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RESUMO

As neoplasias linfoides sdo caracterizadas por uma expansao
clonal de células linfoides imaturas ou maduras em varios estagios de
diferenciacdo. A quimioterapia utilizada acarreta muitos efeitos adversos
e estd associada a recidivas e a altas taxas de morbidade e mortalidade.
Assim, é necessario o desenvolvimento de novos farmacos para o
tratamento dessas doengas. Nesse contexto, o objetivo do presente estudo
foi avaliar o efeito citotoxico de compostos sintéticos com o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila e de derivados de tiossemicarbazonas e da plastoquinona
natural AP1, tendo como foco a investigacdo dos seus mecanismos de
acdo em células de neoplasias hematoldgicas de linhagem linfoide.
Inicialmente foram selecionados 0s compostos sintéticos com maior
atividade citotoxica (EtA04, Eh09, CMS-08) e foi demonstrado que,
assim como AP1, eles reduziram a viabilidade celular de diferentes
linhagens tumorais de forma dependente do tempo e da concentracdo. Dos
compostos selecionados, Eh09 causou hemdlise significativa e, por isso,
foi excluido do estudo. Os compostos EtA04, CMS-08 e AP1 ndo
induziram bloqueio no ciclo celular, porém o AP1 diminuiu a expressao
do marcador de proliferacdo celular Ki-67. Além disso, ndo apresentaram
citotoxicidade significativa sobre células ndo neoplasicas. A morte por
apoptose foi confirmada pela avaliacdo da morfologia celular, pelo ensaio
de fragmentacdo do DNA e por citometria de fluxo pelo método da
anexina V. Sugere-se que 0 mecanismo envolvido na morte celular
induzida por CMS-08 e AP1 envolve a apoptose intrinseca, com inversao
de Bcl-2 e Bax, 0 que leva a perda do Aym dependente do tempo. O
envolvimento da apoptose extrinseca demonstrado pelo aumento da
expressdo de FasR, e 0 aumento de AlF foram observados apenas para o
composto AP1. CMS-08 e AP1 também diminuiram a expressdo de
survivina e aumentaram a caspase-3 ativada em células Daudi e Jurkat e
induziram uma diminuicdo na expressio de NFkB em células Jurkat.
CMS-08 induziu uma diminuicdo na expressdo de Akt, pAkt, MAP
cinase/ERK2 e CHOP em células Daudi, o que sugere modulagéo das vias
PI3K/Akt/mTOR, MAPK/ERK e UPR. Por fim, CMS-08 e APl
reduziram a viabilidade das células mononucleadas de pacientes com
neoplasias linfoides. Os resultados fornecem novas informagdes sobre 0s
mecanismos apoptdticos dos compostos selecionados e sugerem que 0s
mesmos sejam moléculas bioativas para o desenvolvimento de novos
farmacos para serem utilizados no tratamento de neoplasias linfoides.



Palavras-chave: Neoplasias linfoides, leucemia, linfoma, citotoxicidade,
apoptose, 3,4,5-trimetoxifenila, tiossemicarbazona, plastoquinona.



ABSTRACT

Lymphoid neoplasms are characterized by a clonal expansion of
immature or mature lymphoid cells at various stages of differentiation.
Chemotherapy has many adverse effects and is associated with relapses
and high morbidity and mortality rates. Therefore, the development of
new drugs to treat these diseases is a necessity. In this context, the aim of
the present study was to evaluate the cytotoxic effect of new synthetic
compounds containing a 3,4,5-trimethoxyphenyl fragment, of new
thiosemicarbazones derivatives and of natural plastoquinone AP1,
focusing on the investigation of their death mechanisms in hematological
cells of the lymphoid lineage. Initially, the most cytotoxic synthetic
compounds (EtA04; Eh09; CMS-08) were selected and it was
demonstrated that these compounds, like AP1, reduced the cell viability
of different tumor cell lines in a time and concentration-dependent
manner. Among the compounds, Eh09 showed a significant hemolytic
effect and then, it was excluded from the study. Compounds EtAQ04,
CMS-08 and AP1 were not significantly cytotoxic to non-neoplastic cells
and they did not induce cell cycle arrest, however AP1 decreased Ki-67
expression, a cell proliferation marker. Apoptotic cell death was
confirmed by cell morphology, DNA fragmentation and flow cytometry
using the annexin V method. The mechanisms involved in cell death
induced by CMS-08 and AP1 involves intrinsic apoptosis with Bcl-2 and
Bax inversion, which leads to time-dependent Aym loss. Involvement of
extrinsic apoptosis, as demonstrated by an increased FasR expression,
was observed only for compound AP1. The two selected compounds
decreased survivin expression and increased activated caspase-3. CMS-
08 and AP1 reduced NF«xB expression in Jurkat cells. CMS-08 decreased
Akt, pAkt, MAP kinase/ERK2, and CHOP expression in Daudi cells,
which suggests the modulation of PI3K/AKT/mTOR, MAPK/ERK, and
UPR signaling pathways. Finally, CMS-08 and AP1 reduced the viability
of mononuclear cells from patients with lymphoid neoplasms. The results
provided new information about the apoptotic mechanisms of the selected
compounds and suggest that they are promising bioactive molecules for
the development of new drugs against lymphoid neoplasms.

Key words: Lymphoid neoplasms, leukemia, lymphoma, cytotoxicity,
apoptosis, 3,4,5-trimethoxyphenyl, thiosemicarbazone, plastoquinone.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), cancer é
um termo utilizado para designar um grupo de doencas caracterizadas
pela rapida e anormal proliferacdo celular que pode resultar na invaséo de
6rgdos ou partes do corpo adjacentes ao foco inicial. Os casos de cancer
estdo entre as principais causas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo e, no ano de 2018, foram registrados mais de 18 milhGes de novos
casos e 9,6 milhdes de mortes relacionadas a essa doenga (GLOBOCAN,
2018). Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se para o
Brasil, no biénio 2018-2019, a ocorréncia de 600 mil casos novos de
cancer, para cada ano. Entre essas doencas, podem-se citar as neoplasias
hematoldgicas, como as leucemias e os linfomas, que estéo entre 0s dez
tipos de canceres mais incidentes no Brasil. Para cada ano do biénio 2018-
2019, estimam-se 5.940 casos novos de leucemia em homens e 4.860 em
mulheres e, em relagdo aos linfomas, estimam-se 5.370 novos casos de
linfoma ndo Hodgkin (LNH) em homens e 4.810 em mulheres (INCA,
2018). O alvo do presente estudo sdo as neoplasias hematoldgicas de
linhagem linfoide, as quais se encaixam nos critérios do INCA como
leucemias ou LNH.

As neoplasias hematolégicas de linhagem linfoide podem ser
divididas em neoplasias de células B, T ou natural killer (NK)
(SWERDLOW et al, 2017) e o diagndstico correto do tipo de neoplasia
reflete diretamente no tratamento a ser administrado a cada paciente. Em
casos de doencas que apresentam um curso clinico mais agressivo, a
conduta pode envolver a terapia sistémica com farmacos citotdxicos
(quimioterapia), a radioterapia, a imunoterapia (anticorpos monoclonais)
e o transplante de medula 6ssea (CHANG et al, 2008; BASSAN, MAINO
& CORTELAZZO, 2016). A quimioterapia é amplamente utilizada e tem
como objetivo inibir a proliferagdo celular, induzir a morte celular
regulada e/ou estimular a diferenciacdo das células neoplasicas. No
entanto, a citotoxicidade ndo especifica dos farmacos utilizados pode
levar ao desenvolvimento de sérias complicacBes e contribuir para a
diminuicdo da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes (HERR &
DEBATIN, 2001; NOWAK, STEWART & KOEFFLER, 2009). Dessa
forma, é necessério o desenvolvimento de novas moléculas bioativas para
a obtengdo de farmacos mais eficientes e seguros que acarretem menos
efeitos adversos, maiores taxas de cura e melhor qualidade de vida aos
individuos em tratamento.

Nesse contexto, o Laboratério de Oncologia Experimental e
Hemopatias (LOEH) tem estudado o efeito citotdxico de diferentes
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classes de compostos de origem sintética e natural para investigar
possiveis novos quimioterapicos. Uma das perspectivas terapéuticas
estudadas como tratamento antineoplasico é a inducdo da morte celular
por apoptose, por meio da ligacao a tubulina, a qual interfere na formacéo
dos microtibulos do citoesqueleto. Como exemplo de composto que
interfere na dindmica dos microtibulos, pode-se citar a colchicina, que
possui a capacidade de despolimeriza-los (ATTARD et al, 2006;
PASQUIER & KAVALLARIS, 2008; PEREZ, 2009; FREZZATO et al,
2014). Dessa forma, neste trabalho foi avaliada a citotoxicidade de
compostos contendo o grupo 3,4,5-trimetoxifenila, os quais apresentam a
colchicina como prot6tipo. Além disso, foram avaliados derivados de
tiossemicarbazonas, visto que estudo prévio demonstrou o efeito
citotoxico de compostos dessa classe (PERONDI, 2018). E, por fim,
devido & importancia de produtos de origem natural como prototipos para
0 desenvolvimento de novos farmacos, foram investigados os efeitos
citotdxicos e os mecanismos de a¢do envolvidos na morte celular induzida
por uma plastoquinona isolada da alga parda da espécie Desmarestia
menziesii.

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi buscar novos compostos
de origem sintética e natural que possuam efeito citotoxico sobre células
de neoplasias hematoldgicas de linhagem linfoide e estudar os principais
mecanismos que induzem as mesmas a apoptose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito citotéxico e 0s principais mecanismos
apoptoticos induzidos por compostos sintéticos contendo o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila e derivados de tiossemicarbazonas e por uma
plastoquinona isolada da alga Desmarestia menziesii sobre células de
linhagens de neoplasias linfoides.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar avaliacdo fenotipica e molecular das células linfoides T
(Jurkat e Molt-4) e B (Daudi e Namalwa) incluidas no estudo.

- Avaliar o efeito de 28 analogos sintéticos contendo o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila e de 38 derivados de tiossemicarbazonas sobre a
viabilidade de células de linhagens humanas de neoplasias linfoides
imatura (Jurkat) e madura (Daudi), além de avaliar a influéncia do
composto natural AP1 sobre a viabilidade dessas células.

- Selecionar, em cada classe, 0s compostos que apresentaram
maiores reducdes na viabilidade celular e determinar suas respostas em
relacdo a concentracdo e ao tempo de incubacdo em células Jurkat e
Daudi.

- Investigar o efeito dos compostos selecionados em células do
sangue periférico de individuos considerados saudaveis pela capacidade
de causar lise em eritrécitos humanos e pela avaliacdo sobre células ndo
neoplésicas.

- Determinar a resposta dos compostos selecionados em relacdo a
concentracdo e ao tempo de incubacdo em outras células de neoplasias
linfoides (Molt-4 e Namalwa), em uma linhagem de neoplasia mieloide
(K562) e em uma linhagem de mieloma maltiplo (MM.1S).

- Calcular o indice de seletividade dos compostos selecionados em
células de neoplasias linfoides em comparacdo com células de outras
neoplasias hematolégicas.

- Avaliar o efeito dos compostos selecionados sobre o ciclo celular
e na expressdo do marcador de proliferacdo celular Ki-67 em células
Jurkat e Daudi.

- Verificar se 0s compostos selecionados causam morte celular por
apoptose em células Jurkat e Daudi.
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- Analisar o efeito dos compostos selecionados sobre o potencial
mitocondrial (A¥m) das células Jurkat e Daudi.

- Investigar o efeito dos compostos selecionados sobre o0s seguintes
fatores reguladores de apoptose: proteina antiapoptética Bcl-2, proteina
pré-apoptdtica Bax, AlF, receptor Fas, caspase-3 ativada e survivina.

- Avaliar o efeito dos compostos selecionados sobre a expressdo da
proteina supressora de tumor p53 e dos fatores de transcri¢io NFkB e
CHOP. Além de proteinas das vias PI3K/Akt/mTOR (Akt e pAkt) e
MAPK/ERK (MAP cinase/ERK2).

- Avaliar a citotoxicidade dos compostos selecionados em ensaios
ex vivo com células mononucleadas de sangue periférico e medula dssea
de pacientes portadores de neoplasias linfoides no momento do
diagndstico ou da recidiva.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 HEMATOPOIESE

A hematopoiese é um processo dindmico e complexo de formagéo
de células sanguineas que resulta na renovacdo, proliferagdo,
diferenciacdo e maturacdo de todas as células funcionais que séo liberadas
da medula dssea (MOQ) para o sangue periférico (SP). Durante o
desenvolvimento fetal, a hematopoiese ocorre em diferentes areas do
organismo, como no saco Vitelinico, baco, figado e MO, enquanto que,
em adultos, todo o processo é mais restrito a MO (SMITH, 2012). Como
consequéncia da interacio com o microambiente medular (células
estromais, endoteliais, adipdcitos, macréfagos, osteoblastos, osteoclastos
e fibroblastos) e da interagdo com citocinas e fatores de crescimento, as
células-tronco hematopoiéticas permanecem viaveis e podem sofrer um
processo de autorrenovacédo ou de diferenciacdo em células progenitoras.
Essas células podem estar comprometidas com a linhagem mieloide, as
quais dardo origem as plaquetas, eritrocitos, mondécitos e granulécitos ou
com a linhagem linfoide, que se diferenciardo em linfécitos B, T ou NK,
que sdo células do sistema imunoldgico (ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Hematopoiese na MO.
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Desenvolvimento de células sanguineas a partir de uma célula-tronco
multipotente. Fonte: A AUTORA.
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O desenvolvimento das células linfoides ocorre nos tecidos
linfoides primarios e secundarios. Os tecidos linfoides primarios sdo
constituidos da MO e do timo, locais de formacdo das células B e T,
respectivamente. Ja os tecidos linfoides secundarios, como baco, ganglios
linfaticos e tecidos linfoides associados a mucosas, sdo os locais onde as
células tornam-se especializadas ap6s a estimulacdo antigénica (BLOOM
& SPITZ, 2006; SMITH, 2012).

3.2 MATURACAO LINFOIDE

Os linfocitos sdo células do sistema imunolégico que derivam de
um progenitor hematopoiético comprometido com um precursor linfoide
apos interacdo com as células estromais via VLA4/VCAM-1, c-kit/stem
cell fator e CD44/acido hialurbnico (BLOOM & SPITZ, 2006;
NAGASAWA, 2006; SMITH, 2012). Os linfocitos sdo encarregados de
reconhecer e responder de forma especifica e adaptada a diferentes
agentes e de induzir tolerancia a estruturas préprias. De forma geral, séo
divididos em células B e células T, as quais desempenham papel
fundamental na imunidade adaptativa. Existem também as células NK,
que compartilham alguns mecanismos efetores da resposta imune com 0s
linfocitos T e fazem parte da imunidade inata. Além disso, os linfécitos
podem se subdividir em células que participam da imunidade humoral
produzindo anticorpos (células B) e em células que participam da
imunidade celular (células T e NK) (MELCHERS, 2015; SWERDLOW,
2017).

O comprometimento com a linhagem B ou T depende de
sinalizagdes recebidas de varios receptores de superficie celular que
produzem sinais para induzir reguladores especificos da transcricdo e
estimulam um progenitor linfoide comum a assumir especificamente o
destino de uma célula B ou T. Esse processo acontece por meio da
ativacdo de proteinas envolvidas no rearranjo V-D-J dos genes dos
receptores de antigenos, tornando os loci particulares desses genes
acessiveis a proteinas promotoras de rearranjo, e levam a formacao de
receptores de antigenos especificos como as imunoglobulinas (Igs) de
células B e os receptores de células T (TCR). O rearranjo génico que
ocorre nas células B e T imaturas permite que seja gerado um grande
nimero de éxons que codificam as regides varidveis das Igs e dos TCRs
com uma fracdo relativamente pequena do genoma, e também maximiza
a variabilidade entre os receptores. No entanto, apenas uma em cada trés
células é capaz de realizar o rearranjo génico de forma correta e gerar 0s
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pré-receptores que sdo capazes de reconhecer sinais de sobrevida. Dessa
forma, as células que ndo sdo capazes de realizar esse processo
corretamente sofrem morte celular programada. Posteriormente, 0s
linfocitos que continuaram o seu desenvolvimento expressam o receptor
completo, enquanto ainda sdo células imaturas, e passam por um processo
de selecdo positiva e negativa no qual somente as células potencialmente
Uteis permanecem. Na selecdo positiva, os precursores linfoides com
receptores de antigenos se ligam a algum ligante proprio com baixa
afinidade, sdo selecionados para sobreviver e continuar a maturagéo. Ja
na selecdo negativa, as células que se ligam com alta afinidade aos
antigenos presentes nos 6rgaos geradores recebem sinais que levam a
morte celular ou que induzem a um rearranjo adicional dos genes
receptores de antigenos (ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015).

3.2.1 Maturacéo das células linfoides B

A maturagdo das células B ocorre de forma completa na MO no
momento em que as células progenitoras diferenciam-se a células pré-B,
enguanto os genes das Igs estdo na configuragdo da linhagem
germinativa. A recombinacéo V-D-J ocorre a fim de formar as células
pré-B que expressam a proteina da cadeia pesada das 1gs e o pré-receptor
de células B (pré-BCR), mas que ainda precisam rearranjar os loci das
cadeias leves. Posteriormente, cada célula B em desenvolvimento
rearranja um gene da cadeia leve k para produzir uma proteina que se
juntard a cadeia pesada previamente sintetizada a fim de formar uma
molécula de IgM completa.

As células B que expressam IgM sdo denominadas células B imaturas
ou células B naive, e expressam também o receptor de células B (BCR)
que envia sinais de sobrevivéncia e proliferacdo, assim como sinais para
inibir o rearranjo adicional de outro gene de cadeia pesada (ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2015; COOPER, 2015). As células B que
expressam o receptor BCR, denominadas células B maduras ou virgens,
saem da MO (NOGAI et al, 2011), enquanto que, paralelamente, por um
processo de selecdo negativa, as células B com um receptor BCR
autorreativo sdo eliminadas (DELFA, 2011). Dessa forma, as células B
imaturas deixam a MO para amadurecer principalmente no bago, passam
a expressar também IgD na membrana, sdo denominadas de células B
virgens maduras, e adquirem a capacidade de recircular, além de
passarem a apresentar competéncia funcional. Em seguida, migram para
0 centro germinativo dos 6rgdos linfoides secundarios, onde entram em
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contato com os antigenos com o auxilio de outras células e sdo ativadas
apos sofrerem processos de modificacdo no DNA. Esses processos
compreendem a recombinacao de troca de classe de imunoglobulina, no
qual a classe de imunoglobulina pode variar de IgM para IgG, IgA ou IgE,
e a hipermutacéo somatica, em que a regido variavel da cadeia leve sofre
mutacdo, criando a afinidade de um clone de células B a um antigeno
especifico (SHANKLAND et al, 2012).

A ativacdo leva a proliferacdo e a diferenciacédo de células especificas
para o antigeno, o que gera células B de memdria ou células
plasmocitarias devido a expressdo de varios fatores de transcricdo. As
células B de memoria vivem por longos periodos, recirculam entre os
ganglios linfaticos e 0 bago, e respondem & exposicao ao antigeno com a
diferenciacdo em células secretoras de anticorpos de alta afinidade. J4 as
células plasmocitarias secretam anticorpos e migram para a MO (Figura
2) (ZHU, GARRETT & JUNG, 2007; BONILLA; OETTGEN, 2010;
ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2015; COOPER, 2015; MELCHERS,
2015).

Figura 2 - Maturacéo das células linfoides B.
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Na MO, as células B passam por uma recombinacao genética até a formagéo das
células B imaturas que migram para os 6rgdos linfoides secundarios, onde se
diferenciam em células de memoria ou em células plasmocitérias. Fonte: A
AUTORA. Nota: CG: Centro Germinativo, Ig: Imunoglobulina.



31

3.2.2 Maturacéo das células linfoides T

Conforme demonstrado na Figura 3, as células T desenvolvem-se
na MO e migram para o timo pela corrente sanguinea, onde passam por
processos de proliferacdo, selecdo e diferenciacdo até completar a
maturacdo e se tornar um linfocito T maduro (BLOOM & SPITZ, 2016).
As células T presentes na MO ainda ndo expressam CD4, CD8 e TCR e
migram para o timo onde sdo chamadas de timaécitos. Os timdcitos mais
imaturos sdo encontrados no seio subcapsular e na regido cortical externa
do timo e diferenciam-se em células pro-T (duplo negativas - nédo
apresentam os antigenos CD4 e CD8) que apresentam o TCR na
configuracdo de linhagem germinativa. As células pré-T que sobrevivem
aos processos de selecdo no timo migram para a regido cortical devido a
acdo de quimiocinas e sdo estimuladas por citocinas como a IL-7
(interleucina-7) a passar por rearranjos de genes somaticos (recombinagéo
V-D-J) que, com o auxilio da enzima Desoxinucleotidil-transferase
terminal (TdT), levam & formagéo das cadeias a ¢ f do TCR e, dessa
forma, expressam o pré-TCR e sdo denominadas pré-T. Nesse estagio, as
células continuam duplo-negativas e o pré-TCR transduz sinais que
inibem o rearranjo de outra cadeia § e promovem a diferenciagdo para o
estagio de dupla expressdo de CD4 e CD8 e a proliferagdo adicional dos
timdcitos imaturos. Ocorre entdo que a maioria das células passa a
expressar TCR af3, enquanto que o restante dara origem as células T 9.
As celulas T af amadurecem em células T duplo-positivas (CD4+ e
CD8+) e sdo denominadas timdcitos corticais. A seguir, os timdcitos
duplo-positivos que expressam o TCR off na superficie celular, sdo
capazes de reconhecer antigenos apresentados por moléculas do MHC -
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) do hospedeiro e
tornam-se comprometidas com a linhagem CD4 ou CD8 (simples-
positivos), devido ao reconhecimento de moléculas de MHC de classe 11
ou | pelo TCR presente na célula. Nesse momento, acontecem 0s
processos de selecdo positivos e negativos que tém como objetivo fazer
com que as células que se ligam com baixa afinidade ao MHC das células
epiteliais do timo sejam estimuladas a sobreviver, enquanto que aquelas
que reconhecem com alta afinidade sofrem morte regulada ou se
diferenciam em células T reguladoras, as quais impedem a ocorréncia de
reacOes autoimunes. Assim, as células migram para a regido medular do
timo e entram em contato com as células apresentadoras de antigenos
préprios associados ao MHC (WU, 2006; ABBAS, LICHTMAN &
PILLAI, 2015).
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Por fim, os timocitos simples-positivos abandonam o timo na
forma de linfocitos T maduros virgens e migram pelo SP para exercerem
suas funcbes nos tecidos linfoides secundarios. As células T CD4+
adquirem a capacidade de produzir citocinas em resposta a estimulacdo
antigénica subsequente e a expressar moléculas efetoras que auxiliam os
linfocitos B, as células dendriticas e os macr6fagos a desempenharem
suas fungdes. Essas células sdo denominadas células T auxiliares e podem
se diferenciar em células TH1 (secretam IFN-y que medeia a defesa contra
0s microrganismos intracelulares), TH2 (que secretam IL-4 e IL-5 e
favorecem reacBes mediadas por IgE e reagBes imunes mediadas por
eosinofilos e mastdcitos) e TH17 (que promovem a inflamagdo e
medeiam a defesa contra fungos e bactérias extracelulares). Ja os
linfocitos T CD8+ proliferam e se diferenciam em linfécitos T citotoxicos
que produzem moléculas capazes de destruir células que expressam
peptideos derivados de antigenos citosélicos por meio da exocitose dos
granulos que libera perforina e granzimas e ddo inicio as vias de morte
celular (CHAPLIN, 2010; BONILLA & OETTGEN, 2010; ABBAS,
LICHTMAN & PILLAI, 2015).

Figura 3 - Maturacéo das células linfoides T.
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As células T imaturas migram para o timo onde passam por processos de
proliferacdo, selecdo e diferenciagdo, tornam-se maduras e exercem suas fungdes
no sangue periférico. Fonte: A AUTORA.
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3.3 NEOPLASIAS LINFOIDES

As neoplasias de células linfoides sdo neoplasias hematoldgicas
caracterizadas por uma expansdo clonal de células linfoides maduras ou
imaturas, que pode ocorrer em varios estagios de diferenciacdo. A
ocorréncia de alteragfes genéticas pode resultar em erros em alguma
etapa do processo de maturagdo das celulas linfoides e,
consequentemente, no desenvolvimento de uma neoplasia. Geralmente,
as caracteristicas morfoldgicas e imunofenotipicas séo suficientes para a
realizagdo do diagnostico da maioria das neoplasias linfoides, pois as
células neoplasicas mimetizam os estagios de diferenciacdo de células
normais e, por isso, podem ser classificadas de acordo com o estagio
maturativo correspondente. No entanto, algumas doencas podem
apresentar perda de marcadores especificos ou expressdo anémala de
antigenos de outras linhagens, o que dificulta a sua classificagdo. Além
disso, nenhum marcador antigénico é considerado especifico para certo
tipo de neoplasia, por isso, para o diagnostico, é necessaria a utilizagdo de
um painel contendo anticorpos capazes de reconhecer os diferentes
antigenos (SWERDLOW et al, 2017).

A classificacdo de tumores hematopoiéticos e de tecidos linfoides,
estabelecida pela OMS, representa um consenso mundial para o
diagnostico dessas doencas. Essa classificagdo foi publicada no ano de
2001, atualizada em 2008, e em 2016 e se tornou disponivel em forma de
livro impresso em 2017. E baseada no reconhecimento de neoplasias
distintas de acordo com a combinacdo de aspectos morfoldgicos,
imunofenotipicos, genéticos, moleculares e clinicos. As neoplasias de
células imaturas podem ser subdivididas em linfoma/leucemia
linfoblastica aguda de células B (LLA-B), linfoma/leucemia linfobléastica
aguda de células T (LLA-T) e linfoma/leucemia linfoblastica aguda de
células NK (Figura 4). O termo linfoma deve ser utilizado apenas quando
a doenca esta presente na forma de massa tumoral e ndo apresenta ou
apresenta minimo envolvimento do SP e da MO, caso contrario, o termo
apropriado é somente leucemia linfoblastica aguda (LLA). A LLA-B
pode ser subdividida em LLA-B ndo especificada e LLA-B com
anormalidades genéticas recorrentes, que incluem o achado de
translocacdes, como a t(9;22)(q34.1;911.2) BCR/ABL1, e anormalidades
no numero de cromossomos (BOROWITZ et al, 2017 a). A LLA-T sera
abordada mais adiante por ser foco do presente estudo, e a LLA de células
NK é uma doenca rara e de dificil diagndstico (BOROWITZ et al, 2017
b; SWERDLOW et al, 2017). A revisdo de 2016 da classificacdo de
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neoplasias linfoides da OMS inclui novas entidades, juntamente com uma
definicdo mais clara dos subtipos provisorios e definitivos com base na
melhor compreensdo dos fatores moleculares dos linfomas
(SWERDLOW et al, 2017).

As neoplasias de células linfoides maduras (NCLM) podem ser
divididas em neoplasias de células linfoides B maduras (NCLM-B),
neoplasias de células linfoides T/NK maduras (NCLM-T/NK), linfoma
de Hodgkin (LH) e doencas linfoproliferativas associadas a
imunodeficiéncia (DLAI) como desordens linfoproliferativas pos-
transplante (Figura 4). As NCLM-B abrangem os linfomas de células B
(LCB) e as neoplasias de células plasmocitarias (NCP), e distingue mais
de 30 subtipos de neoplasias, incluindo o linfoma de Burkitt na categoria
dos LCB. Os LCB representam um grupo bastante heterogéneo de
neoplasias com diferentes comportamentos clinicos e caracteristicas
patoldgicas e epidemiolégicas, que comumente tém origem nos
linfonodos, mas podem ocorrer em praticamente todos os tecidos do
corpo (sitios extranodais). As neoplasias de células T e NK estdo
classificadas no mesmo grupo por apresentarem caracteristicas funcionais
e imunofenotipicas semelhantes (SHANKLAND et al, 2012; LYNCH,
GRATZINGER & ADVANI, 2017; SWERDLOW et al, 2017).

O presente trabalho terd como foco a LLA-T, uma neoplasia de
células T imaturas, e o linfoma de Burkitt, uma NCLM-B, por se tratarem
de doencas que apresentam alta agressividade e altos indices de recidiva
e de progressao da doenca.

3.3.1 Leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T)

A LLA-T é uma neoplasia hematoldgica agressiva que se origina
a partir da transformacao maligna de células T precursoras em diferentes
estagios de desenvolvimento, e compreende cerca de 15% dos casos de
LLAs em criancgas e 25% em adultos (DURINCK et al, 2015; GIRARDI
etal, 2017). Ao diagndstico hd o acometimento da MO e/ou do SP (> 25%
de blastos leucémicos) e pode apresentar 0 timo como sitio de
envolvimento primario, além de sitios nodais ou extranodais, como a pele,
figado, tonsilas, baco e sistema nervoso central (SNC).

Geralmente estd associada a leucocitose, presenca de massa
mediastinal  ou em outro tecido, linfoadenomegalia e
hepatoesplenomegalia (BOROWITZ et al, 2017 c).
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Figura 4 - Fluxograma da classificacdo das neoplasias de células linfoides de acordo com a classificagdo da OMS de 2016.
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36

Quase todos 0s casos sdo caracterizados por um rearranjo clonal
do TCR (PILOZZI, MULLER-HERMELINK & FALINI, 1999;
SZCZEPANSKI, PONGERS-WILLEMSE & LANGERAK, 1999).
Atualmente, com a analise do perfil gendmico, é conhecida a maioria das
alteracdes genéticas envolvidas na LLA-T, das quais as mais comuns sdo
as mutacgdes no receptor transmembrana Notchl e na ligase de ubiquitina
E3 FBXW7 (MOHARRAM, SHAH & KAZI, 2017).

Em geral, a classificacdo da LLA-T pode ser realizada utilizando-
se a imunofenotipagem, que permite a diferenciagdo dos seguintes
subtipos: LLA pr6-T (cCD3+, CD7+ e CD34-/+), LLA pré-T (cCD3+,
CD7+, CD34-/+ e CD2+), LLA T cortical (cCD3+, CD7+, CD34-/+,
CD2+, CDla+, CD4+ e CD8+) e LLA T medular (cCD3+, CD7+, CD34-
[+, CD2+,sCD3+ e CD4+ ou CD8+) (RIZZATTI, 2013). Ja foi observada
correlagdo entre o estagio de diferenciacdo da célula T e o progndstico da
doenca (WEISS, BINDL &, PICOZZI, 1986). A LLA-T é considerada
uma doenca de alto risco por apresentar grandes chances de faléncia na
terapia de inducéo, altas taxas de recidiva e infiltragdo no SNC (BASSAN
et al, 2004; BOROWITZ et al, 2017 c).

Na revisdo de 2016 realizada pela OMS, uma nova entidade de
neoplasia de células T precursoras foi identificada e denominada LLA-T
de células precursoras iniciais (do inglés, Early T-cell precursor
lymphoblastic leukaemia) a qual € originada pela proliferacdo neoplasica
de timdcitos em fases iniciais de diferenciacdo ou precursores de
linhagem T da MO, que ainda ndo estdo comprometidos de forma
irreversivel com a linhagem T e, por isso, manttm o potencial de
diferenciacdo para a linhagem mieloide/dendritica. Trata-se de um
subtipo raro e extremamente agressivo da doencga que pode apresentar a
expressdo de marcadores mieloides como o CD117, CD13 e/ou CD33
(BOROWITZ et al, 2017 c¢; IACOBUCCI & MULLIGHAN, 2017).

