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O presente trabalho avaliou, através de técnicas moleculares, bioquimicas e
farmacoldgicas, o efeito citotoxico do o6xido nitrico (NO) e do taxol sobre células
linfoblasticas leucémicas. Foi investigado o envolvimento do NF-kB e a importancia da
glutationa na citotoxicidade causada pelo NO e pelo taxol. Os resultados obtidos,
demonstraram que o efeito citotoxico do NO e do taxol sobre células leucémicas
linfoblasticas parecem atuar em vias muito semelhantes, ou seja, ambos apresentaram
acoes independentes de alteragbes no citoesqueleto, inibiram a atividade do NF-kB e
depletaram o0s niveis de glutationa (GSH). Além disso, quando associados,
apresentaram efeito citotéxico sinérgico. Sendo assim, concluimos que o NO e o taxol,
além de diminuirem os niveis de glutationa intracelular, o que sensibiliza as células aos
danos oxidativos e nitrosativos, também impedem o restabelecimento dos niveis normais
de GSH intracelular, através da inibicdo da atividade do NF-kB.
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NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintase

OMS Organizacdo Mundial da Saude
PARP Poli(ADP-ribose) polimerase

PBS Salina tamponada com fosfatos
PDTC Pirrolidinaditiocarbamato

PMSF Fluorato de fenilmetionilsulfonil
SIN-1 Morfolinil sidnonimina

SNAP S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina
SNP Nitroprussiato de sodio

thb4 Tetra-hidrobiopterina

TLCK Na-p-tosil-L-lisina clorometilcetona
TNB 2-nitrobenzoico

TNF Fator de necrose tumoral

TPCK N-tosil-L-fenilalanina clorometilcetona
TRAF1 Fator associado ao receptor TNF-1

TRAF2 Fator associado ao receptor TNF-2



RESUMO

Leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas caracterizado pela
proliferacdo clonal de células hematopoiéticas representando cerca de 30% das
formas de cancer que acometem criangas e, dos casos diagnosticados, cerca de 75-
80% sao leucemias linfoblasticas agudas. Atualmente, com o0s avang¢os no
tratamento, consegue-se remissdo total em cerca de 80% das criancas
diagnosticadas com a doenc¢a; no entanto, em adultos a cura € em torno de 40%
menor, e, além disso, o0s protocolos de tratamento s&o freqlentemente
acompanhados de varios tipos de complicacbes, que podem variar de leves a
severas, comprometendo, assim, a qualidade de vida do paciente. As bases do
tratamento terapéutico com compostos antileucemia estéo focalizadas na inibicdo da
proliferacdo celular, na inducdo de apoptose ou na diferenciagdo dos blastos
leucémicos. Numerosos trabalhos tém analisado o papel do 6éxido nitrico (NO) na
apoptose. Os resultados ainda sao conflitantes, pois, se em algumas situacdes, 0
NO é pro-apoptético, outros relatos mostram que eie protege as células de estimulos
apoptéticos. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi estudar a sensibilidade
de células de linhagens linfoblasticas leucémicas de origem humana (CEM) e
murinas (L-1210) ao efeito citotéxico do NO, isoladamente ou em associacdo com
drogas antitumorais, bem como 0s mecanismos citotéxicos envolvidos. No0ssos
resultados demonstram que os efeitos do NO estdo relacionados com o tipo de
célula, com a sua concentracdo e com o tipo de doador de NO. Por outro lado, o
taxol, um composto ja usado na quimioterapia, que em principio atuaria de maneira
totalmente diferente, apresentou efeito citotoxico semelhante ao NO sobre as células
linfoblasticas leucémicas, ou seja, ambos apresentaram acfes independentes de
alterac6es no citoesqueleto, inibiram a atividade do NF-kB e depletaram os niveis de
glutationa (GSH). Além disso, quando associados, apresentaram efeito citotoxico
sinérgico. Sendo assim, concluimos que o NO e o taxol, além de diminuirem os
niveis de glutationa intracelular, o que sensibiliza as células aos danos oxidativos e
nitrosativos, também impedem o restabelecimento dos niveis normais de GSH
intracelular, através da inibicdo da atividade do NF-kB. Provavelmente, o sinergismo
de acdo entre o NO e o taxol na inducdo de apoptose em células leucémicas

linfoblasticas é o resultado final de um mecanismo multifatorial que rompe com o



complexo sistema de resisténcia tumoral. Nesse sentido, a associacdo do NO e do
taxol, ou desses compostos com outros quimioterapicos, pode abrir novos horizontes

no tratamento terapéutico das leucemias linfoblasticas.



