. Est4 situada principalmente no
citoplasma, entretanto, também pode ser encontrada na membrana
nuclear e em complexos de poros nucleares. A LRP esta envolvida no
transporte intracelular de substdncias importantes para 0
funcionamento normal da célula, como por exemplo, hormdnios,
ribossomos e 4&cido ribonucléico (RNA) mensageiro (LU e
SHERVINGTON, 2008; KUO et al., 2009).

O papel funcional da LRP no fenétipo de MDR ainda €
obscuro, mas é proposto que eles agem no transporte de farmacos para
longe de alvos celulares através do efluxo dos quimioterapicos do
nicleo para citoplasma e/ou sequestramento em vesiculas
citoplasmaticas (SWERTS et al., 2006).

1.5 Oxido Nitrico: importancia bioldgica e envolvimento na
citotoxicidade de células tumorais e na resisténcia a multiplos
farmacos

Em 1980, Furchgott e Zawadzki demonstraram que células
endoteliais estimuladas por diferentes agonistas liberavam um fator
vasodilator o qual ficou conhecido como fator de relaxamento derivado
do endotélio (EDRF, do inglés, Endothelial-Derivated Relaxing
Factor). Seis anos mais tarde, sua natureza foi identificada e o EDRF
passou a ser denominado de dxido nitrico (NO) (PALMER et al.,
1987).

O NO é uma molécula sinalizadora altamente reativa e instavel
capaz de atravessar facilmente membranas celulares, modulando
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respostas fisioldgicas, como a regulacdo de genes, a apoptose, a funcéo
plaquetaria, a neurotransmissdo, a memdria e a resposta imune
(NAPOLI e IGNARO, 2003; DUSSE et al.,, 2003). Todavia, o
descontrole na sintese do NO esta implicado na patogénese de doencgas
cardiovasculares, na auto-imunidade, na rejeicdo de transplantes, na
sépsis (NATHAN, 1992), nas doencas cerebrais degenerativas
(CHRISTOPHERSON e BREDT, 1997; HALLIWELL, 2001), na
indugdo de cancer (SCHMIDT e WALTER, 1994), na genotoxicidade
(WINK et al,1998) e na inflamacdo (FLORA FILHO e
ZILBERSTEIN, 2000).

Em sistemas biol6gicos, 0 NO é gerado pela oxidacdo do
aminoacido L-arginina, através da atividade catalitica das enzimas
oxido nitrico sintase (NOSs). Esta reacdo requer NADPH (do inglés,
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate) e oxigénio molecular
(0O,) como co-fatores e resulta na producdo de NO e L-citrulina como
produto final. O par de elétrons desemparelhado no orbital externo do
NO permite que este seja um doador de elétrons, e, desse modo,
participe de reacOes de oxidacdo como aceptor de elétrons de outras
espécies reativas, caracterizando as suas propriedades como
antioxidante (HUERTA et al., 2008).

Diferentes formas de enzimas NOSs foram identificadas e seus
nomes baseados nas células onde foram isoladas pela primeira vez:
NOS neuronal (NNOS, NOS tipo 1), NOS induzivel, induzida em
macrofagos (iNOS, NOS tipo 2); NOS endotelial (eNOS, NOS tipo 3)
e em alguns tipos de tecidos, elas podem estar presentes na
mitocondria (MNOS). As NOSs diferem ndo somente em sua
localizagdo, mas também em suas fungBes. As nNOS e eNOS,
constitutivamente dependentes de calcio, geram pequenas quantidades
de NO, enquanto que a iINOS, que é independente da concentracédo de
calcio intracelular, produz concentracdes de NO capazes de danificar
células e microorganismos (HONG et al.,, 2009; MICLESCU e
GORDH, 2009).

Existem dois grandes mecanismos propostos para a acdo do
NO nos diversos processos fisiologicos (Esquema 7) que sdo: a via
dependente de guanosina monofosfato ciclica (cGMP) pela qual o NO
exerce a maioria das suas funcdes fisioldgicas, e via independente de
cGMP. Na primeira via, o NO se liga ao grupo heme da enzima
guanilato ciclase (sGC), o que resulta na producdo de um segundo
mensageiro cGMP, que, por sua vez, conduz a ativacdo das proteinas
quinases dependente de cGMP, fosfodiesterases reguladas por cGMP,
e canais de ions regulados por nucleotideos ciclicos (NAPOLI e
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IGNARO, 2003). Enquanto que a via independente de cGMP ocorre
através da reacdo do NO com o O,, com 0 anion superoxide (O,), com
0s tidis e com os metais de transicdo, como o zinco. Nessa via, 0 NO
pode modificar proteinas diretamente, sem a participagdo de enzimas,
por meio do processo chamado de nitracdo ou nitrosilagdo. A S-
nitrosilacdo dos grupos tiol dos residuos cisteinas € um processo
reversivel envolvido na sinalizacdo celular. A sinalizagdo celular
regula a funcdo de muitas proteinas intracelulares (CHOI et al., 2002;
BLAISE et al., 2005; HUERTA et al., 2008), tais como, as proteinas
sinalizadoras envolvidas na proliferagdo celular e na apoptose
(ZHUANG e SIMON, 2000; ZOUKI et al., 2001).

NAPDH NAPD

N

L-arginina L-citrulina +2 H,O

& N3
& . %, GTP
e l O: & cGMP
No* ONOO* NO- 1
PGK
PKA
PDE
CNG

Esquema 7. Formacdo do Oxido Nitrico e seu mecanismo de agdo. A
principal fungdo do NO ¢ através de sua interagdo com guanilato ciclase
soltvel (sGC), a qual cataliza a guanosina trifosfato (GTP) em guanosina
3",5 -ciclica monofosfato (cGMP). O cGMP ativa proteina quinase G
(PKG), proteina quinase A (PKA), fosfodiesterases (PDE) e canais
regulados por ions (CNG). O NO também pode exercer sua funcéo através
da interagdo com O, através do processo nitracdo ou nitrosilacdo de
proteinas intracelulares. Fonte: NAPOLI e IGNARO, 2003.

A distincdo entre o efeito benéfico e 0 adverso num organismo
em resposta a concentracdo fisioldgica de NO pode estar relacionada
com o perfil redox do tecido, com a atividade das NOS, com a
presenca de radicais de oxigénio, com a formacdo de radicais de NO,
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com o sitio exégeno de producdo ou eliminagdo de NO, com a auto-
oxidacdo de NO e com a interacdo do NO com constituintes celulares
(NAPOLI e IGNARO, 2003).