3.3.2 Linfoma de Burkitt (LB)

O LB é uma doenca altamente agressiva que pode se apresentar na
forma extranodal ou de leucemia aguda e representa de 1 a 2% de todos
os linfomas (LEONCINI et al, 2017). Foi descrito por Denis Burkitt, em
1958, em criancas africanas que apresentavam massas tumorais na face
que comprometiam os ramos mandibulares (DUNLEAVY, LITTLE,
WILSON, 2016). De acordo com a OMS, existem trés variantes clinicas
dessa doenca, as quais sdo reconhecidas pelas suas caracteristicas
bioldgicas, clinicas e epidemiolégicas. A primeira é a forma endémica
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que ocorre na Africa equatorial, acomete principalmente criancas e
apresenta distribuicdo geografica como a da malaria endémica; a segunda
é a forma esporadica; e a Ultima, a forma associada a imunodeficiéncia
que esta relacionada a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (DUNLEAVY, LITTLE, WILSON, 2016; LEONCINI et al, 2017).
O LB é considerado uma doenca definidora da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (aids) e, ao contrario de outras doencas
linfoproliferativas associadas ao HIV, ndo apresenta relagdo direta com
baixas contagens de células T CD4+ (PEREIRA & LAGE, 2013).

O LB caracteriza-se pela rapida proliferagdo celular e também
pelas altas taxas de apoptose. A hiperexpressdo da proteina MYC,
decorrente das translocacdes envolvendo o gene MYC localizado no
cromossomo 8, representadas pela t(8;14) e suas variantes, sd&o comuns
no LB, porém ndo sao patognomonicas. O virus Epstein-Barr (EBV) esta
presente em todos os casos de LB endémico e em cerca de 25 a 40% das
outras formas. O EBV apresenta papel fundamental na patogénese da
doenga devido & capacidade de gerar uma instabilidade genética que
predispe a um maior risco de recombinacGes do gene MYC e,
consequentemente, a hiperexpressdo da proteina MYC. Essa proteina
ativa a transcricdo de proteinas envolvidas na formacdo do LB, pois é
essencial para o desenvolvimento das células B da MO e é responsavel
pelo controle de varias fungdes celulares como proliferacéo, ciclo celular,
sobrevivéncia, metabolismo, biossintese, adesdo e funcdo mitocondrial
(THORLEY-LAWSON & ALLDAY, 2008; ROWE, FITZSIMMONS &
BELL, 2014; NGUYEN, PAPENHAUSEN, SHAO, 2017). Nos ultimos
anos, a compreensdo da biologia do LB avancou significativamente com
a identificacdo de novas mutagdes que cooperam com o MYC como as
mutacdes nos genes ID3, TCF3 e CCND (DUNLEAVY, LITTLE,
WILSON, 20186).

3.4 TRATAMENTO DE NEOPLASIAS LINFOIDES

A escolha terapéutica atual é baseada em caracteristicas
histologicas e fenotipicas das células neoplasicas, estagio da doenca no
momento do diagnéstico, idade do paciente e presenca de comorbidades
associadas (SALLES et al, 2017). Atualmente, é crescente a compreensao
da fisiopatologia e dos mecanismos celulares e moleculares envolvidos
nas neoplasias hematol6gicas e existem promissores agentes em
desenvolvimento clinico para o seu tratamento, como os inibidores de
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Bcl-2, farmacos conjugados a anticorpos monoclonais especificos e
células T com receptor de antigeno quimérico (YOUNES et al, 2017).

O regime de tratamento da LLA-T é constituido de quimioterapia
de altas doses formada por uma combinacdo de farmacos citotdxicos
administrados de forma sistémica, a qual se baseia no potencial sinérgico
ou aditivo de dois ou mais compostos com o objetivo de aumentar a
eficacia terapéutica. O tratamento quimioterapico inclui farmacos como
daunorubicina, vincristina, L-asparaginase, prednisona, metotrexato,
ciclofosfamida, citarabina e 6-mercaptopurina, e é dividido em trés fases
que compreendem a fase de inducdo, a terapia de consolidacdo e a
manutencdo, a qual pode ser seguida de transplante de células-tronco
hematopoiéticas (VASEKAR et al, 2016; FUSO et al, 2016).

A fase de indugdo tem como objetivo alcancar a remissdo
completa, a qual é definida por critérios morfolégicos (menos de 5% de
blastos na MO e restauragdo da hematopoiese normal com auséncia de
células leucémicas no SP) e clinicos e, mais recentemente, pela avaliacdo
da doenca residual mensuravel por técnicas moleculares. Essas técnicas
incluem citometria de fluxo (CF) multiparamétrica (6 a 10 cores) e reacdo
em cadeia da polimerase quantitativa e apresentam sensibilidade de 10
e 10°, respectivamente, na identificacdo de células neoplasicas. Além
disso, técnicas atuais como o sequenciamento de Ultima geracdo sdo
capazes de identificar células neoplasicas com sensibilidade de 10
(CHEN & WOOD, 2017; SHORT & JABBOUR, 2017).

A segunda fase, chamada de consolidacdo, tem o propoésito de
manter a remissdo e de eliminar as células neoplésicas residuais que
possam levar o paciente a recidiva. A fase de manutenco, que pode durar
de um a dois anos, tem como objetivo reforcar o efeito alcangado nas fases
anteriores e prevenir recidivas. Deve-se realizar também a profilaxia e/ou
tratamento do SNC com altas doses de quimioterapia sistémica e/ou
intratecal (BASSAN et al, 2004; CORNELL & PALMER, 2012).

Recentemente, com a utilizacdo de técnicas gendmicas, foi
possivel o estudo da biologia da LLA-T e detectou-se alteracfes em varias
vias como a Notch, Jak/Stat, PI3K/Akt/mTOR e MAPK e, apesar dos
avancos nos estudos de novos farmacos para o tratamento de LLAs, como
os inibidores da via PISK/mTOR, a terapia padrdo continua sendo
amplamente utilizada (RAETZ & TEACHEY, 2016). Infelizmente, com
0S regimes quimioterapicos convencionais, 0s pacientes apresentam
severos efeitos adversos devido a falta de especificidade dos farmacos
disponiveis para células tumorais e, ainda, cerca de 15% das criancas e
40% dos adultos com LLA-T apresentam recidiva em fungéo da aquisicao
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de resisténcia aos medicamentos utilizados (DURINCK et al, 2015;
TERWILLIGER & ABDUL-HAY, 2017).

Os protocolos de tratamento mais utilizados para o LB sdo
combinacdes elaboradas de altas doses de quimioterapicos contendo
farmacos como etoposido, prednisona, ciclofosfamida, vincristina,
doxorrubicina, dexametasona, ifosfamida, metotrexato e citarabina, além
do rituximabe (DUNLEAVY, LITTLE, WILSON, 2016). Esses agentes
sdo administrados em uma variedade de combinagdes e cronogramas que
dependem do estagio da doenca no momento do diagndstico, o que reflete
a natureza empirica das combinagdes. Devido a frequéncia relativamente
baixa do LB e a escassez de ensaios clinicos, a abordagem terapéutica
ideal é controversa, particularmente em adultos, nos quais a toxicidade é
um desafio significativo. Como o LB é um linfoma comum em criancas,
muitas das abordagens comumente utilizadas em adultos foram
inicialmente desenvolvidas em populacfes pediatricas. Assim, um dos
maiores desafios da terapia padrdo para o LB é a toxicidade, pois embora
criancas e adultos jovens possam tolerar abordagens agressivas usadas
para a doenga em estigio avancado, esse ndo é o caso de adultos mais
idosos ou imunossuprimidos e, por isso, a mortalidade relacionada ao
tratamento é bastante alta (WILDES et al, 2014; DUNLEAVY, LITTLE,
WILSON, 2016).

Assim como nos casos de LLAs, deve-se ter atencdo constante com
relacdo a profilaxia para evitar a infiltracdo da doenca no SNC e deve-se
realizar um manejo terapéutico a fim de evitar a sindrome de lise tumoral
(PERKINS & FRIEDBERG, 2008). Além disso, na literatura, descreve-
se que o LB é uma doenca agressiva e potencialmente curavel quando séo
administradas altas doses de quimioterapia, com uma taxa de cura de até
90% para pacientes que tiveram o diagnostico realizado em estagios
iniciais e, entre 60 e 80% para pacientes diagnosticados em estagios
avangados (LEONCINI et al, 2017; DUNLEAVY, LITTLE, WILSON,
2016). No entanto, um estudo realizado recentemente com o0s pacientes
diagnosticados e tratados no Hospital Universitario (HU) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC) demonstrou que o0s pacientes
portadores de LB apresentaram altos indices de recidiva/progressdo da
doenga (83,3% dos casos) e uma sobrevida global de apenas 7,9 meses
(CARDOQOSO, 2015).

Por fim, é sabido que a quimioterapia com farmacos citotoxicos
tem como alvo inibir a proliferacdo celular, promover a morte e/ou induzir
a diferenciacdo das células neoplésicas, porém as mesmas podem adquirir
resisténcia aos medicamentos utilizados. Essa resisténcia pode estar
relacionada a expressao de proteinas de resisténcia a multiplos farmacos,
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as quais promovem o efluxo de uma grande variedade de substratos
guimicos ou farmacos a partir da célula (RUMJANEK, VIDAL, MAIA,
2013). Sabe-se que a resisténcia gerada nessas células é multifatorial e
pode estar relacionada ao mecanismo de resisténcia citado anteriormente,
0 qual se associa a expressdo de proteinas que promovem o efluxo de
substancias do interior da célula (PASQUIER & KAVALLARIS, 2008;
LANCET & KARP, 2010). Além disso, ha registros de efeitos
citoprotetores presentes nas células tumorais, como, por exemplo, o
aumento da expressdo de proteinas antiapoptéticas, como a proteina
survivina, e a expressao de proteinas inibidoras das vias de morte celular
(PARK etal, 2011; ZHANG et al, 2015). Outros mecanismos envolvidos
na resisténcia a quimioterapia estdo relacionados a disturbios no ciclo
celular (ZHANG et al, 2015; WIMAN & ZHIVOTOVSKY, 2017).

Dessa forma, mesmo com centenas de novos agentes em fase de
avaliacdo pré-clinica e clinica para o tratamento do c&ncer, a taxa de falha
dos processos de desenvolvimento de medicamentos permanece alta. A
maioria dos novos agentes ndo obtém sucesso devido a toxicidades
inaceitaveis ou falta de eficacia antitumoral (YOUNES et al, 2017). Além
disso, em funcéo das frequentes recidivas e da elevada morbidade dos
quimioterapicos disponiveis atualmente, a busca por novos compostos
antineoplasicos que tenham maior eficiéncia em induzir a morte nas
células tumorais de forma seletiva, com o0 minimo de efeitos adversos para
0 paciente, é um grande alvo de investigacdo da industria farmacéutica e
da comunidade cientifica.

3.5 NOVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

A quimica medicinal é de grande importancia, pois permite o
planejamento e o desenho de novos compostos que possuam propriedades
farmacoterapéuticas Uteis para se tornarem novos farmacos antitumorais,
além de permitir a elucidacdo das relacdes estrutura-atividade (IMMING,
2008). Além disso, a quimica de produtos naturais esta diretamente ligada
a quimica medicinal, pois as substancias ativas de plantas com atividades
bioldgicas que antigamente eram apenas identificadas e isoladas podem,
com o avango da ciéncia, ser sintetizadas para que haja melhores
rendimentos do composto de interesse (SENS, 2018).
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3.5.1 Analogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila

Os microttbulos sdo componentes do citoesqueleto celular que
auxiliam no desempenho de varias funcdes celulares como o transporte
intracelular, a manutencédo da forma da célula, a polaridade, a sinalizacéo
celular e a mitose. Durante a divisao celular eles permitem a formacéo do
fuso mitético e, dessa forma, podem ser utilizados como alvo para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos (PEREZ, 2009).
Trata-se de polimeros ndo covalentes em forma de tubo filamentoso
constituidos por heterodimeros de o- e B-tubulina nos quais uma
extremidade € cercada de o-tubulina e a outra de B-tubulina, gerando um
polo positivo e outro negativo. Cada subunidade contém um trifosfato de
guanosina, que ¢ estavel quando ligado a a-tubulina e instavel quando
ligado a B-tubulina, o qual pode ser hidrolisado a difosfato de guanosina
ap6s a polimerizagdo. O equilibrio entre a ligacdo ao trifosfato de
guanosina e os eventos de hidrolise asseguram a répida montagem e
desmontagem dos microtubulos durante o alinhamento e separacdo dos
cromossomos na divisdo celular. A dindmica é definida por fases de
polimerizacdo e despolimerizacdo (Figura 5) e a interrupcdo dessa
dindmica causada por compostos que inibem a mitose impede a
progressdo do ciclo celular com parada na fase G2/M, o que resulta em
morte celular por apoptose (PASQUIER & KAVALLARIS, 2008;
PEREZ, 2009).

Figura 5 - Dinamica dos microtubulos.
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Os processos de polimerizagdo e despolimerizacdo dos microtibulos devem estar
em equilibrio. Fonte: SALUM, 2011.
Nota: GTP: trifosfato de guanosina; GDP: difosfato de guanosina.
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Conforme demonstrado na Figura 6, os inibidores de microtubulos
podem ser classificados como agentes estabilizantes como o taxol, que
tém sua acdo baseada na promocdo da polimerizacdo da tubulina e
aumentam a quantidade de microtibulos no interior da célula, ou como
agentes desestabilizantes, como a colchicina e os alcaloides da vinca, que
promovem a despolimerizacdo e diminuem a quantidade de microtibulos
na célula. A colchicina liga-se ao heterodimero na interface entre as o- €
B-tubulinas, em um local adjacente ao sitio de ligacdo ao trifosfato de
guanosina na a-tubulina. Essa ligacdo pode desencadear uma alteragéo na
estrutura secundaria da proteina, o que leva a despolarizacdo dos
microtibulos. Ja os alcaloides da vinca apresentam o0 mecanismo de ag¢éo
baseado no bloqueio da diviséo celular por meio da ligagdo a B-tubulina
(PASQUIER & KAVALLARIS, 2008; PEREZ, 2009; FREZZATO et al,
2014; ISSHIKI et al, 2015).

Figura 6 - Atividade antimit6tica dos compostos desestabilizantes e estabilizantes
dos microtubulos.

A GTP ‘\
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U;L

Efeitos provocados por agentes estabilizantes e desestabilizantes que geram um
desequilibrio na formag&o dos microtibulos e culminam em morte celular. Fonte:
Adaptado de SALUM, 2011.

Nota: GTP: trifosfato de guanosina; GDP: guanosina difosfato.

Como mencionado, a colchicina (Figura 7) interfere na dindmica
dos microtibulos e apresenta alta capacidade antiproliferativa, no entanto,
sua eficécia é limitada devido a elevada toxicidade e a baixas solubilidade
e biodisponibilidade (SALUM, 2011; BANERJEE et al, 2018). Dessa
forma, o desenho de novos agentes antitumorais utilizando esse protétipo
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natural é uma ferramenta Gtil na pesquisa de novos farmacos para o
tratamento do céncer (RISINGER, GILES & MOOBERRY, 2009). Com
base na colchicina, foram desenvolvidas diversas novas estruturas que séo
descritas na literatura por apresentarem atividade antiproliferativa
(DUCKI et al, 2009; LEON-GONZALEZ et al, 2015; FU et al, 2018) e
citotoxicidade sobre células K562, linhagem de leucemia mieloide aguda
(LMA) e células Jurkat, de LLA-T (LAWRENCE et al, 2006; PEDRINI
et al, 2010; MAIORAL et al, 2013; MAIORAL et al, 2016; MAIORAL
etal, 2017).

Figura 7 - Estrutura quimica da colchicina.

HsC

Fonte: A AUTORA.

Devido a isso, neste trabalho foi avaliado o efeito citotéxico de
analogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila em sua
estrutura sobre células de neoplasias linfoides. A colchicina foi utilizada
como prot6tipo para a sintese desses compostos, visto que é composta por
trés anéis aromaticos, dos quais o anel A apresenta o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila, o qual é responsavel pela sua atividade bioldgica
(FOURNIER-DIT-CHABERT et al, 2012).

3.5.2 Derivados de Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas sdo compostos orgénicos que podem ser
consideradas bases de Schiff (grupo funcional que contém uma ligacéo
dupla entre carbono e nitrogénio conectado a um grupo aril ou alquil) e
cuja estrutura quimica geral e numeracdo segundo a IUPAC (do inglés,
International Union of Pure and Applied Chemistry) podem ser
observados na Figura 8. Essa classe de compostos apresenta baixo custo
de sintese e pode gerar diferentes analogos pelas substituices na posicdo
N1 e N4 (TENORIO et al, 2005; LOBANA et al, 2010).
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Figura 8 - Estrutura quimica geral das tiossemicarbazonas.

Fonte: A AUTORA.
Nota: R1, R2, R3 e R4 = H, alquil ou aril.

As tiossemicarbazonas apresentam diversas propriedades
bioldgicas, dentre as quais se destacam o efeito antiproliferativo e
citotoxico em células de neoplasias hematoldgicas (SILVA et al, 2010;
DE OLIVEIRA et al, 2015; PERONDI, 2018). Os efeitos
antiproliferativos induzidos por tiossemicarbazonas em células
neopldsicas tém sido explicados pela inibicdo das enzimas
ribonucleotideo redutase e topoisomerase Il envolvidas na sintese e
replicacdo do DNA (&cido desoxirribonucleotideo) (LIU, LIN,
SARTORELLLI, 1992; FEUN et al, 2002; BISCEGLIE et al, 2015). Essa
classe de compostos também é conhecida por apresentar propriedades
para a formacdo de complexos organometalicos (WEST et al, 1993;
TENORIO et al, 2005; YU et al, 2009) que apresentam propriedades
farmacolégicas (LIBERTA; WEST, 1992; MISHRA et al, 2006;
FERRAZ et al, 2009; BISCEGLIE et al, 2015; STEFANI et al, 2015).
Ferraz e colaboradores (2009) demonstraram efeitos citotxicos desses
compostos complexados com paladio em células de leucemia
promielocitica aguda (HL-60) e de LLA-T (Jurkat). Outras propriedades
atribuidas as tiossemicarbazonas estdo descritas no Quadro 1.

3.5.3 Compostos naturais

Muitos farmacos usados atualmente sdo produtos naturais ou
foram inspirados pela natureza (HARVEY, 2008; COSTA-LOTUFO,
WILKE & JIMENEZ, 2009). Entre os antitumorais de origem vegetal,
pode-se citar a vincristina, que foi isolada da Catharanthus roseus L. e,
conforme ja citado, & um agente antimitético de grande utilidade para o
tratamento de leucemias e linfomas (BRANDAO, 2010; MOUDI et al,
2013).
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Quadro 1 - Efeitos in vitro das tiossemicarbazonas descritos na literatura.

EFEITO \ REFERENCIA
Antiprotozoario BHARTI et al, 2002
Antiviral TEITZ et al, 1994; GENOVA et al, 2004
Antiproliferativo PALENIK, RENDLE, CARTER, 1974;
Citotdéxico LEMKE et al, 1977; FEUN et al, 2002;
Antitumoral SILVA et al, 2010; SERDA et al, 2012;
PALANIMUTHU et al, 2013; DE OLIVEIRA
etal, 2015
Antimicrobiana PANDEYA et al, 1999; KASUGA et al, 2003;
DE AQUINO et al, 2008
Leishmanicida DE MELOS et al, 2015
Antiparasitaria ESPINDOLA et al, 2015
Antituberculose OLIVEIRA et al, 2014

Outra descoberta importante para o tratamento do céancer foi a
podofilotoxina, que foi extraida da Podophyllum peltatum L. e permitiu a
sintese do etoposido, que é utilizado no tratamento de leucemias agudas
e linfomas e tem o0 seu mecanismo de a¢éo baseado na inibi¢do da enzima
topoisomerase I (BRANDAO, 2010; EZOE, 2012). Além dos
antitumorais de origem vegetal, podem-se citar aqueles de
microrganismos, como € o caso das antraciclinas, que sdo provenientes
de Streptomyces. A partir dessa bactéria, pode-se isolar a daunorrubicina
e, consequentemente, sintetizar a doxorrubicina, ambas utilizadas no
tratamento de neoplasias hematoldgicas por inibir a sintese de DNA
(SZWED, 2014).

Os organismos terrestres, como microrganismos e plantas, sdo
responsaveis por quase a totalidade das substancias disponiveis na
atualidade; enquanto que os organismos marinhos, apesar de promissores,
passaram a ser investigados de maneira sistematica apenas recentemente
(NEWMAN & CRAGG, 2006; HARVEY, 2008; COSTA-LOTUFO,
WILKE & JIMENEZ, 2009; NEWMAN & CRAGG, 2016). Sabe-se que
0s ecossistemas marinhos apresentam ampla biodiversidade, com
potencial biotecnolédgico associado praticamente ilimitado e a medicina
moderna tem encontrado no oceano uma vasta fonte de compostos com
importante potencial terapéutico (NEWMAN & CRAGG, 2007;
NEWMAN & CRAGG, 2016). O primeiro exemplo é o ara-C, um
analogo sintético dos nucleosideos espongouridina e espongotimidina
extraidos da esponja Tethya crypta, que apresenta atividade antitumoral
devido a sua incorporacdo ao DNA durante a replicacdo, o que leva a
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inibicdo do processo de sintese e, consequente, ao bloqueio da
proliferacdo. Ara-C é usada principalmente na terapia de leucemias
mieloides e linfoides e é utilizada com 0 nome de citarabina (KONUMA
etal, 2015).

Nesse contexto, o presente trabalho avaliou também a atividade
citotoxica do composto natural extraido da Desmarestia menziesii, uma
alga parda da classe Phaeophyceae e da familia Desmarestiaceae
(ALGAEBASE, 2018), a qual foi coletada na Ilha do Rei George, no
continente Antartico. Trata-se de uma plastoquinona (RIVERA &
PODESTA, 1990) chamada de 9-hidroxisargaquinona que foi
denominada, no laboratério, como AP1 (Figura 9).

As plastoquinonas desempenham fungdo como transportadoras de
elétrons na cadeia de transporte de elétrons da fotossintese e participam
da biossintese e metabolismo de importantes compostos quimicos. Além
disso, atuam como antioxidantes e regulam a expressdo génica e a
transducdo de sinal celular (LIU & LU, 2016). Em um estudo prévio, foi
demonstrada a atividade citotoxica das plastoquinonas sobre células de
linhagem de adenocarcinoma de célon (26-L5) (MORI et al, 2005) mas,
até o momento, ndo foram encontrados estudos em células de neoplasias
hematolégicas humanas.

Figura 9 - Estrutura do composto AP1 (9-hidroxisargaquinona).

Fonte: A AUTORA.

3.6 REGULACAO DE MORTE CELULAR

As células sdo capazes de monitorar constantemente as suas
condi¢des enddgenas e exdgenas a fim de manter a homeostase, a qual é
resultado de um equilibrio entre proliferacdo, diferenciacdo e morte
celular. Dessa forma, fatores como disponibilidade de oxigénio e
nutrientes, integridade genémica e balanco das vias de regulacéo celular
devem estar controlados. No caso da detec¢cdo de danos ou mau
funcionamento em alguma das etapas, sistemas intracelulares
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determinardo se a proliferacdo celular deve pausar e reparar as vias
alteradas para levar a restauracdo da homeostase ou se as células devem
ativar vias de sinalizacdo que desencadeiam uma morte celular regulada
(MCR) que, em situacGes fisiologicas, é denominada morte celular
programada (GALLUZI et al, 2018).

Sabe-se que em processos malignos ocorre a perda da homeostase
e as células passam a se dividir mais rapidamente do que elas morrem.
Isso pode ocorrer devido a presenca de alteragbes genéticas que
desencadeiam a inativacdo de genes reguladores ou a expressdo
desregulada de proteinas que conduzem a proliferacdo descontrolada de
uma célula e a imortalidade da mesma (FESIK, 2005; HEJMADI, 2010;
GALLUZI et al, 2018). Assim, o objetivo de novos agentes
quimioterapicos é provocar alterag@es nas células neoplésicas que gerem
estresse e que culminem em dano ao DNA. Dessa forma, as proprias
células podem sofrer um processo de morte induzido por um mecanismo
rigorosamente controlado que pode sofrer modulacdo farmacolégica ou
genética (BOSE & GRANT, 2015; GALLUZI et al, 2018). O
entendimento dos mecanismos de morte celular ¢ fundamental para
identificacdo de novos alvos na terapia antitumoral e, dentre os diversos
tipos de MCR, a apoptose é a mais bem estudada na literatura (HUNTER,;
LACASSE; KORNELUK, 2007; LI & DEWSON, 2015).

Atualmente, estd bem determinado que a apoptose ndo é o Unico
mecanismo de MCR envolvido na eliminacdo de células malignas. A
morte celular dependente de autofagia também é um tipo comum de
MCR, a qual envolve a degradacdo e a reciclagem de organelas
citoplasmaticas e de proteinas. Além disso, mais recentemente tem-se
estudado a morte celular imunogénica, a qual ¢ uma forma de MCR capaz
de ativar uma resposta imune adaptativa especifica para antigenos
enddgenos ou exdgenos expressos pelas células que estdo em processo de
morte. Esse tipo de morte celular exibe as principais caracteristicas
bioquimicas da apoptose, mas apresenta caracteristicas comuns a
estimulos imunogénicos indutores de apoptose como a inducdo de
estresse ao reticulo endoplasmatico (RE). O Comité de Nomenclatura em
Morte Celular classificou, de acordo com os aspectos morfoldgicos,
genéticos, farmacologicos, bioquimicos e funcionais, as formas de morte
celular como: apoptose intrinseca, apoptose extrinseca, necrose de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, necroptose, ferroptose,
piroptose, parthanatos, entose, netose, morte celular dependente de
lisossomos, morte celular dependente de autofagia, morte celular
imunogénica, além de processos ndo letais como senescéncia celular e
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catastrofe mitética (KATSUYA; SATOSHI; HIROYASU, 2009;
HASSAN, 2014; ZHANG et al, 2015; GALLUZZI, et al, 2018).

3.6.1 Modulacéo e blogueio do ciclo na regulacéo celular

O ciclo celular é composto por uma sequéncia de eventos que
permitem que uma célula duplique seu contetdo genético e se divida em
duas células filhas geneticamente idénticas. Ele compreende a interfase,
que consiste nas fases G1, S e G2, e a fase mitotica (M) (Figura 10).
Durante a interfase, a célula se prepara para a divisdo por meio do
crescimento e da replicacdo do DNA. A fase G1 é o intervalo entre o fim
da citocinese (separacdo das duas células filhas) de uma divisdo anterior
e o inicio da fase S, e é a fase em que ocorre aumento do volume celular,
condensagao dos cromossomos e sintese de proteinas. Além disso, é a fase
gue determina se uma célula vai se dividir novamente ou entrar na fase
GO ou quiescéncia, dependendo da disponibilidade de fatores de
crescimento no inicio da fase G1. Durante a fase S, a replicacdo do DNA
ocorre e cada cromossomo é duplicado, tornando-se duas cromatides
irmds. Apds a replicacdo, inicia-se a fase G2, durante a qual a célula
sintetiza componentes necessarios para a mitose, como RNA e proteinas.
Afase M, por sua vez, é subdividida em cinco fases: profase, prometafase,
metafase, anafase e tel6fase, e termina em citocinese (ZARITSKY;
WOLDRINGH, 2015; WENZEL & SINGH, 2018).

Os mecanismos pelos quais a célula blogueia de forma ativa o ciclo
celular sdo denominados checkpoints ou pontos de checagem do ciclo
celular. Esses bloqueios tém o objetivo de monitorar e responder a
distarbios celulares impedindo a progresséo de células alteradas até que
0s erros sejam reparados de forma adequada antes do avango para a
préxima fase do ciclo ou até a promocéo da apoptose. S&o reconhecidos
trés principais pontos de blogueio: na fase G1, antes de a célula entrar na
fase S do ciclo; G2, antes de a célula entrar em mitose; e durante a
metafase, impedindo a ligacdo dos cromossomos aos microtibulos
(WIMAN & ZHIVOTOVSKY, 2017).

Sabe-se que as células neoplasicas ndo sdo capazes de finalizar o
ciclo de replicacéo celular de forma normal, ou seja, ndo retornam a fase
GO e passam diretamente da mitose para uma nova fase G1. Muitas
proteinas estdo envolvidas em sua regulacdo, como as ciclinas e cinases
dependentes de ciclinas (CDKs), além de oncogenes, genes supressores
de tumor e proteinas checkpoint. MutacGes em qualquer um desses
mecanismos regulatdrios podem levar a proliferacdo de células que
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transportam mutacfes genéticas ou a um ndmero anormal de
cromossomos, 0 que resulta em instabilidade genémica e no
desenvolvimento de neoplasias, além de afetarem significativamente a
eficacia das terapias antitumorais (WIMAN; ZHIVOTOVSKY, 2017;
WENZEL & SINGH, 2018).

Os checkpoints e, consequentemente, a progressao do ciclo celular,
sdo controlados, principalmente, pelas CDKSs que interagem com ciclinas
especificas e promovem a ativacdo das cinases, as quais, por sua vez,
fosforilam uma série de substratos-chave que permitem a progresséo de
uma fase para outra do ciclo celular (Figura 10) (ZARITSKY &
WOLDRINGH, 2015). Quando s&o identificados erros no processo de
replicagdo celular, o ciclo celular pode ser inibido pela formacao de
complexos estaveis entre as CDKs e um grupo de proteinas denominadas
de inibidores de CDK, as quais impedem que as CDKs se liguem as suas
respectivas ciclinas até que o reparo do DNA esteja completo e a
progressdo do ciclo celular possa continuar de forma adequada
(HOCHEGGER, TAKEDA & HUNT, 2008; BONELLI et al, 2014;
WENZEL & SINGH, 2018).

Figura 10 - Ciclo celular e seus mecanismos de regulacéo.
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As fases do ciclo celular sdo representadas por G1, S, G2 e M. Os trés principais
blogueios do ciclo celular s&o os pontos de checagem (checkpoints) das fases G1,
G2 e M. Fonte: Adaptado de MAIORAL, 2013.
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Uma das proteinas mais importantes relacionadas ao ciclo celular
é a Ki-67, a qual é considerada um marcador de proliferacdo celular capaz
de organizar e manter a arquitetura do DNA e a sintese de ribossomos
durante a mitose (PATHMANATHAN & BALLEINE, 2013; DENKERT
et al, 2015; YANG et al, 2018). Ela é detectada no nucleo das células
somente durante as fases do ciclo celular e a mitose, e ndo é encontrada
nas células quiescentes ou na fase GO (YANG et al, 2018). A
superexpressdo de Ki-67 é observada em muitas neoplasias, incluindo as
hematoldgicas, e sua detec¢do por imuno-histoquimica contribui para a
avaliagdo do prognostico em LCB (WANG & WANG, 2016).

3.6.2 Inducéo da apoptose na regulacédo celular

A apoptose é um processo fisioldgico de morte celular que permite
regular o nimero de células totais de um determinado tecido e eliminar
células inviaveis ou com elevadas taxas de mutagdes genéticas. E um
mecanismo essencial para diversos processos fisiolégicos, incluindo a
renovacdo das células normais, o desenvolvimento apropriado do
organismo, o0 funcionamento do sistema imunolégico e o
desenvolvimento embrionario (HEJMADI, 2010). Nesse tipo de morte
celular, as células mantém a integridade da membrana plasmatica e ocorre
picnose devido & condensagdo da cromatina e reducéo do volume celular
com consequente perda da aderéncia com a matriz extracelular. As
organelas celulares mantém a sua morfologia, com excecdo das
mitocondrias, que podem apresentar poros na sua membrana externa.
Ocorre a formacgdo de invaginacdes e pregas na membrana plasmaética,
denominadas blebs, o que culmina com a separacdo dos fragmentos
celulares em corpos apoptéticos, os quais sdo fagocitados por células do
sistema imune e degradados nos fagolisossomas (GOLDAR et al, 2015;
GALLUZZI, et al, 2018). Outra caracteristica importante da apoptose é a
fragmentacdo do DNA, que ocorre pela a¢do de endonucleases ativas
dependentes de caspases, as quais produzem fragmentos de tamanhos
variaveis, multiplos de cerca de 200 pares de base (SARASTE &
PULKKI, 2000; ELMORE, 2007).