Xiv

ABSTRACT

Leukemias are a group of malignant neoplasias characterized by clonal
proliferation of hematopoietic cells and represent 30% of all childhood cancers., and,
in all the diagnosed cases, 75-80% are acute lymphoblastic leukemia. Using modern
therapies, around 80% of all children diagnosed with LLA reach a complete
remission, however, the cure rate in adults is around 40% lower than in children.
Additionally, the treatment protocols are frequently accompanied by side-effects,
which can vary from light to severe, damaging patients’ quality of life in lower or
higher levels. The treatment of leukemia with antileukemia compounds are focused in
inhibiting cellular proliferation, and in the induction of apoptosis or blast
differentiation. Clinical treatment protocols cause several side effects, which
compromises patient life quality in several degress. Several reports have analysed
the role of nitric oxide (NO) apoptosis. They are conflicting though, since both pro-
and anti-apoptotic roles for NO have been described. Therefore, the main goal of the
present study was to assess the sensitivity of lymphoblastic leukemia cell lines of
murine (L-1210) and human (CEM) origins towards NO, alone or in combination with
anti-tumor drugs, as well as the mechanisms underlaying the cytotoxic effects. Our
results indicate that NO effects varies depending on its concentration, the cell type
and the kind of NO donor employed. On the other hand taxol, an established
chemotherapeutic compound, which would be expected to have mechanisms of
action distinct from those of NO, surprisingly exhibited very similar citotoxic effects
towards lymphoblastic leukemia cell lines. Both compounds displayed cytoskeleton-
independent effects, but both inhibited the activity of the transcription factor NF-kB
and depleted glutathione (GSH) levels. Moreover, association of NO with taxol
resulted in a synergistic cytotoxic effect. Thus, we conclude that NO and taxol
decrease intracellular GSH levels, hence sensitizing cells to both oxidative and
nitrosative damage. Moreover, both compounds prevented the recovery of normal
GSH levels through inhibition of NF-kB activity. Probably, the synergism of NO and
taxol in inducing apoptosis in lymphoblastic leukemia cells, is the combined result of
multifactorial mechanisms which compromise the complex system of tumor cell
resistance. In summary, the combination of NO and taxol, or of these compounds
with other chemotherapeutic drugs may open new avenues for the treatment of

lymphoblastic leukemias.



CAPITULO 1 mREVISAO DA LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

Cancer é um termo usado para descrever um grupo de mais de uma centena
de doencas que apresentam em comum a proliferacdo desordenada de células e a
incapacidade de diferenciacdo celular. A palavra cancer vem do grego Karkinos,
“caranguejo”, a qual se refere ao potencial invasivo da doenga para outros tecidos.
Essa doenca é conhecida desde as primeiras civilizacdes humanas. Os primeiros
relatos a respeito dela foram feitos pelo médico Galeno, cuja autoridade nessa area
prevaleceu pelo menos até 1500 d.C. e que atribuia a moléstia ao excesso de bile
negra.

A observacdo de que, até o século XIX, o cancer era relativamente raro se
explica pelo fato de que a expectativa de vida naquela época era de apenas 35 anos
e a maioria dos tipos de cancer desenvolvem-se no periodo que vai da idade adulta
até a senil. Sendo assim, as pessoas morriam antes de desenvolver o cancer, pois
contraiam doencas infecciosas préprias da falta de saneamento basico e de uma
salde publica adequada, caracteristica daquela época. Nas raras vezes em que 0O
cancer manifestava-se, era atribuido a um acidente fortuito da natureza ou a uma
“vontade de Deus”.

