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RESUMO

As neoplasias hematoldgicas, que incluem as leucemias agudas e o
mieloma multiplo compreendem um grupo heterogéneo de doencas
originadas a partir da proliferacdo anormal e descontrolada de uma célula
clonal neoplésica de origem hematopoiética. Ndo €é incomum a
observacdo de células neoplasicas que desenvolvem resisténcia aos
farmacos utilizados e pacientes que apresentam morbidade associada ao
uso de quimioterapicos. Dessa forma, ha necessidade de se investigar
novas estruturas para o desenvolvimento de farmacos que tenham maior
eficiéncia em induzir morte apenas nas células tumorais, que sejam de
facil administracdo, que ndo causem resisténcia e com poucos ou
insignificantes efeitos adversos. Duas classes de compostos, as
sulfonamidas e as quinonas, sdo bastante relatadas na literatura com
atividade citotdxica. Nessa perspectiva, este estudo objetivou investigar
o efeito citotdxico de um grupo de sulfonamidas e de uma quinona (GE2,
primina) sobre linhagens celulares de neoplasias hematolégicas. Entre as
26 sulfonamidas avaliadas, pelo método do MTT, o composto DFS16 (N-
(3,3-difenilpropil)-2,4-dinitrobenzenosulfonamida) foi o selecionado
para 0s ensaios posteriores, por apresentar maior atividade citotoxica
sobre as trés linhagens celulares utilizadas nesse trabalho (K562, Jurkat e
MM.1S). Os resultados desse estudo permitem sugerir que a sulfonamida
DFS16 possui atividade citotoxica sobre células K562 e Jurkat pela
inducdo de apoptose (observada na microscopia com brometo de etidio e
laranjada de acridina, fragmentacdo de DNA e marcacdo com Anexina V)
por meio da ativagdo das vias intrinseca e extrinseca, além do
envolvimento de alteragfes do potencial de membrana mitocondrial. A
ativacdo da via intrinseca nessas células parece estar relacionada com a
diminuicdo da expresséo da proteina Bcl-2 e aumento da expressdo da
proteina Bax. Além disso, a diminuicdo da expressdo da proteina de
proliferacdo celular Ki-67 e o0 aumento da expressdo do fator indutor de
apoptose, observados por citometria de fluxo, demonstram possivel
relagdo com o0 mecanismo de morte induzido pelo tratamento com DFS16
nas células Jurkat. A apoptose induzida pela sulfonamida DFS16 nas
células MM.1S sugere que a ativagdo ocorre por uma via diferente
daquelas investigadas nesse trabalho, sem relagdo com a sinalizagéo de
caspases e com o envolvimento do blogueio na progressao do ciclo celular
na fase G2/M. Os resultados encontrados para a quinona GE2 indicam
gue a apoptose possivelmente ¢ ativada pelas vias intrinseca e extrinseca



nas células K562, Jurkat e MM.1S, com diminui¢cdo do potencial
mitocondrial, além de diminuicdo da expressao da proteina Ki-67. Assim
como, a quinona GE2 apresentou excelente seletividade para as células
neoplésicas quando comparado com o tratamento em células ndo
neoplasicas. O conjunto de resultados sugere que 0s compostos DFS16 e
GE2 sdo promissores protétipos para o estudo e desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento de neoplasias hematoldgicas.

Palavras-chave: Neoplasias hematologicas. Citotoxicidade. Apoptose.
Sulfonamidas. Quinonas.



ABSTRACT

TITLE: INVESTIGATION OF DEATH CELL MECHANISM
INDUCED BY COMPOUNDS IN NEOPLASMS HEMATOLOGIC
CELL LINES

Hematological malignancies, including acute leukemias and multiple
myeloma, comprise a heterogeneous group of diseases originated from an
abnormal and uncontrolled proliferation of neoplastic clonal cells of
hematopoietic origin. It is not uncommon to observe neoplastic cells that
develop resistance to the used drugs, as well as patients with morbidity
associated to chemotherapy. Thus, it is necessary to investigate new
structures for the development of drugs that present higher efficiency and
specificity in inducing tumor cells death, that are easy to administer, that
do not cause resistance and that have little or negligible adverse effects.
Two classes of compounds, sulfonamides and quinones, were reported in
the literature with a wide range of pharmacological properties and among
them, the antitumor activity. In this perspective, this study aimed to
investigate the cytotoxic effect of a group of sulfonamides and a quinone
(GEZ2, primina) on hematological malignancies cell lines. Among the 26
sulfonamides evaluated, by MTT method, the compound DFS16 (N-(3,3-
diphenylpropyl)-2,4-dinitrobenzenesulfonamide) was selected for the
further tests due to its higher cytotoxic activity against the three cell lines
that were analyzed in this study (K562, Jurkat and MM.1S). The results
suggest that sulfonamide DFS16 has cytotoxic activity against K562 and
Jurkat cells by apoptosis induction (observed in ethidium bromide and
acridine orange microscopy, DNA fragmentation and labeling with
Annexin V) by the intrinsic and the extrinsic pathways, involving also the
mithocondrial membrane potential. The activation of the intrinsic
pathway in these cells appears to be related by decreased Bcl-2 expression
and increased Bax expression. Furthermore, the decreased expression of
the cellular proliferation protein Ki-67 and the increased expression of
apoptosis-inducing factor, observed by flow cytometry, also appear to be
related to the death mechanism induced by DFS16 in Jurkat cells.
Apoptosis induced by sulfonamide DFS16 in MM.1S cells appear to be
activated by a different pathway from those investigated in this work, i.e.
no relation with caspase signaling and blocking the cell cycle progression
at G2/M phase. The quinone GE2 appears to induce apoptosis by
activation of the intrinsic and the extrinsic pathways in K562, Jurkat and
MM.1S cell lines, and by decreasing the expression of Ki-67 protein. The
results suggest that the compounds DFS16 and GE2 are promising



molecules for the use in hematological malignancies therapy or as
prototypes for the development of new chemotherapics.

Keywords: Hematological malignancies. Cytotoxicity. Apoptosis.
Sulfonamides. Quinones.
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1. INTRODUCAO

O cancer é uma doenca mortal na maioria dos casos,
principalmente quando n&o tratado, e desponta como uma das principais
causas de mortalidade no mundo (SIEGEL, R. L.; MILLER, K. D,;
JEMAL, A., 2015). E caracterizado pelo desequilibrio na homeostase de
populagdes celulares com capacidade de autorrenovacdo, o que resultaem
proliferacdo descontrolada de células tumorais e capacidade de invadir e
de se multiplicar em multiplos microambientes (BERRIDGE; HERST;
TAN, 2010; SIVEEN et al., 2014). Esta bem estabelecido que a heranga
de genes mutantes e mutacdes somaticas derivadas da exposi¢do a agentes
carcinogénicos (em cerca de 80% dos casos) desempenham importantes
papéis no desenvolvimento da malignidade (SIVEEN et al., 2014).

A denominacdo céncer é utilizada para um vasto numero de
neoplasias malignas, que podem ser categorizadas em dois principais
grupos: neoplasias solidas (tumores malignos solidos) e neoplasias
hematoldgicas. Os tumores malignos sdlidos sdo caracterizados pela
formagdo de massas celulares neoplésicas em tecidos previamente
integros, os quais sdo classificados em carcinomas, quando acometem
tecidos de revestimento e glandular (representam cerca de 80% de todas
as neoplasias solidas); ou sarcomas, que sao tumores formados em tecidos
conectivos como musculos, 0ssos e gordura. Ja as neoplasias originadas
na MO (MO) e sistema linfatico, relacionadas a uma desregulacdo da
hematopoiese normal, sdo denominadas de neoplasias hematoldgicas.
Integrando esse grupo de neoplasias de células hematopoiéticas
encontram-se as leucemias e 0 mieloma multiplo (MM), cada um desses
com suas subclassificacGes e diferencas na caracterizagdo da doenga
(NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2015).

De acordo com os dados do GLOBOCAN 2012, o céncer foi
responsavel por mais de oito milhdes de 6bitos em 2012. Mais de 60% do
total de casos novos anuais do mundo ocorrem na Africa, Asia e Américas
Central e do Sul, e estes continentes sdo responsaveis por 70% das mortes
por neoplasias no mundo (FERLAY et al., 2015). As estimativas para
2030 indicam 21,4 milhGes de casos novos e 13,2 milhdes de mortes por
cancer no mundo, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento
da populacéo, bem como da reducdo da mortalidade infantil e das mortes
por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (FERLAY et al.,
2015). A leucemia € a sexta principal causa, entre 0s demais tipos de
neoplasias, que resulta em morte nos Estados Unidos da Ameérica
(SIEGEL, REBECCA L; MILLER, KIMBERLY D; JEMAL,
AHMEDIN, 2015).



32

No Brasil, as estimativas para 0 ano de 2016, também validas para
0 ano de 2017, indicam a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer,
dentre eles 10.070 novos casos de leucemias, sendo 5.540 em homens e
em 4.530 mulheres (INCA, 2015).

Nesse contexto, sabe-se que a prevencdo e o controle das
neoplasias exigem medidas complexas, multidisciplinares e
multifatoriais, enquanto que o diagndstico e o tratamento requerem
elevados recursos financeiros. Tendo em vista que no Brasil cerca de 80%
do sistema de saude, inclusive a assisténcia oncoldgica, é financiada por
recursos publicos, o cancer tem se consolidado como um importante
problema de saude publica (GUERRA; GALLO; MENDONGCA, 2005).

Considerando a incidéncia previamente citada de leucemias e de
mieloma multiplo, os altos custos com o tratamento dos pacientes, a
resisténcia aos farmacos existentes e a morbidade associada aos
guimioterapicos disponiveis atualmente, pode-se constatar que ha
necessidade de se investigar novos alvos terapéuticos para desenvolver
novos farmacos que tenham maior eficiéncia em induzir morte apenas nas
células tumorais, que sejam de fAcil administracdo, que ndo causem
resisténcia e com poucos ou insignificantes efeitos adversos.

Sabe-se que desde 0s tempos antigos, os produtos naturais tém
desempenhado um papel notadvel em todo o mundo no tratamento e
prevengdo de doengas humanas. Uma classe de compostos fendlicos de
origem natural, as quinonas, possui uma vasta gama de propriedades
farmacoldgicas, dentre elas a atividade antitumoral (EFFERTH et al.,
1996; SILVA, M. N. D.; FERREIRA; SOUZA, 2003). Embora os
produtos naturais compreendam uma importante fonte de moléculas
biologicamente ativas, a obtencdo de bons rendimentos de substancias
isoladas para utilizacdo comercial ainda é dificil. Por essa raz&o, a sintese
de novas moléculas utilizando recursos da quimica medicinal também é
de grande importancia no desenvolvimento de novos compostos
bioativos. Neste contexto destaca-se 0 exemplo das sulfonamidas, que séo
compostos sintéticos utilizados desde 1930 como antibi6ticos, e que
recentemente tiveram sua potencial atividade antiproliferativa
demonstrada (SUPURAN, C. T.; CONROY; MAREN, 1996;
SUPURAN, C T et al., 2001; CASINI et al., 2002; SCOZZAFAVA et
al., 2003; SUPURAN, C. T.; CASINI; SCOZZAFAVA, 2003;
PARASCA et al., 2013).

Dessa forma, como estudos em quimica medicinal e em atividade
citotéxica apontam ampla aplicabilidade das quinonas e das sulfonamidas
contra células tumorais, com este trabalho pretende-se investigar novos
compostos pertencentes a essas classes quimicas, 0s quais possam servir
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de estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento das neoplasias hematoldgicas.






35

2. REVISAO DA LITERATURA

Essa revisdo da literatura abordard temas como neoplasias
hematoldgicas (leucemias agudas (LA) e MM), informacdes sobre os
tratamentos utilizados atualmente para essas doencas, descricao de tipos
de morte celular e seus mecanismos; e informacgdes sobre compostos
sintéticos (sulfonamidas) e naturais (primina) como alternativa
terapéutica as doencas previamente citadas.

2.1. NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

As neoplasias originadas na MO sdo denominadas de leucemias;
no sistema linfatico/imunoldgico de linfomas; porém, o MM também se
origina na MO; e todas podem se disseminar para o sangue periférico (SP)
e demais tecidos (SWERDOLW et al., 2008).

2.1.1. Leucemias Agudas (LA)

As leucemias sdo classificadas de acordo com a linhagem celular
acometida e o grau de maturacdo das células. Assim, quanto a linhagem
celular, podem ser agrupadas em leucemias mieloide ou linfoides. As
primeiras ocorrem quando o clone leucémico tem origem em células
comprometidas com a linhagem mieloide, as quais, normalmente, dariam
origem aos granuldcitos, mondcitos, eritrocitos e plaquetas. As leucemias
linfoides, por sua vez, se originam de células clonais comprometidas com
a linhagem linfoide e que, em situacBes normais, se diferenciariam em
células linféides B, T e células Natural Killers (NK). Quanto ao grau de
maturacao, ha as LA caracterizadas pela proliferacéo clonal acompanhada
de bloqueio maturativo e as leucemias crénicas evidenciadas pela
expansdo clonal de células maduras e ndo funcionais (SWERDOLW et
al., 2008; ALBAKR; KHOJAH, 2014).

As LA sdo neoplasias malignas do sistema hematopoiético,
caracterizadas pela parada da diferenciacdo hematopoiética normal e pela
proliferagdo clonal de uma Unica célula indiferenciada anormal, o que
resulta no acimulo de células imaturas na MO e/ou no SP (BAIN, 2007;
PUI, 2009; VARDIMAN, 2010).

A Organizagdo Mundial da Saide (OMS), em 2008, propds
critérios para o diagnéstico de neoplasias do sistema hematopoiético e
linfoide. Esses critérios basearam-se nas caracteristicas morfoldgicas,
citoquimicas, imunofenotipicas e genéticas das células neoplasicas.
Assim, as LAs foram divididas em leucemia mieloide aguda (LMA),
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leucemia linfobléstica aguda (LLA) e leucemia aguda de linhagem
ambigua (LALA). As LMA foram subdivididas em sete subcategorias
(SWERDOLW et al., 2008):
i. LMA associada a anormalidades genéticas recorrentes;
ii. LMA com alterac@es relacionadas com mielodisplasia;
iii. Neoplasias mieloides associadas ao tratamento;
iv. LMA ndo categorizada nos itens anteriores;
v. Sarcoma mieloide;
vi. Proliferacdo mieloide relacionada com sindrome de Down;
vii. Neoplasia de células blasticas dendriticas plasmocitoides.

As LLAs foram subdivididas em trés subcategorias (SWERDOLW
et al., 2008):
i. Leucemia/linfoma linfoblastico B com anormalidades genéticas
recorrentes;
ii. Leucemia/linfoma linfoblastico B ndo categorizada nos itens
anteriores;
iii. Leucemia/linfoma linfobléstico T.

Como visto, as LAs constituem um grupo heterogéneo de doencas,
e, por isso diferem quanto ao progndstico e resposta ao tratamento.

O objetivo no tratamento do cancer é a erradicacdo das células
neoplasicas da doenca; no entanto, quando esse ndo é alcancado, o foco
do tratamento passa a ser paliativo, para diminuir os sintomas, evitar as
sequelas e melhorar a qualidade de vida do paciente (Figura 1)
(KLASTERSKY et al., 2016).

Para o tratamento curativo das neoplasias malignas existem quatro
abordagens: excisdo cirargica (ndo aplicavel para neoplasias
hematoldgicas), quimioterapia, imunoterapia e  radioterapia.
Normalmente utiliza-se terapia combinada, onde sdo associados mais de
um tipo de tratamento com o objetivo de aumentar as chances de
erradicacdo das células neoplasicas. A escolha dessas combinagdes de
tratamento, bem como ajustes de cada método, variam de acordo com o
tipo de céncer, estagio da doenca e progndstico (ALMEIDA et al., 2005).

Por ndo se conhecer a causa das leucemias, o tratamento almeja
destruir todas as células leucémicas e permitir que a MO normal se
regenere e volte a produzir células normais. Apds anos de estudo,
verificou-se a possibilidade de cura total da leucemia por meio da
associacdo de medicamentos administrados por via sistémica
(poliquimioterapia), controle de possiveis complicacBes infecciosas e
hemorrégicas e prevenc¢do da disseminagdo da doenga ao sistema nervoso



37

central (SNC: cérebro e medula espinhal) (ROSE-INMAN; KUEHL,
2014; SAULTZ; GARZON, 2016).

Figura 1 - Conduta de tratamento em paciente com cancer

Diagnéstico de Cancer

Impossibilidade de
cura

l

Tratamento Falha de Tratamento
. [ - — . .
curativo tratamento/Recidiva paliativo

l

Cuidados terminais

l

Cura Morte

Possibilidade de cura

Fonte: Adaptado de (KLASTERSKY et al., 2016)

O tratamento da LMA é dividido em duas fases: inducdo da
remissao (para atingir remissdo) e pds-remissao (para manter a remissao).
Em uma avaliacdo inicial é determinado se o paciente é elegivel para a
quimioterapia de inducéo intensiva, pela infusdo continua de citarabina
com uma antraciclina (mitoxantrona ou daunorrubicina). O primeiro
farmaco (citarabina ou citosina arabinosideo) é um antimetabolico
anélogo da citidina com uma molécula de aglcar modificada (arabinose
ao invés de ribose), que ao sofrer as mesmas reagdes de fosforilagdo dos
nucleosideos naturais na célula alvo, é convertido a sua forma trifosfato,
competindo com citidina para incorporagdo no DNA. Uma vez
incorporada, o agucar arabinose impede estereoquimicamente a rotagéo
da molécula de DNA, impedindo a replicacdo do material genético,
especificamente durante a fase S do ciclo celular. Esse agente também
inibe a DNA polimerase, resultando numa diminuicdo na replicacdo e
reparacdo do DNA. Enquanto que as antraciclinas inibem a sintese e
reparo do DNA e a transcricio de RNA em proteinas pela interacéo
mediada pela topoisomerase com o DNA. Apds alcangada a remisséo



38

completa, estratégias pos-remissdo padrdes incluem quimioterapia
intensiva convencional, bem como o transplante autélogo ou alogénico
de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) (DOHNER; WEISDORF;
BLOOMFIELD, 2015; SAULTZ; GARZON, 2016).

Mesmo que a estratégia terapéutica em pacientes com LMA ndo
tenha sido alterada substancialmente em mais de 30 anos, 0s pequenos
avangos no tratamento tem resultado na melhora substancial das taxas de
remissdo completa (RC). Com tratamento intenso na fase de indugdo,
aproximadamente 60 a 70 % dos pacientes adultos com LMA conseguem
alcancar a RC. No entanto, apenas 45% dos pacientes que atingem a RC
conseguem alcancar a cura ou desfrutam de uma sobrevida de 3 anos ou
mais. Além disso, a duragdo da remisséo diminui quanto maior a idade do
paciente ou quando esse possui fatores de prognosticos desfavoraveis,
como: infecgdo sisttmica no momento do diagnostico, LMA secundaria
a tratamento e historico de sindrome mielodisplasica ou outra neoplasia
hematolégica (DOHNER et al., 2015; RAMOS et al., 2015; KADIA et
al., 2016; SAULTZ; GARZON, 2016).

O tratamento de pacientes portadores de LLA é dividido em
regimes classificados de acordo com o subtipo da LLA diagnosticada, e a
maioria desses protocolos de tratamento demoram de dois a trés anos para
serem concluidos. Em linhas gerais, o tratamento apropriado consiste em
um esquema que inclui uma combinagdo entre vincristina, prednisona e
uma antraciclina, no entanto, alguns protocolos incluem ciclofosfamida e
asparaginase.

A vincristina, alcaloide natural isolado da planta Catharanthus
roseus, se liga irreversivelmente aos microtlbulos, interferindo na
formagdo do fuso mitético, provocando um bloqueio na divisdo das
células tumorais em metdfase. A prednisona exerce papel
imunomodulador: ap6s ligar-se ao receptor da superficie celular, entra na
célula, migra para o nicleo, onde se liga aos receptores nucleares
especificos, ativando-0s, 0 que resulta em uma expressao génica alterada
e inibicdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias. Além disso, esse
agente medicamentoso também diminui o ndmero de linfécitos em
circulagdo, induz a diferenciacéo celular, e estimula a apoptose em células
de tumores sensibilizadas. Assim como a prednisona, a ciclofosfamida
age como um agente imunossupressor e antineoplasico, por meio de seus
metabolitos ativos que se ligam ao DNA, inibindo a replicagdo do mesmo
e iniciando a morte celular. A asparaginase hidrolisa a L-asparagina a
acido L-aspartico e amdnia nas células leucémicas, o que resulta na
deplecdo de asparagina (aminoécido essencial em células leucémicas),
provocando assim inibicdo da sintese proteica, interrupgdo do ciclo
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celular na fase G1 e apoptose. Além disso, 0 mesilato de imatinibe é
muitas vezes incorporado no plano terapéutico para pacientes com LLA
cromossomo Filadélfia positivo, pois 0 medicamento inibe a proteina
tirosina cinase BCR-ABL, evitando a proliferagéo celular (PUI ; EVANS
2006; PUI, 2009; BASSAN; HOELZER, 2011).

Apesar da importante inovacdo tecnolégica na area laboratorial
para diagnéstico de LAs, o tratamento ndo é totalmente eficaz, pois em
muitos casos 0s pacientes sdo refratarios ao tratamento e vao a Obito
rapidamente ou desenvolvem resisténcia aos farmacos utilizados e a
doenca recidiva logo ap6s a fase inicial de indugdo de quimioterapia.
Além disso, a morbidade associada ao tratamento quimioterapico ainda é
um obstéculo a ser vencido (VASEKAR et al., 2015).