3.6.2.1 Apoptose intrinseca

A apoptose intrinseca ou mitocondrial é uma forma de MCR
controlada pelos membros da familia Bcl-2 que se inicia devido a
perturbacbes no microambiente intra ou extracelular, como a presenca de
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danos ao DNA, estresse do RE, sobrecarga de espécies reativas de
oxigénio (EROs), alteracdes nos microtibulos ou defeitos na mitose
(Figura 11) (GALLUZI et al, 2018). Esse processo nem sempre €
imunologicamente silencioso, como descrito anteriormente (YATIM,
CULLEN & ALBERT, 2017).

A mitocondria, além do seu papel no metabolismo energético,
apresenta também uma importante relacdo na inducdo da apoptose
intrinseca. Essa organela é composta por uma membrana interna e uma
externa e 0 espaco entre as duas membranas é controlado pelo A¥m, que
permite a troca de metabolitos entre a matriz e o citosol (SONG et al,
2015). A Figura 11 demonstra que danos nas mitocondrias desencadeiam
uma diminuigdo da capacidade de troca de metabdlitos (perda do A¥m),
0 extravasamento do seu contelido e a consequente liberacdo de proteinas
apoptoticas, como AlF (fator indutor de apoptose), citocromo ¢, SMAC,
endonuclease G e pro-caspase-9 (GOLDAR et al, 2015). A liberacdo
desses fatores pela mitocondria ocorre quando ha um desequilibrio entre
a quantidade das proteinas antiapoptéticas Bcl-2, Bcl-xL e Bcel-w e das
proteinas pro-apoptéticas Bax, Bak, Bid, Puma e Noxa (ADAMS, 2007;
GALLUZZI et al, 2018).

O citocromo ¢, quando liberado da mitocondria, liga-se a APAF-1
(fator-1 ativador de protease apoptotica), e esse complexo denominado
apoptossoma, na presenca de ATP, cliva a pro-caspase-9 em caspase-9
ativada, que por sua vez, ativa a caspase-3 (GOLDAR et al, 2015;
GALLUZZI et al, 2018). O AIF e a endonuclease G atuam
independentemente da ativacdo de caspases e, apds serem liberadas no
citoplasma, sdo translocadas para o nlcleo onde induzem a condensacao
da cromatina e a fragmentacdo do DNA (RIEDL, 2004). Ja a proteina
SMAC promove a apoptose por bloquear os inibidores enddgenos das
caspases (KIECHLE, 2002; FULDA, 2009). Dentre esses inibidores
encontram-se 0s membros da familia de proteinas inibidoras da apoptose
que incluem a survivina, considerada uma proteina antiapoptdtica devido
a sua capacidade de inibir as caspases 9, 3 e 7. Essa proteina apresenta-se
superexpressa na maioria das neoplasias humanas e pode estar envolvida
na resisténcia ao tratamento (PARK et al, 2011).

Em resumo, a apoptose intrinseca é um tipo de MCR iniciada por
alteragBes presentes no microambiente extracelular ou intracelular,
caracterizada pela permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e
que culmina na ativacdo de caspases efetoras, como a caspase-3
(GALLUZZI et al, 2018).



52

3.6.2.2 Apoptose extrinseca

A apoptose extrinseca é um tipo de MCR que se inicia devido a
perturbacBes no microambiente extracelular apds a transmissdo de sinais
gue ativam receptores localizados na membrana plasmatica das células
(Figura 11). Esses receptores transmembrana possuem um dominio
citoplasmatico (denominado de dominio de morte) para a propagacéo do
sinal apopt6tico, e um dominio extracelular, responsavel pela ligacdo do
receptor com seu ligante especifico. Os receptores podem ser de dois
tipos: receptores de morte (ativagdo dependente da ligacdo ao respectivo
ligante) e receptores de dependéncia (ativacdo ocorre quando a
concentracdo de seus ligantes especificos extracelulares esta abaixo do
valor basal) (GALLUZZI et al, 2018).

Os receptores de morte mais conhecidos sdo o FasR (Apo-1 ou
CD95) e os pertencentes a familia TNF (fator de necrose tumoral), tais
como TNF-R, TRAIL-R (DR4 e DR5) e DR3 (Apo-2). Ap6s ocorrer a
ligacdo ao ligante especifico, os receptores recrutam os dominios de
morte (FADD - dominio de morte associado a Fas ou TRADD - dominio
de morte associado a TNF) que, em combinacdo com as caspases
iniciadoras 8 e 10, formam o complexo DISC (complexo sinalizador
indutor de apoptose). O complexo DISC induz a clivagem da caspase-8
iniciadora e a liberagdo da sua forma ativa, caspase-8, a qual pode ativar
diretamente as caspases efetoras 3 e 7, resultando em morte celular de
forma totalmente independente da via mitocondrial (ELMORE, 2007;
INDRAN et al, 2011; HASSAN, 2014; GOLDAR et al, 2015; VOLPE et
al, 2016; GALLUZZI et al, 2018). A caspase-8 também é capaz de clivar
a proteina pré-apoptdtica Bid, membro da familia Bcl-2, que leva a um
aumento da permeabilidade mitocondrial e a liberagdo dos fatores pro-
apoptéticos pela mitocondria, além de amplificar a ativacdo da caspase-8
(ELMORE, 2007; GALLUZZI et al, 2018). A sinalizacdo de receptores
da morte, como 0 TNFR1, também pode levar a ativacdo do NFkB (fator
de transcricdo nuclear kappa B), 0 que pode resultar em sobrevivéncia
celular associada a resposta inflamatoria, pois esse fator de transcricdo
pode se ligar ao complexo DISC, modulando-o e inativando-o (HORN et
al, 2017; GALLUZZI et al, 2018).

Os receptores de dependéncia sdo compostos de aproximadamente
20 membros, os quais permitem a rapida ativacdo das caspases
executoras, em especial a caspase-3. O receptor DCC, quando ativo,
interage com a proteina adaptadora citoplasmatica DRAL para a
formac&o do apoptossoma. Enquanto que o receptor UNC5B, na auséncia
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de seu ligante (neutrina-1), recruta um complexo de sinalizacéo,
resultando na desfosforilacdo de DAPK1 (proteina cinase associada a
morte), a qual pode ativar diretamente as caspases executoras ou
favorecer a permeabilidade da membrana mitocondrial (PORTER &
DHAKSHINAMOORTHY, 2004; GALLUZZI et al, 2018).

Em resumo, a apoptose extrinseca é um tipo de MCR iniciada por
alteracBes no microambiente extracelular detectadas por receptores de
membrana plasmatica, propagadas pela caspase-8, e que culmina na
ativacdo de caspases executoras, principalmente a caspase-3
(GALLUZZI et al, 2018).

Figura 11- Mecanismos das apoptoses intrinseca e extrinseca.
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Apoptose intrinseca ou mitocondrial e apoptose extrinseca ou ativada pelos
receptores de morte, como o FasR. Fonte: A AUTORA.

Nota: AIF: Fator indutor de apoptose, APAF-1: Fator-1 ativador de protease
apoptoética; DISC: Complexo sinalizador indutor de apoptose; FADD: Dominio
de morte associado ao receptor Fas.

3.6.3 Vias de sinalizagéo na regulacéo celular

A sinalizacdo celular é uma rede de comunicacdo complexa em
forma de cascata que controla as atividades biol6gicas das células. As
células tumorais podem apresentar alteracdes genéticas que culminam na
producdo de proteinas alteradas e desencadeiam defeitos em varias vias
de sinalizacdo. Algumas vias sdo bem conhecidas por funcionarem de
forma errbnea nas células neoplésicas como as que controlam o ciclo
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celular e a morte por apoptose, 0 que provoca proliferacdo celular
descontrolada e formacéo de tumores (SARKAR et al, 2009).

A via do NFkB desempenha um papel importante no controle da
proliferacdo celular, apoptose, inflamagéo, resposta ao estresse e em
outros processos fisioldgicos. E composta por um complexo de proteinas
gue pode ser formado a partir de homo ou heterodimeros das proteinas
p50, p52, p65, c-Rel e Rel B e pode ser ativada por uma via classica e/ou
alternativa. Os dimeros p65/p50, em condi¢es normais, permanecem no
citoplasma celular na presenga do inibidor de NFkB a (IkBa) e, quando
ha ativacdo da via cléssica por receptores como BCR e TCR, o inibidor é
degradado por um complexo IxkB cinase. Na via alternativa, a ativacao €
dependente da formacédo do dimero formado pelas subunidades Rel B com
p50 ou p52 apos a degradacdo e que pode ser ativada por um nimero mais
restrito de ligantes (KARIN, 1999; GASPARINI et al, 2014). Desligado
do inibidor, 0 NFKB transloca-se ao nucleo da célula, onde se ligaao DNA
e é capaz de regular a expressdo génica e permitir a traducdo de proteinas
antiapoptoticas (como Bcl-2 e survivina) (Figura 12), de invasdo tecidual,
de imortalizacdo celular, reguladoras do ciclo celular (ciclinas e MYC),
de resposta ao estresse oxidativo, promotoras de vascularizacdo, além de
citocinas pré-inflamatorias e fatores de adesdo. Dessa forma, ocorre uma
modulacdo antiapoptdtica, proliferativa, pro-invasiva, inflamatoria e
antioxidante que favorece o desenvolvimento de neoplasias e, por isso,
acredita-se que a inibicdo do NFxB possa ser um mecanismo de
sensibilizacdo e/ou inativacdo de células neoplasicas (HOESEL &
SCHMID, 2013; GASPARINI et al, 2014).

As células linfoides B e T exercem suas funcfes por meio da
ativacdo das vias do NFkB para permitir o 6timo desempenho celular, e
estudos jA demonstraram a expressdo constitutiva desse fator de
transcricio em neoplasias hematolégicas (KORDES et al, 2000;
GASPARINI et al, 2014). Na LLA-T, é observada uma ativacdo
constitutiva das vias do NF«kB, 0 que garante a sobrevivéncia das células
neoplésicas, pois ela inibe a apoptose e aumenta a proliferacao celular.
Isso ocorre, pois a LLA-T é caracterizada pela ativacdo de mutacdes de
Notchl, a qual regula positivamente a expressao de algumas subunidades
como o Rel B e ativa o complexo IxB cinase, que degrada o inibidor de
NF«B (KORDES et al, 2000; VILIMAS et al, 2007; GASPARINI et al,
2014).

Ao contrario do que ocorre na maioria das neoplasias, o LB é
caracterizado por uma atividade basal de NFkB muito baixa, o que sugere
gue o mesmo pode ndo estar relacionado ao desenvolvimento dessa
doenca. Foi observado que em doencas que apresentam a superexpressao
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de MYC, como o LB, o NF«kB regula a expressdo de proteinas pro e
antiapoptoticas favorecendo a apoptose, principalmente relacionada ao
FasR. Dessa forma, acredita-se que a superexpressdo de MYC sensibiliza
as células a apoptose induzida pelo NFxB e, que a inatividade persistente
da sinalizacdo de NF«xB é um pré-requisito para a tumorigénese mediada
por MYC (KLAPPROTH et al, 2009; GASPARINI et al, 2014).

A proteina supressora de tumor p53 pode induzir uma célula a
apoptose por varios mecanismos, como 0 bloqueio da funcdo
antiapoptotica de Bcl-2 e Bel-xL (Figura 12), o que promove, direta ou
indiretamente, as atividades apoptéticas de Bax e Bak e resulta na
ativacdo da caspase-9 (ODA et al, 2000). Além disso, essa proteina é
capaz de estimular a transcricdo de genes como BAX e FAS e regular o
ciclo celular. Nesse contexto, a proteina p53 atua no checkpoint
localizado entre as fases G1 e S pela ativagdo de varios genes efetores
pré-apoptdticos ou inibidores do crescimento, como a p21. A p21 interage
com as CDKs e mantém a célula na fase G1/S para que ocorra o
reconhecimento de danos e a ativagdo de proteinas de reparo ao DNA, ou
a apoptose se esse dano for irreparavel (ABBAS & DUTTA, 2009). Sabe-
se que a maioria das neoplasias apresenta mutacdes no gene p53
(ATTARDI, 2005; ELMORE, 2007; HASSAN et al, 2014), e foi
demonstrada a superexpressdo dessa proteina mutada em casos de LLA
(DANOVA et al, 1990). Também foram observados diferentes padrfes
de desregulacdo da p53 em LCB que podem estar associados a progressao
da doenca (ICHIKAWA et al, 1992), como, por exemplo, mutagdes com
superexpressdo da proteina, mutacdo com quantidades indetectaveis da
proteina (como encontrado no LB) ou expressdo da proteina sem
mutacgdes concomitantes nas regides conservadas (GAIDANO et al, 1991;
VILLUENDAS et al, 1993; LI et al, 1995).

Outra via de sinalizacdo bastante estudada é a via da PI3K
(fosfoinositol-3-cinase)/Akt/mTOR, que esta comumente ativada nas
neoplasias hematoldgicas. A ativacdo dessa via € realizada de forma
complexa em resposta a fatores de crescimento e estresse celular, o que
resulta na ativagdo da Akt (pAkt), e, dessa forma, desempenha um papel
importante na proliferacdo, sobrevivéncia e mobilidade celular (Figura
12) (MENDOZA, ER & BLENIS, 2011). A ativacdo aberrante da via
PI3K/AKt/mTOR €é uma caracteristica comum na LLA-T, que ocorre
devido a varios mecanismos, como a delecdo ou a supressdo do gene
PTEN (um potente repressor da via) ou a fosforilacdo/oxidacdo da
proteina PTEN, a qual é detectavel em 70 a 85% dos pacientes, e esta
associada a um pior prognostico. Muitos inibidores dessa via estdo sendo
investigados na literatura e acredita-se que, futuramente, os pacientes
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portadores de LLA-T poderdo ser beneficiados ao utilizar essa forma de
tratamento (KAWAUCHI et al, 2009; EVANGELISTI et al, 2014,
BERTACCHINI et al, 2015, PARK, SIM & LEE K, 2016). Também foi
demonstrado que a p53 é capaz de inibir a proteina PTEN e que Akt pode
regular a via do NFkB por meio de fosforilacdo e ativacdo de moléculas
nessa via (SARKAR et al, 2009). Além disso, foi demonstrado que a
ativacdo da via PI3K/Akt/mTOR de forma aberrante no LB contribui para
a proliferacdo e sobrevivéncia das células neoplasicas e, por isso, sugere-
se a insercdo de inibidores dessa via no tratamento dessa doenca
(SPENDER & INMAN, 2012, LI et al, 2015).

Por fim, a via MAPK/ERK também esta relacionada a proliferagéo
e sobrevivéncia celular e esta ativada em neoplasias hematoldgicas. As
duas vias citadas anteriormente, quando ativadas, sdo capazes de suprimir
a apoptose de forma direta (pela inibicdo por mTOR) ou indireta (pela
inibicdo da proteina pro-apoptdtica BAD por Akt e MAPK) (Figura 12).
Além disso, MAPK é capaz de inibir IKB que ativa a via de NF«xB
(MENDOZA, ER & BLENIS, 2011).

3.6.4 O papel do reticulo endoplasmatico na regulacgéo celular

Como mencionado anteriormente, a capacidade de resposta de uma
célula diante de estimulos e/ou estresses de origem enddgena ou exdgena
é essencial para a manutencdo de sua homeostase. O RE é a organela
celular responsavel pela sintese, dobramento e modificacdo de peptideos
e proteinas (SANO & REED, 2013). Diante de situagdes de estresse que
resultam em perturbagdes na homeostase, 0 processo de dobramento de
proteinas é afetado e pode ocorrer um acUmulo de proteinas ndo
enoveladas no interior do RE, o que desencadeia um processo
denominado estresse no RE. Nesse caso, 0s compartimentos celulares
responsaveis por esta fungdo possuem mecanismos que permitem a
deteccgdo dessas proteinas e a sua corre¢do (MORI, 2009). Assim, quando
perturbagbes minimas na estrutura das proteinas nascentes sdo detectadas,
ocorre a ativagdo de uma via de sinalizag&o intracelular denominada UPR
(do inglés Unfolded Protein Response) (Figura 12). A UPR é uma via de
resposta bastante eficiente que permite a célula identificar o aumento de
proteinas mal dobradas no lumen do RE e incrementar a capacidade
celular de redobra-las de maneira correta ou induzir sua degradacdo. Se
esse esforco ndo for suficiente para a eliminacdo do excesso de proteinas
desenoveladas, a UPR pode ainda induzir a célula a apoptose
(SCHRODER, 2008).
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Uma das formas de ativacdo da via UPR é pela chaperona BiP,
localizada no lumen do RE que, em condicdes fisiologicas, se liga a
componentes da via como ATF6, IREL1 e PERK, inativando-as. Em
condi¢des de estresse devido a presenca de proteinas ndo enoveladas no
limen do RE, ocorre o desligamento de BiP dos trés componentes da via
UPR, os quais ficam, entdo, livres para serem ativados (RUTKOWSKI &
KAUFMAN, 2004). O resultado é a ativacdo de PERK e a consequente
fosforilagdo da proteina eiF2a no citosol. Como resultado da clivagem de
eiF2a, ocorre a inibi¢do da tradu¢do de RNA mensageiro, o0 que diminui
a sintese de proteinas e a sobrecarga de proteinas ndo enoveladas no RE,
restaurando a homeostase celular (DUFEY et al, 2014).

Figura 12 - Envolvimento de outras vias de sinaliza¢&o na morte celular.
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Nota: AIF: Fator indutor de apoptose, APAF-1: Fator-1 ativador de protease
apoptotica; DISC: Complexo sinalizador indutor de apoptose; FADD: Dominio
de morte associado ao receptor Fas.

No entanto, as respostas adaptativas ao estresse celular nem
sempre sdo bem sucedidas e, quando a homeostase é irremediavelmente
perdida, a célula gera uma resposta que levaa MCR. Assim, a fosforilacdo
de eiF2a em consequéncia da UPR permite também a expressao de genes
reguladores da apoptose, incluindo o que origina o fator de transcrigdo
CHOP (do inglés C/EBP homologous protein). A ativacdo de CHOP
resulta na inibicdo da transcricdo de membros antiapoptéticos da familia
Bcl-2 e na regulacgdo positiva de membros da familia dos receptores de
morte. Além disso, a via UPR pode modular diretamente a via do NFkB
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e levar a célula a MCR (DUFEY et al, 2014; GARG et al, 2015,
GALLUZI et al, 2018).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENHO EXPERIMENTAL
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Esta secdo ird abordar os procedimentos, as técnicas e 0s reagentes
utilizados para a obtencdo dos resultados apresentados no trabalho,
conforme o delineamento apresentado no fluxograma da Figura 13. Os
experimentos foram realizados em uma ordem que permitiu a selecdo dos

compostos mais promissores para 0 prosseguimento dos estudos.

Figura 13 - Delineamento do estudo.

| Caracterizacio das células linfoides incluidas no estudo

Caracterizaciao das células
linfoides T (Jurkat e Molt-4) e
linfoides B (Daudi e Namalwa)

Método: CF e FISH

0

I Avaliaciao do efeito dos compostos sobre células linfoides maduras (Daudi) e imaturas (Jurkat) I
Triagem inicial de 66 Curvas de concentracio e
compostos de origem sintética e tempo resposta dos compostos
um de origem natural em selecionados em células Daudi
células Daudi e Jurkat e Jurkat
Meétodo: MTT Meétodo: MTT

L

Efeitos dos compostos selecionados em células de SP

Capacidade de lise de Toxicidade em células
eritrocitos mononucleadas
Método: Teste de hemdlise Método: MTT

s

I Efeitos dos compostos em células de neoplasias hematologicas (Molt-4, Namalwa, K562 e MM.1S) I

Curvas de concentracio e
tempo resposta dos compostos
selecionados
Meétodo: MTT

L

(... continua)
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Efeito dos compostos sobre a proliferacao celular (Daudi e Jurkat)

Investigacao do bloqueio do

ciclo celular Expressiao da proteina Ki-67
Método: Marcagiio do DNA com Método: CF
IP por CF

O

Avaliagio da indugiio da apoptose

Investigagio da morfologia Observagio do padro “em

celular Externalizaciio dos residuos de " .
5 - e e escada” do DNA
Metodo: CF e coloragio com fosfatidilserina Método: Fragmentacio do DNA
BE/LA em microscopia de Método: Anexina V por CF e &
. em gel de agarose
fluorescéncia

O

Efeito dos compostos sobre a mitocéndria

Avaliacdo do potencial
mitocondrial
Meétodo: MitoView por CF

U

Efeito dos compostos selecionados na apoptose

Avaliagiio da ativaciio da

Avaliacao da apoptose Avaliacao da apopt 3 e da expressio de
intrinseca (Bel-2, Bax ¢ AIF) extrinseca (FasR) R survivinl:a h
Meétodo: CF Meétodo: CF :
Método: CF

o

Efeito dos compostos selecionados sobre intermediarios de vias de sinalizacio

Avaliacio das vias
Avaliagiio da expressio de pS3 PIBK/Akt/mTOR (Akt e pAkt)
e NFkB e MAPK/ERK (MAP
Método: WB quinase/ERK2)
Meétodo: WB

iy

Efeito dos compostos selecionados sobre células de pacientes portadores de neoplasias linfoides

Avaliaciio do efeito no reticulo
endoplasmaitico pela
expressio de CHOP

Método: WB

Avaliacio da toxicidade dos
compostos em células isoladas
de pacientes
Método: MTT

Fonte: A AUTORA.

Nota: BE/LA: Brometo de etideo/Laranja de acridina; CF: Citometria de fluxo;
FISH: Hibridizacdo in situ fluorescente; IP: lodeto de propideo; MTT:
Brometo de dimetiazoldifeniltetraz6lio; WB: Western blotting.
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4.2 OBTENCAO DOS COMPOSTOS

Neste trabalho foi investigado o efeito citotoxico de 66 compostos
sintéticos (28 analogos sintéticos que conttm o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila e 38 derivados de tiossemicarbazonas) e um de origem
natural sobre linhagens de células de neoplasias linfoides. Todos os
compostos foram obtidos por meio de parcerias entre 0 LOEH e outros
laboratorios da UFSC. A sintese dos compostos sintéticos e o isolamento
do composto natural estdo descritos no Anexo A.

4.3 CULTIVO CELULAR

No presente trabalho foram utilizadas duas linhagens celulares de
neoplasias linfoides humanas imaturas (Jurkat e Molt-4) e duas linhagens
de neoplasias linfoides maduras (Daudi e Namalwa), além de células de
LMA (K562) e células plasmocitarias de mieloma multiplo (MM)
(MM.1S). As células K562 e Jurkat foram cedidas pelo professor Dr.
Alberto Orfao do Cientro de Investigacion del Cancer da Universidade
de Salamanca (Espanha), as linhagens Molt-4, Daudi e Namalwa foram
cedidas pela professora Dra. Patricia Maria Bergamo Favaro da
Universidade Federal de Sdo Paulo (Brasil) e a linhagem MM.1S foi
cedida pela Dra. Anamika Dhyani do Hemocentro da Universidade
Estadual de Campinas (Brasil).

As células de linhagens de neoplasias hematoldgicas foram
cultivadas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI,
Gibco®) 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco®),
10.000 U/mL de penicilina (Gibco®), 10.000 pg/mL de estreptomicina
(Gibco®) e 10 mM de tampao de &cido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-
[2-etanosulfonico] (HEPES, Gibco®) em pH 7,4. Todas as células foram
mantidas em frascos plasticos estéreis para cultura celular e armazenadas
em estufa Umida a 37°C contendo 5% de CO.. Inicialmente as células
foram semeadas a uma densidade de 1,0 x 10° células por frasco e tiveram
0 meio substituido a cada 48 ou 72 h, de acordo com o crescimento
celular.

A fim de realizar a contagem celular para os experimentos, 0 meio
de cultura contendo as células em suspensdo (Jurkat, Molt-4, Daudi,
Namalwa, K562 e MM.1S), foi centrifugado a 264 x g por 10 min em
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e o sedimento
celular foi ressuspendido em 5,0 mL de meio RPMI. O nimero de células
viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo com o corante azul de tripan
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0,4% (Sigma-Aldrich®) e apenas as amostras com viabilidade celular
superior a 95% foram utilizadas nos experimentos. O tempo de
tratamento, a quantidade de células e a placa utilizada (6, 12, 24 ou 96
pocos) foram definidos de acordo com cada protocolo experimental e as
condic@es requeridas pelo mesmo.

4.4 CARACTERIZAGAO DAS CELULAS DE LINHAGENS DE
NEOPLASIAS LINFOIDES

A caracterizagdo fenotipica das linhagens Jurkat, Molt-4, Daudi e
Namalwa foi realizada a fim de identificar possiveis diferencas em
relagdo ao estagio de maturacéo das células estudadas. Para isso, 1 x 10°
células de cada linhagem celular foram centrifugadas a 264 x g por 10
min e lavadas com tampé&o fosfato (PBS). Em seguida, as células foram
marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluorocromos
especificos (Quadro 2) e foram incubadas por 30 min na auséncia de luz.
Para as células de LLA-T (Jurkat e Molt-4) foram utilizados no mesmo
tubo anticorpos para os marcadores CD5 conjugado a FITC, CD2
conjugado a PeCy7, CD7 conjugado a APC, CD3 conjugado a APCH?7,
CD45 conjugado a PacO e o corante 7-AAD, e para as células de LB
(Daudi e Namalwa) foram utilizados no mesmo tubo CD81 conjugado a
FITC, CD10 conjugado a PE, CD19 conjugado a PeCy7, IgM conjugado
a APC, CD38 conjugado a APCH7, CD20 conjugado a Pacific Blue,
CD45 conjugado a PacO, além do 7-AAD. Em seguida, adicionou-se uma
solucdo para a fixagéo das células marcadas (BD FACS Lysing Solution
- BD Biosciences®) e, ap6s a incubacdo de 30 min, as amostras foram
centrifugadas e ressuspendidas com 500 pL de PBS. Por fim, foram
adquiridos um total de 50.000 eventos no citbmetro de fluxo BD
FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) com o
software BD FACSDiva versdo 6.1.2 e os resultados foram analisados no
software Infinicyt versdo 1.7 (Cytognos®). O 7-AAD (Exbio®) é um
corante de DNA e foi utilizado 2 pL. em todos os tubos com o objetivo de
excluir as células inviaveis da amostra analisada.

As células Daudi utilizadas no presente estudo foram utilizadas
como controle positivo em um trabalho que visava & padronizacdo da
técnica de FISH para a pesquisa da t(8;14) (SIEGEL, 2016).


https://www.sigmaaldrich.com/
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Quadro 2 - Anticorpos utilizados na caracterizagdo fenotipica das células de
linhagens de neoplasias linfoides.

Marcador | Clone | Fabricante N° Volume | Fluorocromo
Catalogo (uL)
CD2 LFA- Beckman PN 3 PeCy7
2 Coulter Ab1074
CD3 HIT3 | BiolLegend 30318 1 APCH7
a

CD5 L17F BD 341089 7 FITC
12

CcD7 MEM Exbio 1A-20- 3 APC
-186 7100

CD10 IM19 Beckman PN 10 PE
15U Coulter IM1915U

CD19 SJ25 BD 557835 2 PeCy7
C1 Pharmigen

CD20 L27 BD 642274 2 PacB

CD38 HB7 BD 646646 3 APCH7

CD81 JS-81 BD 656647 3 APCH7

CD45 HI30 BD 7188870 1 PacO

IgM CH2 Exbio 1A-320- 7 APC
C100

Nota: PECy7: ficoeritrina-cianina 7; APCH7: Aloficocianina H7; FITC:
fluoresceina; APC: aloficocianina; PE: ficoeritrina; PacB: pacific blue; PacO:
pacific Orange.

45 TRATAMENTO DAS CELULAS COM OS COMPOSTOS E
DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Todos o0s compostos incluidos no presente trabalho foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Merck Millipore®) na
concentracdo de 10 mM e armazenados a 4°C (solucdo estoque). Para a
obtengdo das concentragBes utilizadas nos experimentos, foram
preparadas solucdes intermediérias a partir da solucéo estoque e diluidas
em meio de cultura.

Inicialmente foi realizada uma triagem dos compostos sobre
células de neoplasias linfoides. Para isso, as células Daudi (5 x 10*
células/poco) e Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram plaqueadas em placas
de 96 pocos com um volume final de 200 uL e incubadas com os
compostos na concentracdo de 100 puM. As placas foram incubadas por
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24 h a 37°C em estufa tmida contendo 5% de CO; e a viabilidade celular
foi avaliada por método colorimétrico utilizando MTT (Amresco®). Esse
método baseia-se na medida indireta da viabilidade celular pela atividade
enzimatica mitocondrial de células vivas que reduzem o MTT de cor
amarela ao seu derivado formazan de cor roxa (MOSMANN, 1983). Ap6s
0 tempo de incubacéo das células com os compostos, removeu-se 150 pL
do meio de cultura de cada poco e adicionou-se 50 puL de uma solucéo
contendo meio de cultura com 10% (v/v) de MTT (5 mg/mL em PBS).
Apobs 3 h de incubacdo a 37°C, as placas foram centrifugadas a 264 x ¢
por 10 min e o sobrenadante foi removido. Os precipitados formados em
cada poco foram dissolvidos com 100 pL de solu¢do de alcool
isopropilico/acido cloridrico 0,04 N e as placas foram mais uma vez
centrifugadas para a remogdo dos restos celulares. O sobrenadante foi
transferido para outra placa de 96 pocos, na qual foi realizada a leitura das
absorbancias em espectrofotdmetro Microwell Systems
(OrganonTeknika®) no comprimento de onda 540 nm. Em todos os
experimentos foram utilizados dois controles, um de células sem
tratamento, e outro acrescido do solvente (DMSO) ao meio de cultura na
maior concentragdo utilizada nos experimentos (1%). Os procedimentos
de preparacdo das amostras foram executados em condicGes estéreis. A
densidade optica do grupo controle (células sem tratamento) foi
considerada como 100% de células vidveis e os valores de absorbancia
encontrados para os compostos foram transformados em porcentagens de
viabilidade em relacdo aos controles.

4.6 DETERMINACAO DAS CURVAS DE CONCENTRAGAO E
TEMPO RESPOSTA

Os compostos que induziram maior reducéo da viabilidade celular,
no ensaio descrito acima, foram selecionados para a realizagdo das curvas
concentracdo e tempo resposta nas linhagens Daudi e Jurkat. Para a
linhagem de células Jurkat, seguiu-se a relacdo de 1 x 10° células/pogo
para o tempo de tratamento de 24 h, 5 x 10 células/poco para 48 he 2,5
x 10* células/poco para 72 h, com 200 pL de meio de cultura. Para as
células Daudi, foram utilizadas 5 x 10* células/poco para o tempo de
tratamento de 24 h, 2,5 x 10* células/poco para 48 h e 1,25 x 10*
células/poco para 72 h, com 200 uL de meio de cultura. Dessa forma, as
células foram plaqueadas em placas de cultura de 96 pocos e incubadas
com 0s compostos selecionados em concentragdes crescentes (1 a 100
uM) a 37°C com 5% de CO2 nos tempos de 24, 48 e 72 h.
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A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e a Clso
(concentracdo inibitéria 50%) foi obtida a partir da analise de regressdo
linear dos graficos plotados com os valores de porcentagem de viabilidade
celular versus concentracdo, utilizando-se o software GraphPadPrism 5.
A Clso de 24 h calculada para cada um dos compostos selecionados foi
utilizada nos demais ensaios.