Foi s6 a partir da ultima década do século XVIII que surgiram as primeiras
explicacdes para o aparecimento do cancer, as quais se referiam as experiéncias ou
estilos de vida especificos dos individuos acometidos, ou estavam relacionados com
caracteristicas hereditarias. Os primeiros relatos que deram origem a essas
explicacdes relacionavam limpadores de chaminé, que tinham contato com a
fuligem, com o cancer escrotal e cavalheiros que cheiravam rapé com o cancer
nasal.

Durante o século XIX, surgiram poucos relatos reforcando essas hipoteses;
no entanto, foi no século XX, com o aumento gradativo da expectativa de vida e com
0 aparecimento de mais casos de individuos com cancer, que explodiu o interesse
nessa area. No inicio desse século, descobriu-se que as pessoas que trabalhavam
com os recém-descobertos raios X estavam mais propensas ao desenvolvimento de
leucemias e de tumores de pele. Relacionaram canceres de lingua com mulheres

gue pintavam ponteiros de relégio de pulso com radioluminescente, as quais tinham



0 habito de lamber os pélos do pincel; e constataram que fumantes de cigarro tinham
de vinte a trinta vezes mais chances de desenvolver cancer de pulmao do que nao-
fumantes (para uma revisdo, ver Franks, 1998; Kevies, 1997; Weinberg, 2000).

No século XX, o aumento das pesquisas cientificas na area da biologia
tumoral e a descoberta de drogas com propriedades antineoplasicas, como a
mostarda nitrogenada, identificada na década de 1940, e de uma miriade de outras
substancias com eficacia parcial ou completa contra alguns tipos histologicos
marcaram um avanco extraordinario na &rea oncologica. Entretanto, apesar da
expansdo rapida da selecdo medicamentosa anticancer, varios tumores solidos
como o cancer de pulmao, de colon, de mama e de préstata ainda ndo dispdem de
tratamento sistémico adequado (Kligerman, 1999).

Atualmente, estima-se que aproximadamente uma em cada cinco pessoas,
em paises présperos do mundo, morrera de cancer. O cancer causa a morte de mais
de quatro milhdes de pessoas por ano em todo o mundo. No Brasil, o cancer é a
terceira maior causa de morte, representando 11,84% do total dos Obitos registrados
no pais, e a segunda por doenca depois das doencas circulatérias (27,63% do total).
A cada ano atinge pelo menos nove milhdes de pessoas, segundo dados da
Organizacdo Mundial de Saude. A prevaléncia das neoplasias malignas vem
aumentando consideravelmente, e estas despendem grande volume de recursos
financeiros do governo, o que representa um importante 6nus institucional e social.
Nesse contexto, embora outras doencas também sejam freqlientes e
epidemiologicamente mais importantes, como, por exemplo, doencas cardiacas,
doencas parasitarias ou mesmo a fome, o céncer deve ser considerado um
problema de saude publica, e esforcos devem ser mobilizados para a sua prevencéo
e cura (para uma revisao, ver Franks & Teich, 1998; Kligerman, 2001).

Cancer é o ponto final de um longo processo de pelo menos trés fases a
saber, iniciacdo, promocdo e progressdo, que refletem alteracbes genéticas
acumuladas que transformam as ceélulas normais em células neoplasicas. Os
mecanismos de transformacao neoplasica de uma célula normal envolvem uma série
de eventos genéticos e moleculares que afetam a proliferacdo e a diferenciacao
celular. Dois grupos de genes estdo envolvidos na patogénese dos processos
neoplasicos, os proto-oncogenes, que estimulam crescimento celular e impedem a
diferenciacdo, e os genes supressores de tumor, 0os quais promovem a diferenciagao

e limitam a proliferacdo das células. O desequilibrio na regulacdo desse complexo