2.1.2.  Mieloma Multiplo (MM)

O MM, outra neoplasia hematolégica, € uma neoplasia de células
B clonais malignas na MO (NERI; BAHLIS, 2012). Na maioria dos casos,
essas células plasmocitarias produzem uma imunoglobulina monoclonal
(proteina M) em excesso, que pode ser observada no plasma e na urina
(SLOVAK, 2011). Essa imunoglobulina monoclonal pode ser da classe
IgG em cerca de 52 % dos casos, IgA em 20 %, IgD, IgM, IgE ou
biclonais em menos de 10 %, e, em 15 % dos casos € produzida somente
a cadeia leve da proteina, que pode ser kappa ou lambda. Em
aproximadamente 3 % dos casos de MM ndo hd producdo de
imunoglobulinas, e por isso, sdo denominados de MM ndo secretor
(LINARDI, 2010).

Dentre as neoplasias hematologicas malignas, 0 MM representa
apenas 1 % do total de casos, porém é responsavel por 19 % das mortes
nesse grupo de neoplasias (NERI; BAHLIS, 2012). A incidéncia do MM
no Brasil ainda é desconhecida, principalmente porque nao faz parte das
estimativas anuais do Instituto Nacional de Céncer (INCA). Porém
estudos apontam que a doenca atinge 5,6 a cada cem mil pessoas, 0 que
representa aproximadamente 11.350 novos casos por ano entre 0S
brasileiros (PALUMBO; ANDERSON, 2011).

O MM acomete predominantemente adultos com idade entre 50 e
70 anos, é mais prevalente em homens que em mulheres, e ocorre com
maior frequéncia em negros (HUNGRIA et al., 2008; FERRO et al.,
2011; LUDWIG et al., 2014). A causa da doenga ainda é desconhecida,
mas esta associada a fatores de risco como obesidade, histérico familiar
de neoplasias hematoldgicas linfoides e exposicao a substancias quimicas
e radioativas (SLOVAK, 2011).
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A apresentacdo clinica do MM pode ser assintomatica ou
sintomatica. A forma assintomatica esta associada a presenca de um pico
monoclonal na eletroforese de proteinas séricas superior a 3,0 g/dL e/ou
infiltracdo da MO com mais de 10 % de células plasmocitarias malignas,
com auséncia de sinais ou sintomas sistémicos, enquanto que a forma
sintomatica do MM apresenta as mesmas alteragcdes laboratoriais,
somadas aos achados clinicos, como: lesdes dsseas liticas, disfuncédo
renal, anemia e infec¢des recorrentes (ANDERSON; CARRASCO,
2011).

Considerando a suspeita da doenca, o diagnostico objetiva detectar
a presenca de células plasmocitarias malignas, a produgdo exacerbada de
imunoglobulinas ou lesbes em drgdos ocasionadas pelo MM. Dessa
forma, a deteccédo de clones malignos é avaliada por aspiracdo ou bidpsia
da MO, por imunofenotipagem, hibridizacéo in situ (FISH), citogenética
ou caridtipo convencional. A eletroforese de proteinas séricas e urinarias,
juntamente com a imunofixagdo, contribui na caracterizacdo da
imunoglobulina anémala, enquanto que para a avaliacdo de possiveis
lesbes em drgéos, recomenda-se a utilizacdo de exames de imagem, como
radiografias, ressonancia magnética, tomografia computadorizada e
tomografia por emissdo de pdsitrons. Além dos exames citados, testes
adicionais podem ser necessarios, como, por exemplo, a dosagem de
albumina e de B2-microglobulina para o estadiamento da doencga, bem
como outras analises imunoquimicas (LIN, 2009; LUDWIG et al., 2014).

Em relacdo ao progndstico dos pacientes portadores de MM,
observa-se uma progressao heterogénea. Na década de 90, a sobrevida
global mediana era de aproximadamente trés anos. Desde entdo, com 0s
avancos no diagnostico, com a introducdo de novos farmacos
antitumorais (como a talidomida, o bortezomibe e a lenalidomida), além
do TCTH autélogo e as melhorias nos cuidados de suporte, as taxas de
sobrevida ultrapassaram 75-80 %. Atualmente, a sobrevida média é de
mais de cinco anos (RAJKUMAR, 2011).

Ainda assim, o MM é considerado uma doenca incuravel,
apresentando altas taxas de recidiva e resisténcia ao tratamento, o qual
tem mudado dramaticamente na Gltima década. O aumento do nimero de
farmacos originou véarias combinacdes diferentes que podem ser
utilizadas na primeira linha de tratamento e em recidivas (RAJKUMAR,
2011).

A escolha da terapia para pacientes com diagndstico recente é
influenciada por uma variedade de fatores, incluindo a idade do paciente,
comorbidades e elegibilidade para o transplante de células-tronco
(MAHINDRA et al., 2012).
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Os pacientes considerados elegiveis para o TCTH autdlogo devem
ser tratados com trés a quatro ciclos de terapia de inducdo ativa, seguido
pela coleta de células-tronco, e terapia de altas doses com transplante de
células-tronco. Varios estudos demonstraram a superioridade do
protocolo de tratamento com trés farmacos, baseado em bortezomibe,
guando comparado com o tratamento com VAD (combinagdo de
vincristina, doxorrubicina e dexametasona) ou combinagdes de dois
farmacos, tornando a combinacdo preferida para a terapia de indugdo. Em
paises onde o bortezomibe néo esté disponivel para a terapia de primeira
linha, o uso do regime de CTD (ciclofosfamida-talidomida e
dexametasona) é uma opcao. No entanto, para 0s pacientes que ndo séo
elegiveis para a terapia com altas doses, ou no caso de o procedimento de
transplante ndo ser possivel, faz-se o uso dos esquemas MPT (melfalano
com prednisona somados a talidomida), MPV (melfalano com prednisona
combinados a bortezomibe) e CTD (LUDWIG et al., 2014).

Quase todos os pacientes com MM apresentam recidiva. A duracao
da remissdo em MM reincidente diminui a cada ciclo de resgate utilizado
sucessivamente. Em pacientes com recidiva de MM refratario para
lenalidomida e bortezomibe, a sobrevida livre de progressao e sobrevida
global é ruim, com tempos médios de cinco meses € nove meses,
respectivamente (RAJKUMAR, 2011).

Apesar do avango no tratamento com 0S novos agentes
terapéuticos, tais como a talidomida, lenalidomida e bortezomibe, a
doenca continua incurdvel e fatal (ZHANG et al., 2013). Superar a
guimioresisténcia €, sem ddvida, o desafio mais importante na terapia do
cancer atualmente (GLAUER et al., 2013). Portanto, o desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas se faz necessario para melhorar a
gualidade de vida dos pacientes portadores de MM.

2.2. MORTE CELULAR E ALVOS TERAPEUTICOS

A homeostase de células normais é o resultado de um equilibrio
entre proliferacdo, diferenciacdo e morte celular programada. Ja os
processos malignos séo caracterizados pelo aumento excessivo de células
tumorais devido a falhas em um ou mais desses processos, tais como
mutacles que levam a inativacdo de proteinas pré-apoptéticas ou a
expressao desregulada de proteinas antiapoptéticas, as quais podem
conduzir & proliferacdo descontrolada de uma célula e a imortalidade da
mesma (FESIK, 2005). Sendo assim, o entendimento dos mecanismos de
regulacdo do ciclo celular e dos mecanismos de morte celular sdo
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fundamentais para identificacdo de novos alvos na terapia antitumoral
(HUNTER; LACASSE; KORNELUK, 2007).

Conforme citado anteriormente, as neoplasias possuem
caracteristicas especificas que garantem o crescimento da populagdo
celular, a imortalidade e a disseminacdo para outros tecidos. Assim, na
investigagdo de novas terapias deve-se considerar a intervencdo em
alguns desses mecanismos, para que ocorra a inducdo das células
neoplésicas & morte e se obtenha sucesso no tratamento dos pacientes
acometidos pela doenca (Figura 2).

Quando um farmaco é utilizado como quimioterapico e induz
morte nas células tumorais é desejado que esta ocorra por meio de um
mecanismo celular rigorosamente controlado e pouco imunogénico
(BOSE; GRANT, 2015). Dentre os tipos de morte celular programada,
gue contemplam os critérios anteriores, a apoptose (morte celular
programada tipo 1) € a mais bem estudada na literatura (KROEMER et
al., 2009; LI; DEWSON, 2015). Além da apoptose, 0 Comité de
Nomenclatura em Morte Celular (National Commite of Cell Death, EUA)
classificou, de acordo com os aspectos moleculares e bioquimicos, outras
formas de morte celular, tais como a autofagia (morte celular programada
tipo I1), a necrose, a catastrofe mitdtica, a netose, a entose, a cornificacéo
e a anoiquia (GALLUZZI et al., 2012).
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Figura 2 - Tipos de tratamento conforme as principais caracteristicas

bioldgicas da doenca
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EGFR: receptor de fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor
receptor); PARP: poli(ADP-ribose)polimerase (Poly(ADP-ribose) polymerase);
VEGF: fator de crescimento de endotélio vascular (vascular endothelial growth
factor); HGF/c-Met): fator de crescimento de hepatdcitos/receptor do fator de

cresimento de hepatdcitos (hepatocyte growth factor receptor/ MET or

hepatocyte growth factor receptor).

Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011)
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2.2.1. Apoptose

Apoptose foi um termo introduzido em 1972 para distinguir um
modelo de morte celular envolvida na homeostase dos tecidos, na
carcinogénese e com mecanismos enddgenos altamente regulados
(KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972; WYLLIE, 2010). E caracterizada
morfologicamente pela condensagdo da cromatina, perda de volume,
aumento da granulosidade celular, formacdo de pregas na membrana
plasmatica e fragmentagdo celular em corpos apopt6ticos, 0s quais sdo
digeridos pelos macroéfagos, resultando em baixa reacao inflamatéria. No
entanto, hd manutencdo da estrutura das organelas (KROEMER et al.,
2009).

Os principais componentes desse processo de autodestruicdo das
células sdo os membros de uma familia de cisteino-proteases
intracelulares denominadas caspases (proteases citosélicas aspartato
especificas) (PHILCHENKOQV, 2004). As caspases sdo divididas 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
execucgdo da morte celular (TESTA; RICCIONI, 2007; DEL POETA et
al., 2008). Esquematicamente, duas vias levam a ativacdo dessas
proteinas: a via extrinseca, iniciada em nivel de receptores da familia
Fas/TNF; e a via intrinseca, ou mitocondrial, controlada pelos membros
da familia Bcl-2 (proteina 2 do linfoma de células B), que culmina com a
liberacdo do citocromo-c (Figura 3) (NDOZANGUE-TOURIGUINE;
HAMELIN; BREARD, 2008).

A via extrinseca é iniciada com a ativacdo de uma familia de
receptores localizados na membrana plasmatica, através de sinais
externos. Esses receptores, denominados receptores de morte, tais como
TNF-R, TRAIL-R, DR3 (Apo-2), DR6 e FasR (Apo-1 ou CD95),
possuem um dominio citoplasmatico (denominado de dominio de morte)
gue permite a propagacao do sinal apopt6tico, e um dominio extracelular,
responsavel pela ligacdo do receptor com seu ligante especifico
(ASHKENAZI; DIXIT, 1998; PETER; KRAMMER, 1998; SULIMAN
et al., 2001). Quando estimulados pela ligacdo ao ligante, os receptores
recrutam os dominios de morte (DD) tais como FADD (dominio de morte
associado a Fas) ou TRADD (dominio de morte associado ao fator de
necrose tumoral), 0s quais, em conjunto com as caspases iniciadoras -8 e
-10, formam o complexo DISC (complexo sinalizador indutor de
apoptose). O complexo DISC induz a clivagem da pro-caspase-8 e
liberagdo da caspase-8 ativa a qual pode ativar as caspases efetoras -3 e -
7, independente da via mitocondrial. Ainda, a caspase-8 é capaz de
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induzir a clivagem da proteina BID (proteina agonista do dominio de
morte que interage com a BH3), o que leva a formacdo de um fragmento
chamado Bid truncado (tBid), que possibilita o aumento da
permeabilidade mitocondrial e liberagdo de proteinas pré-apoptéticas, o
gue permite a conexao das duas vias de ativacdo do processo apoptotico
(RODER; TRAUZOLD; KALTHOFF,  2011; KOFF;
RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI, 2015).

A via extrinseca pode ser ativada também pelos receptores de
dependéncia, tais como, 0 UNC5A-D e o DCC. Esses receptores sao
ativados quando a concentracdo de seus ligantes especificos
extracelulares atingem valores abaixo das basais, permitindo a rapida
ativacdo das caspases executoras, em especial a caspase-3. O receptor
DCC, quanto ativo, interage com a proteina adaptadora citoplasmatica
DRAL para a formagdo do apoptossoma. Enquanto que o receptor
UNCS5B, na auséncia de seu ligante (neutrina-1), recruta um complexo de
sinalizacdo, resultando na desfosforilacdo de DAPKL (proteina cinase
associada a morte), a qual pode ativar diretamente as caspases executoras
ou favorecer a permeabilidade da membrana mitocondrial (PORTER;
DHAKSHINAMOORTHY, 2004; MILLE etal., 2009; GUENEBEAUD
etal., 2010).

A mitocondria, além de seu papel no metabolismo energético,
apresenta uma importante relacdo na inducdo da apoptose por via
intrinseca, mediada pela perda da capacidade de troca de metabdlitos
entre a matriz e o citosol (potencial de membrana mitocondrial). A
permeabilizacdo da membrana mitocondrial pode ser provocada por
fatores independentes da ligacdo a receptores, tais como a privacao de
nutrientes, os danos ao DNA (via gene p53), a ativacdo de oncogenes, a
radiacdo ultravioleta (UV), e as concentracbes elevadas de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (COSENTINO; GARCIA-SAEZ, 2014;
SONG et al., 2015).

Na via intrinseca, quando ocorre o desequilibrio entre a quantidade
das proteinas antiapoptoéticas Bcl-2 (proteina 2 do linfoma de células B)
e das proteinas pré-apoptéticas Bax (proteina X associada a Bcl-2), estdo
confinadas ao espago intermembranario mitocondrial, ocorre um sinal
capaz de induzir a formagdo de um canal de alta condutancia,
descontrolando o fluxo de solutos para o interior da mitocdndria, levando
a um aumento da matriz mitocondrial, dissipa¢cdo do potencial de
membrana e liberagcdo de proteinas apoptéticas como citocromo c,
DIABLO/Smac (Proteina de ligacdo direta a IAP (proteinas inibidoras da
apoptose) com baixo Pl (ponto isoelétrico)/Segundo ativador
mitocondrial de caspase), AlIF (fator indutor de apoptose), endonuclease
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G e pro-caspase-9. A formagdo desses poros € regulada pela familia de
proteinas Bcl-2, tais como Bax, Bak, Bok, Bim, Bad, Bid, Bik, Bmf,
Puma, Noxa, Hrk, Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Mcl-1, Al e Bcl-B (SCHULZE-
BERGKAMEN; KRAMMER, 2004; ADAMS, J. M.; CORY, S., 2007
ADAMS, J M; CORY, S, 2007).

O AIF e a endonuclease G, ap6s serem liberados da mitocdndria,
sdo deslocados ao ndcleo celular, onde promovem a condensagdo da
cromatina e a fragmentacdo do DNA, independentemente da ativagdo das
caspases, enquanto que a DIABLO/Smac liga-se as |IAPs (proteinas
inibidoras de apoptose), prevenindo o bloqueio do processo apoptético.
As IAPs incluem vérias proteinas, dentre elas a survivina, considerada
antiapoptotica devido a sua capacidade de inibir as caspases. A survivina
é expressa na maioria das neoplasias humanas e esta envolvida também
na resisténcia ao tratamento. O citocromo ¢, quando liberado da
mitocondria, liga-se a APAF-1 (fator-1 ativador de protease apoptotica),
e esse complexo chamado apoptossoma, na presenca de ATP, cliva a pré-
caspase-9 em caspase-9 ativa, que por sua vez, ativa a caspase-3
(BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005; FULDA; DEBATIN, 2006;
HUNTER et al., 2007; FULDA, 2009; GALLUZZI et al., 2012).

As duas vias (intrinseca e extrinseca) convergem para a ativagéo
da caspase-3, a qual induz a clivagem de proteinas cinases, proteinas do
citoesqueleto e proteinas relacionadas ao reparo do DNA, desencadeando
uma série de alteracdes morfoldgicas pelas quais a apoptose €
caracterizada (FULDA, 2009; WYLLIE, 2010).
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Figura 3 - Sinalizaco intracelular da apoptose
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TNF (L/R): fator de necrose tumoral (ligante/receptor); TRAIL (L/R): ligante
indutor de apoptose relacionado ao TNF (ligante/receptor); c-Flip: proteina
inibidora de FLICE; FADD: proteina de dominio de morte celular associada a
Fas; Bcl-2: proteina 2 do linfoma de células B; Bid: agonista de morte que
interage com o dominio BH3; Apaf-1: fator 1 ativador da apoptose; NF-KB: fator
de necrose kappa B; DNA: acido desoxirribonucleico; DCC e UNCS: receptores
de netrina; DAPK: proteina cinase associada a morte; Bax: Proteina X associada
a Bcl-2.
Fonte: Adaptado de GALLUZZI et al. (2012) e SILVA, I. T. D. (2013)



48

2.2.2. Ciclo Celular

As células possuem multiplos mecanismos de checagem do ciclo
celular a fim de monitorar e responder a distlrbios celulares, impedindo
a progressdo de células alteradas até que os erros sejam reparados ou até
a promocdo da apoptose. Os dois principais eventos no ciclo celular
consistem na sintese do DNA (fase S) e na divisdo da célula-mé&e em duas
células-filhas durante a mitose (fase M). A fase entre a divisdo celular e a
sintese de DNA ¢é denominada fase GO/G1, enquanto a fase entre a sintese
do DNA e a mitose é denominada fase G2/M (Figura 4). PerturbacGes nos
checkpoints entre essas fases comprometem a integridade do genoma,
promovem o desenvolvimento de neoplasias e afetam significativamente
a eficécia das terapias antitumorais (ALBERTS et al., 2004).

Figura 4 - Ciclo celular e seus mecanismos de regulacéo
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Fonte: Adaptado de RANG et al. (2003)

Uma série de enzimas chamadas cinases dependentes de ciclinas
(CDKSs) que interagem com proteinas especificas (ciclinas), regulam a
progressdo pelas fases do ciclo celular. A ocorréncia de mutagdes nos
genes das CDKs e/ou ciclinas pode resultar em transformagdes
neoplésicas (MOLINARI, 2000).
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Quando séo identificados erros no processo de replicacdo celular,
o ciclo celular pode ser inibido pela formacgéo de complexos estaveis entre
as CDKs e um grupo de proteinas denominadas de inibidores de CDK
(CKI). As CKils impedem que as CDKs se liguem as suas respectivas
ciclinas até que o reparo do DNA esteja completo e a progressao do ciclo
celular possa continuar (BONELLI et al., 2014).

A proteina supressora de tumor p53 atua no primeiro checkpoint,
localizado entre as fases G1 e S, pela ativacdo de varios genes efetores
pré-apoptdticos ou inibidores do crescimento. Dentre eles, encontra-se a
proteina p21, que transcreve uma proteina homénima que age como
efetora em diversas vias supressoras do tumor, levando a parada do ciclo
celular a fim de corrigir o dano genémico (ABBAS; DUTTA, 2009).
Como a p53 também ¢é capaz de induzir a célula a apoptose, a supressdo
ou mutagdo dessa proteina é capaz de contribuir para o desenvolvimento
de processos neoplasicos (GHOBRIAL; WITZIG; ADJEI, 2005;
HUNTER et al., 2007).

Conforme citado anteriormente, a proliferacdo celular
descontrolada é considerada uma das principais caracteristicas envolvidas
na oncogénese. Células em constante replicacdo expressam a proteina Ki-
67 em concentracdes variaveis durante todas as fases do ciclo celular e
também durante a mitose, enquanto que células quiescentes na fase GO
ndo expressam essa proteina. Apesar de a proteina Ki-67 ser considerada
um marcador de proliferacdo celular, suas fungdes especificas
permanecem inconclusivas. Alguns estudos propdem a proteina Ki-67 as
fungdes de organizacdo e manutencdo da arquitetura do DNA e a sintese
de ribossomos durante a mitose (YANG, J. et al., 2004; YANG, JUN et
al., 2006; PATHMANATHAN; BALLEINE, 2013).

2.3. NOVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

A descoberta de novos farmacos antitumorais é uma alternativa aos
pacientes que ndo apresentam boas respostas aos tratamentos ja
disponiveis. Nesse contexto, moléculas bioativas extraidas de diversas
fontes naturais, isto é, plantas, animais e microrganismos, sdo de potencial
importancia medicinal. Desde os tempos antigos, os produtos naturais tém
desempenhado um papel notdvel em todo o mundo no tratamento e
prevencdo de doengas humanas (NOBILI et al.,, 2009; DEMAIN;
VAISHNAYV, 2011).

A natureza atua como fonte inesgotavel de compostos lideres e
fornece a base e discernimento para a semisintese ou sintese total de
novos medicamentos. Atualmente, cerca de 60 % dos medicamentos
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utilizados na clinica sdo produtos naturais ou elaborados com base em
produtos naturais. Em 2010, dez das vinte pequenas moléculas que foram
aprovadas contra diferentes doencas ou eram compostos naturais ou
diretamente derivados deles, sendo a maioria com atividade antitumoral.
Um total de 175 medicamentos anticancer a base de foram aprovados pela
Food and Drug Administration (FDA), entre 1981 e 2014, desses, 75%
foram classificados como produtos naturais ou como farmacos
semisintéticos (NEWMAN; CRAGG, 2012; CRAGG, G. M
NEWMAN, 2013; CRAGG, GORDON M; GROTHAUS; NEWMAN,
2014; KHAZIR etal., 2014; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Neste contexto, cabe salientar que o Brasil, com mais de 46.000
espécies de plantas, uma das floras mais ricas do mundo (quase 19% da
flora mundial), possui grande potencial para a exploracdo de produtos
naturais com atividades biolégicas (GIULIETTI et al., 2005; Flora do
Brasil 2020 em construgdo, 2016).