4.7 AVALIAGAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
EM CELULAS DE SP DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Para avaliacdo da influéncia dos compostos selecionados em
eritrécitos e em células mononucleadas, foram coletadas amostras de SP
de seis individuos saudaveis e ndo fumantes que assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme o Comité de Etica de
Pesquisa em Seres humanos (CEPSH) da UFSC n° 2.838.107/2018
(Anexo B). As amostras foram obtidas por puncdo venosa e processadas
imediatamente apés a coleta.

Para a avaliacdo da capacidade hemolitica dos compostos
avaliados, as amostras de SP foram coletadas em tubos contendo o
anticoagulante citrato de sédio. As amostras foram centrifugadas a 264 x
g por 10 min e os eritrocitos foram isolados ap6s a retirada do
sobrenadante. O sedimento contendo as hemacias foi lavado trés vezes
com solugdo salina (0,9 % de NaCl) e, em seguida, diluido a fim de obter
a dispersao estoque de eritrdcitos. A absorbancia da dispersao estoque foi
lida em espectrofotdmetro a 540 nm e a diluigdo foi ajustada até obter-se
um valor de absorbéncia entre 1,8 e 2,2 (teste de dilui¢&o).

A fim de avaliar a capacidade citotoxica dos compostos
selecionados em células mononucleadas de individuos saudaveis,
realizou-se a coleta das amostras em tubo contendo o anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e diluidas em tampdo PBS na
propor¢do de 1,0 mL de amostra para 1,0 mL de PBS. Em seguida, as
amostras diluidas foram cuidadosamente adicionadas sobre Ficoll-
Hypagque (densidade 1.077 g/m®) na proporcéo 1:1 e centrifugadas a 300
x g por 30 min. A interfase contendo as células mononucleadas foi
transferida para um novo tubo conico e as mesmas foram ressuspendidas
em 10 mL de tampdo PBS antes de serem centrifugadas a 200 x g por 10
min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células
foram novamente lavadas com PBS. Apo6s a Ultima lavagem, as células
foram ressuspendidas em 5,0 mL de meio RPMI 1640 e o nimero de
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células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo do corante azul de
tripan.

4.7.1 Teste de hemolise

O teste hemolitico tem por objetivo avaliar o potencial de um
composto em causar lesdes & membrana dos eritrécitos e,
consequentemente, extravasamento do contetdo celular. O teste foi
realizado segundo o protocolo descrito por Mduzquiz-Ramos e
colaboradores (2014), no qual a partir da dispersdo estoque de eritrdcitos
obtida anteriormente, foram preparados o controle negativo, considerado
0% de hemolise (50 pl de disperséo de eritrécitos com adi¢do de 950 pl
de salina), o controle positivo, ou seja, 100% de lise celular (50 pl de
dispersdo de eritrécitos com adicdo de 950 pl de &gua destilada) e
amostras testes (50 pl de disperséo de eritrocitos com adicdo de 950 pl de
salina contendo diferentes concentracBes dos compostos analisados,
sempre multiplas da Clsg). As amostras foram incubadas em termobloco
sob agitacdo a 100 x g por 1 h a 37 °C e, em seguida, centrifugadas a 500
X g por 5 min. O sobrenadante de cada tubo (100 uL) foi transferido para
uma placa de 96 pogos e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a
540 nm (Microwell Systems, Organon Teknika®). A taxa de hemolise foi
calculada refletindo a quantidade de hemoglobina liberada no
sobrenadante devido a ruptura dos eritrdcitos pela seguinte equagéo:

DO, - DO,

Taxa de Hemolise (%) = x 100

DO, - DO,

Nota: DO:: Densidade 6ptica da amostra teste; DOc,: densidade 6ptica do controle
negativo; DOg,: densidade dptica do controle positivo.

4.7.2 Efeito citotdxico dos compostos selecionados em células nédo
neopléasicas (células mononucleadas de SP)

Um total de 5 x 10° células mononucleadas previamente isoladas
do SP de voluntérios saudaveis foram plaqueadas em placas de 96 pogos
com 200 pL de meio RPMI 1640. As células foram incubadas com 0s
compostos selecionados, nas suas respectivas Clso de 24 h, por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT e os resultados
obtidos para os compostos foram comparados com o grupo controle sem
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tratamento, com os grupos tratados com taxol (Paclitaxel®) a 10 uM, com
vincristina (Tecnocris®) a 100 uM e também com o solvente DMSO na
maior concentracdo utilizada nos experimentos (1%). Além disso, para a
avaliacdo da citotoxicidade foram realizadas curvas de concentracéo e
tempo-resposta para o farmaco vincristina.

4.8 EFEITO CITOTOXICO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
SOBRE OUTRAS CELULAS DE LINHAGENS DE NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

Apos a selecdo dos compostos a serem estudados, 0s seus efeitos
citotdxicos foram avaliados em células de outras linhagens de neoplasias
hematoldgicas e, para isso utilizou-se outras linhagens de células de
neoplasia linfoide imatura (Molt-4) e madura (Namalwa), além de uma
linhagem de neoplasia mieloide (K562) e uma linhagem de MM
(MM.1S). Para as células Molt-4, K562 ¢ MM.1S, utilizou-se 5 x 10*
células/poco para o tempo de tratamento de 24 h, 2,5 x 10* células/poco
para 48 h e 1,25 x 10* células/poco para 72 h, com 200 pL de meio de
cultura. As células Namalwa seguiram a mesma proporcdo utilizada para
as células Jurkat, ou seja, 1 x 10° células/poco para o tempo de tratamento
de 24 h, 5 x 10* células/poco para 48 h e 2,5 x 10* células/poco para 72 h,
com 200 pL de meio de cultura. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT.

4.9 CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

No presente estudo foram comparadas as Clso de 24 h de células
de linhagem de neoplasias linfoides (Jurkat, Daudi, Molt-4 e Namalwa)
com células de neoplasia mieloide (K562) e de MM (MM.1S), segundo a
seguinte equacdo: IS = Clso de células de origem mieloide ou de MM /
Clso de células de neoplasias linfoides incluidas no estudo.

4.10 EFEITO DOS COMPOSTOS SOBRE O CICLO CELULAR

Para avaliar os efeitos dos compostos selecionados nas fases do
ciclo celular, as células Daudi e Jurkat (1,0 x 108 células/pogo) foram
incubadas por 24 h com os compostos selecionados nas concentragdes de
suas Clso de 24 h. Em seguida, foi utilizado o kit PI/RNASE Solution
(Immunostep®), cujo principio consiste na coloracdo dos A&cidos
nucléicos pelo IP apds a digestdo do RNA. O controle negativo foi
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preparado com células sem tratamento para caracterizacao dos parametros
a serem analisados no citdmetro de fluxo. Ap6s o periodo de incubacéo,
as células foram lavadas com PBS, fixadas com 200 pL de etanol 70% e
incubadas durante 30 min a 4°C. Em seguida, foram lavadas com PBS
contendo 2% de albumina bovina e centrifugadas a 200 x g por 10 min.
Ao sedimento celular, foram adicionados 500 puL de solugdo de IP
contendo RNAse disponivel no kit e as células foram mantidas no escuro
por 15 min em temperatura ambiente. Os doublets foram excluidos apés
a realizacdo de gates no canal PE (&rea X largura) e foram adquiridos
10.000 eventos em ciclo celular (storage gate) no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto Il com o software BDFACSDiva versdo 1.6.2. As anlises
foram feitas no software Infinicyt versdo 1.7 (Cytognos®).

4.11 DETERMINAGAO DA INDUGCAO DA APOPTOSE

Foi avaliado se a atividade citotéxica dos compostos selecionados
envolve morte celular por apoptose por trés abordagens: Andlise de
parametros como o tamanho das células (Foward Scatter - FSC) e a
granulosidade e/ou complexidade intracelular (Side scatter - SSC) e
avaliagdo das células por microscopia de fluorescéncia com brometo de
etideo e laranja de acridina (BE/LA) (Sigma-Aldrich®), avaliacdo da
expressdo dos residuos de fosfatidilserina na membrana celular por CF e
ensaio de fragmentacdo de DNA por eletroforese em gel de agarose.

4.11.1 Analise do tamanho e complexidade interna das células por CF
e por microscopia de fluorescénciacom BE e LA

A técnica de CF é capaz de fornecer informagdes sobre alteracoes
no tamanho das células e a granulosidade e/ou complexidade intracelular
da populagdo analisada apds a incubacdo com os compostos selecionados.
Para isso, as células Daudi e Jurkat (1,0 x 108 células/pogo) foram
incubadas com os compostos selecionados nas suas respectivas Clsg de
24 h. Apds incubaco por 24 h, as células foram centrifugadas a 264 x g
por 10 min e lavadas com PBS. Em seguida, acrescentou-se uma solucdo
para fixar as células (BD FACS Lysing Solution - BD Biosciences®) e as
amostras foram incubadas por 15 min no escuro. As amostras foram
novamente centrifugadas e ressuspendidas em 500 pL. de PBS. Foram
adquiridos um total de 50.000 eventos para cada amostra no citbmetro de
fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems)
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com o software BD FACSDiva versdo 6.1.2. Os resultados foram
analisados no software Infinicyt versao 1.7 (Cytognos®).

A avaliacdo das células apds coloracdo com BE/LA permite a
diferenciacdo das células viaveis daquelas em apoptose (em fase inicial
ou tardia) ou em necrose devido a diferenca de permeabilidade da
membrana plasmatica das células aos corantes. O corante LA é permeavel
a membrana intacta e confere fluorescéncia verde as células vidveis. Ja o
BE ¢é impermeavel a membrana intacta e é capaz de se intercalar ao DNA
fragmentado das células ndo viaveis, conferindo-lhes fluorescéncia
laranja. Para realizar a andlise por microscopia de fluorescéncia, as
células Daudi e Jurkat (1,0 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos selecionados nas suas Clso de 24 h e incubadas por 18 h. Em
seguida, as células foram lavadas com PBS e o sedimento celular foi
ressuspendido em 40 pL de uma solugdo constituida de BE (Spg/mL) e
LA (10ug/mL) na proporgdo 1:1. Apds incubagdo por 10 min a
temperatura ambiente, 25 pL da suspensdo celular foi adicionada sobre
uma lamina de vidro e recoberta com laminula. As células dispostas na
lamina foram observadas em microscopio de fluorescéncia (Olympus
BX41) e campos representativos foram fotografados com cémera
fotografica (Olympus BX40, Olympus®) em aumento de 400 vezes.

4.11.2 Deteccao da externalizagdo dos residuos de fosfatidilserina por
CF

As células Daudi e Jurkat (1,0 x 10° células/pogo) foram incubadas
com os compostos selecionados nas suas Clso de 24 h. Ap6s 18 e 24 h de
incubacdo, as células foram submetidas a centrifugacéo por 5 min a 200
X ¢ para a retirada do meio de cultura. Em seguida, de acordo com as
instrucBes do fabricante, as células foram lavadas com PBS gelado e
ressuspendidas em 1 mL de PBS. Dessa suspensdo foi retirada uma
aliquota de 100 pL, na qual foi adicionado 5 pL de anexina V conjugada
a FITC (BD Pharmingen™ - Catalogo: 556419). As amostras foram
incubadas por 15 min no escuro em temperatura ambiente e, em seguida,
foi adicionado 400 pL de PBS para aquisi¢cdo no citometro de fluxo. O
controle negativo dos experimentos foi preparado com células sem
tratamento a fim de definir a concentracdo basal de células marcadas com
anexina V. Foram adquiridos um total de 20.000 eventos para cada
amostra no citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) com o software BD FACSDiva versao 6.1.2
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Os resultados foram analisados no software Infinicyt versdo 1.7
(Cytognos®).

4.11.3 Analise de fragmentacdo do DNA em gel de agarose

As células Daudi e Jurkat (3,0 x 10° células/pogo) foram incubadas
com 0s compostos selecionados nas suas Clso de 24 h. Apds 24 h, as
células foram centrifugadas a 264 x g por 10 min, lavadas duas vezes com
PBS e a extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o kit QlAamp® DNA
Mini (Qiagen®), seguindo-se as instrugdes do fabricante. As amostras de
DNA extraidas foram transferidas para um microtubo livre de RNAse e
DNAse e separadas por eletroforese em gel de agarose 2% utilizando-se
tampdo TAE (tris/acido acético/EDTA) por tempo e voltagem
necessarios. Os géis foram corados com BE (1 pg/mL) e fotografados no
transiluminador MacoVue UV-20 Hoefer com o sistema de foto-
documentacdo de géis (DOC-PRINT®, Biosystems®).

4.12 AVALIACAO DO COMPROMETIMENTO DO POTENCIAL
MITOCONDRIAL (A¥M)

Para avaliar os efeitos dos compostos no A¥m foi utilizado o kit
MitoView 633 (Biotium®) que é constituido por um corante fluorescente
gue se acumula na mitocéndria quando 0 A¥m esta intacto. As células
Daudi e Jurkat (1 x 108 células/pogo) foram incubadas com os compostos
selecionados nas suas respectivas Clso de 24 h por 18 e 24 h em estufa
Umida a 37°C com 5% de CO,. Apols esse periodo, as células foram
lavadas com PBS, submetidas a centrifugacdo a 200 x g por 10 min e o
sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados sobre o
sedimento celular 300 ul da solucdo de MitoView 633 diluido 1:10.000,
de acordo com as instrucdes do fabricante. As células foram incubadas
por 30 min a temperatura ambiente (20 a 25°C) ao abrigo da luz e
novamente centrifugadas a 200 x g por 10 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi suspendido em 500 uL de PBS. As analises
foram realizadas no citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems), com o software BD FACSDiva
versdo 6.1.2 para a aquisicdo dos eventos e o software Infinicity 1.7
(Cytognos®) para andlise das células com mitocéndrias que
apresentavam AW¥m intacto. Foram adquiridos 20.000 eventos e 0s
doublets foram retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC Height e
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Area. O controle negativo foi preparado com células sem tratamento para
caracterizacdo dos parametros a serem analisados no citdmetro de fluxo.

413 AVALIACAO DAS PROTEINAS ENVOLVIDAS NOS
MECANISMOS DE PROLIFERAGAO CELULAR E APOPTOSE POR
CF (KI-67, BCL-2, BAX, AIF, FASR, CASPASE-3 ATIVADA E
SURVIVINA)

Um total de 1,0 x 106 células das linhagens Daudi e Jurkat foram
incubadas com os compostos selecionados nas suas Clso de 24 h e
incubadas por 24 h em estufa imida a 37°C com 5% de CO,. Para todas
as proteinas intracelulares (Ki-67, Bcl-2, Bax, AlF, caspase-3 ativada,
survivina,), utilizou-se o kit FIX&PERM®Cell Fixation and
Permeabilization Kit (Nordic-MUbio®), que é composto de um reagente
A e um reagente B que permitem a fixacdo e permeabilizacdo das células.
O kit utilizado permite também a marcacdo de proteinas de membrana,
como o FasR. Assim, as células foram centrifugadas a 264 x g por 10 min
em um tubo especifico para CF, lavadas com PBS e ressuspendidas com
100 uL de PBS. Foi adicionado o volume especifico do anticorpo anti-
FasR e as amostras foram incubadas por 15 min na auséncia de luz e a
temperatura ambiente. Em seguida, adicionou-se 100 pL do reagente A,
procedeu-se novamente a incubacéo por 15 min na auséncia de luz e a
temperatura ambiente. Apés a incubacdo, acrescentou-se 2 mL de PBS e
a amostra foi centrifugada por 5 min a 300 x g. O sobrenadante foi retirado
e acrescentou-se 100 pL do reagente B e o0 volume adequado de cada um
dos anticorpos especificos para as proteinas intracelulares. Novamente a
amostra foi incubada por 15 min na auséncia de luz a temperatura
ambiente e, por fim, foi centrifugada a 300 x g por 5 min. Ao sedimento
celular foi acrescentado 500 uL de PBS para a analise no citdmetro de
fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems).
A aquisicdo foi realizada com o software BD FACSDiva versao 6.1.2 e
as analises foram realizadas com o Infinicity 1.7 (Cytognos®). Os
anticorpos utilizados estdo descritos no Quadro 3. Os tubos foram
planejados de forma a ndo conter dois anticorpos monoclonais
conjugados ao mesmo fluorocromo em um mesmo tubo e o controle
negativo foi preparado utilizando-se células sem tratamento.
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Quadro 3 - Anticorpos utilizados na analise de proteinas relacionadas com a
apoptose e proliferacéo celular por CF.

Marcador | Clone | Fabricante N° Volume | Fluorocromo
Catalogo
Bcl-2 Bcl- Exbio 1F-668- 4 FITC
2/100 T100
Bax B-9 Santa Cruz SC-7480 5 PercP
PercP
FasR B-10 Santa Cruz | SC-8009 5 PE
PE
AIF E-1 Santa Cruz SC- 5 FITC
13116
FITC
Caspase-3 | C92- BD 560627 5 V450
ativada 605
Ki-67 20 eBioscience | 11-5699- 5 FITC
Rajl 41
Survivina D-8 Santa Cruz SC- 5 PE
17779 PE

Nota: FITC: fluoresceina; PercP: Complexo proteina peridinina-clorofila; PE:
ficoeritrina.

4.14 AVALIACAO DE P53, NFKB, AKT, PAKT, MAP CINASE E
CHOP POR WB

As células Daudi e Jurkat (4,0 x 10° células) foram incubadas com
0s compostos sintéticos selecionados e com o AP1 nas suas respectivas
Clso de 24 h e incubadas por 24 h em estufa Umida a 37°C com 5% de
CO.. Apds a incubacdo, foram preparados os lisados celulares totais. Para
isso, as células foram lavadas e ressuspendidas em 1 mL de PBS. A
suspensdo celular foi transferida para um tubo plastico de 1,5 mL e as
amostras foram centrifugadas a 300 x g por 5 min. O sobrenadante foi
removido e adicionou-se 105 pL de tampdo RIPA contendo Protease
Inhibitor Cocktail (Sigma-Aldrich®) e o sedimento foi repetidamente
homogeneizado. As amostras foram incubadas em banho de gelo por 15
min e depois centrifugadas a 500 x g por 10 min. Por fim, o sobrenadante
contendo as proteinas foi transferido para um novo tubo para a realizacdo
da quantificacdo proteica pelo método do acido bicinconinico (BCA) com
0 kit Micro BCA Protein Assay (Pierce®). Uma curva-padrdo com
concentracBes conhecidas de albumina bovina sérica foi confeccionada
paralelamente aos experimentos. As amostras a serem analisadas foram



73

incubadas por 2 h a 37°C na presenca do agente colorimétrico e a leitura
das absorbancias foi realizada no espectrofotémetro Microwell Systems
(OrganonTeknika®) no comprimento de onda 540 nm.

Para a técnica de WB, 50 pg de cada um dos lisados proteicos de
interesse foram submetidos a separacéo eletroforética em gel SDS-PAGE
12%, depois foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(Hybond™.-C Extra — Amersham Biosciences®) utilizando-se tampao de
transferéncia (Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1% e metanol 20%),
a uma voltagem crescente que se inicia a 10 V por 45 min, no aparelho
semi-dry mini (GE Healthcare Life Sciences®). A fim de verificar a
eficacia do processo de transferéncia, a membrana foi corada em solucéo
de Ponceau S 0,1% em acido acético 3% por 5 min e o gel foi corado com
Comassie antes de ser descartado. A membrana foi descorada por meio
de lavagens sucessivas com &cido acético 1% e, posteriormente,
procedeu-se a incubacdo da mesma com solucdo de bloqueio (TBS-T
[Tris 25 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 0,1% com pH 7,4]) e leite
desnatado a 5% por 1 h a temperatura ambiente, sob constante agitacéo.
Apdbs o blogueio, a membrana de nitrocelulose foi incubada overnight
com os anticorpos primarios especificos para as proteinas de interesse em
solucdo de blogueio. A expressdo de NF«xB, p53, CHOP, Akt1/2/3,
pAkt1/2/3, MAP cinase ERK2 e B-tubulina (utilizada como controle) nas
linhagens celulares purificadas foi avaliada com anticorpos primarios e
secundarios especificos (Quadro 4).

Apos trés lavagens com TBS-T por 10 min sob agitacdo constante,
a membrana foi incubada com os respectivos anticorpos secundarios
conjugados a HRP diluidos em solucéo de bloqueio por 1 h (Quadro 4).
A membrana foi novamente lavada trés vezes com TBS-T por 10 min sob
agitacdo e foi incubada com 1 mL de reagente ECL (GE Healthcare®)
por 1 min, lida por quimioluminescéncia e fotografada no transiluminador
MacoVue UV-20 Hoefer. Os resultados obtidos foram normalizados com
a utilizagdo da proteina constitutiva B-tubulina e a avaliacdo da expresséo
das proteinas de interesse foi realizada de forma quantitativa pela
avaliacdo densitométrica das bandas geradas com o software Imagel
(disponivel em http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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415 INVESTIGACAO DO EFEITO CITOTOXICO DOS
COMPOSTOS SELECIONADOS SOBRE CELULAS DE PACIENTES
PORTADORES DE NEOPLASIAS LINFOIDES

Foram coletadas amostras de SP e MO de pacientes com
diagndstico de neoplasias linfoides B e T, antes do primeiro tratamento e
em casos de recidiva, atendidos pelo Servico de Hematologia do
HU/UFSC (CEPSH n° 2.838.107/2018 — Anexo B).

Quadro 4 - Anticorpos utilizados na avaliacdo por WB.

Molécula alvo Diluicéo Origem Fabricante N°
Catalogo
CHOP 1:1000 Camundongo | Cell Signaling L63F7
Technologies
p53 (DO-1) 1:100 Camundongo Santa Cruz sc-126
Biotechnology
NFkB p65 1:250 Coelho Santa Cruz sc-372
(C-20) Biotechnology
Akt 1/2/3 1:1000 Coelho Cell Signaling 9272S
Technologies
pAkt 1/2/3 1:500 Camundongo Santa Cruz sc-514032
Biotechnology
MAP cinase 1:1000 Camundongo Calbiochem 442700
ERK?2
B-tubulina 1:250 Coelho Santa Cruz sc-9104
Biotechnology
Imunoglobulina 1:2000 Cabra Invitrogen 62-6520
de camundongo
Imunoglobulina | 1:2000 Cabra Invitrogen RF238896
de coelho

As células mononucleadas foram isoladas conforme descrito
anteriormente no item 4.7 e o nimero de células vidveis foi avaliado pelo
método do azul de tripan. Um total de 5 x 10° células foram plaqueadas e
incubadas com os compostos selecionados em concentragdes de 1 a 100
uM. Apo6s o periodo de 24 h de incubacdo, a viabilidade celular foi
avaliada pelo método do MTT.

4.16 ANALISE ESTATISTICA DOS ENSAIOS BIOLOGICOS

Os resultados apresentados no presente trabalho foram expressos
como a média * erro-padrdo da média (EPM) e cada experimento foi
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repetido, pelo menos, trés vezes de forma independente. Em todas as
analises foi adotado um nivel de confianca de 95%. Para a analise dos
resultados e testes estatisticos foi utilizado o software GraphPad Prism 6.
A avaliacdo estatistica dos testes de citotoxicidade em células neoplasicas
e em células mononucleadas de SP e do efeito dos compostos no ciclo
celular, além do ensaio de hemolise, foi realizada utilizando-se a analise
de variancia (ANOVA) one way ou two way, complementada pelo teste
post-hoc de Bonferroni ou Tukey. Para a avaliacdo da expressdo de
residuos de fosfatidilserina, da alteragdo do A¥m e da avaliacdo da
expressao das proteinas pro e antiapoptoticas foi utilizado o teste t ndo
pareado, comparando cada ponto com o respectivo grupo controle.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZAGAO DAS CELULAS DE LINHAGENS DE
NEOPLASIAS LINFOIDES

Foi realizada a imunofenotipagem por CF para caracterizar o
fendtipo e, consequentemente, o estagio de maturacdo das células de
neoplasias linfoides incluidas no estudo. Conforme demonstrado na
Figura 14, as células Jurkat (LLA-T) apresentaram a expressao de CD3
de membrana e citoplasmatico, além da coexpresséo de CD2, CD5e CD7,
0 qual é um fendtipo sugestivo de LLA-T madura. As células Molt-4
apresentaram maior tamanho e complexidade interna e, diferente do que
foi observado nas células Jurkat, demonstraram a expressdo de CD3
apenas no citoplasma e coexpressdo de CD5 e CD7; sem a expressao de
CD2 e CD3 de membrana, o que sugere uma LLA pro-T.

Figura 14 - Caracterizacao fenotipica das células de linhagem linfoide T (Jurkat
e Molt-4).
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As células Jurkat (A) e Molt-4 (B) foram caracterizadas e classificadas conforme

a expressao de antigenos como CD2, CD3 citoplasmatico, CD3 de membrana,
CD5e CD7.

Com relacéo as células linfoides B, pode-se observar na Figura 15
que as células Daudi e as células Namalwa apresentam tamanho e
complexidade interna similares, coexpressdo de CD19 e CD20, expressao
fraca de IgM e expressdo de CD10 e CD81, fen6tipo compativel com o
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encontrado no LB. As células Daudi apresentaram menor expressao de
CD19, CD20 e CD10 em comparagdo com as células Namalwa.

Figura 15 - Caracterizacéo fenotipica das células de linhagem linfoide B (Daudi
e Namalwa).
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As células Daudi (A) e Namalwa (B) foram caracterizadas e classificadas
conforme a expresséo de antigenos como CD19, CD20, IgM, CD81 e CD10.

Na avaliagdo do FISH das células Daudi, foi observada a co-
localizagdo do sinal fluorescente, o que indica a presenca da t(8;14) nas
células analisadas (Figura 16).

5.2 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SINTETICOS E
NATURAL SOBRE CELULAS NEOPLASICAS

A triagem dos 28 analogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila, dos 38 derivados de tiossemicarbazonas e do composto
natural AP1 foi realizada nas linhagens Jurkat e Daudi, por serem
modelos de células linfoides em estidgios imaturo e maduro,
respectivamente. Em todos 0s ensaios de viabilidade celular utilizou-se,
além do grupo controle composto de células sem tratamento, um segundo
grupo contendo 1% de DMSO, e ndo foi observada diferenca significativa
na viabilidade celular entre os dois grupos.

Para fins didaticos, os resultados das triagens foram apresentados
por grupos de compostos seguidos dos resultados obtidos nas curvas de
concentracdo e tempo resposta, ambos utilizados para a selecdo dos
compostos mais promissores, baseado na citotoxicidade dos mesmos em
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células Daudi e Jurkat. Dessa forma, foram selecionados os compostos
mais promissores apds avaliacdo da Clso de 24, 48 e 72 h.

Figura 16 - Sonda de FISH em preparagdes de células em interfase e
cromossomos em metafase da amostra de células Daudi.

A

Em A pode-se observar a sonda MY C (8g24.21) em vermelho; em B a sonda IgH
(14932.33) em verde; em C nlGcleo em interfase e cromossomos em metafase
evidenciados pelo uso do 6-Diamidino-2-Fenilindol em azul; em D foi realizada
a sobreposicdo das imagens demonstrando uma metafase normal com dois sinais
vermelhos e dois verdes separados e um nlcleo interfasico com um sinal verde,
dois vermelhos e uma co-localizagéo de sinais verde e vermelho (seta), indicativo
da t(8;14). Fonte: SIEGEL, 2016.

5.2.1 Triagem e determinagdo das curvas concentracdo e tempo
resposta dos analogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila

Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade dos 28 andalogos
sintéticos que contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila pertencente as séries
EtA, EtB, TAS, Ea e Eh. Como pode ser observado na Figura 17, 0s
compostos EtA04 e Eh09 foram os que apresentaram maior reducdo da
viabilidade celular quando comparadas aos grupos controle (células sem
tratamento) nas linhagens de células Daudi e Jurkat.
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Figura 17 - Triagem dos compostos com o grupo 3,4,5-trimetoxifenila em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) (5 x 10* células/pogo) e Jurkat (B) (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com os analogos sintéticos que
contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila na concentracdo de 100 uM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do
MTT. Os resultados expressam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. * Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (células sem tratamento). # Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle e aos demais tratamentos,
p <0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey.
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Os compostos EtA04 e Eh09 (Figura 18) foram selecionados para
serem avaliados em diferentes concentracdes (10 — 100 uM) nas linhagens
Daudi e Jurkat em 24, 48 e 72 h. Como pode ser observado na Figura 19,
ambos os compostos foram citotdxicos para as duas linhagens avaliadas,
pois reduziram significativamente a viabilidade celular de forma
dependente da concentracdo e do tempo de incubacdo. Os valores de Clsg
calculados para 0s compostos estdo demonstrados na Tabela 1.

Os dois compostos selecionados apresentaram valores de Clsg
elevados na linhagem de neoplasia linfoide madura Daudi,
principalmente ap6s 24 h de incubacdo. J& na linhagem de neoplasia
linfoide imatura Jurkat, os compostos EtA04 e EnQO9 apresentaram valores
de Clsp iguais a 33,2 + 1,1 € 35,2 + 1,2 uM ap06s 24 h de incubagdo e, por
iss0, optou-se por dar continuidade aos experimentos apenas na linhagem
Jurkat.

Figura 18 - Estrutura quimica dos compostos EtA04 e Eh09.
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Figura 19 - Curvas de concentracdo e tempo resposta dos compostos EtA04 e
Eh09 nas linhagens Daudi (A) e Jurkat (B).
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) foram incubadas com o0s compostos
selecionados nas concentragdes 10, 20, 40, 60, 80 e 100 uM por 24,48 e 72 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa
média £ EPM de trés experimentos independentes. * Diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA two-way
seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

Tabela 1 - Valores de Clso (uM) calculados para as células Daudi e Jurkat apds
24, 48 e 72 h de incubagéo com os compostos EtA04 e EhQ9.

Daudi Jurkat
EtA04 Eh09 EtA04 Eh09
24 h 83,726 744 +12 332+11 352+12
48 h 620+1,6 176+1,1 10,2+0,6 13,8+1,0
72 h 38,2+0,6 13,4+ 0,6 9,0+0,5 9,8+0,6

5.2.2 Triagem e determinacdo das curvas de concentragdo e tempo
resposta das trés séries de tiossemicarbazonas

Foi avaliado também o efeito citotéxico de 38 derivados de
tiossemicarbazonas pertencentes as séries CMS, VIU e FI. Como pode ser
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observado na Figura 20, os compostos CMS-08, CMS-09 e VIU-09 foram
0S que apresentaram maior reducdo da viabilidade celular em ambas as
linhagens testadas quando comparados ao grupo controle (células sem
tratamento). Os compostos CMS-08 e VIU-09 foram selecionados para
serem testados em diferentes concentrag@es (1 — 100 uM) nas linhagens
Daudi e Jurkat, pois apresentaram reducdes significativas da viabilidade
celular nas duas linhagens celulares.
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Figura 20 - Triagem dos derivados de tiossemicarbazonas em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) (5 x 10* células/pocgo) e Jurkat (B) (1 x 10° células/poco) foram incubadas com os derivados sintéticos na
concentragdo de 100 UM por 24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Os resultados expressam a média
+ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (células sem
tratamento). # Diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle e aos demais tratamentos, p < 0,05. ANOVA one-way seguida de
teste post-hoc de Tukey.
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Os dois compostos selecionados, CMS-08 e VIU-09 (Figura 21),
foram citotdxicos para as linhagens Daudi e Jurkat apés 24, 48 e 72 h de
incubacdo, pois reduziram significativamente a viabilidade celular de
forma dependente da concentragdo e do tempo de incubacdo nas duas
linhagens (Figura 22). Os valores de Clsg calculados para os dois
compostos estdo demonstrados na Tabela 2. Dos compostos avaliados, 0
CMS-08 foi o que apresentou maior redugdo da viabilidade celular e
valores mais baixos de Clso nas duas linhagens celulares (Tabela 2) e, por
isso, optou-se por dar continuidade somente a investigacdo desse
composto referente a classe das tiossemicarbazonas.

Figura 21 - Estrutra quimica dos compostos CMS-08 e VIU-09.
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Figura 22 - Curvas de concentracdo e tempo resposta dos compostos CMS-08 e
VIU-09 nas linhagens Daudi e Jurkat.