O O6xido nitrico gerado em altas concentragfes por macréfagos
ativados € um dos mais importantes mecanismos de defesa contra
patégenos e células tumorais. As primeiras evidéncias do
envolvimento do NO na citotoxicidade de células tumorais foram
descritas por Hibb e colaboradores (1987), quando demonstraram que a
citotoxicidade de macrdfagos ativados contra células tumorais era
dependente da presenca de L-arginina. Esses mesmos autores
mostraram que macréfagos ativados sintetizavam L-citrulina e nitrito a
partir da L-arginina e que a L-monometil-arginina prevenia a sintese de
ambos os produtos, bem como a citotoxicidade contra o alvo, deixando
claro que esta citotoxicidade causada pelos macréfagos era mediada
pelo NO. Desde entdo, varios trabalhos vém demonstrando que o NO
pode ser citotoxico para uma variedade de células normais e/ou
transformadas (para uma revisao ver, HUERTA et al., 2008; SANTOS-
SILVA, 2002). A partir de estudos em diferentes tipos de células,
varios mecanismos de citotoxicidade do NO foram propostos. Um
desses mecanismos tem como alvo o DNA, onde o NO pode interagir
diretamente, através da troca de nucleotideos ou, ainda, através da
guebra da fita de DNA, como resultado dos processos de N-
nitrosilacdo de desoxirribonucleotideos; ou indiretamente, quebrando a
fita de DNA por meio da formag8o de peroxinitrito e N-nitrosaminas
ou, ainda, ativando ou inibido enzimas necessarias para a homeostase
nuclear (KRONCKE et al., 1997). Além disso, 0 NO pode reagir com
complexos Fe-S de varias proteinas importantes para a fisiologia
celular, alterando suas fungdes, como ocorre com as enzimas da cadeia
de transporte de elétrons na mitocéndria (HIBBS et al., 1990;
CADENAS, 2004). Entretanto, a funcdo NO e das NOSs como
efetores proneoplésico versus antineoplésico é ainda controversa
(HUERTA et al., 2008). Essa atividade dualista parece depender do
tipo celular e da concentra¢do de NO (KOLB, 2000).

Magrinat e colaboradores (1992) demonstraram que o0
envolvimento do NO é capaz de induzir diferenciacdo em células
leucémicas monociticas humanas HL60 e alterar a expressdo génica
dessas células. O NO também tem sido relacionado com a indugdo a
apoptose em varios tipos de células leucémicas. Tal fato pode ocorrer
através de diversas formas: por ativacdo das caspases (YABUKI et al.,
2000), por reducdo dos niveis de Bcl-2 (ZHONG et al., 2004), por
ativacdo da PARP (do inglés, polimerase poli-ADP-ribose) (KUO et
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al., 1996) pela formagao de peroxinitrito (ZHUANG e SIMON, 2000)
e pela deplecdo de GSH e inibicdo de NF-kB (SANTOS-SILVA et al.,
2006).

Para avaliar os efeitos citotoxicos do NO, sem o envolvimento
das NOS, séo utilizados compostos doadores de NO. Esses compostos
conservam 0 NO na sua estrutura molecular e apresentam atividade
bioldgica depois de sua decomposi¢do. Os doadores de NO mostram
uma consideravel variacdo em sua estrutura, estabilidade e atividade
biologica. Diferencas na biodisponibilidade sdo decorrentes das
diferentes bioativagfes enzimaticas e ndo-enzimaticas para liberacao
NO. Como exemplos de compostos que contenham o grupo NO
funcional temos o0s nitratos orgéanicos, o 3-morpholinosydnonimine
(SIN-1), o nitroprussiato de sédio (SNP), o S-nitrosotiol (ex.: S-
nitrosoglutationa) (GSNO), o S-nitro-N-acetilpenicilamina (SNAP), o
S-nitrocisteina (CysNO), os compostos oxido nitrico dietilamina
(DEA-NO) e a espermina-NO (CHOI et al., 2002; SINGH et al.;
1996).
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito do NO nos mecanismos envolvidos na
resisténcia a Daunorrubicina em células de linhagem de leucemia
mieldide aguda de origem humana K562.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estudar o efeito citotoxico do NO e da DNR, isoladamente ou
em associacdo, sobre células de linhagem de leucemia miel6ide
aguda de origem humana K562;

2. Analisar o efeito do NO e da DNR, isoladamente ou em
associacdo, sobre o ciclo celular das células de linhagem de
leucemia mieldide aguda de origem humana K562;

3. Investigar se o efeito citotdxico da associacdo do NO e da DNR,
sobre as células de linhagem de leucemia mieldide aguda de
origem humana K562, envolve os fatores reguladores de
apoptose: proteina antiapoptética Bcl-2, proteina proapoptotica
Bax, proteina inibidora de apoptose survivina e caspase-3;

4. Avaliar o efeito do NO no acimulo, na retencéo e na distribuicao
intracelular de DNR e a relacdo com sua citotoxicidade em
células de linhagem de leucemia mieldide aguda de origem
humana K562;

5. Estudar o envolvimento do NO e da DNR, isoladamente ou em
associacdo, na expressdo dos genes abccl e Irp, em células de
linhagem de leucemia mieléide aguda de origem humana K562.
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3. MATERIAL E METODOS




58



59

3.1 Reagentes

O meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640, a penicilina, a estreptominicina e o soro bovino fetal foram
adquiridos da Gibco, Invitrogen Corporation, EUA. A linhagem celular
K562 foi obtida da American Type Culture Collection (ATCC), EUA.
O SNAP foi sintetizado de acordo com o meétodo de Field e
colaboradores (1978) e doado pelo laboratério do Prof. Jamil Assreuy,
do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). A DNR foi adquirida do laboratério Meizler
Biopharma S/A, india. O Brometo de dimetiazol difeniltetrazélio
(MTT) e todos os outros reagentes utilizados nos experimentos
biolégicos foram adquiridos da Sigma-Aldrich®, EUA. O kit com a
solucdo de lodeto de Propideo (Pl) e ribonuclease (RNAse) foi
adquirido da Immunostep, Espanha; o anticorpo policlonal de
camundongo anti Bcl-2 da Invitrogen™, EUA; o anticorpo policlonal
de cabra anti-survivina e o anticorpo secundario anti IgG de
camundongo conjugado a enzima peroxidase (HRP) da Santa Cruz
Biotechnology, EUA; o anticorpo de coelho policlonal anti caspase-3 e
anti Bax da Cell Signalling Technology, EUA; o anticorpo secundario
anti IgG de cabra e anti IgG de coelho conjugados a HRP da Millipore,
EUA. A membrana de nitrocelulose, 0s reagentes para eletroforese em
gel poliacrilamida (SDS-PAGE) e o sistema de revelacdo por
guimioluminescéncia foram adquiridos da Amershan Biosciences,
EUA. Os reagentes utilizados na extracdo de RNA como cloroférmio,
isopropanol, agua dietil pirocarbonato (DEPC) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich®, EUA. O Trizol®, a enzima SuperScrisp 111, a enzima
Tag DNA polimerase e todos os demais reagentes utilizados na reacao
de RT-PCR foram adquiridos da Invitrogen Corporation, EUA.

3.2 Cultura de Células

Para a cultura de células foi utilizada a linhagem de células
leucémicas mieloblasticas de origem humana K562. As células foram
mantidas em garrafas plasticas para cultura contendo meio de cultura
RPMI 1640, suplementado com 10% de soro fetal, 100 U/mL de
penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 10 mM de tampdo HEPES,
pH 7,4, em estufa Umida a 37°C, com 5% CO,. As células foram
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semeadas a uma densidade 10° células/garrafa e repicadas a cada 48
horas, em fluxo laminar.