Entre 1960 e 1985, o U.S. National Cancer Institute liderou um
programa de triagem de cerca de 600.000 compostos para investigacdo da
atividade antitumoral. Esses compostos, de origens variadas, continham
desde moléculas extraidas de plantas até moléculas sintetizadas por
indUstrias de corantes. Nesse contexto, é possivel observar a importancia
da prospeccao de farmacos, tanto de origem natural quanto resultantes de
sintese quimica total como novas alternativas ao tratamento convencional
de doencas que persistem incuraveis (DENNY, 2002).

Nesse contexto, as classes quimicas das quinonas e das
sulfonamidas representam importantes fontes para investigacdo de novos
farmacos com atividade antitumoral.

2.3.1. Quinonas

Alguns trabalhos relataram a atividade antitumoral da espécie
Eugenia hiemalis Cambessédes, conhecida popularmente como
“guamirim”, e que esta distribuida entre os estados de Minas Gerais, S&o
Paulo e Rio Grande do Sul e ainda paises como Paraguai e Argentina
(FALKENBERG, 1996; ZATELLI, 2015). As espécies do género
Eugenia apresentam, além da atividade antitumoral, marcante atividade
antioxidante, antibacteriana, antiflngica, antiviral, anti-inflamatéria,
associadas a grande quantidade de compostos fendlicos em sua
composicdo (MAGINA et al., 2012; FERREIRA et al., 2014).

A oxidacdo de compostos fendélicos com 1,2-dihidroxibenezeno e
1,4-dihidroxibenzeno origina as quinonas, tais como orto-quinonas e
para-quinonas, respectivamente, as quais sdo descritas na literatura por
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suas atividades antibacteriana, antiflngica, antiviral e anticolinesterasica
(BERTANHA et al.,, 2014; RAJENDRAN, 2016). Desta forma, é
possivel associar os efeitos bioldgicos resultantes do uso da Eugenia
hiemalis Cambessédes com as quinonas presentes nessa planta.

A primina, 2-metoxi-6-n-pentil-p-benzoquinona (GE2) (

Figura 5), é uma benzoquinona natural, identificada em 1927, por
Bloch e Karrer em primulas (Primulaobconica) (BRONDANI et al.,
2007) e recentemente isolada de folhas de Eugenia hiemalis Cambessédes
(ZATELLLI, 2015).

Figura 5 - Estrutura molecular da primina.
0]

)
Fonte: Prépria

Em 1974, testes clinicos em 11 pacientes com cancer de pele foram
tratados com primina e obtiveram importante atividade antineoplasica,
resultando na comercializagao da substancia por um periodo. No entanto,
devido a baixa busca pela substancia e o efeito alergénico (dermatite de
contato) relacionado a substancia, a comercializacdo foi interrompida
(MELO et al., 1974; NASCIMENTO, 2004). Além disso, estudos in
vivo, realizados em 1988 e 2007 mostraram excelente atividade
antitumoral contra sarcoma 180 e carcinoma de Ehrlich (NASCIMENTO,
2004; BRONDANI et al., 2007).

2.3.2. Sulfonamidas

As sulfonamidas foram os primeiros antibiéticos de origem
sintética a serem utilizados no tratamento de diversas infeccOes
bacterianas. A descoberta da atividade antibacteriana da sulfonamidas em
1935 impulsionou a sintese de novas sulfas, e atualmente, sua ampla
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utilizacdo como agentes antimicrobianos deve-se principalmente ao baixo
custo, baixa toxicidade e excelente atividade contra infeccOes bacterianas.
Ao longo do tempo, as sulfonamidas passaram a ser utilizadas também
como agentes anticancerigenos (PARASCA et al., 2013).

As sulfonamidas constituem uma importante classe de
compostos com diferentes acfes farmacoldgicas relatadas, como
atividades antibacterianas, antitumorais, diuréticas, hiperglicémicas,
inibidora de protease, inibidora da anidrase carbdnica, entre outras
(SUPURAN, C. T. et al., 2003).

Apesar das sulfonamidas apresentarem uma funcdo organica
comum que permite agrupé-las em uma classe, existe uma variedade de
alteracGes estruturais que justificam os diferentes mecanismos de acéo
relacionados & sua atividade antitumoral, como a inibicdo da anidrase
carbonica, bloqueio do ciclo celular na fase G1 (pela fosforilagéo proteina
do retinoblastoma (pRb), diminuig&o da expressdo de ciclinas A e B1, das
proteinas CDK2 e CDC2, e supressao da atividade catalitica de CDK2),
disfun¢do da associagdo de microtubulos, supresséo funcional do ativador
de transcricdo NF-Y e inibicdo da angiogénese (SCOZZAFAVA et al.,
2003). Derivados de metanosulfonamidas sdo capazes de ligar-se a0 DNA
e causar um efeito citostatico. Como exemplo, pode-se citar o farmaco
amsacrina que é utilizado como quimioterapico no tratamento de linfomas
e leucemias (Figura 6) (PARASCA et al., 2013).

Figura 6 — Estrutura quimica do farmaco amsacrina.
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3. OBJETIVOS

Para o delineamento deste trabalho foram elaborados os objetivos
descritos a seguir.

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial efeito citotoxico de 26 sulfonamidas
sintéticas e uma quinona natural (primina) isolada do extrato bruto de
Eugenia hiemalis, sobre linhagens celulares de neoplasias hematoldgicas
(leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda e mieloma
multiplo), e avaliar in vitro o possivel mecanismo de morte celular dos
compostos mais ativos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Avaliar o potencial efeito citotdxico, através de triagem, de duas
séries de sulfonamidas sintéticas, uma com 16 compostos (série DFS) e
outra com 10 compostos (série Gli), sobre linhagens celulares de leucemia
mieloide aguda (K562), de leucemia linfoblastica aguda (Jurkat) e de
mieloma multiplo (MM.1S);

« Selecionar as sulfonamidas sintéticas com maior atividade
citotdxica na triagem, e em conjunto com a primina, determinar a resposta
citotdxica dos compostos em relacdo a concentragdo e ao tempo de
incubacdo, sobre as linhagens celulares de leucemia mieloide aguda
(K562), de leucemia linfoblastica aguda (Jurkat) e de mieloma multiplo
(MM.1S);

« Verificar se 0os compostos selecionados e avaliados induzem
morte celular por necrose ou apoptose nas células de leucemia mieloide
aguda (K562), de leucemia linfoblastica aguda (Jurkat) e de mieloma
multiplo (MM.1S);

« Auvaliar a seletividade dos compostos com maior atividade
citotdxica, investigando sua citotoxicidade em linhagens de fibroblastos
murinos normais (L-929) e em células mononucleadas de sangue
periférico isoladas de voluntarios saudaveis;

* Analisar o efeito dos compostos selecionados no ciclo celular e
na expressdo do marcador de proliferacdo celular Ki-67 das células de
linhagem de leucemia mieloide aguda (K562), de leucemia linfoblastica
aguda (Jurkat) e de mieloma multiplo (MM.1S);

* Explorar o efeito dos compostos selecionados sobre o potencial
de membrana mitocondrial das células de linhagem de leucemia mieloide
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aguda (K562), de leucemia linfobléastica aguda (Jurkat) e mieloma
maltiplo (MM.1S);

« Investigar se a atividade citotoxica dos compostos selecionados
envolve alteragbes nos seguintes fatores reguladores de apoptose:
caspase-3, proteina antiapoptotica Bcl-2, proteina pré-apoptética Bax,
receptor FasR, proteina antiapoptdtica survivina e o fator indutor de
apoptose (AIF).
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MATERIAIS E METODOS

4.

Esta secdo ird abordar os procedimentos, as técnicas e 0s reagentes
utilizados para a obtencdo dos resultados desse trabalho, conforme o

delineamento apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Delineamento do estudo (Continua)
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Figura 7 - Delineamento do estudo (Concluséo)
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4.1. CULTIVO DE LINHAGENS CELULARES IMORTALIZADAS

As quatro linhagens celulares utilizadas nesse trabalho foram as
seguintes: K562 (LMA secundariaa LMC) e Jurkat (LLA-T) cedidas pelo
Prof. Dr. Alberto Orfao, do Cientro de Investigacion del Cancer da
Universidade de Salamanca; MM.1S (MM) cedida pela Dra. Anamika
Dhyani do Hemocentro da Universidade Estadual de Campinas; e L-929
(fibroblasto murino) cedidas pelo Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Parana.

A linhagem celular K562 foi a primeira linhagem de leucemia
mieloide humana imortalizada e foi estabelecida em 1970 de uma efuséo
pleural de uma paciente de 53 anos de idade com leucemia mieloide
cronica em crise blastica, em que as células para sua maturacdo e
permanecem como mieloblastos (KOEFFLER; GOLDE, 1980). As
células K562, quando em cultura, ndo possuem capacidade de se aderir
em frascos plasticos, possuem formato arredondado e sdo positivas para
0 gene de fusdo BCR-ABL (LOZZIO; LOZZIO, 1975).

A linhagem celular Jurkat foi estabelecida em 1976 do SP de um
paciente de 14 anos com a primeira recidiva de LLA de células T
(SCHNEIDER; SCHWENK; BORNKAMM, 1977). As células Jurkat ou
JM sdo utilizadas para estudos de sinalizagéo de células T e para avaliacéo
da expressao de varios receptores de quimiocinas susceptiveis a entrada
de virus, em particular o HIV; no entanto, a sua principal utilizacdo é para
determinar o mecanismo de susceptibilidade do cancer a drogas e
radiacdo (MICHEAU etal., 1997; OTTOSON etal., 2001; ABRAHAM;
WEISS, 2004; COHLY et al., 2005). In vitro, ndo possuem capacidade
de se aderir em frascos plasticos, possuem formato arredondado e
capacidade de formar aglomerados.

Em 1986, a linhagem celular MM. 1S foi isolada a partir de células
do SP de um paciente com MM secretor de imunoglobulina A. A partir
de um dnico paciente com MM, duas linhagens de células foram
estabelecidas, a MM1.S e a MM.1R e podem ser distinguidas com base
na sua sensibilidade aos esteroides, tais como glicocorticoides (GCs). As
células MM.1S sdo sensiveis a dexametasona, utilizada no tratamento
convencional do MM, enquanto que a MM.1R é resistente a essa terapia
(GREENSTEIN et al., 2003). Quando em cultivo, as células MM.1
crescem em suspensdo individualmente ou em pequenos grupos e
secretam imunoglobulinas de cadeia leve lambda (GOLDMAN-LEIKIN
etal., 1989).

Sabe-se que a MO contém um estroma complexo, consistindo de
uma matriz de tecido conjuntivo e uma diversidade de tipos celulares,
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incluindo fibroblastos (ANJOS; ALVARES-SILVA; BORELLI, 2000).
Assim, a utilizacdo da linhagem celular L-929 nesse trabalho ¢é devido a
sua caracteristica de célula fibroblastica de tecido conjuntivo e
consequente capacidade de mimetizar o comportamento de uma célula
ndo neoplésica do nicho medular. A linhagem L-929 é um subclone da
linhagem parental L, uma linhagem celular estabelecida no ano de 1940
e foi uma das primeiras linhagens celulares a serem estabelecidas em
cultura continua. A linhagem L é um fibroblasto derivado do tecido
aureolar subcutaneo e adiposo de um camundongo macho C3H/An de 100
dias. Quando em cultivo, essas células sdo capazes de gerar uma
monocamada aderida aos fracos plasticos de cultivo celular (SANFORD;
EARLE; LIKELY, 1948).

As células desse estudo foram cultivadas em meio de cultura
Roswell Park Memorial Institute (RPMI, Gibco®) 1640 suplementados
com 10 % de soro fetal bovino (SBF, Gibco®), 10.000 U/ml de penicilina
(Gibco®), 10.000 pg/mL de estreptomicina (Gibco®) e 10 mM de tampéo
de é&cido N-[2-Hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico] (HEPES,
Gibco®), pH 7,4 e mantidas em frascos de cultura estéreis de 25 cm2 e 75
cm?2 a 37 °C, em atmosfera umedecida de 5 % de CO,. As células foram
semeadas em uma densidade de 106 células/garrafa e repicadas a cada 48
horas em cabine de seguranca biol6gica (MAIORAL, 2013).

Para a realizagdo dos experimentos, as células em suspenséo
(K562, Jurkat e MM.1S) foram centrifugadas com rotacéo de 264 x g por
10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o
pellet celular suspendido em meio de cultura RPMI 1640 para contagem
do numero de células (LOUIS; SIEGEL, 2011; MAIORAL, 2013).

As células aderidas (L-929) foram soltas da garrafa com auxilio de
1,5 mL de uma solucéo de tripsina/acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) 0,25 %. Quando as células adquiriram um aspecto redondo e
individualizado, o processo foi interrompido com a adicdo de 5 mL de
meio RPMI com SBF a 10 %. Como o soro possui alfa 1-anti-tripsina, ele
neutraliza a ag4o da tripsina. E importante que a neutralizagdo com soro
se faca logo apos o descolamento da camada celular, pois a membrana,
por ser lipoproteica, sofre a aglo protelitica da tripsina. Com o
descolamento da camada celular, as células suspensas em meio RPMI
foram centrifugadas com rotacdo de 264 x g por 10 minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet celular
suspendido em meio RPMI para contagem do nimero de células.

Em todos os experimentos, o nimero de células vidveis foi
avaliado pelo método de exclusdo do corante Azul de Trypan (0,5 %)
(EVANS; SCHULEMANN, 1914), em meio RPMI 1640, na propor¢éo
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1:1. Apenas as amostras com viabilidade celular superior a 95 % foram
utilizadas nos experimentos.

O tempo de tratamento e a placa utilizada (6, 12, 24 ou 96 pogos)
foram definidos de acordo com cada experimento realizado e as condi¢des
requeridas pelo mesmo, no entanto, mantendo-se a relagdo de 5 x 10*
células/poco para o tempo de tratamento de 24 horas, 2,5 X
10%células/poco para 48 horas e 1,25 x 10*células/poco para 72 horas para
as células K562, MM.1S e L-929 e 1 x 10° células/pogo para o tempo de
tratamento de 24 horas, 5 x 10%élulas/poco para 48 horas e 2,5 x
10%células/poco para 72 horas para as células (MAIORAL, 2013).

4.2. OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEADAS DE
INDIVIDUOS SAUDAVEIS

As amostras de sangue periférico de seis doadores saudaveis, nao
fumantes e voluntarios foram coletadas por puncéo venosa em tubo com
anticoagulante EDTA e processadas logo em seguida. Todos o0s
individuos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) presente no projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH-UFSC) sob parecer n° 746.486
/2014.

Para obtencéo das células mononucleadas do sangue periférico, as
amostras foram diluidas em tampao fosfato (PBS) na proporcdo de 1:1.
Apos a dilui¢do, as amostras foram transferidas cuidadosamente para um
tubo conico sobre uma solugdo de Ficoll-Hypaque (densidade 1.077
g/mL; Sigma-Aldritch®) na proporcéo 1:1 e centrifugadas a 300 x g por
30 minutos. A interfase com as células mononucleadas foi transferida
para um novo tubo conico, suspendida em 10 mL de tampdo PBS e
centrifugada a 264 x g por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e as células foram novamente suspendidas em PBS e
centrifugadas. O sobrenadante foi desprezado e as células foram
suspendidas em 1 mL de meio RPMI1640 para avaliacdo do nlimero de
células viaveis, pelo método de exclusdo do corante Azul de Trypan (0,5
%) (BOYUM, 1968).

43. OBTENCAO DOS COMPOSTOS E TRATAMENTO DAS
CELULAS

Nesse trabalho foi investigada a atividade citotxica de 27
compostos, sendo 26 de origem sintética e um de origem natural. Todos
foram obtidos a partir de parcerias firmadas entre o Laboratério de
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Oncologia Experimental e Hemopatias e outros laboratérios da
Universidade Federal de Santa Catarina.

4.3.1. Compostos sintéticos: Sulfonamidas

Os compostos sintéticos, 26 sulfonamidas, foram cedidos pela Dra.
Patricia Devantier Neuenfeldt, pela Dra. Alessandra Mascarello e pela
Dra. Louise Domeneghini Chiaradia-Delatorre, do grupo de pesquisa do
Laboratdrio Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), coordenado pelo Prof.
Dr. Ricardo José Nunes, com colaboragdo do Prof. Dr. Rosendo Augusto
Yunes.

Das 26 sulfonamidas sintéticas estudadas, 10 sdo derivadas da 4-
(2-aminoetil)benzenossulfonamida  (Série Gli) e 16 da 3,3-
difenilpropilamina (Série DFS).

As sulfonamidas Gli 1 — 10 e DFS 1 - 16foram sintetizadas pela
reacdo de 1mmol da amina correspondente (a ou f), 1 mmol do cloreto de
sulfonila b1-10 ou d1-16, respectivamente, e 1 mmol de piridina em 15
mL de diclorometano (DCM) (Esquema 1 e Esquema 2). As reagdes
ocorreram em temperatura ambiente, sob agitacdo magnética por 16
horas. Apos esse tempo, 0 DCM foi evaporado em rotaevaporador, 0
produto bruto foi solubilizado em metanol e vertido sobre gelo picado. O
produto foi filtrado a vacuo e recristalizado com o solvente apropriado
guando necessario (MASCARELLO, 2012). As sulfonamidas séao
soliveis em DMSO e acetona. As estruturas dos compostos foram
caracterizadas por ressonancia magnética nuclear de espectroscopia
(RMN) de 'H e de 3C, espectros de infravermelho (IV) e espectrometria
de massa (EM).

As sulfonamidas sintetizadas sdo inéditas na literatura, exceto as
DFS1, DFS 8 e DFS14. As sulfonamidas DFS1 e DFS 14 possuem apenas
relatos de sintese quimica, enquanto que a sulfonamida DFS8 possui um
trabalho relatando sua atividade como inibidora da proteina heat shok 90
e consequentemente tem uma acdo anticancer (GENSLER; ROCKETT,
1955; GENSLER; DHEER, 1981; DODDAREDDY etal., 2011; ZHOU
etal., 2015).



Esquema 1 - Rota de sintese da Série Gli
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Esquema 2 - Rota de sintese da Série DFS
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4.3.2. Composto Natural: Primina

O composto natural primina (GE2) foi cedido pela doutoranda
Gabriele Andressa Zatelli e pela mestre Ana Claudia Philippus, do grupo
de Estudos de Produtos Naturais e Sintéticos da Universidade Federal de
Santa Catarina,coordenado pela Profa. Dra. Miriam de Barcellos
Falkenberg.

A primina foi isolada a partir das folhas de Eugenia hiemalis
Cambessedes (Mirtaceae) coletadas em abril de 2013 no municipio de
Porto Alegre (RS, Brasil). A identificacdo botanica foi realizada no
Departamento de Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), pelo Prof. Dr. Jodo André Jarenkow e uma exsicata (ICN
127910) foi depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias Naturais da
UFRGS (ZATELLLI, 2015).

Para a extragdo, as folhas da planta foram rasuradas e maceradas
com diclorometano. ApGs sete dias, o extrato diclorometano foi
concentrado em evaporador rotatério. Uma aliquota do extrato bruto
diclorometanico das folhas (3,45 g) foi submetida ao fracionamento
cromatogréafico por cromatografia liquida a vacuo utilizando-se silica gel
60 e como fase mdvel um gradiente de solventes com aumento de
polaridade. Esse procedimento originou 15 fragBes. Da purificacdo das
fracBes 5 e 7, foi possivel isolar o composto puro GE2, de peso molecular
de 208,110 g/mol (ZATELLI, 2015).

4.3.3. Tratamento das células em cultura

As sulfonamidas e o composto GE2 foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO, Merck Millipore®) na concentragdo de 10 mM
para estocagem entre 2-8 °C. Para sua utilizacdo nos experimentos, foram
utilizadas solucdes preparadas a partir dessa solucdo estoque e diluidas
em meio de cultura, sempre respeitando o limite de toxicidade do DMSO
de 2 % na concentracdo final do experimento.

O tratamento foi realizado pela adicdo dos compostos as células
em um volume maximo de 20 pL, variando conforme o experimento. Em
seguida, as células foram incubadas conforme protocolo experimental nas
condicdes descritas previamente.

Em todos os experimentos foram utilizados dois grupos controle,
um de células sem tratamento, e outro acrescido do solvente (DMSQ) ao
meio de cultura.
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44. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR E
DETERMINACOES DAS CURVAS DE CONCENTRACAO E
TEMPO-RESPOSTA (METODO MTT)

O estudo dos compostos sintéticos iniciou com uma triagem das 26
sulfonamidas em células K562, Jurkat e MM.1S, na concentracao de 100
uM, a fim de avaliar seus potenciais efeitos citotoxicos.

Os compostos que apresentaram maior atividade citotdxica foram
selecionados para a realizacdo de curvas de resposta concentracdo e
tempo dependentes, nas mesmas linhagens celulares malignas e também
nas linhagens ndo neoplasicas (L-929 e células mononucleadas de SP).
Para isso, as células foram incubadas com as sulfonamidas em
concentracdes crescentes (1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM) e ap6s 24, 48 ¢ 72
horas de incubacéo, e a viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT.

Esse método é um ensaio colorimétrico sensivel e quantitativo, que
consiste em medir a atividade das desidrogenases mitocondriais que
reduzem o MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazélio; Amresco®), um composto hidrossoltvel de cor amarelo-palido,
ao seu derivado formazan de cor roxa, ndo solvel em agua, indicando o
funcionamento mitocondrial e, por conseguinte, a viabilidade celular
(MOSMANN, 1983).