A - Daudi
5 100 CMS-08] e 240 5 100 VIU09] - 24n
=1
% a0 - 48h g 80 -=- 48h
< -+ 72h ° == T2h
E 60 E 60
E 40 E 40
5 20 5 20
B =
0 0 N
r T T T T T 1 r T T T T T 1
0 1 5 10 25 5 100 0 1 5 10 25 50 100
Concentragéao (M) Concentragdo (uM)
B - Jurkat
& 100 CMS-08| - 24n 5 100 VIU-09 - 24h
E] -= 48h E]
] - 48h
3 8 * - 72m & 80
@ @ -
T 60 T 60 72h
b z
= 40 2 40
E] =
> 20 5 20
= =
0 0
r T T r T T o] 5 T T T T T o]
0 1 § 10 25 50 100 0 1 5§ 10 25 50 100
Concentracao (uM) Concentracéo (uM)

As células Daudi (A) e Jurkat (B) foram incubadas com os compostos
selecionados, nas concentrages 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM por 24,48 e 72 h. 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 two-way
seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

Tabela 2 - Valores de Clsy (uM) calculados nas células Daudi e Jurkat ap6s 24,
48 e 72 h de incubagdo com os compostos CMS-08 e VIU-09.

Daudi Jurkat
CMS-08 VIU-09 CMS-08 VIU-09
24 h 344+11 795+18 278+14 25,3+0,8
48 h 19,3+0,8 139+0,6 10,9+0,8 10,2+ 0,6
72 h 8,5+0,4 4,0+0,3 2,7+0,2 7,0+0,2

5.2.3 Triagem e determinacéo das curvas de concentragdo e tempo
resposta do composto natural AP1

O efeito citotoxico do composto AP1 (100 uM) foi inicialmente
investigado em células de neoplasias linfoides Daudi e Jurkat (Figura 23),
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e foi observada reducdo da viabilidade celular em ambas as linhagens
celulares.

Figura 23 - Triagem do composto natural AP1 em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) (5 x 10* células/poco) e Jurkat (B) (1 x 10° células/poco)
foram incubadas com o composto natural AP1 na concentracdo de 100 uM por
24 h e a viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT. Os resultados
expressam a média £ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. *
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (células sem tratamento). #
Diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle e aos demais tratamentos, p <
0,05. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Tukey.

Devido ao fato de o composto AP1 (Figura 9) ter causado elevadas
reducbes na viabilidade das células Daudi e Jurkat, as curvas de
concentracdo e tempo resposta foram realizadas utilizando-se menores
concentraces desse composto. Apés analise dos resultados obtidos,
observou-se redugdo da viabilidade celular de maneira dependente do
tempo e da concentragdo e valores de Clso baixos, principalmente em
células Jurkat, na qual foi observada uma diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle a partir de 1 uM (Figura 24). Os valores de Clsg
para as células Daudi e Jurkat estdo descritos na Tabela 3.
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Figura 24 - Curvas de concentracdo e tempo resposta do composto AP1 nas
linhagens Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) foram incubadas com o composto natural AP1,
nas concentragdes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM por 24, 48 e 72 h. 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), * Diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle (células sem tratamento), p < 0,05. ANOVA two-way seguida de
teste post-hoc de Bonferroni.

Tabela 3 - Valores de Clsy (uM) calculados nas células Daudi e Jurkat ap6s 24,
48 e 72 h de incubacdo com o composto AP1.

Daudi Jurkat

AP1
24 h 175+0,8 2,7+0,2
48 h 4,7+0,3 1,0+1,3
72 h 34+0.2 09+11

5.3 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
EM CELULAS DO SP

5.3.1 Investigacdo do efeito hemolitico induzido pelos compostos
selecionados em eritrécitos humanos

O efeito dos compostos selecionados (EtA04, Eh09, CMS-08 e
AP1) sobre eritrocitos de individuos considerados saudaveis foi avaliado
pelo teste de hemdlise e as taxas de hemolise obtidas estdo descritas na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Taxa de hemdlise (%) provocada pelos compostos EtA04, Eh9, CMS-
08 e AP1 nas concentragdes de especificas.

Composto Clso 2 X Clso 3 X Clso
EtA04 16+£1,0 34+21 57+3.3
Eh09 9,6 +55 142 +52 21,5+ 6,5*

CMS-08 32+1,6 36+1,1 40+£04
AP1 1,1+0,6 1,7+0,1 24+0,1

*p <0,05 em relagdo ao grupo controle, ANOV A one-way seguida de teste post-
hoc de Tukey.

Para a avaliacdo dos compostos EtA04 e EhQ9 foram utilizadas
concentracBes respectivas as suas Clso, dobro da Clsg e triplo da Clso
encontrada nas células Jurkat. Como pode ser observado na Figura 25, o
composto EtA04 ndo provocou hemolise significativa quando comparado
ao controle negativo. O composto Eh09 apresentou taxa de hemolise igual
a 9,6%, 142% e 21,5%, o que caracteriza um efeito hemolitico
significativo sobre os eritrocitos apds a incubagdo com o triplo da Clso.
Assim, considerando também que este composto apresentou valores mais
elevados de Clsp em células neoplasicas, optou-se por dar continuidade
ao estudo apenas do composto EtA04 como representante dos analogos
sintéticos que contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila.

Para a avaliacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 nas
células eritrocitarias, utilizaram-se trés concentracOes diferentes de cada
composto (de uma até trés vezes a Clso encontrada para as células Daudi
por ser a maior Clso encontrada). Como pode ser observado na Figura 26,
a incubacdo com CMS-08 e AP1 ndo resultou em hemolise significativa.
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Figura 25 - Efeito dos compostos EtA04 e Eh09 sobre os eritrécitos do SP.
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Em (A) pode-se observar uma imagem representativa da suspensao de hemécias
apés o tratamento com &gua destilada (controle positivo), salina (controle
negativo) e com as trés diferentes concentragbes dos compostos EtA04 e Eh09.
Em (B), a taxa de hemdlise representada pela densidade Optica (DO) apds
tratamentos com os compostos. * p < 0,05, ANOVA one-way seguida de teste
post-hoc de Tukey.

Nota: CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo.
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Figura 26 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre os eritrécitos do SP.
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Em (A) pode-se observar uma imagem representativa da suspenséo de hemécias
ap6s o tratamento com &gua destilada (controle positivo), salina (controle
negativo) e com as trés diferentes concentragdes dos compostos CMS-08 e AP1.
Em (B), a taxa de hemdlise representada pela densidade Optica (DO) apds
tratamentos com os compostos. * p < 0,05, ANOVA one-way seguida de teste
post-hoc de Tukey.

CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo.

5.3.2 Efeito citotdxico dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 em
células mononucleadas de SP

A fim de investigar o efeito dos compostos selecionados em
células ndo neoplasicas, foram utilizadas como modelo células
mononucleadas de SP de seis individuos considerados saudaveis. Como
pode ser observado na Figura 27, os compostos EtA04 e CMS-08, nas
suas respectivas concentragdes de Clso de 24 h, reduziram apenas cerca
de 8% e 5% da viabilidade celular das células mononucleadas,
respectivamente, ou seja, ndo apresentaram diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (células sem tratamento). JA 0 composto AP1
levou a uma reducdo significativa da viabilidade das células
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mononucleadas de SP (restaram 35,4 *+ 9,0% de células vidveis) quando
incubados com a concentracao referente a Clso calculada para as células
Daudi. No entanto, ao incubar as células mononucleadas com o composto
APl na concentracdo da Clsp encontrada para as células Jurkat,
semelhante a Clso em células Daudi ap6s incubagdo por 48 h, ndo foi
observada reducdo significativa da viabilidade celular, pois o composto
reduziu apenas cerca de 10% da quantidade de células viaveis.

Para fins de comparacdo com quimioterapicos utilizados na
clinica, foi calculada a Clso do farmaco vincristina em células Daudi e
Jurkat e os valores encontrados foram utilizados para avaliacdo da
citotoxicidade em células mononucleadas. Como resultado da curva
concentragdo e tempo resposta utilizando a linhagem celular Daudi e o
farmaco vincristina, obteve-se o valor de Clsg de 24 h de 88,8 + 3,1uM.
O valor de Clsp de 24 h da vincristina em células Jurkat foi avaliado
previamente no laboratdrio, corresponde a 125,8 £ 2,1 uM e foi utilizado
para avaliagdo da toxicidade (STEFANES, 2018). A incubacdo com
vincristina reduziu a viabilidade celular das células mononucleadas para
76,6 £ 2,2%. Além disso, o tratamento com taxol (10 uM) gerou uma
reducdo na viabilidade celular para 45,9 + 2,7%. Apés o tratamento com
o veiculo DMSO, na maxima concentracdo utilizada nos experimentos,
observou-se 97,3 + 2,1% de células viaveis.

5.4 EFEITO CITOTOXICO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
SOBRE OUTRAS CELULAS DE LINHAGENS DE NEOPLASIAS
HEMATOLOGICAS

Devido a heterogeneidade encontrada nas doencas hematolégicas,
o efeito citotdxico dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 foi avaliado em
outras duas linhagens de células de neoplasias linfoides (Molt-4 e
Namalwa), em uma linhagem de neoplasia mieloide (K562) e uma
linhagem de MM (MM.1S).
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Figura 27 - Efeito citotoxico dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 sobre células
mononucleadas em comparagdo com os controles positivos (taxol e vincristina) e
negativos (células sem tratamento e tratadas com DMSO 1%).
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As células mononucleadas (5 x10° células/pogo) foram incubadas por 24 h com
0s compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas suas Clso. Foram utilizados os farmacos
taxol e vincristina para fins de comparacdo, além do veiculo DMSO na maior
concentracdo utilizada nos experimentos. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT e a densidade dptica do grupo controle (células sem tratamento)
foi definida como 100% de viabilidade celular. *Diferenca estatisticamente
significativa em relagéo ao grupo controle, p < 0,05, ANOVA one way seguido
de teste post-hoc de Tukey.

Conforme pode ser observado na Figura 28, o composto EtA04
reduziu significativamente a viabilidade celular das linhagens avaliadas
de forma dependente da concentra¢do e do tempo de incubagdo quando
comparado ao grupo controle. Foi observada uma reducéo significativa
da viabilidade celular em 24 h a partir de 10 uM na linhagem Molt-4, a
partir de 40 uM nas linhagens MM.1S e Namalwa e a partir de 60 pM na
linhagem K562. J4 em 72 h de incubagdo, o efeito citotoxico foi
observado de forma significativa a partir de 10 uM e 20 uM, variando
conforme o tipo celular. Os valores de Clsp encontrados para cada
linhagem celular estdo descritos no Tabela 5.
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Figura 28 - Efeito citotdxico do composto EtA04 sobre células de neoplasias
hematolégicas.
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As células Molt-4, Namalwa, K562 e MM.1S foram incubadas com o composto
EtAO04 nas concentragbes 10, 20,40, 60, 80 e 100 uM por 24, 48 e 72 h. 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). ANOVA two-way seguida de
teste post-hoc de Bonferroni.

Apobs o tratamento com o composto CMS-08, pode-se observar
uma reducdo significativa da viabilidade celular em 24 h a partir de 5 uM
na linhagem Molt-4 e a partir de 25 uM nas linhagens Namalwa, K562 e
MM.1S. Jad em 72 h de incubacdo, o efeito citotoxico foi observado de
forma significativa a partir de 1 uM em todas as linhagens (Figura 29).

Por fim, o composto APl também causou uma reducdo
significativa da viabilidade celular dependente da concentracdo e do
tempo de incubagdo quando comparado ao grupo controle nas trés
linhagens de células avaliadas (Figura 30). Foi observada uma reducéo
significativa da viabilidade celular em todas as linhagens celulares, tanto
em 24 h,comoem48he72h.
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Figura 29 - Efeito citotéxico do composto CMS-08 sobre células de neoplasias
hematolégicas.
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As células Molt-4, Namalwa, K562 e MM.1S foram incubadas com o composto
CMS-08 nas concentracbes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM por 24, 48 e 72 h. 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). ANOVA two-way seguida de
teste post-hoc de Bonferroni.

Tabela 5 - Valores de Clso (uM) calculados nas células Molt-4, Namalwa, K562
e MM.1S apo6s 24, 48 e 72 h de incubagdo com os compostos EtA04, CMS-08 e
APL.

Molt-4 Namalwa K562 MM.1S
EtA04
24 h 48,3+0,6 52,4+20 > 100 97,7+21
48 h 39,3+1,0 455+18 731+27 67,6 +23
72 h 221+16 243+1,0 8,6+0,4 36,7+1,3
CMS-08
24 h 259+1,3 19,0+0,8 619+28 51,5+3,0
48 h 10,8 +£0,7 48+0,3 206+1,1 344+19
72 h 3,7+0,3 3,6+0,3 29+0,2 18,8 +1,6
AP1
24 h 245+13 2,8+0,2 75+0,2 123+11
48 h 45+0,3 1,7+0,3 54+0,3 48+0,5

72h 20+04 08+0,1 0,7+0,3 31+05




96

Figura 30 - Efeito citotéxico do composto AP1 sobre células de neoplasias
hematolégicas.
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As células Molt-4, Namalwa, K562 e MM.1S foram incubadas com o composto
AP1 nas concentracgdes 1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM por 24, 48 e 72 h. A viabilidade
celular foi avaliada pelo método do MTT. Cada ponto representa media + EPM
de trés experimentos independentes. ANOVA two-way seguida de teste post-hoc
de Bonferroni.

5.5 CALCULO DO INDICE DE SELETIVIDADE (IS)

O IS dos compostos EtA-04, CMS-08 e AP1 foi obtido dividindo-
se a Clspde 24 h das linhagens de células K562 e MM.1S pela Clsg de 24
h das linhagens de neoplasias linfoides (Jurkat, Molt-4, Daudi e
Namalwa). Como pode ser observado na Tabela 6, ndo foi possivel
calcular o IS do composto EtA04 com as células K562 pois o valor
encontrado de Clsp de 24 h extrapolou a linearidade da curva (> 100 uM).
O composto EtA04 apresentou indice de seletividade moderado para as
células de neoplasias linfoides imaturas (Jurkat e Molt-4) quando
comparado a linhagem MM.1S e baixo para as neoplasias linfoides
maduras (Daudi e Namalwa).
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Tabela 6 - Indice de seletividade para os compostos EtA04, CMS-08 e AP1.

EtA04 CMS-08 AP1
K562 MM.1S K562 MM.1S K562 MM.1S
Jurkat -- 2,9 2.2 1,8 2.8 45
Molt-4 -- 2,0 2,1 1,7 0,3 0,5
Daudi -- 1,2 1,8 1,5 0,4 0,7
Namalwa -- 1,9 3,3 2,7 2,7 4.4

5.6 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR

5.6.1 Efeito dos compostos no ciclo celular

O efeito de EtA04, CMS-08 e AP1 na progressdo do ciclo celular
das linhagens Daudi e Jurkat foi avaliado ap6s 24 h de incubagdo com os
compostos com as respectivas Clsg de 24 h e os resultados estdo descritos
na Tabela 7. Em comparagdo com o grupo controle, os compostos EtA04,
CMS-08 e AP1 causaram um aumento significativo na propor¢do de
células na fase sub GO/G1 nas duas linhagens celulares, o que confirma o
aumento da morte celular induzida pelos compostos. Como pode ser
observado na Figura 31, ndo foram observadas diferencas na quantidade
de células nas fases do ciclo celular ap6s o tratamento com 0s compostos
EtA04, CMS-08 e AP1 nas linhagens de células Daudi e Jurkat.

Tabela 7 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas fases do ciclo celular
de células Daudi e Jurkat.

Células em ciclo celular Células mortas
Daudi G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) SubG0/G1(%)
Controle 486+15 21,724 29,7+19 118+1,2
CMS-08 565+04 184+27 252+272 38,5+1,0*
AP1 534+05 250+2,7 186+24 445 +2.2*
Células em ciclo celular Células mortas
Jurkat G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) SubG0/G1(%)
Controle 582+32 189+19 228+36 19,7+4,6
EtA04 689+20 183+20 128+25 435 +28*
CMS-08 658+4,0 192+31 150+36 54,2 +52*
AP1 610+38 247+37 143+31 48,9 + 8,2*

*p <0,05 em relacéo ao grupo controle, ANOVA one-way, seguida de teste post-
hoc de Bonferroni.
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Figura 31 - Efeitos dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas células Daudi e
Jurkat sobre o ciclo celular.
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As células Daudi e Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas respectivas Clso por 24 h e 0s grupos
controle correspondem as células sem tratamento. As fases estdo representadas
por GO/G1, S e G2/M. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto Il e avaliadas pelo software Infinicity versdo 1.7 (Cytognos®). O
histograma ¢é ilustrativo de um experimento e os graficos representam a média £
EPM de pelo menos trés experimentos independentes, p < 0,05 em relagéo ao
grupo controle, ANOVA one-way, seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

5.6.2 Efeito dos compostos sobre a proteina Ki-67

As células Daudi e Jurkat foram incubadas por 24 h com os
compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas suas respectivas Clso de 24 h, com
0 objetivo de investigar os seus efeitos na expressdo da proteina Ki-67 por
CF. Para a anélise dos resultados, foi utilizado o valor da intensidade de
fluorescéncia média (IFM) e o valor observado para o grupo controle
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(células sem tratamento) foi considerado como 100%. Como pode ser
observado na Figura 32, nas células Daudi, o composto CMS-08 néo
induziu diferenca significativa na expressao de Ki-67 (100,5 + 3,5%),
enquanto que o composto natural AP1 diminuiu de forma significativa a
expressao dessa proteina (67,5 + 2,5%). Ja nas células Jurkat, os
compostos EtA04 e CMS-08 ndo alteraram a expressao de Ki-67 (98,4 +
1,6% e 102,3 * 2,2%, respectivamente), enquanto que o composto AP1
também demonstrou uma reducdo significativa na expressdo dessa
proteina (84,3 + 3,8%).

Figura 32 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 na expresséao da proteina
Ki-67 em células Daudi e Jurkat.

A - Daudi B - Jurkat
2001 200-
= 150 . 150
= =
w ™
1 1004 —_ — 100 .
¢ . @
¥ 50 X 50-
0- T T 0- T T T
Controle CMS-08 AP1 Controle EtA04 cms-08 AP1

As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo), foram incubadas por 24
h na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos EtA04, CMS-08 e
AP1 nas suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF ap6s a
marcagdo com o anticorpo anti-Ki-67 conjugado a FITC. Os resultados
representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes. As
andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versao
1.7 (Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia média. * Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.
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5.7 DETERMINACAO DA INDUCAO DA APOPTOSE

5.7.1 Analise da morfologia celular por CF apds incubag¢ao com os
compostos selecionados

Para avaliar o tamanho e a complexidade interna das células por
CF apds tratamento com EtA04, CMS-08 e AP1, as células Daudi e Jurkat
(1,0 x 1098 células/pogo) foram incubadas com os compostos nas suas Clso
por 24 h. Como ¢é possivel observar no Painel A da Figura 33, as células
Daudi apresentaram uma diminuicdo significativa na média de tamanho
apos o tratamento com CMS-08 e com AP1, e também na complexidade
interna apds o tratamento com CMS-08. Ja com relagdo as células Jurkat
(Figura 33 - Painel B), ndo foram observadas altera¢cdes no tamanho e na
complexidade interna das células apds o tratamento com EtA04, CMS-08
e AP1.
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Figura 33 - Caracteristicas de tamanho (FSC) e complexidade interna (SSC) das
células Daudi e Jurkat ap6s o tratamento com os compostos EtA04, CMS-08 e
AP1.
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Para avaliar a morfologia celular por CF, as células Daudi (A) e Jurkat (B) (1,0 x
108 células/poco) foram tratadas com os compostos EtA04, CMS-08 e AP1 nas
suas Clso de 24 h. Foram adquiridos um total de 50.000 eventos para cada amostra
no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e os resultados foram analisados no software Infinicyt versdo 1.7
(Cytognos®).
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5.7.2 Avaliagdo da morfologia celular por microscopia de
fluorescéncia com BE e LA

Para avaliar se a morte celular induzida pelos compostos EtA04,
CMS-08 e AP1 em células Daudi e Jurkat apresenta caracteristicas
morfoldgicas sugestivas de apoptose, foi realizada primeiramente a
observacao celular por microscopia de fluorescéncia apos coloragdo com
BE e LA. Ap6s 18 h de incubacdo, as células viaveis apresentaram
tamanho e coloracdo verde uniformes. Ao mesmo tempo, todas as
linhagens celulares avaliadas demonstraram, apds o tratamento com os
compostos selecionados, caracteristicas morfoldgicas tipicas de células
em apoptose tardia, como a formac&o de corpos apoptdticos e a perda de
integridade da membrana plasmatica (indicada pela fluorescéncia
alaranjada) (Figura 34). O tratamento da linhagem celular Daudi com o
composto CMS-08 apresentou principalmente células em apoptose em
fase inicial, caracterizadas pela membrana plasmatica integra (indicada
pela fluorescéncia verde) com condensacéo da cromatina.

Figura 34 - Avaliacdo morfoldgica das células Daudi e Jurkat apds tratamento
com os compostos CMS-08, AP1 e EtA04.
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As células Daudi e Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos na sua Clso de 24 h por 18 h e entdo coradas com uma solugéo 1:1 de
BE e LA. O grupo controle corresponde as células sem tratamento. As células
foram observadas em microscdpio de fluorescéncia (Olympus BX41) e campos
representativos foram fotografados com cémera digital (Olympus BX40).
Podem-se observar células em apoptose inicial ou tardia. As imagens sdo
representativas de pelo menos dois experimentos independentes.
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5.7.3 Deteccdo da externalizacio dos residuos de fosfatidilserina por
CF

A quantificacdo da exposicao dos residuos de fosfatidilserina foi
realizada em células Daudi e Jurkat incubadas com os compostos EtA04,
CMS-08 e AP1 por 18 e 24 h.

Como pode ser observado na Figura 35, 0 composto EtAQ4, nas
células Jurkat, induziu um aumento significativo na exposicdo dos
residuos de fosfatidilserina de 14,1 + 0,7% em relacéo ao grupo controle.
O composto AP1, nas células Daudi, induziu um aumento na exposicéo
dos residuos de fosfatidilserina de 30,8 + 4,7% em relagcdo ao grupo
controle e nas células Jurkat, de 27,8 + 1,8%. Com relagdo ao tratamento
com o0 composto CMS-08, nas células Daudi ndo foi observado um
aumento significativo da porcentagem de células positivas para anexina
V quando comparado ao grupo controle (112,2 + 5,6%), j& nas células
Jurkat houve um aumento significativo de 16,8 + 0,3%

Figura 35 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 na exposicdo dos
residuos de fosfatidilserina em células Daudi e Jurkat pelo método da anexina V
conjugada a FITC apés 18 h de incubacao.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1 x 108 células/poco), foram incubadas por 18
h na auséncia (grupo controle) e na presenga do composto EtA-04, CMS-08 e
AP1 nas suas Clsy de 24 h. A exposicdo dos residuos de fosfatidilserina foi
determinada pela marcacdo com anexina V-FITC. As analises foram realizadas
no citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il e avaliadas pelo software Infinicyt
versdo 1.7. A IFM do grupo controle foi considerada como 100%. Os resultados
representam a média + EPM de trés experimentos independentes. *p < 0,05
guando comparado ao grupo controle, teste t de Student.
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A fim de verificar se o tempo de incubacdo das células Daudi com
0 composto CMS-08 é um fator determinante na exposicao dos residuos
de fosfatidilserina, foram realizados novos experimentos nessa linhagem
celular, nas mesmas condicfes anteriores, porém com 24 h de incubacéo
com o composto. Na Figura 36 pode-se observar que, nas células Daudi,
0 composto CMS-08 provocou um aumento significativo de 25,8 + 4,6%
na porcentagem de células positivas para anexina V quando comparado
ao grupo controle apds 24 h de incubagdo.

Figura 36 - Efeito do composto CMS-08 na exposicdo dos residuos de
fosfatidilserina em células Daudi pelo método da anexina V conjugada a FITC
apds 24 h de incubagdo.
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As células Daudi (A) (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 24 h na auséncia
(grupo controle) e na presenga do composto CMS-08 na sua Clsp de 24 h. A
exposicdo dos residuos de fosfatidilserina foi determinada pela marcagdo com
Anexina V-FITC. As andlises foram realizadas no citbmetro de fluxo BD
FACSCanto Il e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7. A IFM do grupo
controle foi considerada como 100%. Os resultados representam a média + EPM
de trés experimentos independentes. *p < 0,05 quando comparado ao grupo
controle, teste t de Student.

5.7.4 Avaliacéo da Apoptose pelo Método de Fragmentagéo do DNA

Para avaliar a fragmentacéo do DNA, as células Daudi e Jurkat (3,0
x 108 células/pogo) foram incubadas com os compostos selecionados nas
suas respectivas Clso de 24 h. Na Figura 37 é possivel observar o padréo
de fragmentacdo “em escada” caracteristico de células em apoptose para
ambas as linhagens tratadas com EtA04, CMS-08 e AP1.
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Figura 37 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 na fragmentacdo do
DNA de células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (3 x 10° células/pogo) foram incubadas com os
compostos EtA04, CMS-08 e AP1 na Cls, de 24 h. O controle negativo (CN)
representa as células sem tratamento. Ap6s a incubagcdo, as células foram lavadas
com PBS e o DNA foi extraido e separado por eletroforese em gel de agarose 2%
e corado com brometo de etidio (1 pg/mL). Por fim, foram visualizados e
fotografados sob iluminagdo UV de fotodocumentacéo de géis (DOC-PRINT®
Biosystems).

5.8 AVALIACAO DO EFEITO DOS COMPOSTOS SELECIONADOS
SOBRE A MITOCONDRIA

5.8.1 Avaliacédo do comprometimento do potencial mitocondrial

Com o objetivo de avaliar se a morte celular causada pelos
compostos EtA04, CMS-08 e AP1 esta relacionada a apoptose intrinseca,
0 A¥m das células Daudi e Jurkat foi analisado ap6s 18 e 24 h de
tratamento com cada composto selecionado nas respectivas Clso de 24 h.

Como pode ser observado na Figura 38, ap6s 18 h de tratamento,
0 composto CMS-08 reduziu de forma significativa a porcentagem de
células com 0 A%m intacto na linhagem celular Daudi (75,3 + 0,1%) e
nas células Jurkat (74,9 + 3,7). O composto AP1 levou a uma reducdo
significativa (71,1 £ 2,8%) na porcentagem de células com A¥m intacto
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na linhagem celular Daudi, porém a diminuicéo néo foi significativa (96,6
* 1,2) nas células Jurkat. E, por fim, o composto EtA-04 ndo reduziu
(101,2 £ 6,0%) a porcentagem de células Jurkat com 0 A¥m intacto.

Figura 38 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 no A¥Ym de células
Daudi e Jurkat ap6s incubagao por 18 h.
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As células Daudi e Jurkat (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 18 h na
auséncia, grupo controle (grafico preto), e na presenca do composto EtA04,
CMS-08 e AP1 nas suas Clsg de 24 h. O percentual de células com 0 A¥m intacto
foi determinado por CF ap6s a utilizacdo do kit MitoView 633. As analises foram
realizadas no citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicity 1.7
(Cytognos®). O histograma ¢ ilustrativo de um experimento e os graficos
representam a média = EPM de pelo menos trés experimentos independentes. *
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

O experimento também foi realizado com o tempo de incubacdo de
24 h e, nesse caso, como pode ser observado na Figura 39, apds o
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tratamento com CMS-08, foi observada uma reducdo significativa na
porcentagem de células com A¥m intacto nas linhagens celulares Daudi
(61,2 + 1,3%) e Jurkat (56,2 + 7,4). O composto AP1 também reduziu de
forma significativa a porcentagem de células com A¥m intacto na
linhagem Daudi (42,3 = 1,1%) e Jurkat (18,6 + 5,6%). Além disso, pode-
se observar que o0 composto EtA04 também reduziu de forma significativa
(80,2 + 4,3%) a quantidade de células Jurkat com 0 A¥m intacto.

Figura 39 - Efeito dos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 no A¥m de células
Daudi e Jurkat apds incubacéo por 24 h.
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As células Daudi e Jurkat (1 x 108 células/pogo), foram incubadas por 24 h na
auséncia, grupo controle (grafico preto), e na presenca do composto EtA04,
CMS-08 e AP1 nas suas Clsp de 24 h. O percentual de células com 0 A¥m intacto
foi determinado por CF ap06s a utilizagdo do kit MitoView 633. As analises foram
realizadas no citbmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicity 1.7
(Cytognos®). O histograma é ilustrativo de um experimento e os graficos
representam a média £ EPM de pelo menos trés experimentos independentes. *
Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.
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5.9 AVALIACAO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS
NA MORTE CELULAR

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores,
optou-se por dar continuidade aos estudos apenas com 0S compostos
CMS-08 e AP1, pois foram considerados como 0s mais promissores.
Além disso, padronizou-se o tempo de incubacdo de 24 h, pois foi aquele
no qual as alteracdes induzidas pelos compostos em células neoplasicas
foram mais bem evidenciadas.

5.9.1 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre
proteinas envolvidas na apoptose intrinseca

5.9.1.1 Efeito dos compostos sobre a proteina antiapoptotica Bcl-2 e sobre
a proteina pro-apoptotica Bax

Como pode ser observado na Figura 40, ap6s 24 h de tratamento,
0 composto CMS-08 reduziu significativamente a expressao de Bcl-2 nas
células Daudi (73,0 + 1,2%) e nas células Jurkat (90,0 + 1,2%). Ja 0
composto AP1 ndo causou diferenca significativa na expressdo de Bcl-2
nas células Daudi (110,2 + 6,8%) e Jurkat (107,0 = 2,5%), quando
comparados aos respectivos controles sem tratamento (100%).

Com relagdo a proteina Bax, a Figura 40 mostra que 0 composto
CMS-08 ndo causou alteracdo significativa na expressdo dessa proteina
nas células Daudi (90,4 £ 4,3%), mas aumentou de forma significativa
nas células Jurkat (111,7 = 1,3%) ap6s 24 h de tratamento. Em
contrapartida, o composto AP1 causou um aumento significativo na
expressdo de Bax em ambas as linhagens Daudi (142,3 * 6,2%) e Jurkat
(132,3 £ 6,3%).

Quando analisada a razao entre os valores de IFM encontrados para
a proteina antiapoptética Bcl-2 e para a proteina pré-apoptética Bax
(Tabela 8), pode-se observar que ha o predominio da expressao da
proteina Bax em relagdo a proteina Bcl-2 em todas as linhagens celulares
tratadas com a tiossemicarbazona CMS-08 ou com a plastoquinona AP1.
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Figura 40 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressao das proteinas Bcl-
2 e Bax em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo), foram incubadas por 24
h na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas
suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF ap6s a marcacdo
com o anticorpo anti-Bcl-2 conjugado a FITC e anti-Bax conjugado a PercP. Os
resultados representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos
independentes. As analises foram realizadas no citbmetro de fluxo BD
FACSCanto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo
software Infinicyt versdo 1.7 (Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia
média. *Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de
Student.

Tabela 8 - Razdo entre a expressdo da proteina antiapoptdtica Bcl-2 e a proteina
pro-apoptotica Bax.

Compostos Células Razao Bcl-2/Bax
Daudi 0,8
CMS-08 Jurkat 0,7
AP1 Daudi 0,8

Jurkat 0,8
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5.9.1.2 Efeito dos compostos sobre a proteina pré-apoptdtica AlF

Na Figura 41, apds 24 h de incubacdo com o composto CMS-08,
pode-se observar uma diminuicdo na expressdo de AlF nas células Daudi
(84,0% £ 1,3%), mas ndo houve diferenca estatistica em relagéo ao grupo
controle nas células Jurkat (98,0% + 2,5%). Ja 0 composto AP1 aumentou
significativamente a expressdo de AlF em 33,3% + 8,1% e 25,7% + 6,9%
nas células Daudi e Jurkat, respectivamente.