3.3 Preparo da Amostra

Para realizacdo dos experimentos, a suspensao celular foi
centrifugada 200 x g, por 10 minutos, em temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet celular ressuspendido em 1 mL
de meio de cultura RPMI 1640. O numero de células viaveis foi
avaliado pelo método de Azul de Tripan e as amostras com viabilidade
inferior a 90% foram excluidas. Um total de 3,5 x 10° células/200 pL
por poco foi plagueado em placas de 96 pocos. Todos os
procedimentos de preparagdo da amostra foram realizados em fluxo
laminar e todo material utilizado foi previamente esterilizado.

3.4 Tratamento da Amostra

Os compostos, DNR (1-100 pM) e/ou SNAP (0,1-1 mM)
foram adicionados as células (3,5 x 10° células/200 pl), num volume
méaximo de 20 pl. Em seguida, as células retornaram a estufa, onde
foram incubadas conforme as condi¢des descritas acima, por periodos
determinados, conforme a necessidade do experimento.

3.5 Viabilidade Celular (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi realizada pelo método do MTT (VAN
DE LOOSDRECHT et al., 1991). O MTT é um sal de tetrazélio, que é
reduzido a um derivado formazan de cor azulada pela atividade
redutora da mitocondria, funcionando, portanto, como um indicador da
funcdo mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular. Depois
do tratamento das células com DNR (1-100 pM) e/ou SNAP (0,1-1
mM), por um periodo de 24 h, conforme descrito no tratamento da
amostra, foi realizado o ensaio da viabilidade celular. Apds a
incubacdo, a placa foi centrifugada, o sobrenadante removido e
adicionado, entdo, meio de cultura fresco contendo 10% (v/v) de uma
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solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS). Apds a incubacdo por 2 h a
37°C, a placa foi centrifugada novamente e o sobrenadante foi
removido. Em cada pogo, foram adicionados 100 upL de éalcool
isopropilico/HCI 0,04 N para dissolucdo dos cristais de formazan do
MTT. Ap6s 10 min, os restos celulares foram removidos por
centrifugacdo. O sobrenadante limpido foi, entdo, transferido para
outra placa, onde foi realizada a leitura das absorbancias em
espectrofotdmetro Microwell Systems (Organon Teknika, Belgium) no
comprimento de onda 540 nm. A densidade Optica do grupo controle,
ou seja, das células sem tratamento, foi considerada como equivalente
a 100% de células viaveis. Deste modo, quanto maior o nimero de
células viaveis presentes, maior a oxidagdo do MTT.

3.6 Andlise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

Para avaliar os efeitos dos compostos DNR e/ou SNAP nas
fases do ciclo celular foi utilizado o PI/RNAse solution Kit, cujo
principio consiste na coloracdo dos acidos nucléicos pelo Pl, ap6s a
digestdo do RNA. O PI, dependendo da fase do ciclo celular, emite
diferentes intensidades de fluorescéncia que, por sua vez, sdo captadas
pelos detectores fotomultiplicadores do citdmetro de fluxo, através de
variages no seu conteldo de DNA, e, dessa forma, permite quantificar
a porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GONG et al.,
1994).

As células (3,5 x 10° células/200 pl) foram inicialmente
tratadas durante 24 h com DNR 100 uM e/ou SNAP 1 mM e incubadas
em estufa Gmida a 37°C, contendo 5 % de CO,. Apds o periodo de
incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com solucdo PBS e o
sobrenadante foi removido. O procedimento foi realizado conforme o
kit do fabricante (Immunostep, Espanha). Brevemente, as células
lavadas foram fixadas com 200 uL de etanol 70 % e incubadas durante
30 min em temperatura de — 4°C. Em seguida, as células foram lavadas
duas vezes em PBS, contendo 2% de albumina bovina e centrifugadas
200 x g, durante 10 min. Posteriormente, adicionou-se ao pellet celular
500 pL de solucéo de PI contendo Rnase. A suspenséo permaneceu 15 min
em temperatura ambiente antes da andlise no citdmetro de fluxo BD
FACSCalibur™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) através do
software BD CELLQuest™. O controle negativo foi preparado com células



62

sem serem tratadas com os compostos para caracterizacdo dos paramentros
a serem analisados no citdmetro de fluxo.

3.7 Ensaio de Immunoblotting para as Proteinas Apoptoéticas:
bcl-2, bax, survivina e caspase-3

Para estudar a expressdo das proteinas Bcl-2, Bax, survivina e
caspase-3, usamos 0 extrato celular total obtido das células K562, ap6s
a incubagdo com DNR 100 pM e/ou SNAP 1 mM, por um periodo de 9
h. Os extratos celulares foram desnaturados em tampdao de amostra (50
mM Tris-HCI, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0,001%
azul de bromofenol), aquecidos em banho de &gua fervente por 5 min.
As proteinas dos extratos celulares (30 upg) foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilada/SDS a 12% (LAEMMLI, 1970).
Depois, as proteinas foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (HYbond-C Pure, Amersham Pharmacia Biotech, EUA),
em seguidas, foram bloqueadas com leite em pé desnatado a 5% em
Tween-TBS (150 mM NaCl, 10 mM TRIS, 0,1% Tween 20) e
imunomarcadas com o0s anticorpos primarios especificos anti-Bcl2 de
camundongo (diluigdo de 1:500; Invitrogen™, EUA); anti-Bax de
coelho (diluicdo de 1:800; Cell Signalling Technology, EUA); anti-
survivina de cabra (diluicdo de 1:1000; da Santa Cruz Biotechnology,
EUA) e o0 anti-caspase-3 de coelho (diluicdo de 1:1000; Cell Signalling
Technology, EUA), durante 12 h. Depois de extensivas lavagens com
Tween-TBS, a identificacdo das proteinas foi realizada por meio de
incubacdo por 3 h dos anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo
(diluicdo de 1:5000; Santa Cruz Biotechnology, EUA); anti-lgG de
cabra (diluicdo de 1:7000, Millipore, EUA); anti-lgG de coelho
(diluicdo de 1:2000, Millipore, EUA) todos conjulgados a HRP. As
proteinas imunorreativas foram visualizadas utilizando-se o substrato
quimioluminescente ECL (Amersham Biociences) e os filmes de raio-x
foram revelados de maneira tradicional.