Ap06s o tempo de incubacéo das células com os compostos em cada
experimento, as placas de 96 pocos foram centrifugadas, o sobrenadante
removido, e adicionado novo meio de cultura contendo 10 % (v/v) de uma
solucdo de MTT (5 mg/mL em PBS). Depois de trés horas de incubacéao
a 37 °C, as placas foram novamente centrifugadas e o sobrenadante
removido. Os precipitados formados em cada pogo foram dissolvidos em
solucéo acida de isopropanol (isopropanol/HCI 0,04 N) e em seguida foi
realizada a leitura das absorbancias no espectrofotdmetro Microwell
Systems (Organon Teknika®) no comprimento de onda 540 nm
(MOSMANN, 1983).

Os valores de absorbancia medidos para cada concentracdo de
composto foram transformados em porcentagens de viabilidade, em
relagdo aos controles celulares, considerados 100 % viaveis.

A concentracdo inibitdria 50 % (Clso) foi obtida a partir da analise
de regressao linear dos graficos plotados com os valores de porcentagem
de viabilidade celular versus concentracdo, utilizando-se o software
GraphPad Prism 6.

O ensaio de viabilidade celular para o composto GE2, foi realizado
nas mesmas condi¢bes descritas para 0S compostos sintéticos,
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modificando-se apenas as concentragdes utilizadas, variando de 0.01 a 50
uM.

No ensaio de viabilidade celular em células mononucleadas de
individuos saudaveis, como grupos controle com tratamento, as células
foram incubadas com paclitaxel (10 uM, Clsp em 24 horas em células
K562, em solucdo com o solvente que acompanhava o farmaco,
disponibilizado pelo fabricante) e também com o solvente DMSO na
maior concentracdo utilizada nos experimentos (0,26 uM, 2 %).

4.5. INDICE DE SELETIVIDADE

O indice de seletividade (IS) pode indicar a capacidade de um
composto induzir morte celular de forma seletiva para uma linhagem
neoplasica ou mostrar ndo ser citotoxico para células normais quando
comparadas as células neoplasicas, possibilitando sugerir o potencial uso
dessa substancia em testes clinicos. Assim, nesse estudo, o indice foi
calculado pela razdo entre a Clsg de linhagem de células que serdo
utilizadas como padrdo de comparacdo e a Clsp de outra linhagem de
células para qual se deseja verificar se 0 composto € seletivo.

Por exemplo, para verificar se determinado composto é seletivo
para células neoplasicas (K562) quando comparadas as células ndo
neoplésicas (L-929), utiliza-se a Equacéo 1:

Equacéo 1 - Célculo do indice de seletividade
IS = Cl,, emcélulas L -929
Cl,, em K562

Fonte: Propria

Assim, valores altos de IS significam que a Clsp em células ndo
neoplésicas € muito superior a Clso em células neoplésicas, indicando que
0 composto avaliado € seletivo para as células neoplésicas.

Valores de IS entre 1 e 2 representam baixa seletividade, valores
entre 2 e 3, moderada seletividade e valores maiores que 3, expressam
alta seletividade do composto (PRAYONG; BARUSRUX;
WEERAPREEYAKUL, 2008; MACHANA et al., 2011; AWANG et
al., 2015; DAHHAM et al., 2015).
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4.6. IDENTIFICACAO DO TIPO DE MORTE CELULAR

Para 0s compostos que apresentaram alta citotoxicidade, com
consequente baixa Clsp, foram realizados métodos de identificacdo do
tipo de morte celular, tais como a investigacdo da morfologia celular por
coloragdo com brometo de etidio e laranja de acridina em microscopia de
fluorescéncia, o ensaio de fragmentacdo de DNA por eletroforese em gel
de agarose e a avaliacdo da expressao dos residuos de fosfatidilserina.

4.6.1. Alteragdes morfoldgicas observadas na morte celular

O ensaio baseia-se na diferenca de permeabilidade da membrana
plasmatica das células aos corantes brometo de etidio e laranja de acridina
(BE/LA). O corante laranja de acridina (10 pg/mL) é permeavel a
membrana intacta e confere fluorescéncia verde as células; ja o brometo
de etidio é impermeavel na concentracdo 5 pg/ml, e é capaz de se
intercalar ao DNA fragmentado das células apoptéticas, conferindo-lhes
fluorescéncia laranja. Assim, as células vidveis apresentam fluorescéncia
verde com nucleo uniforme; as células em apoptose inicial apresentam
membranas intactas e, consequentemente, nicleo verde, corado de forma
ndo uniforme, com cromatina condensada e fragmentacdo nuclear; as
células em apoptose tardia apresentam nucleo com fluorescéncia laranja,
pois nas fases finais do processo ha perda da integridade da membrana,
cromatina condensada ou fragmentada e presenca de corpos apoptoticos;
células necréticas apresentam  fluorescéncia laranja  uniforme
(RENVOIZE et al., 1998; KOSMIDER et al., 2004; TAKAHASHI et
al., 2004).

Doze horas ap6s o tratamento com as sulfonamidas e a primina, na
Clso de 24 horas, as células neoplasicas (K562, Jurkat e MM.1S) foram
lavadas com tampdo PBS e o sedimento celular foi suspendido em 40 pL
do reagente fluorescente, uma mistura de volumes iguais de laranja de
acridina (10 pg/ml) e de brometo de etidio (5 ug/mL) (MAIORAL et al.,
2013). Uma aliquota de 25 pL da mistura de células e corantes
fluorescentes foi transferida para uma lamina de vidro, coberta com
laminula e observada em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-
FLA, Olympus®). Campos representativos foram fotografados com
camera fotografica (Olympus BX40, Olympus®), em aumento de 400
Vezes.
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4.6.2. Fragmentagdo de DNA em gel de agarose

Uma das principais caracteristicas da morte celular por apoptose é
a degradagdo do DNA nuclear em unidades nucleossomais (NAGATA,
2000). Com o objetivo de investigar o padrdo de morte celular induzido
pelas sulfonamidas e a primina, foi realizado ensaio de eletroforese de
DNA em gel de agarose. As células (K562, Jurkat e MM.1S), na
concentracdo de 3,0 x 106 células/poco, foram tratadas com os compostos
na Clso e incubadas durante 24 horas em estufa Umida a 37 °C com 5 %
de CO,. Apds a incubagdo, a extracdo de DNA foi realizada utilizando-se
um kit comercial (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen®) conforme
orientagbes do fabricante. As amostras de DNA extraidas foram
transferidas para um microtubo livre de RNAse e DNAse e submetidas a
eletroforese em gel de agarose 2 %, corado com brometo de etidio (1
pg/mL). Por fim, foram visualizados os padrdes de separacdo do DNA
formados e fotografados sob iluminacdo UV de fotodocumentacdo de géis
(DOC-PRINT, Biosystems®). Como controle positivo para apoptose, as
células foram tratadas com paclitaxel 10 UM nas mesmas condicdes
anteriores.

4.6.3. Expressao dos residuos de fosfatidilserina

Com o proposito de confirmar a morte das células neoplasicas por
apoptose, neste estudo foi avaliada a expressdo dos residuos de
fosfatidilserina. Considerando que um dos primeiros sinais do processo
apoptético é a externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina na
membrana plasmatica celular, é possivel identificar e quantificar as
células apoptoticas, pois estes residuos de fosfatidilserina ligam-se a
anexina V quando em solucdo (KOOPMAN et al.,, 1994; VAN
ENGELAND et al., 1998).

As células (K562, Jurkat e MM.1S), na concentragdo de 5 x 10°
células/poco, foram tratadas com os compostos nas Clsp e incubadas
durante 12 horas em estufa imida a 37 °C com 5 % de CO,. Ap6s esse
periodo, as células foram lavadas com tampdo PBS e foi realizada a
marcacdo celular com o kit comercial Annexin V- FITC Apoptosis
Detection (Immunostep®) conforme as recomendacdes do fabricante.
Assim, ap6s a lavagem das células, o sedimento celular foi supendido em
1 mL do tampdo de anexina fornecido pelo fabricante. Desta suspensao
foi retirada uma aliquota de 100 pL, na qual foi adicionado 5 pL de
Annexin V — FITC. Apo6s as incubacdo por 15 minutos, em temperatura
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ambiente e no escuro, foi adicionado 400 pL de tampédo PBS na solucéo
e realizada a aquisicdo da amostra no citdmetro de fluxo.

O controle de marcacéo celular no experimento foi preparado com
as células sem tratamento, a fim de definir a quantidade incial de células
ja positivas para a marcacdo com Anexina-V. As amostras foram
adquiridas no citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton
Dickinson®) e os resultados analisados no software Infinicyt (Cytognos®)
versdo 1.7. Foram adquiridos 10.000 eventos e os dupletes foram
retirados utilizando-se as caracteristicas de Forward Scatter (FSC) High
e FSC éarea das células.

4.7. INVESTIGACAO DO ENVOLVIMENTO DO CICLO
CELULAR COM A MORTE CELULAR

Para avaliar os efeitos das sulfonamidas sintéticas sobre as fases
do ciclo celular, foi utilizado o PI/RNASE Solution Kit (Immunostep®),
cujo principio consiste na coloracdo dos acidos nucléicos pelo iodeto de
propidio (PI) ap6s a digestdo do RNA. O PI, dependendo da fase do ciclo
celular e de acordo com as variacbes no conteldo de DNA, emite
diferentes intensidades de fluorescéncia que, por sua vez, sdo captadas
pelos detectores fotomultiplicadores do citdmetro de fluxo por variagdes
no contetdo de DNA celular, e, dessa forma, quantifica a porcentagem de
células em <cada fase do ciclo celular (POZAROWSKI;
DARZYNKIEWICZ, 2004).

As células (5 x 10° células/pogo) foram tratadas durante 12 horas
com os compostos estudados, na Clsp de 24 horas correspondente a
linhagem celular, e incubadas em estufa Umida a 37 °C contendo 5 % de
CO.. Apds o periodo de incubagdo, as células foram lavadas duas vezes
com PBS. O procedimento de marcacdo celular foi realizado conforme
recomendacdes do fabricante do kit. Assim, as células foram fixadas com
etanol 70 % e incubadas durante 30 minutos a — 4 °C. Em seguida, as
células foram lavadas duas vezes com PBS contendo 2 % de albumina
bovina e centrifugadas em 264 x g durante 10 minutos. Por fim, foi
adicionado ao sedimento celular a solugdo de Pl contendo RNAse. A
suspensdo foi incubada por 15 minutos em temperatura ambiente antes da
aquisicdo no citémetro de fluxo BD FACSCanto Il e, posteriomente,
foram analisadas no software Infinicyt (Cytognos®) versdo 1.7. Foram
adquiridos 20.000 eventos com gate no canal PE (510 - 595 nm). O
controle negativo foi preparado com células sem tratamento para
caracterizacdo dos parametros a serem analisados no citémetro de fluxo.
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4.8. AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO POTENCIAL
MITOCONDRIAL NO MECANISMO DE MORTE CELULAR

Para avaliar os efeitos das sulfonamidas e da primina no potencial
mitocondrial das células neoplasicas, foi utilizado o kit MitoView 633
(Biotium®). Segundo o fabricante, 0 MitoView 633 é composto por um
corante mitocondrial fluorescente, capaz de emitir luz no comprimento de
onda correspondente a cor vermelha (648 nm). Esse corante, ao ser
colocado em contato com a solucdo de células, se difunde através da
membrana plasmatica e se acumula na mitocondria em concentracdes
nanomolares. As mitocéndrias com potencial fisiolégico integro sdo
coradas com o MitoView 633 e fluorescem devido ao acimulo do corante
no ambiente lipidico das mitocondrias. Quando ha diminuicdo no
potencial mitocondrial, induzido por algum fator externo, as mitocéndrias
perdem essa fluorescéncia, em consequéncia da baixa quantidade do
corante em seu interior.

Assim, como nos experimentos anteriores, as células (5,0 x 10°
células/poco) foram tratadas na Clso (24 horas) de cada composto
correspondente e incubadas durante 12 horas em estufa Umida a 37 °C
com 5 % de CO2. Apo6s o periodo de incubacao, as células foram lavadas
com PBS, centrifugadas a 264 x g por 10 minutos e o sobrenadante
descartado. Em seguida, sobre o sedimento celular foi adicionada a
solucédo de MitoView 633 diluido 1:10.000, de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apos a adicdo do corante, as células foram incubadas por
30 minutos a temperatura ambiente (20 a 25 °C) e ao abrigo da luz. Por
fim, as placas contendo as células foram novamente centrifugadas, o
sobrenadante descartado e o sedimento suspendido em PBS. As amostras
foram adquiridas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il e analisadas
no software Infinicyt versdo 1.7 (Citognos®). Em cada experimento foram
adquiridos 10.000 eventos e os dupletes foram retirados utilizando-se as
caracteristicas de FSC High e Side Scatter (SSC) &rea das células. O
controle negativo foi preparado com células sem tratamento para
caracterizacdo dos parametros a serem analisados no citdbmetro de fluxo.

4.9. ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS
COM A MORTE CELULAR

Apos a identificacdo do tipo de morte celular, foram estudadas
proteinas que poderiam estar envolvidas com 0 mecanismo de morte. As
células (5 x 10°pogo) foram tratadas com os compostos, na Clsg, €
incubadas por 12 horas em estufa tmida a 37 °C a 5 % de CO,. Apos 0
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periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas durante 10 minutos
a 264 x g e o sobrenadante foi removido e, posteriormente, o sedimento
celular foi lavado duas vezes com PBS. Nos tubos de amostra em foram
marcadas as proteinas Bax, Bcl-2, Bcl-xL, AIF, Survivina,Ki-67 e
Caspase-3, inicialmente foi feita a permeabilizacdo da membrana
citoplasmatica com o permeabilizante BD Fix/Perm (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems®), pois os epitopos de ligacdo dos anticorpos
nas proteinas séo intracelulares.

Apos 20 minutos de incubagdo a 8 °C, as células foram lavadas
com tampdo de lavagem Fix/Perm. Posteriormente, as células foram
incubadas com os volumes de anticorpos estabelecidos pelos fabricantes,
a 8 °C ao abrigo da luz. A marcacdo de Bax, BcL-2 e Caspase-3 foi feita
no mesmo tubo de amostra, utilizando-se diferentes fluorcromos para
cada um dos anticorpos. As demais proteinas foram marcadas em tubos
independentes de amostras, pois 0s anticorpos eram conjugados com
fluorocromos que coincidiam com aqueles utilizados no tubo anterior
(Quadro 1).

Quadro 1 - Anticorpos utilizados na analise de proteinas relacionadas com
a morte celular

Codigo do Volume
Marcador Cl Fabricant Fluorocr
arcador one abricante Catilogo Utilizado uorocromo
Dako - Agilent
Bcl-2 124 axo - ATl | yviose7 SuL FITC
Technologies
Santa Cruz
B B-9 . -7480 SuL PerCP
a Biotechnology 5 3 e
Santa Cruz
FasR B-10 . 5¢-8009 5ulL PE
Biotechnology
Santa Cruz
AIF E-1 . sc-13116 5uL FITC
Biotechnology
Caspase-3 | E-8 Santa Cruz 57272 SuL PE
P Biotechnology "
. . Santa C
Ki-67 Kig7 | ~nabe 5c-23900 5uL FITC
Biotechnology
Survivina 91630 RD Systems 1C6472P 7 ul PE

Fonte: Prépria

Por fim, as células foram lavadas e suspendidas com PBS para a
aquisicao no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il. Ap6s adquiridas, os
arquivos de resultados foram avaliados no software Infinicyt verséo 1.7
(Citognos®). O controle negativo foi preparado com células sem
tratamento. Em cada experimento foram adquiridos 10.000 eventos e 0s
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dupletes foram retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC High e
SSC érea das células.

4.10. TESTE DE HEMOLISE

Também foi avaliada a capacidade dos compostos citotoxicos de
induzir ruptura na membrana dos eritrocitos, consequentemente hemolise
e extravasamento do conteudo celular.

Para 0 ensaio, as amostras de SP de seis doadores saudaveis, ndo
fumantes e voluntarios foram coletadas por puncéo venosa em tubo com
anticoagulante citrato de sddio e processadas em até trés horas. Todos 0s
individuos assinaram o TCLE presente no projeto de pesquisa aprovado
pelo CEPSH-UFSC sob parecer n® 746.486 /2014.

Os eritrécitos foram isolados do restante do contetido sanguineo
(plasma e leucdcitos) por centrifugacdo (10 minutos em 264 x @),
lavagens com solucdo salina (cloreto de sédio 0,9 %) e descarte do
sobrenadante. O sedimento de eritrécitos foi diluido a fim de obter a
dispersdo estoque, com valor de absorbancia entre 1,8 e 2,2, quando lida
em espectrofotbmetro a 540 nm. A partir da dispersdo de estoque de
eritrdcitos foram montados os ensaios: controle negativo ou zero por
cento de hemélise (50 pL de disperséo de eritrocitos com adicao de 950
uL de salina), controle positivo ou 100 % de lise celular (50 uL de
dispersdo de eritrocitos com adigdo de 950 pL de agua destilada) e
amostras testes (50 pL de dispersao de eritrécitos com adi¢do de 950 pL
de solugdo salina contendo diferentes concentra¢des dos compostos
analisados). Cada amostra foi incubada a 37 °C por 1 hora sobre agitacao
de 100 x g (WANG, J.-J. et al., 2009). Apo6s a incubacdo, as amostras
foram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos e a absorbancia do
sobrenadante foi lida em espectrofotdmetro Microwell Systems a 540 nm.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A taxa de hemdlise foi
calculada (Equagéo 2) de acordo com a densidade dptica de cada amostra
e controles, que demonstram a quantidade de hemoglobina liberada no
sobrenadante devido a ruptura dos eritrocitos.

Equacdo 2 - Célculo da taxa de hemolise
Taxa de Hemélise (%) = —2t— 2% 109
axa de Hemolise (% Do,, - DO, x
DO densidade Optica da amostra teste; DOc,: densidade 6ptica do controle
negativo; DOc,: densidade 6ptica do controle positivo.
Fonte: Prépria
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4.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos nos experimentos foram expressos como a
média + erro-padrdo da média (EPM). Cada experimento foi repetido pelo
menos trés vezes. Para a avaliacdo do efeito dos compostos em células
neoplésicas, para a avaliacdo da expressdo da fosfatidilserina e da
alteracdo do potencial mitocondrial, foi utilizado o teste t, comparando
cada ponto com o grupo controle. Os testes de citotoxicidade em células
neoplésicas, células ndo neoplésicas e células mononucleadas de SP
foram avaliados estatisticamente utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA) one way ou two way, complementada pelo teste post-hoc de
Bonferroni. A andlise estatistica do ciclo celular e a avaliagdo da
expressdo das proteinas pr6 e antiapoptéticas foram realizadas por
ANOVA one way seguida de Bonferroni. Em todas as analises foi adotado
um nivel de confianca de 95 %. Para a analise dos resultados e testes
estatisticos foram utilizados os softwares GraphPad Prism 6 e SPSS IBM
v.22.
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5. RESULTADOS

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

5.1 EFEITO CITOTOXICO DE SULFONAMIDAS SINTETICAS SOBRE
LINHAGENS CELULARES DE NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Com o proposito de conduzir o estudo somente com 0s compostos
gue demonstrassem potencial atividade citotdxica, inicialmente foi
realizada uma triagem com 26 sulfonamidas sintéticas (Série DFS e Série
Gli) (Figura 8, Figura 9 e Figura 10) sobre trés diferentes linhagens
celulares de neoplasias hematolégicas (K562, Jurkat e MM.1S). O efeito
citotéxico nas linhagens celulares de neoplasias hematoldgicas foi
avaliada pelo método do MTT, apds 24 horas de incubacdo com os
compostos na concentracdo de 100 uM. A viabilidade celular obtida ap6s
a incubacgdo com cada composto foi comparada com um grupo controle
(células nédo tratadas). Os resultados de viabilidade celular apés
tratamento com somente o solvente DMSO ndo foram exibidos por ndo
apresentarem diferencas em relagdo o grupo controle de células sem
tratamento.

A escolha dos compostos de cada série para a realizacdo da curva
concentracao-resposta foi realizada de acordo com o seguinte critério:
para cada linhagem celular foram escolhidos os compostos que
apresentaram maior citotoxicidade na triagem. Assim, as sulfonamidas
selecionadas para a realizagdo das curvas concentracdo resposta foram:
DFS8, DFS12, DFS15, DFS16 e Gli5 para a linhagem celular K562;
DFS12, DFS15, DFS16 e GlIi5 para a linhagem celular Jurkat e DFS8,
DFS15, DFS16 e Gli5 para a linhagem celular MM.1S.

O efeito citotéxico das sulfonamidas DFS8, DFS12, DFS15,
DFS16 e Gli5 foi avaliado em diferentes concentracgdes (1, 5, 10, 25, 50
e 100 puM) sobre as células K562, Jurkat e MM.1S. Conforme mostra a
Figura 11, as cinco sulfonamidas avaliadas apresentaram efeito citotoxico
nas linhagens celulares escolhidas, pois reduziram significativamente a
viabilidade celular de maneira concentracdo dependente quando
comparadas com 0 grupo controle, as quais se atribuiu a viabilidade de
100 % (células sem tratamento).

Além disso, na Figura 11 é possivel observar que a sulfonamida
DFS16 apresentou importante atividade citotdxica, visto que é capaz de
diminuir a viabilidade celular em todas as linhagens celulares em



74
concentracdes baixas (1 UM para as células K562 e Jurkat e 5 uM para
as células MM.1S).