Figura 41 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expresséo da proteina AlF
em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo) foram incubadas por 24 h
na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas
suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF ap6s a marcagdo
com o anticorpo anti-AlF conjugado a FITC. Os resultados representam a média
+ EPM de pelo menos trés experimentos independentes. As andlises foram
realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7
(Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia média. *Diferenga estatistica
em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

5.9.2 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre
proteinas envolvidas na apoptose extrinseca

5.9.2.1 Efeito dos compostos sobre o receptor de membrana Fas

Como pode ser observado na Figura 42, ap6s 24 h de incubacio
com o composto CMS-08, ndo houve diferenca significativa na expressao
do receptor Fas em células Daudi (91,7 £ 5,0%) e Jurkat (110,0 £ 4,9%).
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No entanto, houve um aumento significativo na expressdo de FasR em
ambas as linhagens celulares incubadas com o composto AP1, com
acréscimo de 39,5% £ 7,1% e 26,0% £ 1,0% em relacdo ao grupo controle
nas células Daudi e Jurkat, respectivamente.

Figura 42 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina FasR
em células Daudi e Jurkat.

A - Daudi B - Jurkat
200+ 2004

=

o

=]

1
-
@
=]
1

100 — 1004

FasR (IFM)
FasR (IFM)

=]
o
1
=]
=1
1

Controle  CMS-08 AP Controle  CMS-08 AP1

As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo) foram incubadas por 24 h
na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas
suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF ap6s a marcagdo
com o anticorpo anti-FasR conjugado a PE. Os resultados representam a média +
EPM de pelo menos trés experimentos independentes. As anilises foram
realizadas no citdbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7
(Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia média. *Diferenca estatistica
em relagéo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

5.9.3 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre a
caspase-3 ativada

Como pode ser observado na Figura 43, o composto CMS-08
aumentou significativamente a expressdo de caspase-3 ativada em 56,0%
+ 6,0% nas células Daudi e em 77,0% =+ 3,5% nas células Jurkat quando
comparados aos grupos controle (sem tratamento). Com relacdo ao
composto AP1, também foram observados aumentos significativos na
expressdo de caspase-3 ativada para ambas as linhagens celulares, com
um aumento de 45,5% * 5,5% para a Daudi e de 45,0% + 2,0% para a
Jurkat.
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Figura 43 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina
caspase-3 ativada em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo) foram incubadas por 24 h
na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas
suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF ap6s a marcagédo
com o anticorpo anti-caspase-3 ativada conjugado a V450. 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 verséo
1.7 (Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia média. *Diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

5.9.4 Efeito dos compostos sobre a proteina antiapoptética survivina

Como pode ser observado na Figura 44, ap6s 24 h de incubagio
com o composto CMS-08 houve uma reducao significativa na expressdo
de survivina nas células Daudi (81,0% + 6,43%) e nas células Jurkat (83,3
*4,6%). O tratamento com o0 composto AP1 também causou uma reducéo
significativa na expressdo de survivina nas células Daudi (66,0% + 9,9%)
e Jurkat (63,1 + 6,0%).
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Figura 44 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina
survivina em células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi (A) e Jurkat (B) (1x10° células/pogo), foram incubadas por 24
h na auséncia, grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas
suas respectivas Clso de 24 h. A IFM foi determinada por CF apés a marcagdo
com o anticorpo anti-survivina conjugado a PE. Os resultados representam a
média £ EPM de pelo menos trés experimentos independentes. As analises foram
realizadas no citbmetro de fluxo BD FACSCanto Il (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.7
(Cytognos®). IFM: Intensidade de fluorescéncia média. *Diferenca estatistica
em relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

5.9.5 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre o
NFxB

Conforme demonstrado na Figura 45, os compostos CMS-08 e
AP1 causaram uma reducdo significativa na expressao da proteina NFxB
na linhagem Jurkat. Em células Daudi, foi observada uma tendéncia a
reducdo da expressao de NFxB apds incubagido com ambos 0s compostos,
porém nao foi significativa.
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Figura 45 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina NFkB
nas células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (4 x 10° células) foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas Clsy de 24 h. A
avaliacdo da expressdo de NF«B foi realizada por WB e a proteina B-tubulina foi
utilizada como controle da reagdo. Em (A) estdo demonstradas imagens
representativas e, em (B) os resultados da quantificagdo de proteinas que
representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes.
UA: Unidades arbitrarias. * Diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle, p
<0,05, teste t de Student.

5.9.6 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre a
expressao de p53

Conforme demonstrado na Figura 46, ndo foi observada banda
compativel com a proteina p53 em células Daudi. Na linhagem Jurkat,
apesar de ter sido observada uma tendéncia ao aumento da expressao de
p53 ap6s incubacdo com os compostos CMS-08 e AP1, esse ndo foi
significativo.
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Figura 46 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina p53
nas células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (4 x 10° células), foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas Clso de 24 h. A
avaliacdo da expresséo de p53 foi realizada por WB e a proteina B-tubulina foi
utilizada como controle da reagdo. Em (A) estdo demonstradas imagens
representativas e, em (B) os resultados da quantificagdo de proteinas que
representam a média = EPM de pelo menos trés experimentos independentes com
a linhagem celular Jurkat. UA: Unidades arbitrarias. * Diferenca estatistica em
relagdo ao grupo controle, p < 0,05, teste t de Student.

5.9.7 Investigacao do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre a via
PI3K/Akt/mTOR pela expressdo de Akt1/2/3 e pAkt1/2/3

Apos a incubagdo com o composto CMS-08, pode-se observar uma
reducdo na expressao das proteinas Akt e pAkt na linhagem de células
Daudi (0,70 + 0,10 e 0,38 £ 0,08, respectivamente) com relagdo ao
controle sem tratamento, mas o mesmo ndo foi observado em células
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Jurkat. Ja o composto AP1 ndo induziu um aumento significativo na
expressdo dessas proteinas em nenhuma das duas linhagens celulares
avaliadas (Figura 47).

Figura 47 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo das proteinas Akt
e pAkt nas células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (4 x 10° células), foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas Clsp de 24 h. A
avaliag&o da expressdo de Akt e pAkt foi realizada por WB e a proteina p-tubulina
foi utilizada como controle da reagdo. Em (A) estdo demonstradas imagens
representativas e, em (B) os resultados da quantificagdo de proteinas que
representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes.
UA: Unidades arbitrérias. * Diferenca estatistica em relag&o ao grupo controle, p
<0,05, teste t de Student.
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5.9.8 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre a via
MAPK/ERK pela expressdo de MAP cinase/ERK2

Apos incubacdo com o composto CMS-08, pode-se observar uma
reducdo significativa na expressdo da proteina MAP cinase/ERK2 na
linhagem de células Daudi (0,77 + 0,02) com relacdo ao controle sem
tratamento, porém o mesmo ndo ocorreu em células Jurkat. J4 o composto
APl ndo alterou a expressdo de MAP cinase/ERK2 em ambas as
linhagens avaliadas (Figura 48).

Figura 48 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina MAP
cinase/ERK2 nas células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (4 x 10° células), foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle, e na presenga dos compostos CMS-08 e AP1 nas Clso de 24 h. A
avaliacdo da expressdo de MAP cinase ERK2 foi realizada por WB e a proteina
B-tubulina foi utilizada como controle da reagdo. Em (A) estdo demonstradas
imagens representativas e, em (B) os resultados da quantificacdo de proteinas que
representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes.
UA: Unidades arbitrarias. * Diferenga estatistica em relag&o ao grupo controle, p
<0,05, teste t de Student.
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5.9.9 Investigacdo do efeito dos compostos CMS-08 e AP1 sobre o RE
pela expressdo de CHOP

Apos a incubagdo com o composto CMS-08, pode-se observar uma
reducdo significativa na expressdo da proteina CHOP na linhagem de
células Daudi (0,54 + 0,08), porém o composto nédo alterou a expressao
dessa proteina em células Jurkat. De forma semelhante, o composto AP1
nédo foi capaz de modular a expressdo de CHOP nas linhagens avaliadas
(Figura 49).

Figura 49 - Efeito dos compostos CMS-08 e AP1 na expressdo da proteina CHOP
nas células Daudi e Jurkat.
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As células Daudi e Jurkat (4 x 10° células), foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle, e na presenca dos compostos CMS-08 e AP1 nas Clsp de 24 h. A
avaliag&o da expressao de CHOP foi realizada por WB e a proteina B-tubulina foi
utilizada como controle da reagdo. Em (A) estdo demonstradas imagens
representativas e, em (B) os resultados da quantificagdo de proteinas que
representam a média + EPM de pelo menos trés experimentos independentes.
UA: Unidades arbitrérias. * Diferenca estatistica em relag&o ao grupo controle, p
<0,05, teste t de Student.
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5.10 CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS SELECIONADOS EM
CELULAS DE PACIENTES COM NEOPLASIAS LINFOIDES

O efeito dos compostos CMS-08 e AP1 foi investigado sobre
células mononucleadas de SP e MO de pacientes com neoplasias linfoides
atendidos no HU/UFSC. De acordo com a Tabela 9, dos vinte e dois
pacientes avaliados, catorze eram do género feminino e oito do género
masculino, e a mediana de idade foi de 62 anos. A porcentagem de células
patoldgicas em cada amostra variou entre 14,4 e 81,0%, com mediana de
50,6%. O diagndstico foi realizado segundo os critérios da OMS (2016)
e foram incluidos no estudo pacientes com neoplasias linfoides de células
precursoras (LLA-B e -T) e de células maduras (LDGCB, LF, LZME,
LCM, LB, LLC-B, tricoleucemia variante e um tipo de linfoma que nao
pode ser classificado er foi considerado LCB CD5+).

Como pode ser observado na Figura 50, os compostos CMS-08 e
AP1, ap6s 24 h de incubagdo, reduziram a viabilidade das células
mononucleadas dos vinte e dois pacientes portadores de neoplasias
linfoides. A Clsg encontrada para as amostras pode ser observada na
Tabela 10.
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Figura 50 - Efeito citotdxico dos compostos CMS-08 e AP1 sobre células
mononucleadas de pacientes portadores de neoplasias linfoides.
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Em (A) estdo representadas as neoplasias linfoides de células imaturas e em (B)
de células maduras. As células separadas por Ficoll-Hypaque (5,0 x 10°
células/pogo) foram incubadas com os compostos CMS-08 e AP1 por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade Optica do
grupo controle (células sem tratamento) foi definida como 100% de viabilidade
celular. * Diferenca significativa em relacéo ao grupo controle, p <0,05, ANOVA
one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.



Tabela 9 - Caracteristicas e valores de Cls, (uM) observados para as amostras de pacientes portadores de neoplasias linfoides.

Células ICs (24 h)
Paciente Género Idade Amostra Diagnéstico Leucécitos / mm? Patolégicas (%)
CMS-08 (uM)  AP1 (uM)

1 F 40 SP LDGCB 29510 438 599+3,1 57+04

2 M 28 SP LLA-B comum 12.780 534 92459 305+1,.2

LLA-T de células 89,451 106+09

8 F 81 SP precursoras iniciais 20760 7
4 M 57 SP Recidiva de LF 35.010 74,0 41831 49406

5 F 62 SP LZME 11.490 227 443428 15409

6 F 72 SP LCM 5.320 175 1496 +3,7 13005

7 M 47 SP LB 6.710 17,0 47,1+30 224+0,7

Recidiva de LLA-
8 F 70 MO B comum (Ph+ - - 144 87,4+50 244+1,0
P190)

9 M 75 SP LDGCB 145.650 756 943£25 342+04
10 F 77 SP LDGCB 26.110 51,2 360+09 80+03
11 F 71 Sp LCB CD5+ 65.410 725 665+3,0 292+0,8
12 M 25 MO LLA pr6-B - 679 419+16 20,7+0,9

Tricoleucemia 934+7.2 258+0,6
13 F 63 SP variante 31.550 50,0
14 M 63 SP LLC-B 18.880 69,4 11432 £54 88+03
15 F 84 MO MM - 14,3 928+3,1 19,8+0,5
16 M 17 MO LLA-B comum - 65,0 780+34 234+£12
17 F 63 SP LLA-B comum 3.010 221 41,4+1,9 249+1,1
18 F 78 SP LLC-B 14.920 28,7 995+24 120+04
LLA-B comum 59,7+25 31,0+17
19 M 34 MO (Ph+ - P210) - 28,0
20 F 35 MO LLA-B - 30,5 68,6 +3,3 195408
21 F 54 MO MM - 51,7 920+35 233+0,4
22 F 33 MO LLA-B comum 81,0 460+1,2 59+04

121

Nota: LDGCB: Linfoma Difuso de Grandes Células B; LLA: Leucemia meoblastlca Aguda; LF: Linfoma Folicular; LZME: Linfoma da
Zona Marginal Esplénica; LCM: Linfoma de Células do Manto; LB: Linfoma de Burkitt; LCB: Linfoma de Células B; Ph+: Presenca do
cromossomo Filadélfia; LLC-B: Leucemia Linfocitica Cronica B; MM: Mieloma mdltiplo.
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5.11 SUMARIO DOS RESULTADOS

Para compreenséo geral deste estudo, a Tabela 10 apresenta um sumario dos resultados obtidos.

Tabela 10 - Sumério de resultados.

EtA04 CMS-08 AP1
Linhagem celular Jurkat Daudi Jurkat Daudi Jurkat

Clsy (uM) — 24 horas 33.2+1,1 34,4+ 1,1 278+ 14 17.5+ 0.8 2,7+0,2
Bloqueio do ciclo celular -- - - - --
Ki-67 = - - L 1

Morfologia celular em BE/LA Apoptose Apoptose Apoptose Apoptose Apoptose
Externalizacio dos residuos de T T T T T

fosfatidilserina

Fragmentaciio de DNA Apoptose Apoptose Apoptose Apoptose Apoptose
Potencial de membrana mitocondrial 1 1 1 1 1
Bcel-2 Nio realizado 1 1 - -
Bax Naio realizado - T T T
AlIF Naio realizado 1 - T T
FasR Nao realizado - - T T
Caspase-3 ativada Nio realizado T T T T
Survivina Naio realizado 1 1 1 1
NFkB p65 Nio realizado - 1 - 1
p53 Naio realizado Ausente - Ausente --
Akt 1/2/3 Nio realizado 4 - - -
pAkt 1/2/3 Nio realizado i - -

MAP cinase ERK2
CHOP

Naio realizado

Nio realizado

1
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6 DISCUSSAO

As neoplasias hematoldgicas de células linfoides compreendem
um grupo heterogéneo de doencas que inclui a LLA-T e o LB, as quais
foram avaliadas neste estudo. O tratamento convencional para essas
doengas ainda é baseado em altas doses de farmacos combinados entre si
que apresentam alta citotoxicidade ndo especifica, o que provoca
importantes efeitos colaterais e elevada morbidade (NOWAK,
STEWART & KOEFFLER, 2009; CARDOSO, 2015; DURINCK et al,
2015). Dessa forma, € clara a necessidade da busca por novos farmacos
eficientes, seguros e que apresentem maior especificidade para células
tumorais.

Nesse sentido e baseado em estudos prévios (MAIORAL et al,
2013; MAIORAL et al, 2016; MAIORAL et al, 2017; PERONDI, 2018),
neste trabalho foi avaliado o efeito citotdxico de compostos sintéticos
com o grupo 3,4,5-trimetoxifenila e de derivados de tiossemicarbazonas
em células de neoplasias linfoides imaturas e maduras. Esses compostos
inéditos foram sintetizados para o presente estudo com o objetivo de
aperfeicoar o potencial citotoxico previamente relatado para moléculas
das mesmas classes. Além disso, investigou-se também a possivel
atividade citotéxica de uma plastoquinona extraida da alga Desmarestia
menziesii, nos mesmos modelos de neoplasias hematoldgicas.

Inicialmente, foi realizada a imunofenotipagem por CF para
caracterizar o fendtipo e, consequentemente, o estadgio de maturacdo das
células de neoplasias linfoides incluidas no estudo. Conforme
demonstrado na Figura 14 para as linhagens imaturas, as células Jurkat
apresentam um fendtipo sugestivo de LLA-T madura e as células Molt-4,
de uma LLA pro-T. Com relacéo as células maduras, pode-se observar na
Figura 15, que as células Daudi apresentaram diferencgas fenotipicas em
relacdo as células Namalwa, como a expresséo mais fraca de CD19, CD20
e CD10. Por isso, demonstrou-se a presenca da t(8;14) nas células Daudi
(Figura 16) e foi possivel certificar que essas células sdo de LB.

As neoplasias linfoides sdo caracterizadas por apresentarem
células em diferentes estagios de maturacdo e, por isso, € comum a
observacdo de grande heterogeneidade entre as doencas (SWERDLOW
etal, 2017). Os resultados obtidos corroboram um estudo da literatura que
demonstra diferencas entre linhagens de células consideradas como LLA-
T. Apbs a analise molecular dessas células, que incluem Jurkat e Molt-3,
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0 estudo observou a ativacdo aberrante de vias de sinalizacdo de
sobrevivéncia, como a Akt, p38, S6K ou ERK, em distintos graus entre
as linhagens celulares estudadas. Dessa forma, sugeriu-se que as
diferentes células de LLA-T apresentam mutacBes especificas que
desencadeiam a ativacdo de vias de sinalizacdo distintas (MOHARRAM,
SHAH & KAZI, 2017). Essas informagGes podem justificar diferencas de
sensibilidade encontradas entre as linhagens celulares de uma mesma
doenga para um mesmo composto ou farmaco.

O efeito citotoxico dos 28 compostos com o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila, 38 derivados de tiossemicarbazonas e do composto
natural AP1 foi avaliado em células humanas de neoplasias linfoides
imatura (Jurkat) e madura (Daudi) como triagem, por meio do tratamento
com 0s compostos na concentragdo de 100 uM por 24 h e, posteriormente,
a avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT. Segundo a
literatura, os ensaios de triagem in vitro devem ser simples, rapidos e de
baixo custo, além de permitirem a identificacdo de moléculas que
possuam efeitos citotdxicos combinados a outros critérios capazes de
definir quais compostos podem progredir para 0s préximos estagios no
desenvolvimento de novos farmacos (KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016).
Seguindo essa linha, o MTT é um método altamente sensivel, de rapida
execucdo e com protocolo simples (MOSMANN, 1983) que tem sido
amplamente utilizado na triagem de novos compostos, na comparagdo
entre linhagens celulares e na avaliagdo da combinacdo de diferentes
farmacos, pois permite que um grande ndmero de amostras sejam
avaliadas simultaneamente (MAIORAL, 2017; PERONDI, 2018).

Dentre os compostos com o grupo 3,4,5-trimetoxifenila analisados
neste estudo, os compostos EtA04 e Eh09 foram os que apresentaram
maior reducdo da viabilidade celular quando comparados aos grupos
controle nas linhagens de celulas Daudi e Jurkat (Figura 17), por isso,
foram selecionados para a realizacdo das curvas de concentracdo e tempo
resposta. Os compostos selecionados foram considerados citotoxicos para
ambas as linhagens celulares, pois reduziram significativamente a
viabilidade celular de forma dependente da concentracdo e do tempo de
incubacdo (Figura 19). Porém, os dois compostos apresentaram valores
de Clsp elevados na linhagem de células Daudi (Tabela 1). Como EtA04
e Eh09 demonstraram menores valores de Clsp nas células Jurkat (Tabela
1), com valores de Clsp entre 9,0 £ 0,5 uM (72 h) ¢ 35,2 + 1,2 uM (24 h),



125

optou-se por dar continuidade aos experimentos com esses compostos
apenas na linhagem de células Jurkat.

Como mencionado anteriormente, a colchicina (Figura 7) é
amplamente utilizada como protétipo na geracdo de novos farmacos
antineoplasicos em potencial, e inimeros analogos foram sintetizados a
fim de se obter perfis farmacolégicos mais favoraveis e com menor
toxicidade (KUMAR, SHARMA & MONDHE, 2017). No campo
cientifico, ha grande interesse em explorar os analogos sintéticos da
colchicina, pois se trata de uma molécula estruturalmente simples,
disponivel na natureza, facil de ser manipulada e que apresenta a
capacidade de regular de forma negativa enzimas do citocromo P450
(COSENTINO et al, 2012). A colchicina se liga a tubulina por meio do
grupo trimetoxifenila e leva a despolimerizacdo dos microtdbulos. Os
inibidores de microtdbulos que se ligam ao local de ligagéo da colchicina
apresentam vantagens terapéuticas sobre o taxol e os alcaloides de vinca,
pois podem ser administrados por via oral devido & maior solubilidade em
agua e, além disso, s@o0 menos propensos ao desenvolvimento de
resisténcia a maltiplos farmacos. Atualmente, ndo ha farmacos aprovados
pelo FDA (do inglés, Food and Drug Administration) que se liguem
especificamente ao sitio de ligacdo da colchicina a tubulina e, por isso,
muitos compostos com o grupo trimetoxifenila tém sido estudados (LI et
al, 2018).

Os compostos avaliados neste estudo foram sintetizados tendo
como base estudos prévios que relataram a atividade antineoplasica de
derivados metoxilados (YE et al, 2005; DUCKI et al, 2009). De acordo
com os resultados obtidos nos testes de triagem, pode-se sugerir que a
presenca de um grupamento 2-naftil localizado no lado oposto do anel
trimetoxilado pode levar a um aumento da capacidade citotdxica desses
compostos, devido ao observado para EtA04 e Eh09.

Muitos estudos avaliaram o efeito de andlogos sintéticos da
colchicina em células de diferentes neoplasias e, em geral, demonstraram
valores baixos de Clso. Um estudo realizado por Thomopoulou e
colaboradores (2015) avaliou a atividade citotoxica de analogos da
colchicina pela técnica de ATP-bioluminescéncia e demonstrou uma
atividade antineoplasica significativa em células de LLA-T (Jurkat) e de
leucemia monocitica aguda (THP-1). Os valores de Clsg ficaram entre 2,9
e 84,2 nM para Jurkat (48 h) e 4,1 e 139,8 nM para THP-1 (24 h), no
entanto, ndo foi relatado o nimero de células plaqueadas em cada poco
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para a realizacdo dos testes. No mesmo estudo, 0s compostos mais
citotoxicos foram selecionados para serem avaliados em células de
tumores solidos, como carcinoma cervical (HelLa), cancer de pulméo
(A549, MES1 e H1975) e de mama (MDA-MB-231), e também
apresentaram Clsp baixas (2 a3 uM em 48 h). Os autores observaram que
0s analogos mais promissores continham uma porcéo lipofilica (fenil,
terc-butil ou éster benzilico) a uma distancia especifica do anel A da
molécula (THOMOPOULOU et al, 2015). Por fim, foi encontrado apenas
um estudo na literatura que avaliou a atividade citotdxica desses
compostos em celulas de LB (BJAB) e, nele, foi demonstrada a
importancia da utilizacdo de lipossomas para reduzir a citotoxicidade e
aumentar a atividade antitumoral dessas moléculas (KUZNETSOVA et
al, 2013). Além disso, foram observadas atividades citotoxicas apds o
tratamento de células neoplasicas com compostos constituidos de uma
porcéao de colchicina e um fragmento de outro inibidor de microtibulos
ou inibidores de histona desacetilases (VILANOVA et al, 2014; ZHANG
etal, 2015).

A atividade citotdxica de compostos trimetoxilados sobre células
de neoplasias hematoldgicas ja foi demonstrada em diversos estudos
(MAIORAL, 2017; STEFANES, 2018). De forma geral, nédo foi possivel
a comparacdo entre os resultados de Clso obtidos neste trabalho e os
relatados na literatura, pois além das diferencas estruturais entre os
compostos avaliados (MARZO-MAS et al, 2017), os estudos
apresentaram diferengas entre as técnicas utilizadas para avaliar a
citotoxicidade dos compostos. Até mesmo quando se trata da mesma
técnica (MTT), foram observadas diferencas nas quantidades de células
plaqueadas e nos tempos de incubacdo das células com os compostos e
reagentes. Outro fator que pode influenciar no resultado do teste do MTT
é a capacidade de adesdo das células ao poco da placa, pois, de certa
forma, quando se trabalha com células em suspenséo, as chances de
perdas celulares inerentes a técnica utilizada s&o maiores, mesmo que 0s
devidos cuidados de centrifugagéo e pipetagem sejam tomados.

Dos 38 derivados de tiossemicarbazonas avaliados no presente
estudo, os compostos CMS-08 e VIU-09 (Figura 21) foram aqueles que
apresentaram reduc@es significativas da viabilidade celular nas duas
linhagens celulares avaliadas, Daudi e Jurkat, em relacdo ao grupo
controle e aos demais compostos (Figura 20). Assim, esses compostos
foram selecionados para a realiza¢do das curvas de concentracdo e tempo
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resposta. Em termos estruturais, diferentemente da série FI, 0s compostos
das séries CMS e VIU apresentam grupamentos cloro ligados a um dos
anéis fenil. O composto VIU-09 também apresenta o grupamento 3,4,5-
trimetoxifenil, o que pode contribuir para a sua atividade citotoxica. Ja o
composto CMS-08 apresenta o grupo 3-metoxi-4-hidroxi-fenil, e foi
selecionado para ser o representante da classe das tiossemicarbazonas
visto que apresentou reducdo significativa da viabilidade celular e valores
baixos de Clsp nas duas linhagens celulares em todos os tempos avaliados
(Figura 22).

O potencial antitumoral das tiossemicarbazonas também tem sido
amplamente estudado na literatura, porém, embora dois compostos dessa
classe estejam em estudos de fase clinica, seus mecanismos de a¢do ainda
ndo estdo completamente elucidados (MACKENZIE et al, 2007;
JANSSON et al, 2015). Como citado anteriormente, ha indicios de que a
inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase seja responsavel pelo efeito
antiproliferativo desses compostos (FINCH et al, 2000; SHAO et al,
2006). No entanto, sugere-se que a mobilizacdo dos ions de ferro da
célula, assim como a formacdo de EROs também sejam importantes
(MALARZ et al, 2018).

O primeiro estudo que relatou o efeito citotoxico das
tiossemicarbazonas em neoplasias hematol6gicas utilizou um modelo
murino com células de leucemia de linhagem linfoblastica aguda L1210
(LIU, LIN, SARTORELLI, 1992). Mais recentemente, um grupo de
pesquisadores brasileiros demonstrou a citotoxicidade de derivados de
tiossemicarbazonas em diferentes linhagens de células neoplasicas, como
a K562. Os valores de Clsg encontrados para essa linhagem celular foram
de 0,9 a 1,6 uM, em 48 h utilizando-se 5 x 10* células por pogo (DE
OLIVEIRA et al, 2015). Um estudo prévio realizado por Perondi (2018)
também demonstrou a atividade citotdxica de derivados de
tiossemicarbazonas em células de leucemias agudas de linhagem linfoide
e mieloide (LLA-T e K562). Nesse estudo, foram plaqueadas 1 x 10°
células por poco e o composto LAP17 apresentou Clso de 24 h igual a
25,3 UM para as células Jurkat e 34,7 M para as células K562. Esses
resultados sdo semelhantes aos encontrados no presente trabalho para a
linhagem de células Jurkat. Por fim, foi demonstrada a atividade
antitumoral das tiossemicarbazonas com valores de Clso altos ap6s 24 h
de incubacdo com células de LMA (K562 e HL-60) e que variaram entre
3,7¢17,8 uM em 72 h (DE SANTANA et al, 2018).



128

Outros estudos exploraram a capacidade desses compostos em
formar complexos metalicos com paladio, e demonstraram atividade
citotoxica em células de leucemias (Jurkat, HL-60 e células de linhagem
monacitica THP-1) com Clso de 48 h inferiores a 2 uM (FERRAZ, 2009).
A complexacdo com o ion indio resultou em um aumento da
citotoxicidade em células Jurkat, HL-60 e THP-1 (OLIVEIRA et al,
2017), e pode ser considerada uma estratégia para o aperfeicoamento dos
compostos avaliados no presente estudo.

N&o foi encontrado nenhum relato na literatura sobre o efeito
citotoxico dos derivados de tiossemicarbazonas em células de linhagens
de LB, como a Daudi, e os resultados encontrados para a linhagem de
células Jurkat foram semelhantes aos observados neste trabalho. No
entanto, como citado anteriormente, deve-se atentar as condicOes
observadas em cada estudo a fim de realizar comparages fidedignas dos
resultados obtidos.

Também foi avaliado o efeito citotoxico do composto AP1 (Figura
9), uma plastoquinona extraida da alga parda Desmarestia menziesii, em
células de neoplasias linfoides Daudi e Jurkat. Conforme pode ser
observado na Figura 23, esse composto causou uma reducdo significativa
da viabilidade celular em ambas as linhagens. Essa reducdo ocorreu de
maneira dependente do tempo de incubag&o e da concentracdo (Figura 24)
e, os valores de Clso variaram de 3,4 uM em 72 ha 17,5 uM em 24 h para
as células Daudi, e de 0,9 uM em 72 ha 2,7 uM em 24 h para as células
Jurkat (Tabela 3).

As quinonas sdo compostos fendlicos de origem natural com uma
vasta gama de propriedades farmacoldgicas, e sdo utilizadas no
tratamento de diversas doencgas, inclusive o céncer. Com relagdo a
atividade citotoxica, segundo a literatura, esses compostos podem induzir
a formacdo de EROs e a inibicdo das topoisomerases que levam a célula
a apoptose. A citotoxicidade das quinonas pode estar relacionada a
propriedade quimica intrinseca na unidade quinonoidica, associada a
outros fatores estruturais (SILVA et al, 2003). Um estudo realizado por
Efferth e colaboradores, publicado em 1996, demonstrou a atividade
antitumoral de quatro tipos de quinonas sobre células de LMA (KG-1a).
Os valores de Clsg encontrados na linhagem KG-1a foram inferiores aos
observados no presente estudo, porém é importante destacar que, em
Effert (1996) a Clso foi calculada apds 10 dias de tratamento com as
quinonas. Assim, como as condi¢des dos experimentos apresentam
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diferencas, a comparacao entre os estudos é prejudicada, porém os baixos
valores de Clsp para AP1 em células Jurkat e Daudi nesse estudo
corroboram os dados apresentados por Effert. Em outro estudo, que
avaliou a atividade antineoplésica de quinonas sobre células de carcinoma
hepatocelular (Hep G2), foi observado um valor de Clsg igual a 13,7 uM
em 24 h de incubacdo, no qual foram incubadas 1 x 10* células por poco
(MATZNO et al, 2008).

O efeito citotéxico de quinonas foi demonstrado em células
Jurkat e parece estar relacionado a alteragcBes mitocondriais e a apoptose
extrinseca relacionada ao receptor Fas (LAUX & NEL, 2001). Foi
relatada a atividade citotoxica de plastoquinonas em células de leucemia
(P-388) e de adenocarcinoma de célon (26-L5), ambas de origem murina
(NUMATA etal, 1992; MORI et al, 2005). Foi demonstrado que a primina
e 0 acetato de miconidina, derivados de hidroquinonas extraidas de
plantas, foram citotoxicos para células de leucemias agudas e de MM. As
plastoguinonas, investigadas nesses trabalhos, pertencem a familia das
quinonas e possuem atividades importantes na cadeia respiratoria e na
fotossintese das algas (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017).