Os filmes obtidos na reacdo de quimioluminescéncia foram
digitalizados por meio de scanner e os niveis de expressdo das
proteinas Bcl-2, Bax, survivina e caspase-3 foram determinados pela
andlise das imagens utilizando-se o programa Scion Image Software
(Scion Co., EUA). O valor final da intensidade relativa foi expresso em
proporcdo em relagdo a banda controle (células sem tratamento) em
todos os experimentos.
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3.8 Andlise do Acumulo e Compartimentalizacdo Intracelular de
Daunorrubicina por Microscopia de Fluorescéncia

O acimulo e a disposicdo do quimioterapico DNR foram
avaliados de acordo com a fluorescéncia emitida por esse composto,
conforme descrito por Frossen e colaboradores (1996). Os compostos
DNR 100 pM efou SNAP 1mM, foram adicionados & suspensdo de
células K562 (1x10° células/mL). Apés a adicdo dos compostos, as
células foram incubadas durante 12 h nas condigBes descritas
anteriormente. Depois da incubacéo, as células foram centrifugadas
para concentracdo do pellet e remocdo do excesso de farmaco livre.
Apbs, as células foram ressuspendidas em PBS e examinadas em
microscépio de fluorescéncia (Olympus BX40, Japan) com filtro de
excitacdo 539 nm e de emissdo 617 nm. A captura das imagens foi
feitas com camera fotografica (Olympus BX40, Japan).

3.9 Anaélise do Acumulo e Retencdo de Daunorrubicina por
Citometria de Fluxo

As células K562 (1x10° células/mL) foram incubadas com
DNR 100 pM efou SNAP 1 mM, em estufa imida a 37°C, contendo
5% de CO,. O actimulo intracelular de DNR foi determinado em 6, 12
e 24 h. Ap6s a incubagdo, as células foram lavadas trés vezes e
ressuspendidas em PBS. As amostras foram mantidas em gelo até a
determinacdo da intensidade de fluorescéncia intracelular da DNR por
citometria de fluxo (FACSCalibur™BD, BD). O composto DNR foi
excitado pelo laser de argbnio em 488 nm e o sinal fluorescente
vermelho/alaranjado foi adquirido através de um sistema de filtros
585/42 (FL-2 height). Os dados foram analisados usando o programa
WinMID software. O acimulo de DNR foi determinado pela média da
intensidade de fluorescéncia da amostra em relagdo a intensidade de
fluorescéncia da amostra controle (célula sem tratamento).
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3.10 Ensaio Semi-Quantitativo da Transcriptase Reversa-Reacéo
em Cadeia da Polimerase (RT- PCR)

As células K562 (3x10° células/3 mL) foram incubadas com
DNR 100 uM e/ou SNAP 1 mM durante 6 h, em estufa imida a 37°C,
contendo 5% de CO,. Células sem tratamento foram usadas para
controle da reacdo. As células foram lavadas trés vezes com PBS para
a extracdo do RNA segundo o protocolo do reagente Trizol®. A reacdo
da transcriptase foi realizada usando 5 ug do RNA total e tratada com
dgua DEPC (0,1% v/v) até 10 uL. As amostras foram aquecidas
durante 5 min a 70°C e refrigeradas rapidamente em gelo durante 5
min e aquecidas novamente por mais 5 min a 25°C. Para cada amostra,
foram adicionados 5 L de tampdo first strand, 2 uL de DTT (0,1 M),
2 UL de random hexamers (100 ng/uL), 0,4 uL de ANTP mix (100 mM
cada), 0,5 de RNAseOUT (40U/uL), 0,5 de Super Script 111 (200U/uL)
e agua DEPC q.s.p. Posteriormente, as amostras foram incubadas a
25°C por 5 min e entdo foram aquecidas a 37°C por 60 min, depois,
seguiu-se a inativacdo da enzima a 90°C por 5 min. Apos essa fase,
completou-se a sintese de cDNA, e as amostras foram dosadas e
armazenadas em freezer a -20°C até realizac&o da reagéo de PCR.

Os pares de oligonucleotideos iniciadores ou primers,
utilizados para avaliar a expressdo dos genes abccl e Irp foram
previamente descritos por Valera e colaboradores (2004) e a expressao
do gene gapdh foi utilizada para a normalizagdo das bandas (Tabela 2).
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Tabela 2. Sequéncia dos Oligonucleotideos Iniciadores ou Primers

Tamanho
Gene Sequéncia
produto
abccl sense: 5° — TGGGACTGGAATG 260pb
TCACG -3’
antisense: 5> — AGGAATATGCCCCGA
CTTC-%
Irp sense: 5 — GTCTTCGGGCCTGAGCT 240pb
GGTGTCG -3’
antisense: 5> —CTTGGCCGTCTC
TTGGGGGTCCTT -3’
GAPDH sense: 5> —CGTCTTCACCACC 330pc

ATGGAGAA -3’
antisense: 5° — GAGGCAGGGATGAT
GTTCTG -3

A expressdo do gene abccl e Irp foram avaliadas por RT-PCR
num volume final de 50 pL, contendo 1 pg de cDNA, 5 L de tampéo
para PCR 10Xconcentrado, 0,4 pL de dNTPmix (100 mM), 1 pL de
primer sense e antisense (10 mM cada), 0,4 pL de Tag DNA
polimerase (5 U/uL) e 1,5 de MgCl, (50 mM) para GAPDH e ABCC1
ou 0,75 pL para LRP. A temperatura e o tempo de duragio das fases de
desnaturagdo, anelamento e extensdo da fita de DNA estdo listados na
Tabela 3.

Tabela 3. Temperatura e duragao das fases das rea¢fes de RT-PCR.

5ene Temperatura/ | Temperatura/ | Temperatura/ | NUme-
Duracdo da | Duracdo  da | Duracdo da | ro de
fase de | fase de | fase de | ciclo
desnaturacao | anelamento extensdo
abccl 94°C/ 60 s 60 °C/ 60 s 72°C/60s 30
Irp 94 °C/ 60 s 64 °C/ 60 s 72°C/60s 30
GAPDH | 94°C/30s 60°C/ 30s 72°C/30s 25
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Todas as reagfes de RT-PCR foram realizadas em duplicata.
Os produtos do RT-PCR foram visualizados em gel de agarose 2%
corados com brometo de etidio. A intensidade das bandas foi
quantificada sob luz ultravioleta e normalizada em relacéo a expressao
do gene GAPDH. A andlise das imagens foi realizada utilizando-se o
programa Scion Image Software (Scion Co., EUA).