sistema por meio da ativagdo de proto-oncogenes ou perda da funcdo de genes
supressores de tumor resulta na proliferacdo celular descontrolada e no acumulo de
sucessivas anormalidades genéticas, as quais sao caracteristicas das células
neoplasicas. Os proto-oncogenes podem ser alterados por mutagles, translocacdes
ou por amplificacdes originando oncogene, o qual induzir4 a expressédo de proteinas
com funcdo biolégica diferente daquela expressa originalmente. Os genes
supressores de tumor séo freqlientemente alterados por mutagdes ou delecgdes.
Esses genes normalmente tém a funcdo de regulacdo negativa da célula durante
sua progressao no ciclo celular e proliferagdo. Dessa forma, a inativacdo de um gene
supressor de tumor pode resultar na perda do controle da regulagcdo negativa e
proliferacdo celular (Tsongalis & Coleman, 1998). Essas muta¢cdes génicas induzem
caracteristicas préprias as células neoplasicas, como proliferacdo descontrolada;
além disso, escapam facilmente do reconhecimento pelos sistemas de defesa
imunoldgica, o que as torna mais resistentes que as células normais. Muitos fatores
podem estar envolvidos no desenvolvimento de tumores, como radiagcbes
eletromagnéticas, raios X, substéncias quimicas como aminas heterociclicas e
infeccdes virais. Em alguns tipos de cancer, a origem celular, o local do organismo e
a variabilidade individual podem influenciar nas caracteristicas tumorais; entretanto,
em alguns tipos, como nas leucemias, o crescimento tumoral é difuso (para uma
revisao, ver Kevles, 1997; Franks & Teich, 1998; Hanahan & Weinberg, 2000).

1.2 LEUCEMIAS

Leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas caracterizado pela
proliferacdo descontrolada de células hematopoiéticas na medula 6ssea e nos
tecidos linféides, que, posteriormente, atingem a circulacdo periférica e podem se
infiltrar em outros sistemas organicos. A proliferacdo descontrolada de células
leucémicas inibe a producdo das células sanguineas normais, como os leucadcitos,
os eritrécitos e as plaguetas. Em decorréncia da nao-funcionalidade das células
leucémicas, os individuos afetados, além de sofrerem de anemia e desordens
hemorragicas, estdo mais sujeitos a infeccoes.

As células leucémicas originam-se a partir de uma mutacdo somatica em uma
Unica célula-tronco ou célula primordial (stem cell), a qual forma o clone leucémico.

A transformacéo leucémica pode ocorrer em diferentes fases da diferenciacdo de



precursores linféides ou mieléides, o que a caracteriza como uma doenca
heterogénea, sob o aspecto biolégico e morfolégico.

Segundo o French-American-British Cooperative Group (FAB), as leucemias
sdo divididas em linféides e mieldides, e em agudas e crdnicas. Nas leucemias
agudas, ha predominantemente células imaturas (linfoblastos ou mieloblastos), mas
nas leucemias cronicas quase todas as células sdo maduras. E por isso que, em
geral, leucemias agudas tém pior prognostico, e, se ndo tratadas adequadamente, o
paciente pode ir a 6bito em dias ou semanas, enquanto nas leucemias crénicas o
curso clinico é mais brando (Bain, 1990; Franks & Teich, 1998; Pui & Evans, 1998).

O fato de a leucemia ser uma doenca genética faz com que a identificacdo
das alteracdes nas ceélulas blasticas seja imprescindivel para a escolha do
tratamento mais adequado. Hoje, com o avanco tecnoldgico, além da morfologia,
citoquimica e da citogenética, os blastos leucémicos também sado identificados por
imunofenotipagem, e, dessa forma, as anormalidades cromossémicas sao
identificadas de maneira mais precisa, o que permite subclassificacbes dentro da
classificacdo do FAB. Essas variacbes permitem a identificacdo de subgrupos de
pacientes com caracteristicas clinicas distintas, que orientam o tratamento e a
monitoracdo da resposta terapéutica (Rubnitz & Pui, 1999).