O interesse por um novo composto para o tratamento das
neoplasias hematoldgicas baseia-se ndo apenas em sua capacidade de
induzir as células tumorais & morte, mas também na sua seletividade, de
forma a afetar minimamente as células ndo neoplésicas. Essa é uma
estratégia importante para uma possivel diminuicdo dos efeitos adversos
normalmente relacionados a morbidade e mortalidade sofrida pelos
pacientes que fazem uso dos tratamentos, mesmo aqueles envolvendo
quimioterapicos com baixos valores de Clso (HOIJAT-FARSANGI,
2015; VASEKAR et al, 2016). Assim, inicialmente, foi investigado o
efeito dos compostos sintéticos selecionados e do composto natural AP1
sobre eritrdcitos saudaveis pelo teste de hemalise. Seu principio baseia-
se no fato de que, quando a membrana externa do eritrécito é lisada, a
hemoglobina presente no interior da célula é liberada e, dessa forma, é
possivel realizar uma estimativa da quantidade de eritrocitos destruidos
por meio da quantificacho da hemoglobina presente na amostra
(MACIAS-MARTINEZ et al, 2016). O teste de hem6lise é um ensaio
sensivel que desempenha um papel importante na predicdo da
biosseguranca de um composto e na possibilidade de administracdo do
futuro medicamento por via endovenosa, a qual é uma preocupagcdo critica
para o uso in vivo de novos compostos (POPESCU et al, 2017).
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O presente estudo demonstrou que os compostos EtA04, CMS-08
e AP1 ndo induziram a lise de eritrécitos, mesmo em concentragoes trés
vezes superiores as respectivas Clsp (Figuras 25 e 26). Ja o composto
Eh09 apresentou efeito hemodlitico significativo em relagdo ao controle
negativo, com taxa de hemolise de 21,5% ap6s a incubacdo com
concentracao referente ao triplo da Clsp (Tabela 4). Segundo a literatura,
um agente quimioterapico que induz a lise de eritrocitos em baixas
concentragdes, por maior que seja a sua efetividade, tem a sua aplicagéo
terapéutica comprometida (MOCAN, 2013). Assim, devido a importancia
do teste de hemélise e ao resultado obtido para 0 composto EhQ9 nesse
ensaio, optou-se por excluir o mesmo do presente trabalho. Dessa forma,
0 composto EtA04 foi escolhido como Unico representante dos compostos
com o grupo 3,4,5-trimetoxifenila para o seguimento do estudo,
juntamente com o derivado de tiossemicarbazonas CMS-08 e com a
quinona AP1 de origem natural.

Na literatura, ha relatos da baixa capacidade hemolitica de
compostos derivados das tiossemicarbazonas e de tipos especificos de
quinonas (LUPESCU et al, 2014; BIGOLIN, 2016; DE SANTANA et al,
2018). Apesar de ser um ensaio preliminar, esse resultado encontrado no
teste de hemolise sugere que os compostos EtA04, CMS-08 e AP1
possuem baixa toxicidade sobre células ndo neoplasicas e ndo causam
dano significativo as membranas eritrocitirias, o que indica a
possibilidade de administragdo dos mesmos por via endovenosa. Porém,
para afirmar que os compostos de fato ndo causam hemdlise de forma
sistémica, seria necessaria a realizacdo de experimentos com modelos in
vivo.

Posteriormente, com o0 objetivo de avaliar a toxicidade dos
compostos selecionados EtA04, CMS-08 e APl em células ndo
neoplasicas, foram utilizadas amostras de SP obtidas de voluntarios
considerados saudaveis. Os resultados apresentados demonstraram que 0s
compostos EtA04 e CMS-08 ndo reduziram a viabilidade de células
mononucleadas de forma significativa (Figura 27). Esse resultado vai ao
encontro de outros estudos da literatura que avaliaram o efeito dessas
classes de compostos em fibroblastos humanos normais e em células de
SP, e mostraram baixa toxicidade para células ndo neoplésicas
(LAROCQUE et al, 2014; DE SANTANA et al, 2018; PERONDI, 2018).
Esse é um resultado importante, pois sugere uma possivel seletividade
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desses compostos para células neoplasicas e uma provavel diminuicéo
dos efeitos adversos in vivo.

Por outro lado, o composto AP1, na concentragdo da Clso de 24 h
calculada para as células Daudi (17,5 uM), reduziu de forma significativa
a Vviabilidade de células mononucleadas (354 = 9,0%), com
citotoxicidade semelhante a do quimioterapico taxol (45,9 = 2,7%).
Porém, na concentracdo da Clsp de 24 h das células Jurkat (2,7 uM), a
qual foi semelhante a de 48 h em células Daudi, (4,7 uM) a redugdo da
viabilidade ndo foi significativa (Figura 27). Esse resultado corrobora
estudos anteriores que demonstraram uma reducdo na viabilidade de
células mononucleadas de SP de individuos saudaveis ap6s o tratamento
com esses compostos naturais (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017).

Também foi avaliado nessas células o efeito da vincristina, um
farmaco comumente utilizado na clinica para o tratamento de neoplasias
hematoldgicas. Esse quimioterapico induziu uma reducéo significativa da
viabilidade celular de células mononucleadas, o que sugere uma menor
seletividade do mesmo em células ndo neoplasicas. Dessa forma, apesar
de ndo ser um resultado ideal, a reducéo na viabilidade celular induzida
pelo composto AP1 ndo é um fator que inviabiliza a continuidade dos
experimentos, pois foi semelhante aquela observada para quimioterapicos
ja utilizados na clinica e, posteriormente, poderiam ser consideradas
estratégias para minimizar a toxicidade em células néo neopléasicas, como
nanocépsulas e lipossomas.

Como visto anteriormente, as neoplasias de células linfoides séo
doencas heterogéneas e, por esse motivo, ensaios in vitro exigem a
investigacdo do maior nimero possivel de linhagens celulares (KUMAR;
BAJAJ; BODLA, 2016). Assim, o efeito citotoxico dos compostos
selecionados EtA04, CMS-08 e AP1 foi avaliado em mais uma linhagem
de LLA-T (Molt-4) e de LB (Namalwa), e também em uma linhagem de
MM (MM.1S), um tipo de NCP caracterizado pela expanséo clonal de
células plasmocitéarias, que € resistente a todos os tratamentos disponiveis
atualmente (SWERDLOW et al, 2017). Foi incluido neste estudo, ainda,
um modelo de neoplasia hematoldgica de linhagem mieloide, a K562.
Essa linhagem de LMA foi originalmente obtida a partir da amostra de
um paciente com LMC em crise blastica BCR/ABL positiva, a qual é uma
doenca de progndstico bastante desfavordvel e que estd associada a
resisténcia ao tratamento (KOEFFLER & GOLDE, 1980).
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Os resultados apresentados demonstram que os trés compostos
selecionados foram citotdxicos para as linhagens avaliadas e que a morte
celular ocorreu de forma dependente da concentragdo e do periodo de
incubacdo (Figuras 28, 29 e 30). No entanto, o composto EtA04
apresentou valores de Clsp superiores a 30 uM ap6s 24 e 48 h de
incubacdo em todas as linhagens de neoplasias hematoldgicas avaliadas.
O resultado obtido com células Molt-4 (48,3 + 0,6 uM) foi superior aquele
encontrado com as células Jurkat (33,2 + 1,1 uM) em 24 h, assim como a
Clsg em células Daudi (83,7 £ 2,6 uM) foi superior a das células Namalwa
(52,4 + 2,0 uM). Ja os valores de Clso observados para as linhagens
MM.1S e K562 foram bastante elevados, ou seja, de 97,7 + 2,1 uM e
maior que 100 uM, respectivamente. Esses resultados sugerem baixa
citotoxicidade desse composto nas linhagens de neoplasias avaliadas.

Em relacdo ao composto CMS-08, foram observados valores de
Clso muito semelhantes entre as linhagens de células de LLA-T (25,9 +
1,3 uM em células Molt-4 e 27,8 + 1,4 na linhagem celular Jurkat apos
24 h de incubagdo); valores superiores para as células Daudi (34,4 + 1,1
uM) quando comparados as células Namalwa (19,0 = 0,8 uM) e, 0s
valores de Clso de 24 h igual a 51,5 + 3,0 uM em células MM.1S e 61,9
+ 2,8 uM em K562. Esse resultado pode indicar uma maior efetividade
do composto CMS-08 em linhagens de neoplasias linfoides quando
comparado a outras neoplasias hematoldgicas. J& o composto AP1
apresentou baixos valores de Clsp de 24 h para todas as linhagens
celulares avaliadas, 0 que sugere uma agdo mais ampla em diferentes tipos
de neoplasias malignas (Tabela 5).

Os valores de Clsp observados nas diferentes linhagens celulares
podem ser explicados pelas particularidades de cada subtipo de neoplasia.
Considerando as diferengas entre as neoplasias de células linfoides
imaturas, pode-se observar que, na linhagem Jurkat, os trés compostos
apresentaram valores de Clso inferiores aos encontrados na linhagem
Molt-4. Esses resultados corroboram estudos da literatura que
demonstram que a célula Jurkat € uma célula mais sensivel a diferentes
tratamentos quando comparado as células Molt-4 (LONETTI et al, 2014;
PEREIRA et al, 2015). Com relacdo as neoplasias de células maduras,
observou-se que sobre as células Namalwa, 0os compostos apresentaram
valores inferiores aos encontrados para as células Daudi, o que vai de
encontro a outro estudo que demonstrou valores de ICsp muito
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semelhantes apds tratamento das células Daudi e Namalwa com um
composto inibidor da via PI3K/Akt/mTOR (PEREIRA et al, 2015).

Além disso, diante dos resultados obtidos, os compostos
aparentemente apresentam valores de Clsp semelhantes para as células
Daudi e MM.1S. Isso pode ser justificado pelo fato de ambas as linhagens
celulares citadas serem de origem linfoide B madura. Néo foi possivel
comparar o0s resultados obtidos com estudos da literatura, pois, até o
momento, ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram os efeitos das
classes de compostos estudadas sobre as células Daudi e MML1S. Foi
demonstrada a atividade citotoxica de outras quinonas sobre células
MM.1S com Clsg de 24 h que variam entre 5,2 € 5,9 uM (BIGOLIN, 2016;
MAIORAL, 2017), o qual é semelhante ao relatado no presente estudo
(12,3 + 1,1 uM).

A incubagdo das células K562 com os compostos EtA04 e CMS-
08 resultou em altos valores de Clso, 0 que demonstra resisténcia dessas
células aos compostos avaliados. Conforme citado anteriormente, essas
células costumam ser resistentes e muitos trabalhos utilizam-nas como
modelo para a triagem de novos compostos potencialmente citotoxicos
(BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017; PERONDI, 2018). Em um estudo
foi demonstrado que outros compostos derivados de tiossemicarbazonas
apresentaram valores de Clso de 24 h inferiores aos obtidos neste trabalho
(PERONDI, 2018). Com relacdo a classe das quinonas, estudos prévios
demonstraram valores Clsp de 24 h semelhantes aos obtidos para o
composto AP1 (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017).

Todos os trés compostos avaliados (EtA04, CMS-08 e AP1)
apresentaram IS inferiores a 5 em células de neoplasias linfoides imaturas
(Jurkat e Molt-4) e maduras (Daudi e Namalwa) quando comparado as
células de MM (MM.1S) e de LMA (K562) (Tabela 6). O 1S é um calculo
que permite estimar a eficiéncia de um composto em induzir morte celular
em uma determinada linhagem e ndo ser citotoxico para outro tipo celular.
Os parametros de seletividade variam em diferentes estudos. Awang e
colaboradores (2015) sugerem que alta seletividade seja considerada
quando o IS é superior a 3. No entanto, estudos mais criteriosos
recomendam a utilizagdo de valores mais altos, superiores a 10
(MAIORAL, 2017). Dessa forma, pode-se considerar que 0s compostos
avaliados neste estudo ndo apresentam alta seletividade entre as
neoplasias hematoldgicas analisadas. No entanto, é importante considerar
que os esquemas quimioterapicos utilizados atualmente para o tratamento
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de neoplasias hematoldgicas sdo compostos por varios farmacos e que um
mesmo agente é frequentemente utilizado para o tratamento de mais de
uma neoplasia. Ao analisar por essa perspectiva, as chances de produgao
de um farmaco que seja eficaz para mais de uma doenca € maior, quando
comparado a um que seja utilizado apenas para uma doenca especifica.
Assim, considerando que o0s compostos EtAO4, CMS-08 e APl
apresentaram citotoxicidade significativa sobre diversas linhagens de
neoplasias linfoides sem apresentar toxicidade expressiva em modelos
normais, os trés compostos foram considerados promissores e deu-se
continuidade aos experimentos a fim de investigar os seus principais
mecanismos de acao.

Conforme citado anteriormente, em condicdes fisioldgicas, o
bloqueio do ciclo celular tem a finalidade de reparar o0 DNA frente a
situacBes de estresse, impedindo a progressdo de mutagbes que possam
resultar em morte celular ou na manutencdo de um fendtipo alterado
(KIM et al, 2005). Sabe-se que a citotoxicidade de muitos compostos
antineoplésicos estd relacionada a interrupgdo da progressdo do ciclo
celular e, consequentemente, a inducdo de apoptose (BOSE; GRANT,
2015, ZHANG et al, 2015). Diante dessa perspectiva, realizou-se a
investigacdo dos efeitos dos trés compostos selecionados no ciclo celular
de células Daudi e Jurkat por CF (FURIA, PELICCI & FARETTA, 2014).

Como pode ser observado na Figura 31, ndo foram observadas
diferengas significativas na quantidade de células em cada fase do ciclo
celular apés o tratamento com os compostos EtA04, CMS-08 e AP1.
Esses resultados sdo diferentes de outros que relacionam os compostos
trimetoxilados relacionados a colchicina ao blogueio do ciclo celular na
fase G2/M, induzido pela inibicdo da formagdo dos microtibulos
(KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016; SHCHEGRAVINA et al, 2017). No
entanto, um estudo recente relata que a atividade citotoxica dessa classe
de compostos, em concentracdes inferiores aquelas que causariam
blogueio no ciclo celular, esta relacionada a autofagia mediada por EROs
em células de cancer de pulmédo (BHATTACHARYA et al, 2016). Além
disso, alteragdes na molécula da colchicina podem gerar citotoxicidade
seletiva e mediada por mecanismos de acdo que ndo apresentam relagdo
com a capacidade de ligacdo a tubulina. 1sso significa que o mecanismo
mais importante envolvido na citotoxicidade da colchicina e de seus
analogos ainda ndo esta claro, visto que afetam as vias lisossémica,
endossdmica e autofagica, além de induzir o estresse no RE e na
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mitocdndria e serem capazes de inibir a sintese proteica pelo complexo
de Golgi (LAROCQUE et al, 2014).

Em relacdo aos derivados de tiossemicarbazonas, os resultados
descritos na literatura sdo bastante controversos. Alguns estudos
demonstram que o tratamento com esses compostos induz o bloqueio do
ciclo celular na fase G2/M (CABRERA et al, 2015; PERONDI, 2018).
Malarz e colaboradores (2018), demonstraram que derivados de
tiossemicarbazonas sdo capazes de gerar EROs e desregular o potencial
antioxidante de células MCF-7 e, foram observadas alteracdes nos genes
responsaveis pela capacidade antioxidante, o que levou & indugdo de
apoptose e bloqueio do ciclo celular, o que justifica a seletividade
particularmente alta que eles apresentam sobre as células normais, que
geralmente tém um equilibrio redox mais robusto. Por outro lado, ha
estudos que afirmam que a citotoxicidade dessa classe € independente do
blogueio no ciclo celular (DE OLIVEIRA et al, 2015).

Os resultados obtidos para o composto natural AP1 corroboram
estudos que ndo observaram bloqueio no ciclo celular das células
leucémicas apds tratamento com primina (EFFERTH et al, 1996;
BIGOLIN, 2016). Hoyt (2010) também ndo detectou influéncia nas fases
do ciclo celular das células U-937, SK-MEL-5 (melanoma), MCF-7 e
HeLa ap6s o tratamento por 16 h com a quinona heterociclica
cribrostatina 6. Dessa forma, os resultados sugerem que as quinonas ndo
atuam sobre a progressdo do ciclo celular, apesar de haver relatos na
literatura que afirmam que a exposicdo a certos tipos de quinonas esta
relacionada a um aumento na producdo de EROs e também ao blogueio
celular na fase G2/M, um efeito atribuido, provavelmente, a interrupcéo
da montagem dos microtibulos (COULTER, O’DRISCOLL &
BRESSLER, 2013). Além disso, outro estudo que avaliou o efeito
citotdxico de uma naftoquinona em células NB4, de leucemia
promielocitica aguda, demonstrou um bloqueio na fase GO/G1 (SHAN et
al, 2017).

Segundo a literatura, a proliferacdo descontrolada é uma das
principais caracteristicas das células neoplésicas e, nesse contexto, a
proteina Ki-67 é considerada um importante marcador de proliferacéo
celular, utilizado na clinica como fator progndstico (YANG et al, 2018).
Sabe-se que a superexpressao desse marcador esta relacionada a presenca
de neoplasias malignas, incluindo o LB (HASHMI et al, 2014). Nessa
linha de investigacdo, foi avaliado o efeito dos compostos EtA04, CMS-
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08 e AP1 sobre a expressdo da proteina Ki-67 nas células Daudi e Jurkat.
Conforme pode ser observado na Figura 32, os compostos EtA04 e CMS-
08 ndo causaram alteragdes na expressdo dessa proteina, enquanto que o
composto AP1, induziu uma reducdo significativa da sua expressao em
ambas as linhagens avaliadas. Até o presente momento, ndo foram
encontrados estudos relacionando o efeito das classes de compostos
avaliados na expressdo dessa proteina. No entanto, pode-se sugerir que,
como a proliferacdo celular descontrolada é considerada um dos
principais mecanismos bioldgicos envolvidos na oncogénese, a
diminuicdo de Ki-67 pelo composto AP1 é um resultado promissor e
indica que o composto também possui efeitos citostaticos. Além disso,
resultados que relacionam Ki-67 a proliferacdo sem efeito no ciclo
celular, sugerem que, em humanos, a influéncia dessa proteina no ciclo
celular possa ser especifica de cada tipo de célula (SUN & KAUFMAN,
2018).

Sabe-se que a diminuicdo da viabilidade de células neoplasicas
como resultado do tratamento com compostos citotoxicos naturais ou
sintéticos é o resultado da ativacdo de vias de sinalizacdo que podem
induzir morte celular por mecanismos rigorosamente controlados (BOSE
& GRANT, 2015; GALLUZI et al, 2018). O entendimento dos
mecanismos de morte celular é fundamental na investigacdo de
compostos para a identificacdo de novos alvos na terapia antitumoral.
Dentre os diversos tipos de MCR, a apoptose é a mais bem estudada na
literatura (HUNTER; LACASSE; KORNELUK, 2007; LI & DEWSON,
2015), e por isso, no presente estudo, foram utilizados trés métodos
diferentes para avaliar se a citotoxicidade estimulada pelo tratamento com
EtA04, CMS-08 e AP1 em células Daudi e Jurkat ocorreu pela ativagéo
da apoptose.

O primeiro método utilizado para avaliar o tipo de morte celular
induzida pelos compostos EtA04, CMS-08 e AP1 foi a observacdo do
tamanho e da complexidade interna das células por CF e da morfologia
celular por microscopia de fluorescéncia utilizando BE e LA. Estudos
demonstram que células que sofreram bloqueio no ciclo celular e serdo
induzidas & apoptose apresentam alteragdo no tamanho e na complexidade
interna (TAHARA et al, 2013; CAMPESTRINI, 2017). O presente estudo
demonstrou que as células Daudi apresentaram uma diminuicdo
significativa do tamanho, avaliado pelo FSC, ap6s 24 h de tratamento com
CMS-08 e com AP1, e também na complexidade interna, avaliada pelo
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SSC, ap6s o tratamento com CMS-08. Ja para as células Jurkat, ndo foram
observadas alteracfes no tamanho e na complexidade interna das células
apos o tratamento com os trés compostos selecionados (Figura 33). Esses
resultados podem ser justificados pelo fato de que, apds 24 h de
tratamento com o0s compostos, pode-se observar uma quantidade
consideravel de células pequenas ndo viaveis e fragmentos celulares que
ficam localizados a esquerda do eixo x e abaixo no eixo y dos graficos.
Além disso, as células Jurkat apresentam tamanho inferior ao das células
Daudi (caracteristica visivel na avaliagdo morfoldgica por microscopia e
por CF) e, por isso, a diferenga pode nao ter sido significativa.

Com relacdo a marcacdo das células com BE e LA e posterior
visualizacdo em microscopio de fluorescéncia, pode-se observar que as
células Daudi e Jurkat apresentaram mudancas na morfologia celular
guando comparadas com o grupo controle (Figura 34). Apds 18 h de
incubagdo com os compostos selecionados, todas as linhagens celulares
avaliadas demonstraram caracteristicas morfoldgicas tipicas de células
em apoptose. A apoptose em fase inicial é caracterizada pela membrana
integra (indicada pela fluorescéncia verde) com condensacdo da
cromatina e, a fase tardia, pela diminuicdo do volume celular, formacéo
de blebs e corpos apoptoticos, além da perda de integridade da membrana
(indicada pela fluorescéncia alaranjada). Diferente do que ocorreu com as
células Jurkat ap6s o tratamento com os compostos EtA04, CMS-08 e
AP1, onde foram visualizadas células em apoptose em fases inicial e
tardia, apos a incubagdo da linhagem celular Daudi com o composto
CMS-08, foram observadas predominantemente células em apoptose em
fase inicial. No tratamento das células Daudi com o composto AP1,
também foi possivel a visualizagdo de células com caracteristicas de
apoptose inicial e tardia quando comparadas ao controle sem tratamento,
no qual as células viaveis apresentaram tamanho homogéneo e coloracéo
verde uniforme. De forma geral, os resultados sugerem que a linhagem
celular Daudi, por apresentar maior quantidade de células em apoptose
inicial, apresenta caracteristicas de maior resisténcia ao tratamento e, esse
resultado corrobora os obtidos anteriormente que demonstraram uma
maior Clsp ap6s o tratamento com 0s compostos quando comparada a
linhagem de células Jurkat.

Uma caracteristica de alguns tipos de morte celular como a
apoptose é a perda de assimetria da membrana citoplasmatica, com a
consequente externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina (GALLUZZI,



138

et al, 2018). Assim, a apoptose também foi avaliada pelo método da
Anexina V conjugada a FITC. A anexina liga-se especificamente a esses
residuos e, como esta conjugada ao fluorocromo FITC, permite identificar
e quantificar as células em apoptose por CF (VERMES et al, 1995).

As células foram tratadas com os compostos EtA04, CMS-08 e
AP1 por 18 h e, conforme demonstrado na Figura 35, induziram um
aumento significativo na exposicdo dos residuos de fosfatidilserina em
relacdo ao grupo controle (células sem tratamento) na linhagem Jurkat.
No entanto, na linhagem celular Daudi, apenas o composto AP1 causou
um aumento significativo da quantidade de células positivas para anexina
V. Essas informagfes confirmam o resultado previamente obtido na
avaliacdo da morfologia celular por BE e LA, 0s quais demonstram o
tratamento com o composto CMS-08 apresenta um perfil apoptético mais
tardio do que o encontrado para 0 AP1. Por isso, optou-se pela realizagéo
da avaliacdo da exposi¢cdo dos residuos de fosfatidilserina em células
Daudi ap6s o tratamento com o composto CMS-08 com um tempo de
incubacdo de 24 h. Assim, na Figura 36, pode-se observar um aumento
significativo na exposicdo dos residuos de fosfatidilserina em células
Daudi ap6s incubacdo mais prolongada com CMS-08. De Oliveira e
colaboradores (2015), ao avaliarem a exposicdo de residuos de
fosfatidilserina induzidos pelo tratamento com um derivado de
tiossemicarbazonas, também demonstraram que o processo de morte
celular é dependente do tempo de incubagdo com o composto em questéo.

Por fim, a apoptose foi confirmada por meio do ensaio de
fragmentacdo do DNA em gel de agarose apds o tratamento das células
Jurkat com EtA04, CMS-08 e AP1 por 24 h e, das células Daudi, com
CMS-08 e AP1. Segundo a literatura, uma das consequéncias da cascata
de sinalizagdo da apoptose é a degradacéo do DNA celular em fragmentos
de cerca de 180 pares de bases de comprimento (MATASSOV et al,
2004). Como pode ser observado na Figura 37, houve a clivagem do DNA
nos padrdes condizentes com apoptose nas duas linhagens tratadas com
0s compostos EtA04, CMS-08 e AP1. Dessa forma, o conjunto de
resultados apresentados sugere que os compostos avaliados induzem
apoptose em ambas as linhagens celulares, Daudi e Jurkat, e corroboram
dados encontrados na literatura sobre os analogos de colchicina
(KUMAR; BAJAJ; BODLA, 2016; SHCHEGRAVINA et al, 2017),
derivados de tiossemicarbazonas (FERRAZ et al, 2009; DE OLIVEIRA
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etal, 2015; CABRERA et al, 2015; PERONDI, 2018) e quinonas (BAIGI
etal, 2008; HOYT, 2010; BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017).

De acordo com as evidéncias que sugerem que 0S cOmMpostos
selecionados séo capazes de induzir as células de neoplasias linfoides a
apoptose, realizou-se, em seguida, a avaliacdo dos efeitos de EtA04,
CMS-08 e AP1 no comprometimento do A¥m, a fim de avaliar o
envolvimento da apoptose intrinseca. Segundo a literatura, 0 aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial, em funcédo das proteinas da
familia Bcl-2, resulta na perda do A¥m e, consequentemente, na liberagéo
de proteinas pro-apoptoticas, as quais, por sua vez, ativam diretamente as
caspases efetoras e induzem a célula a apoptose (ADAMS, 2007;
GOLDAR et al, 2015; SONG et al, 2015; GALLUZZI et al, 2018). Os
trés compostos avaliados levaram a uma reducdo significativa e
dependente do tempo de exposi¢do na quantidade de células com A¥m
intacto nas linhagens celulares Daudi e Jurkat (Figuras 38 e 39). Esses
resultados corroboram dados obtidos da literatura que relatam que
andlogos de colchicina (THOMOPOULOU et al, 2015;
SHCHEGRAVINA et al, 2017), derivados de tiossemicarbazonas
(CABRERA et al, 2015) e quinonas (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017)
sdo capazes de aumentar a permeabilidade mitocondrial, desencadear
perturbacfes no AWm e induzir as células a apoptose intrinseca. Nessa
linha, um estudo de Ni Chonghaile e colaboradores (2011) avaliou a
resposta ao tratamento em pacientes com neoplasias hematoldgicas e
demonstrou que, quando hé& envolvimento mitocondrial, as células
apresentam maior propensdo a sofrer apoptose.

Apos analise critica dos resultados obtidos até 0 momento, todos
0S experimentos passaram a ser realizados com o tempo de incubagdo
com os compostos igual a 24 h. Além disso, optou-se por descontinuar 0s
estudos com o composto EtA04, pois 0 mesmo nao se mostrou promissor
qguando comparado com CMS-08 e AP1. No entanto, acredita-se que
devem ser realizadas analises futuras a fim de avaliar a capacidade do
EtA04 em inibir a formacg&o dos microtibulos e produzir EROs. Além de
estudar alternativas de modificagbes nas moléculas para aumentar o
potencial citotdxico frente a células tumorais.

O aumento da resisténcia a apoptose é um mecanismo oncogénico
presente em varias neoplasias hematoldgicas e, pode estar relacionado a
superexpressao da proteina Bcl-2. Essa proteina faz parte da familia Bcl-
2, a qual é responsavel pelo controle da integridade da membrana externa
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das mitocdndrias, e € composta por membros capazes de induzir ou
impedir a apoptose. O equilibrio entre as proteinas dessa familia mantém
a célula viva e funcional, enquanto que a inverséo na proporcéo de fatores
pré-apoptdticos e antiapoptéticos é responsavel por induzir alteragGes na
permeabilidade da membrana mitocondrial que leva a perda do Aym e,
consequentemente, a morte celular (PERLMAN et al, 1999; CORY &
ADAMS, 2002; NI CHONGHAILE et al, 2011; GALLUZZI et al, 2018;
PERINI et al, 2018). Com a finalidade de confirmar o envolvimento da
apoptose intrinseca no mecanismo de agdo dos compostos CMS-08 e
AP1, avaliou-se a expressdo da proteina antiapoptética Bcl-2 e da
proteina pré-apoptética Bax em células de linhagem celular Daudi e
Jurkat. Como pode ser observado na Figura 40, o composto CMS-08
reduziu significativamente a expressdo de Bcl-2 nessas células e nédo
causou alteracdo significativa na expressao de Bax nas células Daudi, mas
levou a um aumento significativo dessa proteina nas células Jurkat. O
resultado obtido vai ao encontro de diversos estudos descritos na literatura
que avaliam a expressdo de Bcl-2 apds o tratamento com
tiossemicarbazonas (ZHU et al, 2017; CABRERA et al, 2015;
BALACHANDRAN et al, 2018; DAR et al, 2018; PERONDI, 2018). A
reducdo de Bcl-2 induzida pelo composto CMS-08 em células de
neoplasias hematoldgicas é de grande relevancia, tendo em vista que a
inibicdo dessa proteina é um importante alvo terapéutico utilizado no
tratamento de alguns LCB (STILGENBAUER et al, 2016).

Ja o composto AP1 ndo causou diferenca significativa na expressdo
de Bcl-2 nas células Daudi e Jurkat, mas induziu aumento significativo
na expressao de Bax em ambas as linhagens celulares. Estudos da
literatura relatam o aumento na expressao de Bcl-2 ap0s tratamento de
células de MM com uma quinona natural e diminuicdo em células Jurkat,
além de aumento na expressdo de Bax em ambas as linhagens celulares
(BIGOLIN, 2016; TANG et al, 2016; MAIORAL, 2017). Dessa forma,
como o controle da via é baseado no equilibrio entre ambas as proteinas,
pode-se concluir que, nas duas linhagens celulares tratadas com a
tiossemicarbazona CMS-08 ou com a plastoquinona AP1l, hd o
predominio da expressdo da proteina Bax em relagdo a proteina Bcl-2, o
que, segundo a literatura, resulta na inducéo do sinal pro-apoptatico.

Também foi avaliada a expressdo de AIF e os resultados
apresentados demostram que o composto CMS-08 diminuiu a expressao
dessa proteina em células Daudi e ndo causou alteracdo significativa nas
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células Jurkat (Figura 41). A inversdo da relacdo Bax/Bcl-2 induzida por
CMS-08 e AP1 em células Daudi e Jurkat resulta na perda do A¥m e na
consequente liberacdo de fatores pro-apoptéticos da mitocondria para o
citosol, como € o caso do AlF. Esse fator, assim como o citocromo c € a
endonuclease G, é liberado da mitocdndria e migra diretamente ao nucleo,
onde induz a condensacdo e a fragmentacdo do DNA de forma
independente da ativacdo de caspases (SEVRIOUKOVA, 2011). Estudos
sugerem que a quantidade de EROs regula positivamente a liberacdo de
AIF para o citoplasma e, por isso, testes adicionais seriam necessarios
para justificar o resultado obtido com o composto CMS-08, visto que foi
observada uma perda do A¥m induzida por esse composto sem aumento
na expressdo de AIF (NORBERG; ORRENIUS; ZHIVOTOVSKY, 2010;
BANO & PREHN, 2018). O composto AP1, aumentou a expressdo de
AIF em ambas as linhagens celulares. Esse resultado corrobora outros
estudos descritos na literatura (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017) e
sugere uma relacéo direta com o extenso dano mitocondrial manifestado
pela perda do Aym em mais de 50%, e no envolvimento da apoptose
intrinseca.