3.11 Anédlise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como a média + erro-
padrdo da média (xEPM). Cada experimento foi repetido pelo menos
trés vezes, obtendo resultados semelhantes. A anlise estatistica foi
realizada utilizando-se o teste “t” de Student ndo pareado, ou analise de
variancia de uma via (A NOVA), seguida pelo teste “t” de Bonferroni.
Os wvalores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes.
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4. RESULTADOS
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4.1 Efeito citotéxico do SNAP e da DNR

A incubacdo por 24 h de células de linhagem leucémicas
mieloblasticas K562, com concentragGes crescentes de SNAP, um
doador de NO, ou DNR ndo causou morte celular significante (Figura
1, Painéis A e B). No entanto, quando as células foram tratadas,
simultaneamente, por 24 h com SNAP 1 mM e concentragcdes
crescentes de DNR, houve diminuicdo expressiva do nimero de células
vidveis de maneira concentracdo-dependente, quando comparado DNR
isoladamente (Figura 1, Painel B).
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Figura 1. Efeito citotéxico do SNAP e da DNR isoladamente ou em
associacdo sobre as células de linhagem de leucemia mieldide aguda
humana K562. Os compostos foram adicionados isoladamente ou em
associagdo e incubados por 24 h, conforme descrito em Material e
Métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A
densidade ética do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade
celular. Cada ponto representa a meédia *EPM de trés amostras. Os
mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos
semelhantes. * Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle e # em relacdo ao grupo tratado com DNR, p<0.05 ANOVA
seguido de teste t de Bonferroni.
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4.2 Efeito do SNAP e DNR sobre as fases do ciclo celular

A anélise da progressdo do ciclo celular foi investigada nas
células K-562 ap6s 24 h de incubacdo com o SNAP 1 mM e/ou com
DNR 100 uM e comparadas ao grupo controle (sem tratamento).
Como se pode observar na Figura 2, Painel B e na Tabela 4, o
tratamento das células K562 com SNAP causou um bloqueio
significativo de células na fase Go/G; (61,9%) em relacdo ao controle
(46,6%). No entanto, o tratamento das células K562 com DNR (Figura
2, Painéis C-D e Tabela 4), provocou uma parada no ciclo celular na
fase S (47%), a qual ndo foi alterada com adicdo simultdnea do SNAP
1 mM.
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Figura 2: Efeito do SNAP e DNR sobre as fases do ciclo celular nas
células de linhagem de leucemia mieldide aguda humana K562. As
células foram incubadas por 24 h sem tratamento (Painel A), na presencga
de SNAP 1 mM (Painel B), na presenca de DNR 100 pM (Painel C) e na
presenca SNAP 1 mM e DNR 100 pM (Painel D) e o ciclo celular foi
analisado pela intensidade de coloracdo dos acidos nucléicos pelo iodeto
de propideo, conforme descrito em Material e Métodos.M1, M2, M3 e M4
representam as fases GO/G1, S, G2/M e sub GO/G1, respectivamente.
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Tabela 4: Média em (%) das células nas fases GO/G1, S, G2/M e Sub
G0/G1do ciclo

GO0/G1 S G2/M | Apoptose (Sub
GO0/G1)
Controle 46.6 31.3 22.1 3.9
SNAP 1 mM 61.9* 25.9 12.2 1.7
DNR 100 uM 38.5 47.0* 14.5 18.4*
DNR 100 uM e 39.0 46.5* 14.5 23.9*
SNAP 1mM

A Tabela 4 representa as porcentagens das células nas diferentes fases do ciclo
celular. Os dados representam a media + E.P.M. de trés experimentos
realizados com resultados semelhantes. * Diferenga estatisticamente
significante em relacdo grupo controle, p<0.05 ANOVA seguido de teste t
de Bonferroni.

4.3 Efeito do SNAP e/ou DNR na expressdo das proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 e survivina, proteina apoptoticas Bax e
Caspase-3

A via de sinalizacdo da apoptose foi avaliada através da
expressao das proteinas Bcl-2, Bax, survivina e caspase-3 ativada. Para
isso, as células foram tratadas com DNR 100 uM e SNAP 1mM,
isolamente ou em associacdo, e analisadas por immunoblotting apds 9
horas de incubacdo. Na figura 3, pode-se observar que as células K562
apresentam de maneira constitutiva a expressdao das proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 e survivina, e o tratamento com DNR e SNAP,
isoladamente, ndo alterou de forma significativa a expressdo dessas
proteinas. No entanto, a adi¢cdo simultdnea desses compostos causou
uma reducdo de 40% e 70%, na expressdo de Bcl-2 e survivina em
relacdo ao controle, respectivamente (p<0.05), conforme a analises das
areas imunorreativas. Nessa mesma figura, pode-se constatar que a
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incubacdo das células com DNR ou SNAP néo altera a expressdo da
proteina antiapoptética Bax, entretanto, ha um aumento de 30% na
expressao dessa proteina em relacdo ao controle, quando adicionado
esses compostos simultaneamente. Além disso, os resultados da Figura
3, também mostram que o tratamento das células com DNR causa um
leve aumento de 10 % na expressdo da caspase-3 ativa (banda de
17kDa), porém quando esse composto é adicionado em associagcdo com
0 SNAP h& um aumento significativo de 40% na expressdo dessa
proteina.

1.0 11 12 0.3*

Caspase 3

Caspase 3ativada

0.0 01 0.0 0.4*

1.0 1.0 1.0 1.0

Figura 3: Efeito do SNAP e/ou DNR na expressdo das proteinas
antiapoptéticas Bcl-2 e survivina, proteina apoptotica Bax e caspase-3
em células de linhagem de leucemia miel6ide aguda humana K562. As
células foram incubadas com os compostos por 9 h, e 0s extratos nucleares
foram obtidos por lise celular. O immunoblotting para o Bcl-2, surivivina,
Bax e caspase-3 foi realizado usando-se anticorpos primarios especificos
para cada proteina, como descrito em Material e Métodos. As linhas 1, 2, 3
e 4 correspondem ao controle (células sem tratamento), DNR 100 pM,
SNAP 1ImM e DNR 100 pM associado com SNAP 1 mM,
respectivamente. Os valores numéricos abaixo das areas imunorreativas
correspondem a densitometria de cada linha. Cada ponto representa a
média = EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em
trés outros experimentos semelhantes. * Estatisticamente diferente do
controle, p < 0,05 ANOVA seguido de teste t de Bonferroni.
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44 Analise do efeito do SNAP no acumulo e na
compartimentalizagdo intracelular de DNR

A anélise do acumulo e da disposic¢do intracelular de DNR por
microscopia de fluorescéncia mostra que a maioria das células
apresenta forte fluorescéncia citoplasmatica e pouca no nicleo, quando
tratadas com 100 uM de DNR (Figura 4 Painéis A e B). Entretanto,
pode-se observar que nas células tratadas com DNR 100 uM e SNAP 1
mM a fluorescéncia esta distribuida sobre toda a célula, porém com
mais intensidade no ndcleo (Figura 4, Painéis C e D)

A concentragdo intracelular de DNR também foi avaliada por
citometria de fluxo. Como pode ser observado na Figura 4, Painel E, 0s
resultados confirmam aqueles obtidos por microscopia de
fluorescéncia. No tratamento das células apenas com DNR 100 puM
durante 24 h, a intensidade da fluorescéncia reduziu gradativamente
com o decorrer do tempo. No entanto, na presenca da associagdo DNR
100 pM e SNAP 1 mM a intensidade de fluorescéncia manteve-se
constante durante todo o periodo avaliado
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Figura 4: Efeito do SNAP no acumulo e disposicdo da DNR
intracelular em células de linhagem de leucemia mieldide aguda
humana K562. Painel A: As células K562 foram incubadas com DNR na
presenca ou auséncia de SNAP durante 12 horas e examinadas por
microscopia de fluorescéncia, conforme descrito em Material e Métodos.
Painéis A e B: células tratadas com DNR 100uM. Painel C e D: células
tratadas com DNR 100uM e SNAP 1mM. Painel E — Células foram
incubadas com DNR 100 pM na presenca ou auséncia de SNAP 1mM. O
acimulo de DNR foi avaliado depois de 6, 12 e 24 horas de incubag&o por
citometria de fluxo (FASCcalibur, BD). O acimulo de DNR intracelular
foi expresso em unidades arbitrarias (UA) em relagdo ao controle.*
Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo tratado
com DNR, p<0.05 ANOVA seguido de teste t de Bonferroni.
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4.5 Efeito de DNR e/ou SNAP na expressao dos genes abccl e Irp