As bases do tratamento terapéutico com compostos antileucémicos estéo
suportadas na inibicdo da proliferacédo (para uma revisdo, ver Herr & Debatinet,
2001), na inducdo de apoptose ou diferenciacdo dos blastos leucémicos, o que
invariavelmente evoluirq para apoptose (para uma revisdo, ver Leszczyniecka et ai,
2001).

Considerando os grandes avangos nas pesquisas basicas e clinicas, varias
formas de terapia vém sendo utilizadas para combater as leucemias, como
radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e transplante de medula 6ssea. Apesar de
o transplante de medula 6ssea ser considerado uma importante arma terapéutica em
direcdo a remissdo completa das leucemias, apresenta restricbes clinicas e
socioecondmicas para o paciente. Sendo assim, a quimioterapia € a forma de terapia
antileucémica mais utilizada hoje (Golab et ai, 2001). No entanto, a morbidade
associada aos quimioterapicos ainda € um obstaculo significativo. Nessas ultimas
duas décadas a meta dos pesquisadores e oncologistas tem sido a descoberta de
drogas antineoplasicas que tenham maior eficiéncia em induzir morte nas células

tumorais e que sejam de facil administracdo, pois a maioria dos quimioterapicos,



atualmente, necessita de administracdo endovenosa prolongada; e com poucos ou
insignificantes efeitos colaterais (Gorin et ai, 2000).

Indubitavelmente, o entendimento dos mecanismos moleculares de
resisténcia das células leucémicas a apoptose induzida por quimioterapico e/ou
outros compostos se faz necessario para o avanco em direcdo ao desenvolvimento
de compostos antineoplasicos com citotoxicidade mais especifica para as células

tumorais e com menos efeitos colaterais para o paciente.

1.3 ENVOLVIMENTO DA APOPTOSE NO DESENVOLVIMENTO DO CANCER E
SUAS IMPLICACOES EM SEU TRATAMENTO

Apoptose, termo originalmente criado por Kerr et ai (1972), € um processo de
morte celular programada, altamente regulado e fundamental para o controle da
fisiologia celular e dos tecidos em resposta a estimulos internos e externos, que
levam a morte celular em poucas horas. Esse processo tem importantes implicacfes
no entendimento do cancer e no seu tratamento. Em meédia, um individuo adulto
normal elimina de 50 a 70 bilhées de células a cada dia por apoptose. No periodo de
um ano, a massa de células erradicadas € igual ao peso corporal de um individuo
adulto. Se o processo de morte for interrompido, as células se acumulam
rapidamente, principalmente se houver um aumento de divisdo celular associado, tal
como ocorre em varios tumores malignos.

Varios tipos de cancer foram atribuidos a uma desordem no processo de
morte celular. Inclusive, as doencgas onco-hematoldgicas foram as primeiras a serem
identificadas, como o linfoma folicular de baixo grau (para uma revisao, ver Reed,
2000; Lodish et ai, 2000).

Os mecanismos que regulam a apoptose sao complexos e consistem na
ativacdo de numerosas sinalizacdes e de componentes inibitérios, que compdem
varios sistemas paralelos ou inter-relacionados, o0s quais culminam na
autodestruicdo celular. Quando esses mecanismos sdo alterados, em favor da
sobrevivéncia das células, eles contribuem para o desenvolvimento e persisténcia do
cancer (para uma revisdo, ver Reed, 2000).

O processo de apoptose é classicamente caracterizado por alteracdes
morfolégicas nas estruturas celulares e subcelulares, incluindo diminuicdo do

tamanho da célula, fragmentagdo nuclear e condensacdo da cromatina. Algumas



mudancas morfolégicas sédo freqientemente correlacionadas a alteracdes
biogquimicas, como fragmentacdo nuclear, alteracbes lipidicas na membrana e
despolarizacdo da mitocondria (para uma revisao, ver Granville et ai, 1998; Reed,
2000).