Figura 8 - Efeito citotéxico dos derivados sulfonamidicos sobre
células de linhagem de LMA - K562 (Triagem inicial)
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As células K562 (5 x 10* células/poco foram incubadas com as sulfonamidas
sintéticas na concentragdo de 100 uM por 24 horas. Os resultados expressam a
média £ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. 2Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido
de teste post-hoc de Bonferroni. ® Diferenca estatistica em relagdo ao grupo
controle e com os demais tratamentos, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido
de teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 9 - Eefeito citotoxico dos derivados sulfonamidicos sobre
células da linhagem de LLA - Jurkat (Triagem inicial)
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As células Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com as sulfonamidas
sintéticas na concentracdo de 100 UM por 24 horas. Os resultados expressam a
média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. ®Diferenca
estatistica em relagéo ao grupo controle, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido
de teste post-hoc de Bonferroni. ® Diferenca estatistica em relago ao grupo
controle e com os demais tratamentos, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido

de teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 10- Efeito citotoxico dos derivados sulfonamidicos sobre
células de linhagem de mieloma multiplo - MM.1S (Triagem inicial)
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As células MM.1S (5 x 10* células/poco) foram incubadas com as sulfonamidas
sintéticas na concentracdo de 100 uM por 24 horas. Os resultados expressam a
média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. ®Diferenca
estatistica em relagéo ao grupo controle, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido
de teste post-hoc de Bonferroni. ® Diferenca estatistica em relago ao grupo
controle e com os demais tratamentos, p<0,05, Teste ANOVA one way, seguido
de teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 11- Curvas concentragdo-resposta dos derivados sulfonamidicos
DFS8, DFS12, DFS15, DFS16 e Gli5 frente as diferentes linhagens de
neoplasias hematoldgicas

K562
. 1004
]
3
S 154
o
T
3 504
g
]
5 254
04
0 1 5 10 25 5 100
Concentragdo (uM)
Jurkat
« 100
]
3
8 754 -»- DFS8
g -+ DFS 15
3 50 -+ DFS 16
2 Gli5
5 25
N
n-
0 1 5 10 2 50 100
Concentragéo (uM)
MM.1S
« 1004
]
3
8 754
[
°
3 50
3
[]
5 254
8
04

0 1 510 2 0 100
Concentragéo (uM)

As células K562 (5 x 10* células/pogo), Jurkat (1 x 10° células/poco) e MM.1S
(5 x 10* células/pogo) foram incubadas com as sulfonamidas sintéticas
selecionadas para cada tipo celular, nas concentragdes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pM
por 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto
representa media + EPM de trés experimentos independentes. * Diferenca
significativa em relagdo ao grupo controle (células sem tratamento), p<0,05,
ANOVA one way seguido de teste post-hoc de Bonferroni.
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Quando os compostos foram comparados quanto a citotoxicidade
em cada concentracdo testada, a sulfonamida DFS16 teve efeito
citotdxico mais expressivo do que as demais sulfonamidas nas
concentragcBes de 10, 25 e 50 puM para as células K562, e nas
concentracbes de 5, 10, 25 e 50 uM para as células Jurkat, e MM.1S
(ANOVA one way, p<0,05).

Os valores de Clsg encontrados para os derivados sulfonamidicos
avaliados (Tabela 1) confirmam que a sulfonamida DFS16 apresentou a
diminuicdo da viabilidade celular mais significativa dentre 0s compostos
avaliados, com Clsp de 13,03 £ 0,34 uM, 6,13 £ 0,49 uM e 5,53 £ 0,37
UM para as células K562, Jurkat e MM. 1S, respectivamente. Sendo assim,
a sulfonamida DFS16 foi selecionada para os demais ensaios na
sequéncia do estudo.

Tabela 1- Valores de Clso obtidos para as células K562, Jurkat e MM.1S apo6s
24 horas de incubacao com as sulfonamidas DFS 8, DFS 12, DFS 15, DFS 16
e Gli5

Valores de 1Cso (UM)

Compostos
K562 Jurkat MM.1S
DFS8 27,66 £ 1,10 - 51,26 + 1,59
DFS12 52,68 + 1,78 142,30 + 5,43 -
DFS15 55,79+ 1,49 67,96 £ 3,71 71,73+ 1,56
DFS16 13,03 £ 0,34* 6,13 £ 0,49* 5,53 +£0,37*
Gli5 79,28 + 3,31 58,36 + 2,31 64,20 + 2,47

* Diferenca significativa em relagéo as demais sulfonamidas avaliadas p < 0,05,
ANOVA one way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

Considerando a disponibilidade de apenas um composto natural da
classe das quinonas para este trabalho e que, segundo Efferth e
colaboradores (1996), j& teve demonstrada a sua potencial atividade
citotoxica, optou-se por iniciar os ensaios com a quinona GE2 pela curva
de concentracdo- e tempo-resposta.

Dessa forma, a viabilidade celular das linhagens celulares K562,
Jurkat e MM.1S foi avaliada pelo método do MTT, ap6s a incubagdo com
a sulfonamida DFS16 ou a quinona GE2, nos tempos de 24, 48 e 72 horas,
variando-se as concentragdes de tratamento, entre 1 e 100 uM.

A Figura 12 ilustra as curvas de concentragao e tempo resposta da
sulfonamida DFS16 nas linhagens estudadas. Observa-se que a
sulfonamida DFS16 induz citotoxicidade dependente da concentragdo em
todas as linhagens celulares nos trés tempos avaliados. No entanto, essa
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linearidade se mantém até cerca de 25 UM, pois concentra¢des maiores
ndo resultam em variacéo significativa da viabilidade celular.

A Figura 13 ilustra as curvas de concentracdo e tempo resposta da
quinona GE2 nas linhagens estudadas. Observa-se que a quinona GE2
induz citotoxicidade dependente da concentracdo em todas as linhagens
celulares nos trés tempos avaliados. No entanto, essa linearidade se
mantém até cerca de 10 uM.

A Figura 12, a Figura 13 e a Tabela 2 demonstram que tanto
DFS16 quanto GE2 diminuem a viabilidade celular de modo tempo
dependente em baixas concentracdes, proximas aos valores de Clso. No
entanto, a sulfonamida DFS16 apresentou atividade citotdxica diferente
nas células K562 entre os tempos de 24 horas e 48/72 horas, sendo mais
efetiva quando a incubagdo com o composto foi superior a 24 horas. Para
0 tratamento das células MM.1S com a quinona GE2, ndo ha diferenga
significativa entre a incubagdo nos tempos de 24 e 48 horas, porém ha
maior efeito citotoxico quando as células foram incubadas por 72 horas
€om 0 composto.

Ainda em relacdo aos valores de Clso, é possivel observar que a
sulfonamida DFS16 e a quinona GE2 apresentaram valores
estatisticamente semelhantes nas trés linhagens celulares para os tempos
de 24 horas e 48 horas. No entanto, para a sulfonamida DFS16, a Clso nas
células MM.1S ¢ significativamente menor no tempo de 72 horas em
relacdo as demais linhagens celulares. Para a quinona GE2, a Clso nas
células Jurkat e MM.1S sdo significativamente menores no tempo de 72
horas em relagdo a Clso nas células K562
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Figura 12 - Curvas concentracéo e tempo-resposta da sulfonamida DFS16
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Painéis A, B, C: As células K562 (5 x 10*células/pogo - 24 horas, 2,5 x 10*
células/pogo - 48 horas, 12,5 x 10% células/poco - 72 horas), Jurkat (1 x 10°
células/pogo - 24 horas, 5 x 10* células/pogo - 48 horas, 2,5 x 10* células/poco -
72 horas) e MM.1S (5 x 10* células/pogo - 24 horas, 2,5 x 10* células/pogo - 48
horas, 12,5 x 10° células/pogo - 72 horas) foram incubadas com a sulfonamida
DFS16 nas concentragfes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pM. A viabilidade celular foi
avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa media + EPM de trés
experimentos independentes. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (células sem tratamento), p< 0.05, ANOVA one way seguido de teste
post-hoc de Bonferroni. # Diferenca significativa em relacdo as mesmas
concentragdes no tempo de 24 horas, p< 0.05, ANOVA two way seguido de teste
post-hoc de Bonferroni. & Diferenca significativa em relagdo as mesmas
concentragdes no tempo de 48 horas, p< 0,05, ANOVA two way seguido de teste
post-hoc de Bonferroni.
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Figura 13 - Curvas concentracdo e tempo-resposta da quinona GE2
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Painéis A, B, C: As células K562 (5 x 10* células/pocgo - 24 horas, 2,5 x 10*
células/pogo - 48 horas, 12,5 x 10% células/poco - 72 horas), Jurkat (1 x 10°
células/pogo - 24 horas, 5 x 10* células/pogo - 48 horas, 2,5 x 10* células/poco -
72 horas) e MM.1S (5 x 10* células/pogo - 24 horas, 2,5 x 10* células/pogo - 48
horas, 12,5 x 10° células/poco - 72 horas) foram incubadas com a quinona GE2
nas concentragdes 1, 2,5, 5, 10, 25 e 50 uM. A viabilidade celular foi avaliada
pelo método do MTT. Cada ponto representa media = EPM de trés experimentos
independentes. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (células
sem tratamento), p< 0.05, ANOVA one way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni. # Diferenca significativa em relagdo as mesmas concentracfes no
tempo de 24 horas, p< 0.05, ANOVA two way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni. & Diferenca significativa em relacdo as mesmas concentragdes no
tempo de 48 horas, p< 0,05, ANOVA two way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni.
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Tabela 2- Valores de Clso da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 em 24
horas, 48 horas e 72 horas sobre as linhagens K562, Jurkat e MM.1S
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K562
13,0+£0,34
4,32+0,372
2,71+035°

Células
24 horas
48 horas
72 horas

Compostos
Tempo/

2 Diferenca significativa em relagdo ao tempo de 24 horas na mesma linhagem
celular, p < 0,05, teste t de Student. © Diferenca significativa em relagdo ao tempo
de 48 horas na mesma linhagem celular, p < 0,05, teste t de Student.

5.2. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE AS FASES DO CICLO CELULAR DAS LINHAGENS DE
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Quando comparadas ao grupo controle (células sem tratamento),
as trés linhagens celulares (K562, Jurkat e MM.1S) tratadas com 0s
compostos apresentaram aumento significativo da proporcdo de células
na fase sub G0/G1, o que indica um aumento de morte celular, sugestivo
de apoptose (Tabela 3).
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Para avaliar se ocorreu bloqueio do ciclo celular em alguma das
fases, os dados foram reanalisados, eliminando-se as células que estavam
na fase sub GO/G1, ou em morte celular (Tabela 4). Assim, ndo se
observou diferenca estatistica entre o grupo controle e as células tratadas
com os compostos na linhagem celular K562.

Para as células Jurkat, somente a quinona GE2 causou alteracao
significativa em uma das fases do ciclo celular, diminuiu de 18,96 + 0,59
% (grupo controle) para 15,17 £+ 0,71% a quantidade de células na fase S,
no entanto, nao foi verificado alteracdo significativa do nimero de células
em outra fase do ciclo celular (Tabela 4).

A sulfonamida DFS16 induziu modificacdes significativas na
progressdo do ciclo celular da linhagem celular MM.1S: diminuiu de
64,39 + 2,46% (grupo controle) para 54,44 + 0,09 % o percentual de
células na fase GO/G1 (p = 0,0293), e aumentou de 16,11 + 1,87 % (grupo
controle) para 26,17 + 0,49 % o percentual de células na fase G2/M (p =
0,0180), sugerindo bloqueio do ciclo celular nessa fase. A quinona GE2
ndo provocou alterages na progressao do ciclo celular da linhagem de
células MM.1S (Tabela 4).
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Tabela 3 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 nas fases do ciclo

celular das linhagens de neoplasias hematoldgicas

«FOOFTLS RO #00°€ ¥ L0OST +E€0°€ FL8T9 7d9
PSTFTL6T #0950 F LS T +LETFR60F LYV FELVT 91540 STTAIN
971 #8L°CT €0°0 ¥ 0L9T £9°¢ F0E°5S 6ETFETYI afonuo)

T TFE9°C 19 TF6E8 B FIT IV #8L°0T F8L VY 739

STTFEHL #6L T FIE0T #F9°C FES T *L1°8 F§6°0F 91540 yexpng
OLTFST6 L9°0 F18°9T 9T°T F95°79 OT°T F8€°11 ajonuo)
TOTFIL0T «2F0 F 89°L IS°L FI6°TS «T6°C TOT'6T 730

SLTFLS0T SLTFLSL #00F F06°SE +LTL F88°SH 9184a 7983
£9°¢ ¥ 0671 SLOFOLS SL'S F 7819 L6TF9C°ET afonuo)
(1e[n[a2 9)IoTA)
(%) WD ) s (%) 19/09D SOJSTE) BRI, SEMR)

(%) 15/0D qus

* Diferenga estatistica em relagéo ao grupo controle, p <0.05, teste t Student.
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Tabela 4- Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 nas fases do ciclo
celular das linhagens de neoplasias hematolégicas, desconsiderando células
na fase sub G0/G1

Células  Tratamentos  GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)

Controle 71.68 £ 6,84 11,20 £0,64 17,10 £6,18

K562 DFS16 66.75 £ 2,16 1426 +£1,96 1898 +1,11

GE2 73.24 £ 4,89 10,88 £ 0,41 15,87 £4,55

Controle 70.64 £2,18 1896 £0,59 1039 +1,81

Jurkat DFS16 69.36 £3,36 1733 £122 1264 +1.,62
GE2 7448 £2,45  1517x0,71* 10,34 £1,75

Controle 64.39 £2.46 19.49£0,58 16,11 +1.87

MM.1S DFS16 5444 £0,09* 1938+040 26,17 £0.49*
GE2 67.29 £2,50 17212144 1549 +1,15

* Diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle, p <0.05, teste t Student.

53. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE A PROTEINA KI-67

As células K562, Jurkat e MM.1S foram incubadas por 12 horas
com 0s compostos nas suas respectivas Clsg de 24 horas com o objetivo
de investigar o efeito do composto na expressao da proteina Ki-67.

Como pode ser observado na Figura 14, a sulfonamida DFS16
reduziu 16 % a expressao da proteina Ki-67 nas células Jurkat.

Em contraste, a quinona GE2 diminuiu de forma significativa a
expressdo de Ki-67 nas células K562 e Jurkat em 44 % e 7 %,
respectivamente. No entanto, esse composto aumentou a expressdo da
proteina em 28 % nas células MM.18S.
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Figura 14 - Expressdo da proteina Ki-67 nas linhagens celulares tratadas
com a sulfonamida DFS16 ou a quinona GE2
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1x10° células/pogo), foram incubadas por 12
horas na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A intensidade média de fluorescéncia foi
determinada por citometria de fluxo apds a marcagdo com o anticorpo anti-Ki-
67. Os resultados representam a média = EPM de pelo menos trés experimentos
independentes. As andlises foram realizadas no citémetro de fluxo BD
FACSCantoTM Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 1.7. UA: Unidades Arbitrarias. * Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t Student.

54. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
NA INDUCAO DA APOPTOSE EM LINHAGENS CELULARES DE
NEOPLASIAS HEMATOLOGICAS

Para avaliar se a sulfonamida DFS16 e a quinona GE2 induziram
as células K562, Jurkat e MM.1S a morte por apoptose ou necrose,
inicialmente foi realizada a observacdo da morfologia celular por
microscopia de fluorescéncia, apos coloracdo com brometo de etidio e
laranja de acridina.

Ap6s 12 horas de tratamento com 0S compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas, as trés linhagens celulares demonstraram
caracteristicas morfoldgicas tipicas de células em apoptose tardias, com
formagdo de corpos apoptéticos e perda de integridade da membrana
(indicada pela fluorescéncia alaranjada) (Figura 15). O tratamento da
linhagem celular K562 com os compostos DFS16 e GE2 apresentou
varias células em apoptose inicial, caracterizadas pela membrana integra
(indicada pela fluorescéncia verde) com condensacao da cromatina.

A apoptose induzida pelos compostos foi confirmada e
quantificada pela externalizacdo da fosfatidilserina, a qual foi detectada
pelo método da anexina V conjugada a FITC. Conforme pode ser
observado na Figura 16, a sulfonamida DFS16 e a quinona GE2, ap6s 12
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horas de incubacdo em cada linhagem celular com as Clso respectivas,
aumentou de forma significativa a expressdo dos residuos de
fosfatidilserina na membrana das células nas trés linhagens estudadas,
indicando morte celular por apoptose.

Figura 15 - Avaliacdo morfoldgica da apoptose induzida pela sulfonamida
DFS16 e pela quinona GE2 em células K562, Jurkat e MM.1S

Controle DFS16 GE2
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MM.1S

By A
As células (1x10° células/pogo) foram incubadas com os compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas por 12 horas e entdo coradas com uma solucdo 1:1
de brometo de etidio e laranja de acridina. Os grupos controle representam as
células sem tratamento. As células foram observadas em microscépio de
fluorescéncia (Olympus BX41) na magnitude de 400 x e campos representativos
foram fotografados com camera digital (Olympus BX40, Japdo). Setas indicam
células em apoptose. Os resultados foram obtidos de pelo menos trés
experimentos independentes.

Ainda na Figura 16, na linhagem celular K562, a sulfonamida
DFS16 induziu um aumento na exposicao dos residuos de fosfatidilserina
de 53,7+0,55 % em relacdo ao grupo controle, enquanto a quinona GE2
ocasionou um aumento de 60,91+0,11 %. Para as células Jurkat, os
tratamentos com a sulfonamida DFS16 e com a quinona GE2 resultaram
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em um aumento da exposi¢do de residuos de fosfatidilserina de 79,8+2,56
% e 65,8+0,83 %, respectivamente. Por fim, observou-se acréscimo de
121,60+0,10 % da externalizagdo de fosfatidilserina induzido pela
sulfonamida DFS16 nas células MM.1S e de 153,4+0,15 % em resposta
a quinona GE2.

Figura 16 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 na exposic¢éo dos
residuos de fosfatidilserina das trés linhagens celulares pelo método da
Anexina V conjugada a FITC
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1x10° células/poco), foram incubadas por 12
horas na auséncia (grupo controle) e na presenga dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinagdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s a marcagdo com o Anexina
V conjugada ao fluorocromo FITC. Os resultados representam a média + EPM
de pelo menos trés experimentos independentes. As andlises foram realizadas no
citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdao 1.7. UA: Unidades
Arbitrarias. * Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p <0,05, teste t
Student.

A fim de confirmar a morte celular por apoptose por meio de uma
terceira metodologia, as trés linhagens celulares foram submetidas ao
ensaio de fragmentagdo do DNA. Como pode ser observado na Figura 17,
a sulfonamida DFS16 e a quinona GE2 induziram claramente o padréo
de fragmentagdo “em escada”. caracteristico das células mortas por
apoptose, 0 que ndo pode ser visualizado no grupo controle (células sem
tratamento).
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Figura 17 - Avaliacdo da inducao da fragmentagdo do DNA das células K562,
Jurkat e MM.1S apds tratamento com a sulfonamida DFS16 e com a quinona
GE2

K562 Jurkat MM.1S
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As células (3 x 10° células/pogo) foram incubadas com os compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. Os grupos controle representam as células sem
tratamento. Apds a incubagéo, as células foram lavadas com PBS e o DNA foi
extraido. O DNA das amostras foi separado por eletroforese em gel de agarose 2
% e corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Por fim, foram visualizados e
fotografados sob iluminacdo UV de fotodocumentacgdo de géis (DOC-PRINT®
Biosystems).

55. INVESTIGAGCAO DO EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E
DA QUINONA GE2 SOBRE O POTENCIAL MITOCONDRIAL DAS
CELULAS K562, JURKAT E MM.1S

Com o objetivo de avaliar se a morte celular causada pelos
compostos envolveu a via intrinseca da apoptose, o potencial
mitocondrial das células K562, Jurkat e MM.1S foi analisado apds 12
horas de tratamento, com cada composto avaliado na Clsy de 24 horas
para cada linhagem celular.

Como pode ser observado na Figura 18, a sulfonamida DFS16 e a
guinona GE2 reduziram de forma significativa a porcentagem de células
com o potencial mitocondrial intacto em todas as linhagens celulares.
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Figura 18- Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 no potencial
mitocondrial das células K562, Jurkat e MM.1S
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 12
horas na auséncia (grupo controle), e na presenca dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinacdo do percentual de células com o
potencial mitocondrial intacto foi determinada por citometria de fluxo apds a
utilizagdo do kit MitoView 633. Os resultados representam a média + EPM de
pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram realizadas no
citdbmetro de fluxo BD FACSCantoTM Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7 * Diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle, p<0,05, teste t Student.

5.6. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE A PROTEINA ANTIAPOPTOTICA SURVIVINA

As células K562, Jurkat e MM.1S foram incubadas por 12 horas
com 0s compostos nas suas respectivas Clsg de 24 horas com o objetivo
de testar seus efeitos na expressdo da proteina antiapoptética survivina.

Como pode ser observado na Figura 19, a expressdo da survivina
nas células K562 aumentou estatisticamente (31 %) quando em
tratamento com a sulfonamida DFS16 e diminuiu (24 %) quando tratadas
com a quinona GE2. Nas células Jurkat, ambos os compostos induziram
0 aumento da expressdo de survivina, sendo 11 % quando tratadas com a
sulfonamida DFS16 e 63 % quando tratadas com a quinona GE2. A
expressdo de survivina nas células MM.1S ndo apresentou diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle quando estas foram tratadas com
0S COMpostos.
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Figura 19 - Expressdo da proteina antiapoptotica survivina nas células K562,
Jurkat e MM.1s apo6s o tratamento com a sulfonamida DFS16 ou quinona
GE2
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 108 células/pogo), foram incubadas por 12
horas na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinacdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s a marcagdo com o anticorpo
anti-survivina. Os resultados representam a média £+ EPM de pelo menos trés
experimentos independentes. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo
BD FACSCantoTM Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. UA: Unidades Arbitrarias. *
Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p<0,05, teste t Student.