Como pode ser observado no grupo controle na Figura 5,
Painéis A-C, as células K562 apresentaram expressao constitutiva dos
genes abccl e Irp. No entanto, a quantificagdo da expressdo dos genes
avaliada pela relacdo entre os genes abccl e Irp com a expressdo do
gene GAPDH, mostra que o tratamento das células K562, por um
periodo de 6 h, com DNR 100 uM causa significativa diminuicdo na
expressdo de ambos os genes, abccl e Irp, enquanto que, o tratamento
com SNAP 1 mM mostrou inibicdo apenas do gene Irp.
Comparativamente, o tratamento com DNR 100 uM associado ao
SNAP 1 mM mostrou maior inibicdo dos genes abccl quando
comparados com a expressdo constitutiva na comparacdo com
tratamento com DNR 100 uM (Figura 5, Painéis A).
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Figura 5: Efeito do DNR e/ou SNAP na expressdo dos genes abccl e
Irp em células de linhagem leucemia mieldide aguda humana K562.
Células foram incubadas com DNR 100 pM e/ou SNAP 1 mM, conforme
descrito em Material e Métodos. Depois de 6 h, as células foram lisadas, o
RNA extraido e a reagdo RT-PCR realizada. A expressdo do gene abccl,
Irp e GAPDH foi analisada por eletroforese em gel de agarose, corado
com brometo de etidio. Painel A e B: correspondem respectivamente a
quantificacdo da relacdo entre a expressdo dos genes abccl e Irp com o
gene da GAPDH obtidos na reacdo de RT-PCR, respectivamente. Painel
C: representa os produtos obtidos na reacdo de RT-PCR. Os mesmos
resultados foram obtidos de trés outros experimentos semelhantes.
*Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle e #
em relacdo ao grupo tratado com DNR, p<0.05 ANOVA seguido de teste t
de Bonferroni.
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5. DISCUSSAO
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A terapia na LMA visa a erradicacdo do clone
neoplasico/leucémico e a restauracdo da hematopoiese normal, 0 que
pode ser alcancado através de uma quimioterapia de inducéo agressiva
(HARRIS e HOCHHAUSER, 1992).

A DNR € amplamente utilizado na quimioterapia, com
beneficio terapéutico comprovado no tratamento de uma variedade de
neoplasias, incluindo a LMA, na qual é utilizada em associacdo com o
quimioterapico citarabina na fase de inducdo do tratamento (GUY e
JAFFERZOU, 2001; FATHI e KARP, 2009). Como os demais
farmacos citostaticos utilizados na quimioterapia convencional, a
utilizacdo da DNR esta frequentemente associada ao desenvolvimento
de resisténcia a farmacos e toxicidade, o que limita a sua eficiéncia
terapéutica. Muitas alternativas vém sendo realizadas para atenuar as
consequiéncias de um tratamento prolongado com quimioterapicos, tais
como, a associagdo de farmacos ou combinacGes de tratamentos
diferentes: a radioterapia, a imunoterapia, ou 0 uso de agentes
indutores de diferenciacdo celular ou inibidores de angiogénese
associados a terapia (LESZCZNIECKA et al., 2001). Atualmente, a
guimioterapia ainda é a forma de terapia antileucémica mais utilizada,
apesar do reconhecimento de seus efeitos adversos, sua resisténcia aos
farmacos e a sua morbidade associada permanecerem como problemas
insolUveis desta forma de tratamento. (GOL B et al., 2001; HUERTA
et al., 2008).

Assim, a busca de novos farmacos antineoplasicos, que
tenham maior especificidade em induzir morte as células tumorais com
poucos ou insignificantes efeitos adversos, tornou-se a meta de varios
pesquisadores e oncologistas. Nesse contexto, com o objetivo de
superar a resisténcia da célula neoplasica a terapia com agentes
convencionais, farmacos doadores de NO, utilizados na terapia de
doencas cardiovasculares, tém sido intensamente investigados com o
propésito de se tornarem farmacos com potencial antineoplasico,
funcionando como um agente citotéxico simples ou em combinacio
com doses subtoxicas de outros agentes citotéxicos (DE BOO et al.,
2009; LEANIN et al., 2008; HUERTA et al., 2008).

A interferéncia do NO na diferenciagéo, na proliferacdo, na
citostase e na apoptose em varios tipos de células, notadamente na
leucemia, estd bem descrito (KOLB, 2000). Porém, essa interferéncia é
bastante diversificada e parece depender do tipo de célula, da
concentracao, da espécie reativa e do doador de NO (SANTOS-SILVA
et al, 2001; OLSON et al., 2008). O NO parece ter um importante
papel na sensibilizacdo de células neopldsicas aos agentes
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quimioterapicos. Varios trabalhos tém demonstrado que NO interfere
no mecanismo de acdo de farmacos antineoplasicos. Muir e
colaboradores (2006) mostraram que 0 NO exerce um papel importante
na sinalizacdo que envolve a regulagdo da quimiossensibilizacdo de
células neoplasicas. A importancia de sistemas de liberacdo e da
quantidade de radicais de NO liberados por compostos doadores de NO
no aumento da citotoxicidade causada por cisplastina foi demonstrado
por Wink e colaboradores (1997). Evig e colaboradores (2004)
mostraram que a producdo enddgena e a exposicao ao NO causam um
aumento da citotoxidade da DOX em células humanas de cancer
mama, mas ndo em mioblastos cardiacos. Também foi demonstrado
que o NO inibe o mecanismo de efluxo de farmacos, o que leva a
reversdo da resisténcia a DOX em células humanas de cancer
(RIGANTE et al., 2005). Além desses trabalhos, Santos-Silva e
colaboradores (2006) demonstraram que o NO amplia o efeito
citotoxico do taxol em células linfoblasticas leucémicas. Esses
resultados sugere que o NO parece ser um mediador para
quimiorresisténcia e imunorresisténcia, no entanto, em altas
concentracBes, ambos os eventos podem ser revertidos (DE BOO et al.,
2009). Sendo assim, no presente estudo foi avaliado o efeito do NO
nos mecanismos moleculares envolvidos na resisténcia a DNR em
celulas de linhagem de leucemia mieldide aguda de origem humana
K562.