Como pode ser visto no Esquema 1.1, o programa de morte celular é
acionado apenas na presenca de sinais especificos. Varios sinais, externos e
internos, podem desencadear um processo apoptotico. Como sinais externos, pode-
se incluir a auséncia de um fator de crescimento presente no soro, ou a ligacao de
um “sinal de morte”, como 0 que ocorre na ativacado do receptor Fas, por um ligante
Fas (Fas ligand), como, por exemplo, os quimioterapicos (Kaufmamm & Earnshaw,
2000). Os sinais internos compreendem aqueles que surgem quando, durante o
processo de replicacdo do DNA, acontecem muitos erros e danos a essa
macromolécula e o sistema de reparo do DNA ndo consegue repara-los (Alberts et
ai, 1997; Weinberg, 1999; Lodish et ai, 2000). Outro fator que estimula a apoptose
€ a liberacdo do citocromo C pelas mitocbndrias, resultante da transicdo de
permeabilidade de membrana, que pode ativar as caspases, que Sao 0S executores

da apoptose (para revisao, ver Kannan & Jain, 2000; Saraste & Pulkki, 2000).
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Familia Bcl-2
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Esquema 1.1 - Sinalizacao intracelular da apoptose

Bax, Bid, Bik, Bim, Ead, proteinas da familia Bcl-2 apoptética; Bcl-2, Bcl-XL, proteinas da familia
Bcl-2 antiapoptética; Cit ¢, Citocromo ¢, APAF-1, fator ativador de caspase.

As caspases tém um papel preponderante na apoptose. Elas sédo cisteino-
proteases, homologas a enzima ICE (do inglés, Interleukin-1 converting enzyme),
com especial afinidade por clivar ligacdes peptidicas que se seguem a partir do
aminoacido aspartato. Essas enzimas estdo presentes na forma de zimogénio
(forma inativa) e sé@o ativadas em cascatas proteoliticas. A ativacdo das procaspases
iniciadoras (procaspases 8, 9 e 10) induz a ativagcdo das caspases efetoras
(caspases 3, 6 e 7), as quais quebram substratos especificos, como a laminina,
proteinas do citoesqueleto e o inibidor de CAD (DNAase ativada por caspase). A

acdo das caspases sob esses substratos celulares resulta nas alteracOes



morfolégicas e bioquimicas caracteristicas encontradas na morte celular por
apoptose.

Até o momento, foram clonadas e parcialmente identificadas mais de 14
diferentes caspases em células de mamiferos. Algumas delas ndo estdo envolvidas
na apoptose e, sim, desempenham papel como citocinas (para revisdo, ver Herr &
Debatin, 2001).

A apoptose pode ser inibida ao nivel de procaspases iniciadoras ou caspases
efetoras, servindo como “pontos de verificagcdo” durante o processo de ativacdo das
caspases. Por exemplo, a familia das proteinas antiapoptéticas ADEDs (assim
denominadas pela sua funcdo antiapoptética e pela presenca de um dominio efetor
de morte) bloqueia a apoptose pela supressido das caspases iniciadoras, as quais
sdo ativadas pelos receptores de fator de necrose tumoral (TNF). Outro grupo de
proteinas antiapoptéticas que inibe as caspases iniciadoras € o da familia da
proteina Bcl-2. As proteinas Bcl-2 sdo moduladores centrais da apoptose na via
mitocondrial, regulando a liberacdo do citocromo c para o citosol, que, por sua vez,
se liga ao fator ativador de caspase Apaf-1, promovendo alteracdes conformacionais
gue permitem a ativacdo da caspase 9 e, subseqientemente, a ativacdo em cascata
das caspases. As proteinas Bcl-2 sdo reguladas por fosforilagdo, a qual pode servir
como um mecanismo de modulacdo da sua atividade; no entanto, ha evidéncias
contraditérias de que a fosforilagdo do Bcl-2 pode ter um efeito anti ou pro-
apoptético (Eastman & Rigas, 1999). A familia é constituida de proteinas com
funcdes opostas, isto €, enquanto algumas proteinas inibem a apoptose, como a Bcl-
2, Bcl-x, Bcel-xL, A1 e Mci-1, outras a ativam, como é o caso da Bax, Bik, Bak, Bad e
Bcl-xS. Sob circunstancias normais, o delicado equilibrio entre as duas classes de
proteinas influencia no resultado final, no qual a célula é induzida a apoptose ou
ndo; entretanto, o desequilibrio entre Bcl-2 e Bax leva a resisténcia a sensibilizacéo
por estimulos de morte, por exemplo por drogas quimioterapicas. No cancer, o
desequilibrio é em favor da inibicdo, como pode ser observado no classico exemplo
dos linfomas, cuja translocacdo dos cromossomas 14:18 resulta na superexpressao
de Bcl-2 (do inglés B-cell iymphoma), com conseqiiente inibicdo da apoptose.
Entretanto, a superexpressdo de Bcl-2 tem emergido como um fator de mau
prognostico nos pacientes com leucemia aguda (para um revisdo acerca do Bcl-2 e
leucemias, ver Kusenda, 1998; Ruvuolo et ai, 2001). Por outro lado, alterac6es na