5.7. INVESTIGAGCAO DO EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E
DA QUINONA GE2 SOBRE A PROTEINA ANTIAPOPTOTICA BCL-
2 E SOBRE A PROTEINA PRO-APOPTOTICA BAX

Como pode ser observado na Figura 20, Painel A, a sulfonamida
DFS16 ndo apresentou diferenca estatistica da expressdo da proteina
antiapoptotica Bcl-2 nas células K562 e Jurkat apds 12 horas de
tratamento. Nas células MM.1S, houve diferenca significativa apds 12
horas de tratamento com a sulfonamida DFS16, o que representa uma
diminuicdo na expressdo da proteina Bcl-2 de aproximadamente 7 %.
Ainda na Figura 20, Painel A, é possivel verificar que a quinona GE2
diminuiu 10 % na expressdo da proteina Bcl-2 nas células K562 e
aumentou 49 % nas células MM.1S. O tratamento das células Jurkat com
a quinona GE2 ndo alterou a expressédo da proteina Bcl-2.

A Figura 20, Painel B, mostra que a sulfonamida DFS16 causou
aumento respectivamente, de 30 % e 25 %, na expressdo da proteina
antiapoptotica Bax nas células K562 e Jurkat, apds 12 horas de
tratamento. Nas células MM.1S houve diferenca significativa apds 12
horas de tratamento com a sulfonamida DFS16, com uma diminuigéo na
expressdo da proteina Bax de aproximadamente 12 %. Além disso, na
Figura 20, Painel B, ¢é possivel observar que a quinona GE2 aumentou a
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expressao da proteina Bax nas células K562, Jurkat e MM.1S em 41 %,
56 % e 101 % em relacdo ao grupo controle, respectivamente.

Quando analisada a razdo entre a proteina antiapoptética Bcl-2 e a
proteina pré-apoptdtica Bax (Tabela 5), ha o predominio da expressdo da
proteina Bax em relacdo a proteina Bcl-2 em praticamente todas as
linhagens celulares tratadas com a sulfonamida DFS16 ou com a quinona
GE2. A Unica excecdo ocorreu quando as células MM.1S foram
incubadas com a sulfonamida DFS16, as quais demonstraram o
predominio da expressdo da proteina Bcl-2 em relacdo a proteina Bax.

Figura 20 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 na expressado
das proteinas Bcl-2 (Painel A) e Bax (Painel B) em células K562, Jurkat e
MM.1S
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 12
horas na auséncia (grupo controle) e na presenga dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinagdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s a marcagdo com o anticorpo
anti-Bcl-2 e/ou anticorpo anti-Bax. Os resultados representam a média + EPM de
pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram realizadas no
citdmetro de fluxo BD FACSCantoTM |1 (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdao 1.7. UA: Unidades
Arbitrarias. * Diferenga estatistica em relagédo ao grupo controle, p<0,05, teste t
Student.
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Tabela 5 - Razdo entre a expressdo da proteina antiapoptotica Bcl-2 e a
proteina pré-apoptética Bax

Compostos  Células  Bcl-2 (IFM)  Bax (IFM) Razz/aé)ascl-
K562 1,024 1,297 0,78
DFS16 Jurkat 0,952 1,142 0,84
MM.1S 0,928 0,883 1,05
K562 0,903 1,407 0,64
GE2 Jurkat 1,246 1,559 0,80
MM.1S 1,492 2,018 0,74

IFM: Intensidade de Fluorescéncia Média

5.8. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE O RECEPTOR FAS

Como pode ser observado na Figura 21, a sulfonamida DFS16
aumentou a expressdo de FasR nas células K562 e Jurkat de forma
significativa ap6s 12 horas de tratamento em aproximadamente 12 % e 30
%, respectivamente. No entanto, ndo alterou a expressdao de FasR nas
células MM.1S.

Além disso, houve um aumento significativo na expressao do
receptor Fas em todas as linhagens celulares tratadas com a quinona GE2,
com acréscimo de 68 %, 69 % e 70 % em relagdo ao grupo controle nas
células K562, Jurkat e MM.1S, respectivamente (Figura 21).

Figura 21 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 na expresséo da
proteina FasR em células K562, Jurkat e MM.1S
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 12
horas na auséncia (grupo controle) e na presenga dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinacdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s a marca¢do com o anticorpo
anti-FasR. Os resultados representam a média + EPM de pelo menos trés
experimentos independentes. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo
BD FACSCantoTM Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
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avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. UA: Unidades Arbitréarias. *
Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p<0,05, teste t Student.

5.9. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE O FATOR INDUTOR DE APOPTOSE (AIF)

Como pode ser observado na Figura 22, a sulfonamida DFS16
aumentou significativamente a expressdo do AIF em 24 % nas células
Jurkat; no entanto, ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao grupo
controle nas células K562 e MM.1S. Ja a quinona GE2 aumentou a
expressao de AlF significativamente em 40 %, 57 % e 81 % nas células
K562, Jurkat e MM. 1S, respectivamente.

Figura 22 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 na expressédo da
proteina AIF em células K562, Jurkat e MM.1S
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 108 células/poco), foram incubadas por 12
horas na auséncia, grupo controle, e na presenga dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinagdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo ap6s a marca¢do com o anticorpo
anti-AlF. Os resultados representam a média + EPM de pelo menos trés
experimentos independentes. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 1.7. UA: Unidades Arbitrarias. * Diferenca
estatistica em relag@o ao grupo controle, p<0,05, teste t Student.

5.10. EFEITO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2
SOBRE A CASPASE-3

Como pode ser observado na Figura 23, a sulfonamida DFS16
aumentou significativamente a expressdo da caspase-3 em 18 % nas
células K562, ndo houve diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle nas células Jurkat, e diminuiu de forma significativa (14 %) nas
células MM.1S. A quinona GE2 aumentou 15 %, 34 % e 79 % a expressao
de caspase-3 nas células K562, Jurkat e MM.1S, respectivamente.
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Figura 23 - Efeito da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 na expresséo da
proteina caspase-3 em células K562, Jurkat e MM.1S
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As células K562, Jurkat e MM.1S (1 x 108 células/poco), foram incubadas por 12
horas na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos nas suas
respectivas Clso de 24 horas. A determinagdo da intensidade de fluorescéncia
média foi determinada por citometria de fluxo apds a marcagédo com o anticorpo
anti-Caspase-3 Os resultados representam a média + EPM de pelo menos trés
experimentos independentes. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo
BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas
pelo software Infinicyt versdo 1.7. UA: Unidades Arbitrérias. * Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, p<0,05, teste t Student.

5.11. EFEITO CITOTOXICO DA SULFONAMIDA DFS16 E DA
QUINONA GE2 SOBRE UMA LINHAGEM CELULAR DE
FIBROBLASTOS MURINOS

O efeito citotoxico da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 foi
avaliado em células de fibroblastos murinos (L-929) como um modelo de
células ndo neoplasicas. Os resultados mostram que a viabilidade das
células L-929 tratadas com a sulfonamida DFS16 diminui de forma
concentracdo e tempo dependentes. Esses resultados sdo mais
proeminentes nos tempos de 48 horas e 72 horas. Para as células L-929
tratadas com a quinona GE2 somente ha diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle na concentragdo de 50 UM no tempo de 48
horas, ou acima de 10 UM no tempo de 72 horas (Figura 24).

Em relagéo aos valores de Clso (Tabela 6), é possivel inferir que os
valores obtidos no tratamento das células L-929 com a sulfonamida
DFS16 e com a quinona GE2 sdo diferentes estatisticamente dos
encontrados para as linhagens celulares neoplasicas nos tempos de 24
horas e 48 horas. No entanto, a Clso em 72 horas apresenta semelhanca de
valores para as linhagens celulares L-929 e K562.
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Figura 24 - Efeito citotdxico da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 sobre
uma linhagem celular de fibroblastos murinos (L-929)
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Painel A: As células L-929 (5,0 x 10* células/pogo- 24 horas, 2,5 x 10*
células/pogo- 48 horas, 12,5 x10° células/poco — 72 horas) foram incubadas com
a sulfonamida DFS16 nas concentragdes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 pM. Painel B: As
células L-929 (5,0 x 10* células/pogo- 24 horas, 2,5 x 10* células/pogo- 48 horas,
12,5 x 10® células/pogo — 72 horas) foram incubadas com a quinona GE2 nas
concentragdes 1, 5, 10, 25 e 50 puM. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT. Cada ponto representa media £ EPM de trés experimentos
independentes. * Diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (células
sem tratamento), p<0,05, ANOVA one way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni. # Diferenca significativa em relacdo as iguais concentracfes no
tempo de 24 horas, p<0,05, ANOVA two way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni. & Diferenga significativa em relacdo as iguais concentragdes no
tempo de 48 horas, p<0,05, ANOVA two way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni.
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Tabela 6 - Valores de Clso da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 em 24,
48 e 72 horas sobre a linhagem celular de fibroblastos murinos (L-929)

Clso (UM)
Tempo DFS 16 GE 2
24 horas 20,94 £1,35* 936,5+ 111,26*
48 horas 7,23 +0,68* 166,90  5,25*
72 horas 4,67 0,62 54,64 +1,21*

*Diferenca significativa em relacdo as demais linhagens celulares no mesmo
tempo de incubagéo, p<0,05, teste ANOVA one way seguido de teste post-hoc de
Bonferroni.

5.12. AVALIAGAO DA SELETIVIDADE CELULAR DA
SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2

Para avaliar se os compostos sdo seletivos para um tipo celular,
foi calculado o indice de seletividade (IS), pela divisdo da Clsp de 24 horas
de uma linhagem celular pela Clso da outra linhagem celular, para a qual
se investiga se 0 composto é seletivo. Conforme pode ser verificado na
Tabela 7, a sulfonamida DFS16 parece ser mais seletiva para a linhagem
celular MM.1S em relagdo as outras duas linhagens celulares neoplasicas.
A quinona GE2 ndo parece ser seletiva para nenhuma das linhagens
celulares de neoplasias hematolégicas.

No entanto, quando comparado o indice de seletividade em
linhagem celular normal, a sulfonamida DFS16 apresentou moderada
seletividade quando comparadas com as células K562, porém apresenta
alta seletividade em relacdo as demais linhagens celulares (Jurkat e
MM.1S).

A quinona GE2 mostrou excelente seletividade para as células
neoplasicas, quando comparadas com a linhagem de células normais.



98

Tabela 7 - indice de Seletividade da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2
Numerador

) Celulas Neoplasicas ~ Célula Normal
Compostos  Células

K562 Jurkat MM.1S L-929

K562 _ 047 046 1,61
5 DFSI6(Clo) Jurkat 212 - 0,96 3,41
2 MM.1S 218 1,03 - 3,52
§ K562 - 055 0,70 124,20
& GE2(Cls) Jurkat 181 - 1,28 225,12
MM.1S 142 0,78 ; 176,36

Néo seletivo: 0 — 1; Baixa seletividade: 1 - 2; moderada seletividade: 2 — 3; alta
seletividade: >3.

5.13. EFEITO CITOTOXICQ DA SULFONAMIDA DFS16 E DA
QUINONA GE2 EM CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS SAUDAVEIS

A fim de continuar investigando o possivel efeito ndo citotoxico
da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 em células normais, células
mononucleadas de SP de seis individuos saudaveis foram incubadas com
a Clsp de cada composto por 24 horas.

Conforme pode ser observado na Figura 25, o paclitaxel, a
sulfonamida DFS16 e a quinona GE2 diminuiram a viabilidade celular
de células mononucleadas para 41,54 %, 29,68 % e 19,14 %,
respectivamente. O solvente DMSO ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle de células sem tratamento.
Além disso, verificou-se que os valores encontrados para a sulfonamida
DFS16 e a quinona GE2 foram semelhantes ao obtido para o paclitaxel.
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Figura 25 - Efeito citotdxico da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2 sobre
células mononucleadas de individuos saudaveis.
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As células mononucleadas (1,0x10° células/pogo) foram incubadas por 24 horas
com os compostos nas suas Clso, exceto o DMSO, que foi utilizado na maior
concentracgdo utilizada nos experimentos. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT. A densidade 6ptica do grupo controle (células sem tratamento)
foi definida como 100 % de viabilidade celular. *Diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao grupo controle, p<0,05, ANOVA one way seguido de
teste post-hoc de Tukey. #Diferenga estatisticamente significativa em relagéo ao
paclitaxel, p<0,05, ANOVA one way seguido de teste post-hoc de Tukey.

5.14. AVALIAGAO DO EFEITO HEMOLITICO DA
SULFONAMIDA DFS16 E DA QUINONA GE2

O teste de hemélise utilizou sangue venoso de seis individuos
saudaveis para o preparo da solucdo de hemacias. A sulfonamida DFS16
e a quinona GE2 foram avaliadas nas concentracGes respectivas as suas
Clso, dobro da Clso e triplo da Clso. Para o controle negativo foi utilizada
solucédo salina e para o controle positivo foi utilizada agua destilada.
Como pode ser observado na Figura 26, os compostos avaliados nédo
provocaram hemolise significativa (p<0,05, Teste t Student), com valores
de 0,29 %, 1,18 % e 24,10 % para a sulfonamida DFS16 e 1,68 %, 1,92
% e 2,83 % para a quinona GE2.
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Figura 26 - Efeito hemolitico da sulfonamida DFS16 e da quinona GE2

A Controle Controle DFsS16 DFs16 DFS16
Negativo Positivo 13uM 26uM 39uM

B Controle Controle GE2 GE2 GE2
Negativo Positivo 8uM 16uM 24pM

As amostras de sangue venoso foram coletadas em tubo contendo citrato de sédio
e a solucdo de hemacias foi preparada conforme o protocolo experimental. Os
ensaios foram realizados em triplicata, com pelo menos trés amostras coletadas
de diferentes individuos.

5.15. SUMARIO DE RESULTADOS

Para compreensdo geral deste estudo, a Tabela 8 apresenta um sumario
dos resultados obtidos.
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Tabela 8 - Sumario de Resultados
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6. DISCUSSAO

Apesar do cancer ter sido descrito ha varias décadas, e mesmo
considerando os grandes avangos nas pesquisas basicas e clinicas, sua
etiologia ndo esté totalmente esclarecida, e, por isso, permanece sendo
uma das principais causas de morte no mundo. Embora o uso de
quimioterapicos seja relatado desde meados de 1900, altas taxas de
mortalidade ainda estdo relacionadas com o insucesso no tratamento, pois
até o momento ndo ha uma terapia anticancer totalmente eficaz e segura
(PETERS; BROWN, 2015).

Estratégias terapéuticas atuais incluem uma variedade de farmacos
quimioterapicos e agentes hormonais que interferem na homeostasia
celular e induzem as células a morte (SUDHAKAR, 2009;
URRUTICOECHEA et al., 2010; HOJJAT-FARSANGI, 2015). No
entanto, esses tratamentos apresentam altas taxas de morbidade e
mortalidade associadas a baixa especificidade celular, e por isso séo
citotéxicos para um grande ndmero de células normais, além das
neoplasicas (PETERS; BROWN, 2015). Além disso, alguns pacientes
gue demonstravam remissdo satisfatoria da proliferacdo das células
neopléasicas, evoluem para recidiva em consequéncia da resisténcia ao
tratamento que estava sendo utilizado (FOO; MICHOR, 2014,
HOUSMAN et al., 2014).

Considerando essas observacdes, a necessidade da busca por novas
opcOes terapéuticas ao tratamento do cancer permanece como desafio a
comunidade cientifica. Nesse contexto, sabe-se que o0 uso de produtos
naturais como uma alternativa ao tratamento de doencas tem
acompanhado a histéria do desenvolvimento humano. Essa relacdo é
justificada pelo grande nimero de estruturas quimicas geradas como
metabolitos secundarios pelos organismos presentes na natureza e que sao
capazes de interagir especificamente com alvos biol6gicos encontrados
em humanos.

As quinonas aparecem como uma classe de compostos fenélicos
de origem natural com uma vasta gama de propriedades farmacolégicas,
fundamentada na medicina tradicional onde vérias plantas ricas em
quinonas séo utilizadas para o tratamento de diversas doengas (SILVA,
M. N. D. et al., 2003). Dentre as quinonas, um estudo de Efferth e
colaboradores, publicado em 1996, demonstrou 0s primeiros sinais de que
a primina (GE2) exibe potencial atividade antitumoral. Com essa
perspectiva, 0 presente estudo teve por objetivo investigar essa possivel
atividade bioldgica em modelos de neoplasias hematologicas (LMA, LLA
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e MM), assim como analisar o mecanismo envolvido na inducdo de morte
celular.

Embora os produtos naturais suportem uma importante fonte de
moléculas biologicamente ativas, estes geralmente apresentam uma
complexidade estrutural incapaz de ser reproduzida, assim como
dificuldade de obtencéo de bons rendimentos de substancias isoladas para
a utilizacdo comercial. Por essa razdo, a sintese de novas moléculas
através de recursos da quimica medicinal, também sdo de grande
importancia no desenvolvimento de novos compostos bioativos. Dessa
forma, é possivel criar moléculas de variadas complexidades e otimizar
as etapas de sintese para obtencdo de bons rendimentos.

Nesse contexto, as sulfonamidas sdo compostos sintéticos que
surgiram na década de 1930 e integraram a classe dos primeiros
antibidticos de uso sistémico. Entretanto, com a progressao dos estudos
cientificos, novas atividades bioldgicas foram demonstradas para essa
classe de compostos, como diurética (SUPURAN, C. T. et al., 1996),
hipoglicemiante (WOUTERS et al., 2000), inibi¢do da protease do virus
da imunodeficiéncia humana (FRESKOS et al., 1996); e também,
potencial atividade antitumoral (FUKUOKA et al., 2001; SUPURAN, C
T etal., 2001; CASINI etal., 2002; SCOZZAFAVA et al., 2003; LIU,
Z.-L.etal, 2012; PARASCA et al., 2013).

Assim, além de investigar a atividade citotoxica de um produto
natural (GE2), o presente estudo também teve como finalidade analisar
detalhadamente a acdo de um composto da classe das sulfonamidas
(DFS16), escolhido dentre 26 moléculas de duas séries (DFS e Gli), que
pudesse ter agdo antitumoral.

Inicialmente, o efeito citotdxico das 26 sulfonamidas foi analisado
nas linhagens de neoplasias hematolégicas (K562, Jurkat e MM.1S) como
triagem, por meio do tratamento das células com os compostos na
concentracdo de 100uM por 24 horas e posterior verificacdo da
viabilidade celular pelo método do MTT. Como mostra a Figura 8, 0s
compostos da série DFS que apresentaram maior citotoxicidade em
células K562, foram o DFS8, o DFS12, o DFS15 e o DFS16. Para a
linhagem celular Jurkat, os compostos da série DFS que foram mais
citotéxicos foram o DFS12, DFS15 e DFS16 (Figura 9), enquanto que
para as células MM. 1S, os compostos que tiveram maior atividade foram
0 DFS8, o DFS15 e o DFS16 (Figura 10). Para a série de sulfonamidas
Gli, o inico composto que apresentou importante atividade citotoxica foi
0 Gli5, nas trés linhagens celulares. Dessa forma, os compostos citados



104

que apresentaram significante atividade citotdxica foram selecionados
para a realizacdo das curvas de concentracdo-resposta.

Conforme observado na Figura 11, as cinco sulfonamidas
selecionadas mostraram atividade citotdxica dependente da concentragéo
nas trés linhagens celulares avaliadas.

Quando analisado o Esquema 2, é possivel observar que as quatro
sulfonamidas mais ativas da série DFS apresentam um grupamento
eletronegativo na posicao 4 do anel aromatico ligado ao atomo de enxofre
da molécula, o que parece ser uma caracteristica importante para
determinacdo de um farmacoforo. Os compostos da série DFS com 2
atomos de cloro (DFS3 e DFS11) também apresentaram efeito citotoxico,
porém ndo tdo significantes quanto os demais compostos com outros
grupos eletronegativos.

Porém, quando comparada as estruturas quimicas da sulfonamidas
DFS5 e DFS16, as quais possuem um grupo NO> na posicdo 4 do anel
aromatico, foi verificado que a presenca de apenas um grupamento NO2
ndo é suficiente para melhorar a atividade citotdxica, visto que ha uma
grande diferenca na citotoxicidade entre estes dois compostos. Essa
diferenca parece estar associada ao grupo NOz na posicdo 2 do anel
aromatico da sulfonamida DFS16, que confere mais atividade a estrutura.

Segundo Burger e Fiebig (2014), compostos com Clso>30 UM séo
considerados inativos. Portanto, a sulfonamida DFS16 foi a Unica
selecionada entre as sulfonamidas para a realizacdo das curvas
concentracao-resposta, a qual se mostrou ativa para as trés linhagens de
neoplasias testadas, com Clsode 13,03 + 0,34 uM, 6,13 + 0,49 uM e 5,53
+ 0,37 UM para Jurkat, K562 e MM. 1S, respectivamente, apds 24 horas
de tratamento.

Considerando que a sulfonamida DFS16 apresentou atividade
citotoxica superior as demais sulfonamidas, essa foi escolhida como
representante dos compostos sintéticos para o seguimento do estudo
juntamente com a quinona GE2, de origem natural.

A sulfonamida DFS16 demonstrou citotoxicidade de maneira
dependente do tempo e da concentracdo nas trés linhagens celulares
(Tabela 2 — Clsp 24 horas: 5,94 + 0,34 uM a 13,03 £ 0,34 uM; Clsp 48
horas: 2,87 + 0,56 UM a 4,32 + 0,37 UM; Clso 72 horas: 0,59 + 0,20 uM
a2,71 +0,35 pM).