Os resultados deste estudo demonstram que a incubacdo das
celulas K562, com concentragdes crescentes de DNR e de SNAP, um
doador de NO, ndo causou morte celular quando os compostos foram
utilizados de forma individualizada. No entanto, a adi¢do simultanea
desses compostos causou citotoxicidade de maneira concentracdo
dependente em relacdo a DNR (Figura 1, Painéis A e B). Esses
resultados sugerem que as células K562 apresentam resisténcia aos
efeitos citotoxicos da DNR e do NO nas concentragcdes analisadas e
que a associacdo desses compostos sensibiliza as células K562 ao
efeito citotoxico do agente quimioterapico. A partir desses resultados,
sugerimos duas hipoteses: ou o efeito citotoxico seria o resultado da
soma de mecanismos citotoxicos distintos da DNR e do SNAP, ou
esses compostos atuariam em mecanismos similares ou iguais e, dessa
maneira, teriam um efeito sinérgico aditivo na citotoxicidade para as
células K562. Para esclarecer qual dessas hip6teses estaria correta,
outros experimentos foram necessarios.

Sabendo-se que o NO pode inibir a proliferacdo de células,
devido a mudangas na expressdo e na atividade de proteinas
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regulatérias do ciclo celular (TANNER et al., 2000; NAKATANI et
al., 2005) e que bloqueios no ciclo celular ou comprometimentos nos
“ponto de checagem” tornam as células mais sensiveis ao tratamento
por agentes que causam dano ao DNA (SHAPIRO et al. 1999), foi
investigado se o efeito citotoxico da associacdo DNR e SNAP
envolvia alteragBes no bloqueio do ciclo celular. Como pode ser
observado na Figura 2, Painéis B e C e Tabela 4, os compostos DNR e
SNAP causam bloqueio nas fases GO/G1 e S do ciclo celular nas
células K562, respectivamente. No entanto, quando adicionados
simultaneamente, 0 NO n&o altera de forma significativa o bloqueio
causado pela DNR na fase S do ciclo celular (Painel D).

Alteracbes no ciclo celular e nas proteinas regulatorias sdo
frequentemente associadas a inducdo de apoptose (TANNER et al.,
2000). O aumento no percentual de células K562 na fase sub GO/G1 do
ciclo celular observados na Tabela 4 sdo sugestivos que a morte celular
observada no ensaio de viabilidade com a associacdo DNR e SNAP
ocorre provavelmente pelo mecanismo de apoptose.

As vias de transducdo de sinais envolvidas na indugdo da
morte celular por apoptose sdo multiplas e consistem na ativacdo de
numerosas sinalizacbes e componentes inibitorios, que compdem
varios sistemas paralelos ou interlacionados, os quais culminam na
autodestruicdo da célula (REED, 2000). A regulacdo da apoptose
envolve o delicado equilibrio entre as proteinas pr6 e antiapoptdticas.
Como visto anteriormente, a familia das proteinas Bcl-2 séo
consideradas moduladores centrais da apoptose pela via mitocondrial,
as quais regulam a liberacdo do citocromo c para o citosol, que por sua
vez, promove a ativacdo da caspase-3 e, subseqlientemente, a ativagéo
em cascata das caspases. A superexpressdo da proteina Bcl-2 confere
resisténcia a sensibilizacdo por estimulos de morte, como aqueles
causados por quimioterapicos e, por isso, tem mostrado ser um fator de
mau progndstico nos pacientes com leucemia aguda (KUSENDA,
1998; RUVOLO et al., 2001). Além disso, a alta expressdo da proteina
inibidora de apoptose survivina também tem sido associada a mau
progndstico e diminuicdo da sobrevida em portadores de varios tipos
de cancer, incluindo a LMA (ADIDA et al., 2000; XING et al., 2001).
Nossos resultados mostram claramente que as células K562
apresentam de maneira constitutiva a expressdo das proteinas
antiapoptoticas Bcl-2 e survivina e que o tratamento com 100 uM de
DNR e 1mM de SNAP, isoladamente, ndo altera de forma significativa
a expressdo dessas proteinas. No entanto, em relagdo ao controle, a
adicdo simultanea desses compostos causou respectivamente uma
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reducdo de 40% e 70% na expressdo de Bcl-2 e de survivina (Figura
3). Como pode ser observado nessa mesma Figura, 0 SNAP e a DNR
também nédo alteram a expressdo da proteina proapoptoética Bax, porém
a associacdo desses compostos causou um aumento de 30% na
expressdo dessa proteina. A mudanca da propor¢do Bax:Bcl-2
predispde a célula a apoptose (CORY & ADAMS, 2002). Nossos
resultados corroboram com essa afirmativa, pois a associa¢do do
SNAP e DNR causou uma reducdo da expressdo da proteina
antiapoptética Bcl-2 e o aumento da proapoptética Bax. O
desequilibrio a favor da proteina proapoptética Bax resultou na
liberagdo do citocromo ¢ e na subsequente ativagdo da caspase-3, que €
a proteina executora da apoptose, como pode ser visto na Figura 3.

Em sintese, nossos resultados mostram que a associa¢do de
DNR e SNAP induz & apoptose em células de linhagem de leucemia
mieldide aguda humana K562, pela via mitocondrial por atividade de
caspases. Entretanto, esses resultados ndo sdo suficientes para sugerir
se ambos causam apoptose pelo mesmo mecanismo de agéo ou se sdo
independentes.

A capacidade de acimulo e retencdo de farmacos pelas células
pode contribuir para a sua eficacia na morte celular (DEN BOER et al.,
1999). Conforme ja sugerido por Merlin e colaboradores (2000), existe
uma grande relacdo entre o padréo de distribuicdo intracelular de DNR
e a sua citotoxidade. Assim, para compreender melhor 0 mecanismo de
inducdo de apoptose causada pela associacdo de DNR e SNAP,
verificamos se NO altera o acimulo e a retencéo intracelular de DNR.

Como pode ser observada na Figura 4 Painéis A e B, a analise
da distribuicdo intracelular de DNR nas células K562, por microscopia
de fluorescéncia, mostra que quando essas células sdo tratadas com
DNR, o farmaco se acumula em regides pontuais do citoplasma, o que
sugere o0 sequestro de DNR por organelas intracelulares. De maneira
oposta, quando as células K562 sdo incubadas com a associa¢do de
DNR e SNAP, hd um acimulo maior de DNR na célula e sua
localizacdo ocorre preferencialmente na regido nuclear (Figura 4
Painéis C e D). Os resultados obtidos na andlise do acimulo e retencéo
de DNR por citometria de fluxo (Figura 4 Painel D) corroboram com
os achados da microscopia por fluorescéncia, pois o tratamento das
células com associagdo DNR e SNAP causou maior retengdo do
farmaco de maneira linear durante o periodo de 24 horas, enquanto, 0
tratamento apenas com DNR mostrou que existe uma diminuicdo
progressiva deste farmaco intracelular de maneira tempo dependente.
Portanto, a analise desses resultados sugere que existe um mecanismo
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de efluxo intra e extracelular para DNR nas células K562 e, mais
ainda, que na presenca de NO esse mecanismo € inibido. Uma
observacdo importante deste grupo de resultados é o fato de que o
principal alvo molecular das antraciclinas é a enzima topoisomerase |l,
localizada no nicleo, e que o aumento do acumulo do farmaco no
nlcleo afeta diretamente a sensibilidade das células as antraciclinas.