Neste trabalho, o envolvimento da apoptose extrinseca no
mecanismo de morte induzido pelos compostos CMS-08 e AP1 em
células de neoplasias hematolégicas também foi avaliado. A apoptose
extrinseca é um tipo de MCR que se inicia devido a perturbacfes no
microambiente extracelular apds a transmissdo de sinais que ativam
receptores de membrana, como o FasR (GALLUZZI et al, 2018). Dessa
forma, pode-se observar que ndo houve diferenca na expressdo do
receptor Fas em células Daudi e Jurkat apds o tratamento com o composto
CMS-08 (Figura 42). Esse resultado diverge do relatado por Perondi
(2018), que demonstrou um aumento significativo da expressdo de FasR
em células Jurkat, e sugere que o efeito citotoxico do derivado de
tiossemicarbazonas avaliado no presente estudo ndo apresenta ativacao
da apoptose extrinseca mediada por esse receptor. No entanto, como
citado anteriormente, outros receptores de membrana, os quais ndo foram
avaliados, estdo relacionados a ativacdo da apoptose extrinseca. Por outro
lado, houve aumento significativo na expressdo de FasR em ambas as
linhagens celulares incubadas com o composto AP1, o que confirma o
demonstrado em outros estudos descritos na literatura (BIGOLIN, 2016;
MAIORAL, 2017) e sugere, nesse caso, 0 envolvimento da apoptose
extrinseca. Dessa forma, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar o



142

possivel envolvimento da apoptose extrinseca na citotoxicidade de ambos
0s compostos, como a avaliacdo de outros receptores de membrana e
outras proteinas dessa via de sinalizag&o.

Sabe-se que a ativagdo das caspases efetoras, como a caspase-3, é
um fator crucial para a execucédo da apoptose (SARASTE & PULKAKI,
2000; ELMORE, 2007; GOLDAR et al, 2015; GALLUZZ| et al, 2018) e,
dessa forma, a expressdo da caspase-3 ativada foi avaliada em células
Daudi e Jurkat apds o tratamento com os compostos CMS-08 e AP1.
Como pode ser observado na Figura 43, os dois compostos levaram a um
aumento significativo da expressdo dessa proteina essencial na
propagacdo do sinal apoptdtico em ambas as linhagens de neoplasias
hematoldgicas investigadas e corrobora diversos resultados descritos na
literatura que afirmam que compostos dessas classes induzem as células
a apoptose de forma dependente de caspases (MARKOVIC et al, 2013;
WANG et al, 2013; CABRERA et al, 2015; TANG et al, 2016; ZHU et
al, 2017; BALACHANDRAN et al, 2018; DAR et al, 2018).

A apoptose também pode estar relacionada a diminuicdo da
expressao de proteinas que inibem a cascata das caspases, como a proteina
survivina, cuja expressdo costuma estar aumentada em células tumorais.
Segundo a literatura, o seu efeito antiapoptdtico esta relacionado ao
estresse celular, a divisdo celular e & inibigdo direta das caspases efetoras.
Além disso, a diminuicdo da expressao dessa proteina esta relacionada a
inducdo da célula tumoral & apoptose e a uma melhor resposta ao
tratamento de pacientes na clinica (PARK et al, 2011; CHEN et al, 2016;
LI, HU& LI; 2018). Ndo foram encontrados estudos avaliando a
expressdo de survivina ap6s o tratamento com tiossemicarbazonas, no
entanto, para as quinonas, existem relatos divergentes sobre a expressao
em células Jurkat (BIGOLIN, 2016; MAIORAL, 2017). Neste trabalho
foi demonstrado que os compostos CMS-08 e AP1 induziram a
diminuicdo da expressao de survivina nas células Daudi e Jurkat (Figura
44), o que pode potencializar o seu efeito citotoxico e a inducdo das
células tumorais a apoptose.

A fim de investigar o envolvimento de outras vias de sinalizacéo
gue desencadeiam MCR, avaliou-se a expresséo do fator de transcri¢do
NF«B nas células Daudi e Jurkat ap6s o tratamento com os compostos
CMS-08 e AP1, devido a sua importancia na resisténcia celular e na
inducdo de apoptose. Conforme demonstrado na Figura 45, pode ser
observada uma reducdo significativa na expressdo de NFxB induzida
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pelos compostos CMS-08 e AP1 em células Jurkat. Esse resultado é
interessante visto que as vias de NFxB apresentam-se constitutivamente
ativadas em neoplasias, 0 que garante a sobrevivéncia das células
neoplésicas por inibir a apoptose e aumentar a proliferagdo celular
(KORDES et al, 2000; VILIMAS et al, 2007; GASPARINI et al, 2014).
Com relacdo as células de LB (Daudi), a ndo modulacdo de NFkB pelos
dois compostos avaliados era um resultado esperado, visto que se acredita
que a via do NFkB ndo esta relacionada a essa doenca (GASPARINI et
al, 2014).

Ao avaliar os efeitos dos compostos CMS-08 e AP1 sobre a
expressao da proteina supressora de tumor p53, observou-se que essa
proteina esta ausente em células de linhagem Daudi e que houve um
aumento ndo significativo na sua expressdo em células Jurkat apds
incubagdo com ambos os compostos (Figura 46). Os resultados obtidos
em células Daudi s@o condizentes com estudos da literatura que relatam
a presenca de mutagdes na proteina p53 em casos de LB, as quais resultam
na diminuicdo da expressdo dessa proteina e, possivelmente, na
resisténcia das células neoplasicas a apoptose (GAIDANO et al, 1991).
Com relacdo a linhagem celular Jurkat, ndo se pode afirmar que a
apoptose gerada pelos compostos CMS-08 e AP1 apresenta relacdo com
a atividade de p53, visto que os resultados obtidos ndo foram
significativos. No entanto, sabe-se que essa proteina é capaz de estimular
0 processo de apoptose por mecanismos distintos em neoplasias
hematoldgicas, como, por exemplo, a modulagdo de membros da familia
Bcl-2 e o blogueio do ciclo celular (ODA et al, 2000; ABBAS & DUTTA,
2009, GALLUZZI et al, 2018). De fato, sabe-se que a proteina p53 atua
no primeiro checkpoint do ciclo celular (ABBAS & DUTTA, 2009) e,
conforme demonstrado anteriormente, ndo foram observadas alteracdes
no ciclo celular das linhagens avaliadas apds o tratamento com os dois
compostos (Figura 31), o que poderia justificar a auséncia de modulacéo
dessa proteina.

Foi avaliada também a influéncia dos compostos CMS-08 e AP1
nas vias PIBK/Akt/mTOR e MAPK/ERK, que estdo ativadas de forma
aberrante na LLA-T e no LB e s8o responsaveis pela proliferacéo,
sobrevivéncia e mobilidade das células neopléasicas (MENDOZA, ER &
BLENIS, 2011). Observou-se uma reducao significativa na expressao das
proteinas Akt, pAkt e MAP cinase/ERK2 nas células Daudi ap6s o
tratamento com o composto CMS-08 (Figuras 47 e 48). Essa reducéo
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pode estar relacionada a inducdo da apoptose devido a diminuicdo da
inibicdo causada por mTOR e estimulo pela proteina pré-apoptética BAD
e pela via de NFkB (MENDOZA, ER & BLENIS, 2011). Conforme
demonstrado em outros estudos, a modula¢do dessas vias ja é foco de
estudo em neoplasias hematoldgicas, tendo em vista a sua relevancia para
0 prognostico e tratamento dessas doencas (KAWAUCHI et al, 2009;
SPENDER & INMAN, 2012; EVANGELISTI et al, 2014
BERTACCHINI et al, 2015, LI etal, 2015; PARK, SIM & LEE K, 2016).
No entanto, ndo foram observadas diferencas na expressdo dessas
proteinas em células Daudi tratadas com AP1 ou em células Jurkat
tratadas com ambos os compostos (Figuras 47 e 48). Esses resultados
divergem dos relatados por Zhao e colaboradores (2015) que
demonstraram a inibicdo da via ERK/PI3K/Akt por uma naftoquinona,
denominada shikonina, em células de LLA-T.

Por fim, foi investigado o envolvimento da via UPR na inducéo da
apoptose pelos compostos CMS-08 e AP1 nas células Daudi e Jurkat.
Segundo a literatura, a via UPR pode estar envolvida na patogénese das
neoplasias hematolégicas e sugere-se que, devido a heterogeneidade
dessas doengas, sua ativacdo seja dependente de diferentes oncogenes.
Além disso, agentes que interferem nessa via estdo em fase pré-clinica de
estudos para o tratamento dessas neoplasias (KHARABI MASOULEH et
al, 2015). No presente estudo, observou-se uma reducéo significativa na
expressao da proteina CHOP em células Daudi ap6s o tratamento com o
composto CMS-08, mas ndo foram observadas diferencas significativas
na expressao dessa proteina em células Daudi tratadas com AP1 ou em
células Jurkat tratadas com ambos os compostos (Figura 49). Segundo a
literatura, as células Daudi sdo caracterizadas pela expressao do oncogene
MYC que, de forma paradoxal, é capaz de ativar a proliferacdo celular e a
apoptose. Estudos demonstraram maior ativacdo da via UPR em
neoplasias que apresentam superexpressao de MY C em comparagdo com
tecidos normais (HART et al, 2012; HUITING et al, 2018). Dessa forma,
a diminuicdo da expressdo de CHOP em células Daudi pelo composto
CMS-08 é uma estratégia promissora para inibicéo da via UPR visto que
essa via pode apresentar um papel intensificador da transformacéo
induzida por MYC.

Como os resultados da citotoxicidade dos compostos CMS-08 e
AP1 sobre as linhagens de neoplasias linfoides foram promissores, foi
avaliado o efeito desses compostos ex vivo sobre células mononucleadas
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de SP e MO de pacientes portadores dessas neoplasias (Tabela 9). Os
resultados mostram que os dois compostos foram capazes de reduzir a
viabilidade das células mononucleadas dos vinte e dois pacientes
portadores de neoplasias linfoides incluidos neste estudo de forma
dependente da concentracdo (Figura 50). Os diferentes valores de Clsg
obtidos (Tabela 09) podem ser explicados pela heterogeneidade dessas
doencas, fato amplamente discutido na literatura (SWERDLOW et al,
2017).

O composto AP1 mostrou-se mais eficiente do que o composto
CMS-08 em todos os casos analisados, semelhante ao que foi observado
in vitro com as células Daudi e Jurkat. O Unico caso de LLA-T incluido
no estudo (Paciente 3) apresentou valores de Clso superiores aos
encontrados nas células Jurkat. No entanto, acredita-se que ndo seja
possivel realizar uma comparacdo fidedigna entre os dois modelos devido
a diferenca no estagio de maturacdo dessas células, visto que as células
Jurkat apresentam fenotipo sugestivo de LLA-T madura. Além disso, a
LLA-T de células precursoras iniciais é um subtipo raro e extremamente
agressivo que apresenta a expressdo de marcadores da linhagem mieloide
(BOROWITZ et al, 2017 c).

O caso de LB (Paciente 7) apresentou resultados de Clso proximos
aos encontrados na linhagem Daudi de LB. Com relagdo aos outros
pacientes, foram avaliados oito casos de LLA-B (Pacientes 2, 8, 12, 16,
17, 19, 20 e 22), uma neoplasia de células precursoras comprometidas
com a linhagem de células B, que apresenta progndstico pouco favoravel
em adultos (SWERDLOW et al, 2017). Apesar de nenhuma linhagem de
LLA-B ter sido incluida no estudo, os dois compostos avaliados
reduziram a viabilidade celular das amostras de forma dependente da
concentracdo, 0 que permite sugerir que 0s compostos também sejam
efetivos para esse tipo de leucemia. Os valores de Clso mais baixos
observados para os Pacientes 12 e 22 podem ser justificados pelo fato de
a amostra ser quase em sua totalidade constituida por blastos leucémicos
(67,9 e 81%, respectivamente), 0 que sugere que possa haver um
interferente nos ensaios, pois 0s compostos ndo reduzem a viabilidade das
células ndo neoplésicas presentes em maiores quantidades nas outras
amostras.

Foram avaliados dez casos de LCB, que inclui LDGCB, LF,
LZME, LCM, tricoleucemia variante, LLC-B e um tipo de linfoma que
ndo pode ser classificado e foi considerado LCB CD5+. Todos 0s casos
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analisados foram provenientes de amostras de SP e, por isso, tratam-se de
linfomas leucemizados. Com exce¢do da LLC-B, apenas uma pequena
parte dos LCB apresenta infiltracdo em SP no momento do diagnéstico,
0 que garante as doengas um progndstico desfavoravel (DELFA, 2011).
Todos os pacientes que foram diagnosticados com doengas agressivas
(LDGCB, LB e recidiva de LF) em amostras de SP evoluiram para o
Obito. J& em casos de doengas indolentes, como a de LLC-B (Pacientes
14 e 18), devem ser consideradas outras caracteristicas como a idade do
paciente e a leucometria no momento do diagnéstico para estabelecer o
prognéstico.

Além disso, foram avaliados dois casos de MM (Pacientes 15 e 21)
que apresentaram valores de Clsgp muito semelhantes entre si, porém
superiores aos observados para as células MM.1S. Os resultados obtidos
s8o promissores, visto que se trata de uma doenca agressiva e incuravel
(SWERDLOW etal, 2017). Por fim, ndo foi possivel avaliar nenhum caso
de neoplasia de célula linfoide T madura, pois nenhum diagndstico foi
realizado no setor de Onco-hematologia da Unidade de Analises clinicas
do HU/UFSC durante o periodo do estudo, tendo em vista que essa € uma
doenca rara.

E importante salientar ainda que nem todas as amostras com
diagnostico de neoplasias de células linfoides maduras foram incluidas no
estudo, pois foram avaliadas apenas amostras de SP e MO e, a maior parte
delas correspondia a outros materiais, como aspirados e fragmentos de
linfonodos. No entanto, pode-se demonstrar a maior quantidade de
neoplasias linfoides de células B em comparacdo com as neoplasias
linfoides de células T em adultos, o que corrobora, mais uma vez, 0s
dados da literatura.

Dessa forma, néo foi possivel realizar correlag@es entre as doencas
ou grau de maturacdo das células, visto que os resultados obtidos foram
muito heterogéneos. No entanto, embora a amostragem tenha sido
pequena, os resultados ex vivo confirmam aqueles observados para as
linhagens de células de neoplasias linfoides e indicam que os compostos
CMS-08 e AP1 sdo moléculas bioativas com potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos antineoplasicos.
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7 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo permitem concluir que:

» Dentre 0s 28 compostos com o grupo 3,4,5-trimetoxifenila
analisados no teste de triagem, os compostos EtA04 e Eh09 foram
selecionados. No entanto, o composto EH09 causou hemodlise e, por isso,
foi excluido do estudo. O composto EtA04 causou citotoxicidade de
forma dependente da concentracdo e do tempo de incubacdo em células
Jurkat, Namalwa, Molt-4, K562 e MM.1S. Além disso, ndo foi citotoxico
para células ndo neoplasicas. Sugere-se que a morte celular induzida pelo
composto EtA04 seja apoptose com perda do APm. No entanto, ele ndo
induziu blogueio no ciclo celular e nem alteracio na expressdo da proteina
Ki-67.

« Dos 38 derivados de tiossemicarbazonas analisados, 0 composto
CMS-08 foi selecionado por ser citotdxico para as células de neoplasias
linfoides (provenientes de linhagens e de pacientes). Além disso, ndo foi
citotéxico para células ndo neoplasicas. Sugere-se que a morte celular
induzida por esse composto esteja relacionada a apoptose intrinseca, visto
que 0 mesmo induziu uma inversdo dos membros antiapoptéticos (Bcl-2)
e pré-apoptéticos (Bax) da familia Bcl-2, o que gerou perda do Aym
dependente do tempo. Houve um aumento na expressdo de caspase-3
ativada. O composto CMS-08 diminuiu a expressdao da proteina
antiapoptotica survivina em ambas as linhagens celulares e reduziu a
expressdo de NFxB em células Jurkat. CMS-08 diminuiu a expressdo de
Akt, pAkt e MAP cinase/ERK2 em células Daudi, o que sugere o
envolvimento das vias PI3K/Akt/mTOR e MAPK/ERK na morte celular.
Finalmente, o composto induziu a diminuicdo na expressdo do fator de
transcricdo CHOP em células de linhagem celular Daudi, o que sugere a
regulacdo da via UPR (Figura 51).

« O composto natural AP1 reduziu a viabilidade de células Daudi,
Namalwa, Jurkat, Molt-4, K562 e MM.1S, além de células isoladas de
pacientes com neoplasias linfoides. AP1 ndo causou hemdlise, mas
reduziu a viabilidade das células mononucleadas de individuos
considerados saudaveis de forma semelhante aquela causada por
farmacos ja utilizados para o tratamento de neoplasias. Esse composto
reduziu a expressdo da proteina Ki-67 e acredita-se que seus mecanismos
de morte celular incluam a ativacdo da apoptose intrinseca devido a
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desregulagdo do equilibrio entre membros pr6 e antiapoptéticos (Bcl-
2/Bax), redu¢do do Aym e liberagdo de AIF. No entanto, a apoptose
extrinseca também parece estar envolvida na morte celular, conforme
demonstrado pelo aumento da expressdo de FasR. Houve um aumento na
expressao de caspase-3 ativada. O composto AP1 também reduziu a
expressdo de survivina em ambas as linhagens e de NFkB em células
Jurkat (Figura 52).

Figura 51 - Esquema ilustrativo do mecanismo de agdo do composto CMS-08 em
células de neoplasias linfoides.
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8 PERSPECTIVAS

e Avaliar a capacidade dos compostos em induzir a produgdo
mitocondrial de EROs e a atividade da glutationa;

e Avaliar o sinergismo com farmacos utilizados na clinica para
neoplasias linfoides;

¢ Investigar a agdo no citoesqueleto de células de neoplasias linfoides;
o Avaliar a expressdo de outros fatores envolvidos na apoptose
extrinseca, como, por exemplo, endonuclease G, citocromo ¢ e outros
receptores de membrana;

o Estudar estratégias para diminuir a toxicidade dos compostos;

e Analisar o efeito dos compostos em modelos in vivo.
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ANEXO A - Sintese dos compostos sintéticos e isolamento do
composto natural

Sintese dos analogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-
trimetoxifenila em sua estrutura

Os andlogos sintéticos que contém o grupo 3,4,5-trimetoxifenila
foram sintetizados pela Dra. Patricia Devantier Neuenfeldt no
Laboratorio Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da
UFSC, coordenado pelo professor Dr. Ricardo José Nunes. Foram
avaliados 28 compostos, os quais foram distribuidos em cinco séries (EtA,
EtB, TAS, Ea e Eh). Os substituintes R selecionados para as sinteses
foram escolhidos com base nos compostos mais ativos das séries de
chalconas derivadas da 3,4,5-trimetoxiacetofenona e das acilhidrazonas
derivadas da 3,4,5-trimetoxihidrazida, previamente estudadas e que
apresentaram potente atividade frente a células leucémicas (MAIORAL
et al, 2013; SALUM et al, 2013; SALUM et al, 2015; MAIORAL et al,
2016; MAIORAL et al, 2017).

Compostos contendo o0 esqueleto 3,4,5-trimetoxifenila com diferentes
grupamentos R.
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Sintese dos derivados de tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas sdo geralmente obtidas pela reacdo de
condensagdo quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou
cetonas, e recebem a denominacdo da classe tiossemicarbazona apés o
nome do respectivo aldeido ou cetona condensado. Os 38 derivados de
tiossemicarbazonas investigadas neste estudo foram sintetizadas de
acordo com a metodologia descrita na literatura (DE AQUINO et al,
2008) pelo aluno de iniciagdo cientifica Lucas Antonio Pacheco, sob a
orientacdo do professor Dr. Ricardo José Nunes e coorientagdo da
doutoranda Larissa Sens, no Laboratdrio Estrutura e Atividade do
Departamento de Quimica da UFSC. Resumidamente, foram obtidas
tiossemicarbazidas a partir da sintese do respectivo isotiocianato com
hidrazina hidratada em alcool isopropilico e adicionou-se agua, alcool
etilico e diferentes benzaldeidos substituidos ao intermediario
previamente sintetizado. Essa reacdo foi catalisada por acido acético e
refluxada por 1 h. Em seguida, o produto formado foi filtrado a vacuo e,
guando se fez necessario, o produto foi recristalizado com etanol.
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Representacdo da sintese das tiossemicarbazonas.

o
H H H H P
_ N\H/N\NHZ H X\, Etanol/agua/ HAc =z \”/ SN A
L) T e ST U
X S = refluxo, 1h A Z

As tiossemicarbazonas foram divididas em trés séries (série Fl,
CMS e VIU) que se diferem devido aos substituintes ligados ao anel
aromatico proximo ao —NH.

Estrutura quimica dos derivados de tiossemicarbazonas incluidos no estudo.

Tiossemicarbazonas Série CMS

m/@/ NH,NH, /©/ T NH, /©/ T N/\O

Cddigo Cddigo R
CMS-01 H CMS-09 3,4,5-OCH3
CMS-02 4-CHjs CMS-10 1-naftil
CMS-03 4-NO, CMS-11 2-naftil
CMS-04 4-Cl CMS-12 3,4-Cl,
CMS-05 4-OCHj; CMS-13 2,5-OCH3
CMS-06 3,4-OCH,0- CMS-15 3,4-OCH3
CMS-07 4-fenilbenzaldeido CMS-16 2-NO;
CMS-08 3-OCHj5,4-OH CMS-18 4-N(CHg),

Tiossemicarbazonas Série VIU

JQ/Ncs NH,NH, J@/ 7( “NH, )KO J@/ T N

Codlgo

VIU-05 4- OCH3
VIU-06 3,4-OCH,0-
VIU-09 3,4,5-OCH3
VIU-16 2-NO,
VIU-19 4-N(CHj3),
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Tiossemicarbazonas - Série FI
0
NCS NHAH, nwnwz HJ\@R NWN\N/ N
H;CO/O ﬁgog s chog s GR
Cédigo R Cédigo R

FI-1 H FI-9 3,4,5-OCH3
Fl-2 4-CHjs FI-10 1-naftil
FI-3 4-NO, Fl1-11 2-naftil
Fl-4 4-Cl FlI-12 3,4-Cl,
FI-5 4-OCH3 F1-13 2,5-OCHjs
Fl-6 3,4-OCH,0- FI-15 3,4-OCHjs
FI-7 4-fenilbenzaldeido FI-16 2-NO;
F1-8 3-OCH,;,4-OH FI-18 4-N(CHj3),

Isolamento do composto natural (AP1)

O composto natural AP1 foi gentilmente cedido pela doutoranda
Ana Claudia Philippus, orientada pela professora Dra. Miriam de
Barcellos Falkenberg do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
UFSC. O AP1 foi isolado do extrato da alga parda Desmarestia menziesii,
coletada por pesquisadores da expedicdo do Programa Antartico
Brasileiro (ProAntar). A alga seca sob ar frio foi macerada com
diclorometano e metanol na proporcdo de 2:1 e o extrato obtido foi
concentrado em rotaevaporador rotatério. O extrato foi fracionado
utilizando cromatografia liquida a vacuo (CLV), em que foram utilizados
solventes de polaridade crescente. Foram obtidos espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio e foram feitas
cromatografias em camada delgada (CCD) para sele¢éo das fracGes mais
promissoras a fim de dar continuidade ao fracionamento. A fracéo hexano
6:4 acetato de etila foi novamente separada por CLV, foram feitas novas
anélises de RMN e CCD e a fracdo hexano 8:2 acetato de etila foi
selecionada para dar continuidade ao fracionamento. Dela foi realizada
uma coluna cléssica utilizando solventes de polaridade crescente. Foram
obtidas 77 fragGes, reunidas de acordo com a semelhanca cromatografica
em 11 fragBes, das quais foram obtidos espectros de RMN, e a fragdo 5
foi considerada pura. Dessa, obteve-se 0s espectros bidimensionais para
elucidacéo estrutural. Por fim, os dados obtidos foram comparados com a
literatura € o composto foi identificado como uma plastoquinona,
denominada 9-hidroxisargaquinona.
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ANEXO B - Parecer do CEPSH da UFSC.

UNMIVERSIDADE FEDERAL DE Mo
SANTA CATARIMNA - UFSC w
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDE O PROJETD DE PEEGQUIEA

Thulo da Pesguica: Avaliagio de mecanizmos de cRotoxicidade & morte celular em amostras de pacientes
portadores de necplasias Fematcisgicas & ndo hematolsgicas & &m amosiras de
redividuns sauddvels.

Pecguicador: Mara Cduda Sanics da Sha

Ares Tematisa:

Varsdo: £

CAAE: B0S30317.0.0000.0121

Inctttulglo Proponants:\Univarsidade Faders) de Sants Catanna
Patrooinador Princdpal: Firanciamenio Fropric

DADCE D PARECER

Homssre do Parsosr: 2.838.107

Aprecentaqdo do Projedo:

'Mnlh;&u de mecanbsmos de choloxicidade & morte celular em amostras de pacienfes poriadiores de
recplasias hemaioldgicas & nSo hemaicldgices & em amosiras de Individuos saudivels. Projeto de pesquisa
gue e como objetivo Irvesigar o efsio cBobdxico de composios. de origem natural & sinbédca em amostas
g 3P & MO de pacienies poriadores de necplasias hemaloidgices abendides no HU da UFEC & ambém em
armcsiras de SF de Individuos ssodivels, ubilzsdos como mcdeios de célulys no neopliskas [controle nSo
reoplasico). As Informaches resufanies deste estudo serfio de grande imporidncia na compreensdo da
affvidade desses composios, o que poderd ser wilzado pam o desemvolvimenio de novos frmacos visando
o ratamento de pacientes poradonss de neoplasias malignas.

Objedivo da Pecoulca:

Dibjefivo Prirmdrioc

imvesSgar o efefin dhofdwico de composios de orfgem natural & sinittica com pofencal anthsmoral em
Cijulxs obfidys d= amosiras de SP & MO de padentes porisdones. de neopixsias hemaltolsgioas atemdidos
mo HU da UF2:C no momento do dlagnosticn: (antes do primeiro fratamenio).

Dbjetvo Secunddnio;
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Invessgar o efello Ctottnico de composios de origem natural & sim&lca com potencal antitumaral &m
cilulas obfidas de amostras de 2P de woluntSrics saudavels, utlizadas como modelo de células nio
reopiasicas para fins comparabivos

Avallagda dos Ricoos & Bsnsfiolos:

REsoos:

& estudo n¥o apres=nta rfscos para os pacienies participanies, uma vez gue s=rdo ullizadas nos
experimentos apenas suas amosas de BF & KO e os mesmos ndo terSio contato dineto om oS composios
que serlo invesSgados. As amostras serfio coleladas no HUVUFSE no moments do diagndsSco, ou s=ja, os
pacientes nfo serdo submebdos a novos procedimenics. Invasivos cu desconforios adicionals. o haverd
duxs coletas, pols Sara apnoveRado o masmo matertal coletado para o5 exames laboraionals. £ volntrios
saudavels imchuldcs nests tabalho cederdo aperas uma amosta de 3P

coletada por nun;&u wenosa por profissionals qualficados do Laboraidrio de Anallse=s Clinlcas da UF3EEC,
portaric mmbém nlo estlo sujsiins & qualsguer riscos caso aceliem parbcipar da pesquisa.

Beneficios:

E possivel perceber a necessidade de se Investigar novas esiralégias de tratamento para padentes
portadones de cdncer, ndo apenas para meForar sua sobrevida, mas mmbém sua gualkdsde de vida durants
o ratamento. As informaples resulitantes desie sstude provaveiments ndo trarlc beneficios dirios aos
pacienies & volunthrios inchaldos no mesmo, uma vez gue exisie um lompo caminho :n'h\.‘alnvl:sﬂnm;iude
ROVOS COMPOSID In vED & sua aprovagio para emsalos clinicos. No entanto, a proposta da presente
pesquisa de Investgar o sfelo de nown Composios promissones em amostas de padentes portadones de
reoplasias malignas poderd ser de grande importincia ra compreensio & no desenvoivimento futuro de
mowos SSrmacos conta neoplasks hemabldgloas.

Comentarios s Concloeragies cobre a Fecquica:

Tiraa o presente de um projefo de pesquisa coonrdenado pela Pro®. O, Maria Sliduda 3anios da Shva do
entro de ClEncies da Swbde, Departaments de Andlses Clinkas da UFSC, cuja finalkdzds & invesctigar o
efelin ciotéxico de composios de origem natural e sinkSca em amostras de 5F = MO de padentes
porfadores de necplysias hemaidgicas afendidos no HU da UFEC & também em

Erdargs  Unwsmceds Mescernl ds Sants Caterrm Prisdo Meicre |, © Dssntergedo: Vior U, n® 20 sae 401
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amosiras de SP de imdviducs sauddvels, ullizados como modelos de céluas ndo neopldsicas [controle nio
meoplasicol. Os particpanies da presents pesguisa serlo selecionados de acordo com os cridros de
Iinchuzdc & exciusio deierminades no projeln. Az amostras de pacientes wllizadas para & pesquisa serfio
sangue periarico (27 ou meduls Sssea (MO, 35 quals serdo coletadas no momeno do diagnésSco (antes
do primeiro ratamento) no Hospital Unknersitari Professor Folydore Emanl de 280 Thiago (HU) da
Unhersidade Federal de Sants Cabarina (UF2C). As amosines d= volntanos utizsdas como contmole de
modsio nio recpidsico serio de sangue periférico, coletado por punplo venosa no Laboraddrio de Anailses
Climkcas do HUWUFSC. As amostras acondiclonadas serSo ransporiadas ab o Laborabéric de Oncologla
Experimental & Hemopatias (LOEH) do HWUFES, onde serdo processadas para Isolamento das oéluias
RopiAsicas & o&ulas mononucieadas. As cajulas serdo entlo Incubadas com composios de origem natural
e sinkéica previamenie selecionados em Iinfapens celulares e a viablldade celular serd deferminada pelo
mitoao do MTT. O estuds tem relevancla dentifica, a documentscio esta compizta &0 TCLE apresentada
aferie a indas as

exipincias da Resokuglio CNE nMEEM2 & suas complementares. ASSim, rECOMENGNToS 3 Su3

2erovacho.

Conclderagbes cobm of Termos de aprecentaqdo obrgatora:
Fomm apnesenados oS seguintes documentos obrigatorios:

- Informar; Bes basicas do projeto - formuldrio FE;

- Folha de moesio;

- Dedaragio do pesguissdor;

- Dedaragio da InsStuiglo - HU;

- TCLE;

- Frojeto de pesguiza;

- Croncgrama.

O TCLE apreseniadc atends na nfzgra a F!E'Wll;lc- CHT 42eM 2.
Fpnamandagies:
Mlo se apiica.

Conclucbet ou Pendédnola & Lick de Inadaguapdec:
Mo foram deleciadas pendéndas ou Inadequagpies neste projetn.
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Conslderapbec Finals a orfbéric do CEP:

Gt

[Este parsoer fol slaborado baceado nos dooumentos abalxo relaolonedos:

Tipo Dooumenio Anguivo Fostagem Austor Blh.nl;iu
intormagles Baskas F"E_IHF{IH.P-L'J;EB BASICAZ DO_P 12082018 Areiin
|doProjety  [SQOJETO (004163 ool i )
Outros Cara_resposta_agosio.docy 13/D82018 | Marana Franzon Arettn
11:43:45 | Mialoral
Cronograma cromograma_modficads:_agosio.docy 12082018 |Marana Franzon Areitn
11:42:56 | Maloral
TCLE ! Termos de | TCLE_modificade:_agosio.docx 12/08/2018 | MSarana Franzon Areitn
Assentimenin 11:42:47 | Miakoral
JusSficativa de
|Auzancly
Foha de Rosio fiolha pdi Marana Franzond Aretin
Maloral
Declaragds d= deciaracac_ i p ariana Franzond Areitn
Fesqusadoes Kaioral
Declamﬁﬁ de deciaracen_Fu pdf Marana Franzond Aretin
Inestfuigho = Maloral
Mg
Frojeto Detalhado ! | pesquisa_PE doc O7/02017 | Mariana Franzond Areitn
Brochur 142716 | Malomal
IrrFEsagador
2thzagdo do Parsoer:
Apmvado
Neoecsita &preclagdo da CONEF:
Mio

FLORIANOPOLIZ, 12 de Agosty de 2098

Maria Lubra Barrn
{Coordenador]
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