O efeito citotéxico de sulfonamidas vem sendo investigado em
diferentes estudos. Supuran e colaboradores (2001) demonstraram o
efeito antitumoral de benzenosulfonamidas, cujo efeito citotoxico €
atribuido a inibicdo das enzimas anidrases carb6nicas, as quais estdo
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associadas ao desenvolvimento do céancer. Naquele trabalho foi
demonstrado o efeito de trés sulfonamidas sobre as células Molt-4, que
assim como a linhagem Jurkat, sdo oriundas de pacientes com LLA-T; e
células RPMI-8226, que como as células MM.1S sdo originadas de
pacientes com MM, onde foram observadas Clso (48 horas) variando entre
0,010 - 62 UM e 18 - 22 UM, respectivamente. Os resultados sao similares
aos encontrados com o tratamento das células neoplasicas com DFS16,
onde para Jurkat foi obtido a Clso (48 horas) de 4,64 UM e para as células
MM.1S a Clsp (48 horas) de 2,87 uM.

Hu e colaboradores (2006 e 2007) demonstraram, em dois estudos
independentes, o efeito de benzenosulfonamidas ligadas a grupos
carbazois substituidos sobre as linhagens celulares CEM e Molt-3, que
sdo analogas a linhagem celular Jurkat. Nesses trabalhos, os autores
obtiveram Clsg entre 46 e 6.252 nM para 0s compostos mais ativos apds
o tratamento das células por 72 horas. Os valores obtidos sdo semelhantes
ao observado para as células Jurkat tratadas com DFS16 apds 72 horas
(Cls50:1.370 nM).

Em um estudo publicado em 2012 por Liu e colaboradores, foi
investigada a atividade citotdxica da benzenosulfonamida MPSP-001, um
composto capaz de desestabilizar os microttbulos, sobre as células K562,
cuja Clsp (48 horas) foi de 6,9 uM. A sulfonamida DFS16 foi mais
citotoxica que a MPSP-001 para as células K562 quando tratadas por 48
horas (Clso de 4,32uM).

As diferencas da atividade citotdxica entre 0s compostos dos
estudos estdo relacionadas diretamente a estrutura da molécula, onde a
variagdo no tamanho dos anéis aromaticos e a modificacdo de
determinados substituintes sdo capazes de modificar a poténcia dos
COMpOStOos.

Quanto a investigacdo da citotoxicidade induzida pela quinona
GE2, é possivel inferir que 0 composto possui alta atividade citotdxica,
conforme pode ser observado na Tabela 2, que apresenta as seguintes
variagdes de Clsg: 24 horas: 4,16 + 0,25 uM a 7,54 + 0,46 uM; 48 horas:
1,50 £ 0,50 uM a 5,11 £ 0,36 uM; e 72 horas: 0,55 £+ 0,14 uM a 2,65 *
0,30 uM.

Né&o foram encontrados estudos dos Ultimos cinco anos relatando a
atividade citotoxica de benzoquinonas sobre linhagens celulares
neoplasicas. No entanto, conforme citado previamente, Efferth e
colaboradores (1996) ja verificaram a atividade citotdxica da primina
(GE2) sobre células de LMA KG-1a, cujo Clsg foi de 0,443uM. O valor
de Clspencontrado para a linhagem KG-1a foi inferior aos observados na
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Clsopara as células K562, linhagem de LMA utilizada no presente estudo.
No entanto, quando verificada a metodologia do estudo de Efferth, é
possivel destacar que a Clso foi calculada apés 10 dias de tratamento com
a primina. Assim, como as condi¢des dos experimentos apresentam
diferencas, a comparacdo entre os estudos ficou prejudicada, porém os
baixos valores de Clso para GE2 em células de LMA (K562) no presente
estudo (24 horas: 7,54 uM; 48 horas: 4,93 pM e 72 horas: 2,65 pM)
corroboram os dados previamente apresentados.

Utilizando uma linhagem celular de leucemia promielocitica aguda
(HL-60), um subtipo de LMA, Hoyt (2010) investigou o efeito citotdxico
da cribrostatina 6 (uma quinona heterociclica), e observou que, apds 24
horas de tratamento, a mesma era citotdxica com Clso de 6 £ 5 uM, a qual
é semelhante aquela observada para GE2 nas células de neoplasias
hematoldgicas (Clso: 4,16 + 0,25 a 7,54 £ 0,46 UM, Tabela 2). A
desigualdade entre os valores de Clsp para as diferentes linhagens
celulares pode ser explicada pelas particularidades de cada subtipo de
neoplasia hematoldgica.

Esté claro na literatura que a diminuigdo da viabilidade celular em
células neoplasicas é o resultado do tratamento com quimioterapicos ou
radiacdo. No entanto, ha varias formas de sinalizacdo celular que podem
ser influenciadas por compostos quimicos, e, consequentemente induzir
de morte celular, como por exemplo, a indugdo de danos no DNA que
afetam a progressdo do ciclo celular e frequentemente resultam em
apoptose (KIM et al., 2004). Varios estudos tém relatado a interacdo de
sulfonamidas com a dindmica dos microtibulos, impedindo a formagédo
do fuso mitético, o que resulta no bloqueio do ciclo celular (KIM et al.,
2005; CHIOU etal., 2010; FORTIN etal., 2011; LIU, Z.-L. etal., 2012).

Apesar de Kim e colaboradores (2005) mostrarem que a quinolina-
benzenosulfonamida é capaz de induzir um aumento de 37 % do nimero
de células na fase G2/M do ciclo celular em células Jurkat e consequente
bloqueio do ciclo celular, no presente estudo ndo foram observadas
alteragdes significativas na progressao do ciclo celular das células Jurkat
apos tratamento com DFS16. Essa diferenca nos resultados pode estar
relacionada com o periodo de tratamento das células até a avaliacdo do
ciclo celular, pois no trabalho de Kim e colaboradores, as células foram
incubadas por 24 horas, e entdo analisadas, enquanto que nesse estudo, as
células foram avaliadas ap6s 12 horas de tratamento com DFS16. A
escolha de realizag8o do ensaio no tempo de 12 horas é justificada pelo
aumento do nimero de células (30 %) na fase subG0/G1 (morte celular)
apos o tratamento com DFS16. Assim, se as condicBes do ensaio fossem
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alteradas para 24 horas restaria um pequeno nimero de células ainda em
ciclagem para serem avaliadas. Porém, um estudo de Turcotte e
colaboradores (2012), que também avaliou a progressao do ciclo celular
em células Jurkat ap6s 24 horas de tratamento com benzenosulfonamidas,
ndo verificou alteragdo significativa em relagdo ao grupo controle.

O presente estudo ndo observou mudancas estatisticas no nimero
de células distribuidas nas fases do ciclo celular de células K562 apds o
tratamento com DFS16. Além disso, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura que relatassem a influéncia de sulfonamidas na progresséo do
ciclo celular de células K562 e MM.1S. No entanto, neste trabalho foi
observado um aumento significativo de 10 % no namero de células
MM.1S na fase G2/M apds o tratamento de 12 horas com DFS16.

Outros estudos utilizando células M21 (melanoma), HT-29 (cancer
de célon retal), PC3 (cancer de prostata) e Hela (carcinoma cervical)
também demonstraram bloqueio do ciclo celular na fase G2/M ap6s
tratamento com benzenosulfonamidas, e sugerem que esse efeito esta
relacionado com a desestabilizacdo dos microtibulos (KIM et al., 2005;
CHIOU et al., 2010; FORTIN et al., 2011; LIU et al., 2012).

Apesar da diminuicdo do numero de células na fase S do ciclo
celular das células Jurkat apds o tratamento com GE2, néo foi observado
0 blogueio em nenhuma das fases do ciclo celular. Também nédo foi
observada alteracdo na progressao do ciclo celular apds o tratamento de
12 horas com GE2 nas células K562 e MM.1S. Esses dados corroboram
0 estudo de Efferth e colaboradores (1996) que ndo observou mudancas
no comportamento do ciclo celular das células leucémicas KG-1a apds
tratamento com a primina. Além disso, Hoyt (2010) ndo verificou
influéncia nas fases do ciclo celular das células U-937 (linfoma), SK-
MEL-5 (melanoma), MCF-7 (cancer de mama) e HelLa apds o tratamento
por 16 horas com a quinona heterociclica cribrostatina 6. Dessa forma, os
resultados sugerem que as quinonas ndo atuam sobre a progressdo do
ciclo celular.

A proliferacdo descontrolada é uma das principais caracteristicas
de uma célula neoplasica. Nesse contexto, a proteina nuclear Ki-67 é um
marcador de células que estdo em ciclagem, sejam elas células saudaveis
ou tumorais (RAHMANZADEH et al., 2010; SHEDLOCK et al., 2010).
Assim, de acordo com a literatura, a expressdo de Ki-67 estd associada
com proliferacdo celular e pior prognéstico, principalmente em pacientes
com linfoma difuso de grandes células B (GAUDIO et al., 2011).

Sendo assim, considerando a importancia da proteina Ki-67 como
um marcador de replicacdo celular, foi avaliado o efeito da sulfonamida
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DFS16 e da quinona GE2 sobre a expressdo dessa proteina nas células
K562, Jurkat e MM.1S. De acordo com a Figura 14, ndo houve alteracdo
significativa na expressdo de Ki-67 nas células K562 e Jurkat quando
tratadas com DFS16; no entanto, houve diminuigéo de 16 % na expressao
dessa proteina nas células Jurkat. Enquanto que quando as células K562
e Jurkat foram tratadas com GE2 por 12 horas, a expressdo de Ki-67
diminuiu 44 % e 7 %, respectivamente.

N&do foram encontrados artigos demonstrando a influéncia de
sulfonamidas ou quinonas sobre a expressao da proteina Ki-67. Porém,
por ser uma proteina relacionada com a proliferacdo celular e progresséo
tumoral, a diminuicdo de sua expressdo, quando induzida pelo tratamento
com 0s compostos, demonstra ser um mecanismo importante associado a
atividade citotoxica.

As células MM.1S quando tratadas com GE2 exibiram um
aumento de 28 % na expressdo de Ki-67, porém isso nao parece
influenciar na atividade citotdxica do composto, visto que as mesmas
células, quando tratadas com o mesmo composto, induzem um aumento
de 48,64 % no nimero de células em subGO/G1 (morte celular) no ciclo
celular. A expressdo aumentada de Ki-67 parece ser uma tentativa da
maquinaria celular em resistir a sinalizacdo de morte celular induzida pelo
composto.

Conforme citado previamente, a inducdo de dano celular e o
bloqueio do ciclo celular sdo mecanismos desejados por compostos
guimioterapicos, pois caso a célula ndo consiga realizar reparo nesses
danos, € iniciada a sinalizagdo para que a célula seja destruida. A morte
da célula pode ocorrer por diversos mecanismos e isso dependera de vias
especificas de ativacdo (KAUFMANN; EARNSHAW, 2000; MAKIN;
HICKMAN, 2000). A ativacdo de vias que resultem na apoptose, morte
celular programada tipo I, é um dos objetivos na busca de novos
guimioterapicos. A preferéncia pela inducdo desse tipo de morte celular
é justificada pela sua baixa capacidade imunogénica quando comparada
a necrose, consequentemente com menos efeitos adversos durante o
tratamento (KOFF; RAMACHANDIRAN; BERNAL-MIZRACHI,
2015).

Assim, o presente estudo realizou trés diferentes metodologias
para verificar se a citotoxicidade estimulada pelo tratamento com DFS16
e GE2 ocorreu pela ativagdo da apoptose. A primeira metodologia foi a
observacdo morfologica das células pela dupla coloragdo com BE/LA
apos tratamento com os compostos. A utilizagdo desse método é bastante
difundida entre os trabalhos na literatura e permite identificar as células
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viaveis, as células em apoptose inicial, em apoptose tardia e em necrose
(BABYKUTTY et al., 2009; MACHADO et al., 2013; MAIORAL et
al., 2013; LIU, K. etal., 2015; LOCH-NECKEL et al., 2015; MENON;
GOPALAKRISHNAN, 2015). As trés linhagens celulares (K562, Jurkat
e MM.1S), ap6s o tratamento por 12 horas com DFS16 ou GE2,
apresentaram caracteristicas morfoldgicas que sugerem envolvimento da
apoptose na morte celular, como: depdsito de granulos no citoplasma,
condensacdo da cromatina, perda da integridade da membrana plasmatica
e a formacdo de corpos apoptéticos. As células K562 apresentaram maior
quantidade de células em apoptose inicial apds o tratamento com ambos
0s compostos, quando comparada as outras linhagens celulares. 1sso pode
ser explicado pelo fato de ser uma célula com caracteristicas de
resisténcia a tratamento, conforme citado anteriormente. As células Jurkat
e MM.1S apresentaram predominancia de células em apoptose tardia, o
gue foi mais evidente com as células de MM.

Essas observagdes foram confirmadas pelo segundo método de
avaliagdo da inducdo de apoptose, a marcacdo dos residuos de
fosfatidilserina pela Anexina-V. A fosfatidilserina é um fosfolipidio que
normalmente esta localizado na camada interna da membrana plasmatica
das células, e quando ocorre a ativagcdo das vias de apoptose, esses
residuos de fosfatidilserina sdo expostos na membrana externa da célula,
sinalizando que essa célula pode ser fagocitada (BORISENKO et al.,
2003). Assim, como na avaliagdo morfol6gica apoés coloracdo com
BE/LA, o tratamento das trés linhagens celulares avaliadas com os
compostos DFS16 e GE2 apresentaram aumento significativo de células
com marcagdo positiva para Anexina-V, ou caracteristicas de apoptose.

Uma das consequéncias da cascata de sinalizacdo da apoptose é a
degradacdo do DNA celular em fragmentos de 180 a 185 pares de bases
de comprimento (MATASSOV et al., 2004). Dessa forma, a terceira
metodologia de avaliacdo da apoptose como mecanismo induzido pelos
compostos DFS16 e GE2 foi a observagéo do separacdo do DNA em gel
de agarose apés o tratamento das células por 24 horas. Como podem ser
observados na Figura 17, ambos 0s compostos provocaram o “padrdo em
escada” caracteristico de apoptose nas trés linhagens celulares avaliadas
apos o tratamento.

Considerando os resultados das trés metodologias citadas, é
possivel sugerir que a sulfonamida DFS16 e a quinona GE2 induzem a
apoptose nas células K562, Jurkat e MM.1S. Esses dados corroboram os
encontrados na literatura, que mostram a indugdo de morte celular por
apoptose em células neoplésicas apds tratamento com essas classes de
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moléculas (BAIGI et al., 2008; HOYT, 2010; LIU et al., 2012; CHIOU et
al., 2010).

A apoptose pode ser desencadeada por diferentes vias de
sinalizacdo. Nesse estudo foram realizados ensaios que permitem avaliar
0 envolvimento da via extrinseca (via dos receptores de morte presentes
na membrana plasmatica) ou via intrinseca (via mitocondrial em resposta
a estimulos internos) (KOOF et al., 2015). Quando um sinal externo
estimula mecanismos que interferem na homeostase celular, tais como
dano do DNA ou privagéo de fatores de crescimento, ha uma sinalizacdo
para o inicio da apoptose por via intrinseca, a qual é regulada por
membros da familia Bcl-2, presentes na mitocondria (DANIAL;
GIMENEZ-CASSINA; TONDERA, 2010).

Durante a sinalizacdo de apoptose por via intrinseca, a inibicéo de
Bcl-2 e a abertura facilitada por Bax de poros de permeabilidade
transitéria na membrana da mitocondria resultam na diminuicdo do
potencial de membrana da mitocondria (DALLAPORTA et al., 1999).
Assim, com o objetivo de se investigar se a apoptose estimulada pelos
compostos DFS16 e GE2 é ativada por via intrinseca, avaliou-se o efeito
do tratamento com os compostos sobre o potencial mitocondrial e a
expressao das proteinas Bcl-2 e Bax nas células K562, Jurkat e MM.1S.

Conforme pode ser visto na Figura 18 os compostos DFS16 e GE2
reduziram o potencial de membrana da mitocondria nas linhagens
celulares de neoplasias hematoldgicas avaliadas. Ambos 0os compostos
demonstraram melhor atividade sobre o potencial mitocondrial nas
células Jurkat e MM.1S. A perturbacdo do potencial de membrana
mitocondrial também pode estar relacionada com caracteristicas
particulares da célula estudada.

Quando avaliadas as proteinas envolvidas com a ativacdo da via
intrinseca da apoptose, foi possivel observar que DFS16 s6 é capaz de
diminuir a expressdo de Bcl-2 nas células MM.1S, enquanto que o GE2,
diminuiu a expressdo de Bcl-2 nas células K562 e aumenta a expressao
da proteina antiapoptética Bcl-2 em MM.1S. Apesar de 0 GE2 aumentar
a expressao de Bcl-2 nas células MM. 1S, ele também é capaz de aumentar
os valores da proteina pro-apoptotica Bax. Dessa forma, como o controle
da via é baseado no equilibrio de ambas as proteinas, por mais que ocorra
um aumento de Bcl-2, a elevacdo de Bax prevalece, resultando no sinal
pré-apoptético (PERLMAN et al., 1999). O composto GE2 também é
capaz de elevar a quantidade de Bax nas células Jurkat e K562, invertendo
a proporcédo Bcl-2/Bax e favorecendo o sinal pré-apoptético.
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A sulfonamida DFS16 também ¢é capaz de fazer com que
predomine o sinal pré-apoptotico de Bax no tratamento de células K562
e Jurkat. Entretanto, mesmo que DFS16 diminua a quantidade de Bcl-2,
conforme mostrado anteriormente, este composto ndo é capaz de elevar
os valores de Bax no tratamento das células MM.1S em 12 horas. Talvez
fosse necessaria a reavaliacdo dessa via em um tempo superior nessa
linhagem celular, para detectar se o sinal apoptético na via intrinseca, com
inversdo da razdo Bcl-2 e Bax, ocorre dependente do tempo. N&o foram
encontrados estudos que avaliassem o efeito de sulfonamidas ou quinonas
sobre as proteinas da via intrinseca.

A outra via envolvida na apoptose estudada nesse trabalho foi a via
extrinseca, a qual é ativada por receptores presentes na membrana
plasmatica, tais como Fas e TRAIL. Esses receptores sdo capazes de
desencadear uma cascata de sinalizacdo intracelular, através da clivagem
da pro-caspase-8 e -10, para promoverem a formacdo do complexo
indutor de morte (DISC) no citoplasma e consequente ativacdo da
caspase-3, da via comum da apoptose (FULDA; DEBATIN, 2006; KOOF
et al., 2015). Dessa forma, com o intuito de investigar se essa via é
estimulada nas células de neoplasias hematoldgicas tratadas com DFS16
e GE2, foi avaliada a expressdo do receptor Fas. O composto DFS16
aumentou a expressao do receptor Fas nas células K562 e Jurkat, no
entanto, ndo apresentou diferenca significativa na expressao da proteina
nas células MM.1S. Ja a quinona GE2 promoveu um grande aumento na
expressdo de FasR em todas as linhagens celulares avaliadas.

Estudos da literatura que investigaram a atividade antiproliferativa
de compostos em células neoplasicas e que avaliaram a expressdo do
receptor Fas, demonstram que 0 aumento de sua expressdo pode estar
diretamente relacionado com a ativagdo da via extrinseca (KUO et al.,
2005; HWANG-BO; PARK; CHUNG, 2015; PEl et al., 2015; WANG et
al., 2015).

A ativacdo de ambas as vias, intrinseca e extrinseca convergem
para a via comum de ativacdo das caspases efetoras, dentre elas caspase-
3,-6 e -7 (COHEN, 1997; BRENTNALL et al., 2013).

A quinona GE2 aumentou significativamente a expressdo da
caspase-3 nas trés linhagens celulares avaliadas. Esse resultado corrobora
0S encontrados previamente, onde o composto GE2 é capaz de ativar
tanto a via intrinseca quanto a via extrinseca da apoptose nas células
K562, Jurkat e MM.1S. Assim, com estas vias ativadas,
consequentemente ha uma maior expressdo da caspase-3 efetora.
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A mesma observagdo foi encontrada para as células K562 tratadas
com a sulfonamida DFS16. No entanto, apesar de o tratamento com
DFS16 nas células Jurkat parecer ativar tanto a via intrinseca quanto a via
extrinseca da apoptose, ndo houve alteragdo significativa na quantidade
de caspase-3.

Ja o tratamento das células MM.1S com DFS16 por 12 horas
diminui os valores de caspase-3. Uma possibilidade que justifique essa
reducdo & que o anticorpo utilizado nesse estudo para marcagdo de
caspase-3, € um clone capaz de detectar todas as isoformas de caspase-3,
tanto na forma de zimogénio (pré-caspase-3), quanto na forma ativa de
caspase-3. Assim, essa diminuicdo pode estar associada com 0 consumo
dessa proteina durante a cascata de sinaliza¢do da apoptose.

Outras proteinas também podem estar envolvidas com a cascata de
sinalizacdo da apoptose, como é o caso do fator indutor da apoptose. Esse
fator é liberado da mitocéndria diante de um sinal de morte celular,
migrando diretamente ao ndcleo e induzindo a condensagdo e
fragmentacdo do DNA, independente da ativacdo de caspases
(NORBERG; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2010). O composto GE2
¢ capaz de aumentar a expressdao do AIF nas trés linhagens celulares
estudadas, enquanto que o composto DFS16 somente eleva a expressao
de AIF no tratamento das células Jurkat.

A apoptose pode também estar relacionada com proteinas capazes
de inibir a atividade das caspases efetoras -3, -7, da caspase iniciadora -9
e modularem o fator de transcrigdo NF-xB (GYRD-HANSEN; MEIER,
2010). O tratamento das células K562 e Jurkat com a sulfonamida DFS16
resultou no aumento da expresséo de survivina. No entanto, em conjunto
com os demais resultados, os altos valores de survivina ndo impediram a
indugdo de morte celular por esse composto. Porém, parece ser um
mecanismo de resposta da célula para tentar manter sua sobrevivéncia.