Existem poucos estudos que correlacionam o acimulo
intracelular de antraciclina, por inibi¢do do efluxo de farmaco, com o
aumento da citotoxicidade em células neoplasicas. Styczynski e
colaboradores (2002) sugeriram que a diminuicdo da expressdo da
proteina de resisténcia ABCB1 aumenta a citotoxicidade causada pela
DNR em células de LLA e LMA. Por outro lado, o acimulo de
antraciclinas também pode ocorrer devido a diminuicdo da expressao
de outras proteinas relacionadas com a resisténcia a farmacos, como a
ABCC1 ou LRP (MICHELUTTI et al., 2006). Conforme demonstrado
por De Boer e colaboradores (1999), a concentragdo intracelular de
DNR é inversamente proporcional a expressao da proteina LRP, mas
ndo das proteinas ABCB1 em criangas com LLA. Em trabalhos
anteriores, mostramos que o NO inibe a atividade da ABCCL,
provavelmente, de forma indireta, através da deplecdo dos niveis de
GSH (HANGAI, 2007). Portanto, para estudar melhor o efeito do NO
no mecanismo de efluxo que causa aumento do acumulo e retencéo da
DNR nas células K562 e consequente diminuicdo da resisténcia celular
e inducdo a apoptose, investigamos o efeito do SNAP e da DNR na
expressao dos genes que codificam as proteinas de resisténcias,
ABCC1e LRP.

A Figura 5 mostra que as células K562 apresentam expressao
constitutiva de ambos os genes, abccl e Irp. Em relagdo & LRP,
observamos significativa diminuicdo na expressdo do gene dessa
proteina quando a célula foi tratada com DNR, SNAP ou DNR
associado ao SNAP. No entanto, a expressdo do gene abccl néo foi
alterada na presenca de SNAP, contudo, o tratamento com DNR
causou pequena reducdo na sua expressdo, a qual foi intensificada
quando a célula foi tratada com a associacdo DNR e SNAP.

O mecanismo de agdo da proteina ABCC1 ocorre por meio do
transporte ativo de substratos para 0 meio extracelular e a sua
redistribuicdo no meio intracelular. Isso se deve ao fato da proteina
ABCCL estar localizada nas membranas plasmatica e intracelulares,
incluindo o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi (SWERTS
et al, 2006; LU & SHERVINGTON, 2008). O aumento da expressdo
de ABCC1 em células tumorais pode ser responsavel, pelo menos in
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vitro, pela resisténcia celular contra muitos agentes. A expressdo da
ABCCL1 foi detectada em varios tumores sélidos como, por exemplo:
cancer de mama, de ovario, de préstata e no melanoma (HOOIJBERG
et al., 2006), assim também em tumores hematoldgicos, como na LLA
(SAUERBREY et al.,, 2002; STAM et al., 2004). A andlise dos
resultados obtidos nesse trabalho sugere que o mecanismo de
transporte envolvido na resisténcia a DNR nas células de linhagem de
leucemia mieldide aguda de origem humana K562 envolve a proteina
da ABCC1, e que, por mecanismos distintos, a DNR e 0 SNAP inibem
a expressdo e a atividade dessa proteina, respectivamente, 0 que rompe
com o complexo sistema de resisténcia a DNR nessas células.
Demonstramos anteriormente, que o0 NO néo interfere na expressao da
ABCC1 em células de linhagem de leucemia linfoblastica aguda, mas
atua, de maneira indireta, no funcionamento da bomba de efluxo
ABCC1, pela diminuicdo da concentracdo de GSH intracelular, por
oxidacdo a GSSG (glutationa oxidada) e por inibicdo da sintese de
novo (HANGAI, 2007). Assim, os dados apresentados nesse trabalho,
nos levam a sugerir que o NO esteja blogueando o funcionamento da
ABCC1 pelo mesmo mecanismo citado anteriormente, no entanto,
mais experimentos serdo necessarios para confirmar essa hipotese.

A compilacéo das evidéncias obtidas nesse estudo nos permite
sugerir um possivel mecanismo de acéo de citotoxicidade causado pela
associacdo de DNR e NO sobre as células de linhagem de leucemia
mieldide aguda K562 (Esquema 8). O NO inibe a atividade da proteina
ABCC1, a qual é responsavel pelo efluxo da DNR do citoplasma das
células K562 para compartimentos subcelulares e para 0 meio
extracelular. Dessa forma, h&d uma maior retencéo intracelular de DNR,
0 que permite que o farmaco atinja seu alvo de agdo citotdxica no
nlcleo. Assim, acredita-se que o dano ao DNA, causado pela DNR,
ativa a cascata da apoptose via mitocondrial, aumentando a expressao
da proteina proapoptdtica Bax e inibindo as proteinas antiapoptéticas
Bcl-2 e survivina, o que rompe com o complexo sistema de resisténcia
das células de linhagem de leucemia mieldide aguda K562, que
culmina na ativagdo da caspase 3 e inducéo da apoptose.
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Esquema 8: Mecanismo proposto para efeito do éxido nitrico nos
mecanismos envolvidos na resisténcia a daunorrubicina em células K562.
GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidase, ABCC1, proteina
de resisténcia a mdaltiplos farmacos; NO, éxido nitrico; DNR,
daunorrubicina.
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6. CONCLUSOES
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Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

v

As células de linhagem de leucemia mieldide aguda de origem
humana K562 apresentam resisténcia aos efeitos citotoxicos da
DNR e do SNAP quando utilizados de forma individualizada;

A associagdo de DNR com SNAP induziu a morte celular em
células K562 de maneira concentracdo depende;

A DNR e o SNAP causam respectivamente bloqueio nas fases
GO/G1 e S do ciclo celular na célula K562. No entanto, quando
associados, 0 SNAP ndo altera o blogueio causado pela DNR na
fase S;

A associagdo DNR e SNAP causou uma reducdo da expressdo das
proteinas antiapoptoéticas, Bcl-2 e survivina. O aumento da
proteina proapoptética Bax e o desequilibrio a favor dessa proteina
resultaram na liberacdo do citocromo C e, subsequentemente, na
ativacdo da caspase-3;

O SNAP aumenta a retencdo de DNR em células K562,
especialmente na regido nuclear, o que permite que o farmaco
atinja seu alvo de acéo citotéxica no nicleo;

As células de linhagem de leucemia mieldide aguda K562
apresentam expressao constitutiva de ambos os genes, abccl e Irp.

A DNR e o SNAP, associados ou ndo, causaram uma significativa
diminuicdo na expressdo do gene Irp;

O SNAP ndo altera a expressdo do gene abccl, no entanto, a DNR
causa uma pequena reducdo na sua expressdao, a qual foi
intensificada com a associacdo DNR e SNAP.

A inibicdo da expressdo do gene da proteina transportadora
ABCC1 teve uma correlacdo direta com a retencdo e a
citotoxicidade causada pela DNR em células K562 tratadas com
SNAP.
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