O mesmo foi observado no tratamento das células Jurkat com a
quinona GE2. Todavia, quando GE2 foi incubado com K562, este
otimizou a resposta de sinalizacao de apoptose, pois diminuiu a expresséo
de survivina.

Em relacdo ao grupo de resultados obtidos no tratamento das
células MM.1S com a sulfonamida DFS16 foi possivel observar
resultados discordantes dos encontrados nas demais células. Assim, o
composto DFS16 quando incubado com as células MM.1S, parece
utilizar outras vias para inducdo da apoptose, visto que provoca bloqueio
do ciclo celular em G2/M, apresenta caracteristicas de apoptose perante
coloragdo com BE/LA, exibe células positivas para a marcacdo com
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Anexina V, demonstra padrdo em escada na fragmentacdo de DNA. No
entanto, ndo ativa a via intrinseca através de Bcl-2 e Bax, assim como nédo
altera a expressao do receptor Fas da via extrinseca, nem induz o aumento
da expressdo da capase-3.

Uma possivel via ativada pelo DFS16 nas células MM.1S é uma
morte celular independente de caspases, como por exemplo, a vida da
endonuclease G, que fica localizada na mitocondria. Quando a célula
recebe um sinal de morte, a endonuclease G é liberada da mitocondria,
provocando alteracdo no potencial mitocondrial, estimulando a
externalizacdo de residuos de fosfatidilserina e migrando para o nucleo
provocando fragmentagdo de DNA (VAN LOO et al., 2001; BROKER
etal., 2005; BUTTNER et al., 2007; LIANG et al., 2015).

Considerando-se os resultados promissores dos compostos DFS16
e GE2 na atividade citotdxica in vitro sobre linhagens de neoplasias
hematoldgicas, em uma segunda etapa, avaliou-se o efeito desses
compostos frente a células ndo neoplasicas, tais como fibroblasto murino
(L-929) e células mononucleadas de SP de humanos.

A escolha da utiliza¢do da linhagem celular L-929 ocorreu com o
propésito de se testar os compostos em células que mimetizem o
microambiente medular, o qual possui em sua composicéao fibroblastos.
Os resultados encontrados demonstram que 0s compostos DFS16 e GE2
também apresentam citotoxicidade para células ndo neoplasicas, em
concentracBes superiores as observadas para as células neoplasicas.
Assim as Clsp encontradas nos tratamentos de 24 e 48 horas sdo
estatisticamente superiores as encontradas para o tratamento das células
neoplésicas. Além disso, o calculo do indice de seletividade mostrou que
0 composto GE2 possui excelente seletividade para células neoplasicas
avaliadas, assim como o composto DFS16 também apresenta alta
seletividade para as células de leucemia linfoblastica aguda (Jurkat) e
mieloma mdltiplo (MM.1S), quando comparadas as células ndo
neoplasicas.

Além disso, a investigagdo da citotoxicidade dos compostos
DFS16 e GE2 sobre as células mononucleadas de individuos saudaveis
mostraram reducdo da viabilidade celular estatisticamente. No entanto,
estes compostos apresentaram comportamento similar a um farmaco ja
utilizado para o tratamento de neoplasias, o paclitaxel, 0 que sugere ndo
inviabilizar DFS16 e GE2 como potencias agentes quimioterapicos.

Por fim, foi avaliado o efeito dos compostos sobre eritrocitos
saudaveis, para verificar se a utilizagdo por via sistémica poderia ser
comprometida, visto que um quimioterapico, por mais potente que seja,
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mas que induza hemolise, tem seu uso terapéutico invalidado (MOCAN,
2010). Ambos os compostos ndo causaram hemolise significativa, mesmo
em concentrac@es trés vezes superior a maior Clsp obtida para as células
neoplasicas.

O conjunto de resultados desse trabalho sugere que 0s compostos
DFS16 e GE2 sdo promissoras moléculas para o0 estudo e
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas.
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7. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo permitem concluir que:

e Dentre as 26 sulfonamidas avaliadas na triagem, as que
demonstraram maior atividade citotoxica foram DFS8, DFS12, DFS15,
DFS16 e Gli5 para a linhagem celular K562; DFS12, DFS15, DFS16 e
Gli5 para a linhagem celular Jurkat e DFS8, DFS15, DFS16 e Gli5 para
a linhagem celular MM.1S.

¢ Ao realizar as curvas de concentracdo-resposta, a sulfonamida
DFS16 foi a que apresentou melhor atividade em 24 horas nas trés
linhagens celulares avaliadas.

e A sulfonamida DFS16 causa reducdo da viabilidade celular nas
células K562, Jurkat e MM. 1S de forma dependente da concentracao e do
tempo de incubacéo.

¢ O composto DFS16 induz morte celular por apoptose nas células
K562, Jurkat e MM.1S.

¢ A sulfonamida DFS16 causou um bloqueio do ciclo celular na
fase G2/M nas células MM.1S.

¢ A sulfonamida DFS16 diminuiu 16 % a expressao da proteina de
proliferacdo celular Ki-67 nas células Jurkat.

¢ O composto DFS16 reduziu o potencial de membrana da
mitocondria nas linhagens celulares de neoplasias hematolégicas
avaliadas.

e A razdo Bcl-2/Bax foi invertida ap6s o tratamento com o
composto DFS16 em todas as linhagens celulares estudadas, exceto nas
células MM.1S. A inverséo da razdo Bcl-2/Bax sugere o envolvimento da
via intrinseca na sinalizacdo da apoptose.

¢ O composto DFS16 aumentou a expressao do receptor Fas nas
células K562 e Jurkat.

¢ A sulfonamida DFS16 elevou a expressao de caspase-3 somente
nas células K562.

e As células MM.1S tratadas com a sulfonamida DFS16 parecem
sofrer apoptose ativada por outra via de sinalizagéo, que ndo a intrinseca
ou a extrinseca.

e O composto DFS16 somente eleva a expressdo de AIF em células
Jurkat.

¢ O tratamento das células K562 e Jurkat com a sulfonamida
DFS16 resultou no aumento da expressao de survivina.



116

e Os resultados encontrados demonstram que o composto DFS16
também apresenta citotoxicidade contra células ndo neoplésicas L-929,
porém em concentracdes superiores as observadas nas células
neopléasicas.

¢ O indice de seletividade mostrou que o composto DFS16
apresenta alta seletividade para as células Jurkat e MM.1S e moderada
seletividade para as células K562, quando comparadas as células ndo
neoplésicas.

e O composto DFS16 reduziu a viabilidade celular das células
mononucleadas de individuos saudaveis, no entanto, esse comportamento
também foi observado para um farmaco ja utilizado para o tratamento de
neoplasias.

e A sulfonamida DFS16 ndo causou hemolise significativa, mesmo
em concentracdes trés vezes superior a maior Clso encontrada nas células
neoplasicas.

Os dados observados nesse estudo permitem sugerir que a
sulfonamida DFS16 possui atividade citotoxica sobre células de LMA
(K562) e LLA (Jurkat), através da inducdo de apoptose pelas vias
intrinseca e extrinseca, com envolvimento do potencial de membrana da
mitocéndria.

Na LLA, a diminui¢do da proteina de proliferacdo celular Ki-67 e
0 aumento do fator indutor de apoptose também parecem estar
relacionados com o mecanismo induzido pelo tratamento com DFS16.
As células de MM (MM.1S) sofrem apoptose apés o tratamento com a
sulfonamida DFS16, porém a ativacdo da morte celular acontece por uma
via ndo estudada neste trabalho e com o envolvimento do bloqueio na
progressao do ciclo celular na fase G2/M.

Além disso, foi possivel constatar que:

e A quinona GE2 causa reducdo da viabilidade celular nas células
K562, Jurkat e MM.1S de forma dependente da concentracio e do tempo
de incubaco.

¢ O composto GE2 induz morte celular por apoptose nas células
K562, Jurkat e MM.1S.

e A quinona GE2 ndo provocou alteracdo significativa na
progressao do ciclo celular das células K562, Jurkat e MM.1S.

¢ A quinona GE2 também diminuiu os valores de Ki-67 nas células
K562 e Jurkat.

¢O composto GE2 reduziu o potencial de membrana da
mitocondria nas linhagens celulares de neoplasias hematolégicas
avaliadas.
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e A razdo Bcl-2/Bax foi invertida ap6s o tratamento com o
composto GE2 em todas as linhagens celulares estudadas e essa inverséo
sugere o envolvimento da via intrinseca na sinalizacdo da apoptose.

¢ O composto GE2 promoveu um grande aumento na expressdo de
FasR em todas as linhagens celulares avaliadas.

e A quinona GE2 aumentou significativamente a expressdo da
caspase-3 nas trés linhagens celulares avaliadas.

¢ O composto GE2 é capaz de aumentar a expressao do AlF nas
trés linhagens celulares estudados.

¢ O tratamento das células Jurkat com a quinona GE2, resultou no
aumento da expressdo de survivina. Todavia, quando GE2 foi incubado
com K562, houve diminui¢do da expressdo de survivina.

¢ Os resultados encontrados demonstram que o composto GE2
também apresenta citotoxicidade contra células ndo neoplésicas L-929,
porém somente em altas concentracdes.

¢ O indice de seletividade mostrou que o composto GE2 apresenta
excelente seletividade para células neoplasicas.

¢ O composto GE2 reduziu a viabilidade celular das células
mononucleadas de individuos saudaveis, no entanto, esse comportamento
também foi observado para um farmaco ja utilizado para o tratamento de
neoplasias.

¢ A quinona GE2 ndo causou uma hemélise significativa, mesmo
em concentracdo trés vezes superior a maior Clso encontrada nas células
neoplésicas.

Em sintese, a quinona GE2 parece induzir apoptose pela ativagéo
das vias intrinseca e extrinseca, nas LMA (K562), LLA (Jurkat) e MM
(MM.1S), além de diminuir a proteina de proliferacdo celular Ki-67.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
Centro de Ciéncias da Salde
Departamento de Andlises Clinicas
Campus Universitario - Florianopolis, SC, 28048-000, Brasil
Tel: (048) 37218146 Fax: (048) 37219542

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: Andlise da expressao de proteinas em células sanguineas de individuos
adultos saudaveis para auxilio no diagndstico de hemopatias

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

QUAL OBJETIVO E JUSTIFICATIVA DESTE ESTUDO?

0 diagnéstico de doengas hematoldgicas & realizado com o auxilio da citometria de fluxo que utiliza
anticorpos monoclonais para identificar antigenos expressos no citoplasma e membrana celular. O
exame tem inicio com um painel de antigenos, o qual é decidido com base na suspeita clinica e
morfoldgica, visando identificar e caracterizar a linhagem celular afetada, fundamentando o corpo
clinico em tomada de decisdes conforme a enfermidade encontrada.

Dentre as doencas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo, pode ser citada a HPN
que resulta de uma mutagdo somatica adquirida no gene PIG-A localizado no brago curto do
cromossomo X (Xp22.1), relacionado & biossintese de glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), um fosfolipide
acrescentado a determinadas proteinas logo apos a sua tradugdo, para fixa-las & parte externa da
membrana celular, como uma 3ncora de proteinas de superficie. Devido & auséncia desta ancora nas
células defeituosas, as proteinas gue dela dependem para sua expressao (por exemplo, CD55 e CD59,
nas hemacias) ndo aparecem na membrana da célula, impossibilidade que a célula desempenhe suas
fungbes normalmente, gerando consequéncias ao organismo.

Conforme a importdncia supracitada da citometria de fluxo no diagnostico das doengas
hematologicas, se faz necessario a criagdo de imagens de referéncia, baseadas em individuos
sauddveis, para orientar a analise da expressdo dos antigenos celulares e possibilitar a distingdo de
um individuo doente de um individuo sauddvel pela equipe profissional do setor de
Oncehematologia.

QUAIS OS5 PROCEDIMENTOS DESTE ESTUDO?

Apos o consentimento, serdo coletadas amostras de sangue total, em tubos de coleta com
anticoagulante EDTA dos doadores de sangue do Servigo de Hemoterapia do Hospital Universitdrio
(HIFUFSC). Estas amostras serdo encaminhadas ao laboratorio de Oncohematologia, onde serdo
processadas conforme protocolo de rotina do laboratorio, utilizando-se @ marcagde dos antigenos
celulares com o uso de anticorpos monaclonais ligades & flucrocromos. Posteriormente, 3 amostra
sera adquirida em citdmetro FACSCanto 1l {BD Biosciences) e analisada no software Infinicyt
(Cytognes). Os resultados gerados servirdo come referéncia de individuos sauddveis, para a distingdo
da expressdo de marcadores celulares com individuos doentes que sdo atendidos pelo Servigo de
Andlises Clinicas do HU-UFSC.

EU TENHO QUE PARTICIPAR? QUAIS SA0 05 BENEFICIOS ESPERADOS COM A PESQUISA?

Cabe ao senhor(a) decidir se ird ou ndo participar. Isso ndo ira afetar de maneira nenhuma, o
padrdo de cuidados que o{a) senhor(a) iré receber. Mesmo que ofa) senhor(a) ndo se beneficie
diretamente dos resultados da pesquisa informamos que estes resultados poderdo contribuir
futuramente para melhorar o diagndstico laboratorial de indmeros pacientes. Espera-se, com esta
pesguisa, implementar uma metedologia diagndstica que seja pratica, rapida, sensivel, eficaz e que
auxilie na correta identificagdo das células afetadas nestas doencas (principalmente nos casos de
hemopatias). O senhor (a) poderd solicitar a desisténcia da pesquisa a qualquer momento, fazendo-a
junte aos pesquisadores listades no final deste documento.
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EXISTEM RISCOS OU DESCONFORTOS ASSOCIADOS COM A PARTICIPACAO?

N&o, pois ndo haverd duas coletas, aproveitaremos o mesmo sangue colhido para os exames
laboratoriais realizados na amostra para a deoacdo de sangue, desta forma n3o hd nenhum
desconforto adicional.

0 QUE ACONTECERA COM AS INFORMACOES DESTA PESQUISA E COMO OS5 MEUS DADOS
PESSOAIS SERAO UTILIZADOS?

Informamos que seus dados serdo mantidos sob sigilo absoluto e privado. A divulgacdo dos
resultados visard apenas mostrar o5 possivels beneficios obtidos na pesquisa em guestde e as
informagoes divulgadas no meio cientifico serdo andnimas e em conjunto com as informagbes de
todos os participantes da pesquiza. O(a) Senhor{a) podera solicitar informagbes durante todas as
fases da pesquisa, inclusive apds a publicagdo da mesma, através dos contatos informados no final
deste documento.

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

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

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

EU POSSUC ALGUM DIREITO A INDENIZAQ.EO?
Por ser uma pesquisa de cardter voluntdria e gue n3o sera realizado nenhum metodo adicional ao ja
realizado no processo de doagdo de sangue, o Senhor (a) ndo terd direito a nenhuma indenizacio.

QUEM REALIZARA ESTE ESTUDO?

Este estudo serd realizado no Laboratdrio de Oncalogia Experimental e Hemopatias, situado
no Hospital Universitario (HU-UFSC) e os pesquisadores envolvidos sdo as alunas do curso de pos-
graduagdo em Farmacia da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC): Renata Cristina Messores
Rudolf de Oliveira, Mariana Franzoni Maicral, Giovanna Steffenello Durigen, Lorena Santos Bubniak,
Manoela Lira Reis, Pdmela Cristing Gaspar, Vanessa Mengatto, o5 lunos do curso de graduagdo em
Farmacia-Bioquimica na mesma universidade: Alisson Bigolin, Suelen Mazzucco e Kaué Taneli
Gongalves, 3 medica hematologista Dr2 Joanita Angela Gonzaga Del Moral, a professora Dr2 Ana
Carolina Rabelo de Moraes, as bioguimicas Chandra Chiappin Cardoso e |ris Mattos Santos, sob a
orientagao da professora Dr* Maria Claudia Santos da Silva.

COM QUEM DEVO ENTRAR EM CONTATO SE NECESSITAR DE MAIS INFORMACOES?
Em caso de qualquer danc relacionado ac estudo, ou sempre que ofa) senhor(a) tiver
qualguer divida sobre o estudo, por favor entre em contato com:

Coordenadora do Projeto: Maria Claudia Santos da Silva  Fone: (048) 3721-8146
E-mail:maclau@ccs.ufsc.br
laboratérios de Oncologia Experimental e Hemopatias e de
Oncohematologia/DACL/HU
Departamento de Analises Clinicas
Centro de Ciéncias da Salde
Universidade Federal de Santa Catarina
Campus Universitario
88040-900/Floriandpolis,5C,Brasil
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Pesquisadores; Alisson Bigolin Fone: (048) 3721-8146
E-mail: ali_bigolin@grad.ufsc.br
Renata Cristina Messeres Rudolf de Oliveira Fone: (048) 3721-8146

E-mail: renatarudolf@gmail.com

Comité de Etica em Pesquisa (Local):

Enderego: Campus Universbanin Resbor Jodo Dawid Femera Lima
Bairre: Tnndade 8 0000
UF: 5i Municipia:  FLORIAN
Talefone: 4807210006 Fax E-mail. cepiDreitona ufa b
Declaragtes
Eu,

recebi informagdes sobre o estudo acima, além disso, i & entendi todas as informacdes farnecidas
sobre minha participopio nesta pesguisa.

Tive o oportunidade de discuti-los e fazer perguntas. Todas os minhas duvidas forom esclarecidas
satisfatoriomente e eu voluntariamente concorda em participar deste estuda.

Ao assinar este terme de consentimento, estou de plene acorda com os dodos a serem coletados,
podenda os mesmos serem utilizados conforme descrito neste termo de consentimenta. Entendo que
receberei uma cdpia assinoda deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Assinatura do Participante

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

Assinatura do colaborador

Floriandpolis-5C, de de 20
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Apéndice B — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
da Universidade Federal de Santa Catarina

UNIVERSIDADE FEDERAL DE £ Plataformo
SANTA CATARINA - UFSC %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

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

Pesquisador: Maria Claudia Santos da Silva

Area Tematica:

Versiao: 4

CAAE: 22406413.5.0000.0121

Instituigio Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 746.486
Data da Relatoria: 11/08/2014

Apresentacio do Projeto:

"Andlise da expressdo de marcadores celulares em individuos adultos saudaveis para auxilio no diagndstico
de hemopatias”. Projeto que visa criar um banco de imagens de referéncia com fins de comparagdo
diagndstica em doengas hematoldgicas, a partir de individuos considerados saudaveis, a fim de estudar as
doengas possiveis de serem diagnosticadas pela citometria de fluxo que resulta de uma mutagdo somatica
adquirida no gene PIG-A localizado no brago curto do cromossomo X (Xp22_1), relacionado a biossintese de
glicosil-fosfatidil-inositol (GPI), um fosfolipide acrescentado a determinadas proteinas logo apds a sua
traducio, para fixa-las 3 parte externa da membrana celular, como uma &ncora de proteinas de superficie.

Objetive da Pesquiza:

CriagBo de um banco de imagens de referéncia com fins de comparago diagndstica em doengas
hematologicas, a partir de individuos considerados saudaveis.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

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

para & doago de sangue, desta forma ndo ha nenhum desconforto adicional.

Enderago: Campus Universitirio Reitor Jo3o David Femeira Lima

Baimro: Trindade CEP: 23 040-000
UF: 5C Municipio: FLORIANDROLIS
Telefone: (43)3721-2208 Fax: [4B)3721-2095 E-mail: cep@reitoria.ufscbr

Fagnalide @



UNIVERSIDADE FEDERAL DE W
SANTA CATARINA - UFSC asil

Gontinuagdo o Parecer: T46.455

Comentarios & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata o presente de um projeto de pesquiza coordenado pela Prof. Dr. Maria Claudia Santos da Silva do
Departamento de Andlizes Clinicas da UFSC e tem como objetivo criar um banco de imagens de referéncia
com fins de comparagdo diagnostica em doengas hematologicas, a partir de individuos considerados
realizarem a coleta da amosira de sangue periférico, os doadores serfio examinados e enfrevistados por um
profissional da salde. No exame fisico, os doadores serfio avaliados quanto & temperatura corporal, o peso,
a altura, a pressdo arterial, o pulso & a quantificagdo de hemoglobina capilar. A entrevista sera realizada de
acordo com os pardmetros para a selegio dos dead tabelecides pelo Ministério da Sadde pela
Pertaria MS n® 1.353 de 13 de junho de 2011 e pela Resolugdo RDC n° 57 de 16 de dezembro de 2010. O
projeto s& encontra devidamente instruide, documentag&o complata € TCLE adequado acs participantes,

estando portanto de acordo com a Resolugdo CNS n°466/12 & normas complemeantares. Assim,
recomendamos a sua aprovagio.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Documentagdo completa.

Recomendagdes:

MN#o se aplica_

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o foram detectadas pendéncias ou inadequagdes neste projeto.
Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da CONEP:

Néo

Consideragies Finais a critério do CEP:

Enderego: Campus Universitirio Reitor Jo3o David Ferreira Lima

Baimo: Trindade CEP: £3.040-000
UF: 3C Municipio: FLORIANOFOLIS
Telefone: (43)3721-0206 Fax: [48)3721-2096 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br

Pagnalzde @
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE . Platalforma
SANTA CATARINA - UFSC asil

CONNUAGESD B0 PArecEr T46.465

FLORIANOPOLIS, 11 de Agosto de 2014

Assinado por:

Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Enderego: Campus Linversitario Reitor Jodo David Femeira Lima

Bairmo: Trindade CEP: 52.040-600
UF: 5C Municipio: FLORIANOFOLIS
Telefone: 43)3721-0208 Fax: [48)3721-2096 E-mail: cep@reitoria.ufse.br

Pagna03de @