proteina Bax mudam as respostas clinicas a quimioterapia e a radioterapia, pois 0s



danos causados por esses agentes ndo sdo capazes de induzir resposta ao estresse
causado na presenca de Bax mutado. Ao contrario dessas proteinas, o IAP (proteina
inibidora de apoptose) inibe a apoptose por supressdo das caspases efetoras (para
uma revisdo, ver Reed, 2000).

Ha evidéncias na literatura de que a grande parte dos quimioterapicos
utilizados na clinica induzem morte celular por apoptose ou alteram processos
intracelulares que convergem a ela. O entendimento da sinalizacédo intracelular que
induz a apoptose € importante para o conhecimento dos possiveis alvos na
intervencdo terapéutica e para o esclarecimento dos mecanismos de resisténcia a

drogas (para uma revisdo, ver Haq & Zanke, 1998; Kaufmann & Earnshaw, 2000).

1.4 IMPORTANCIA BIOLOGICA DO OXIDO NITRICO COMO MOLECULA
CITOTOXICA NO CANCER E NA LEUCEMIA

A demonstracdo da identidade entre o fator de relaxamento de endotélio
(EDRF) e o 6xido nitrico (NO), em 1987, e da presenca de uma enzima presente em
células endoteliais que sintetizava NO abriu 0o que agora se pode considerar um
novo campo na pesquisa biolégica (para uma revisdo, ver Moncada et ai, 1991).
Hoje, sabe-se que o NO é um mediador enddégeno envolvido em varios eventos
fisiologicos, como nos sistemas cardiovascular e nervoso, além de ser uma das mais
importantes moléculas efetoras liberadas por células de defesa conira parasitas e
células tumorais. O NO também esta envolvido em doencas neurodegenerativas, em
doencas do sistema cardiovascular, na inflamacdo e no choque séptico (para uma
revisdo, ver Moncada et ai, 1991; Bredt & Snyder, 1994).

O NO ¢é sintetizado a partir da oxidacdo do grupamento guanidina do
aminoacido L-arginina (Palmer et ai, 1988) por uma familia de enzimas chamadas
de NO sintases (NOS), que origina a N"-hidroxi-L-arginina, como um intermediario
estavel, e depois gera L-citrulina e NO em quantidades equimolares (ver Esquema
1.2). Essa complexa reacdo envolve o NADPH e o oxigénio molecular como co-
substratos fundamentais, e diversos co-fatores, como a tetra-hidrobiopterina (THBA4),
o dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), e o0 mononucleotideo de flavina (FMN),
além da calmodulina, considerada um ativador alostérico da NOS (para uma reviséo,

ver Mayer & Andrew, 1998).



Esquema 1.2: Etapas bioquimicas envolvidas na biossintese de 6xido nitrico pela 6xido
nitrico sintase.

As NOS sao enzimas que contém um grupamento heme e apresentam uma
seqliéncia muito similar (aproximadamente 60% de homologia) a do citocromo P-450
redutase, até entdo a Unica enzima descrita em mamiferos que apresentava sitios de
ligacdo para o FAD e o FMN; e na sua forma ativa, as NOS apresentam a
conformacdo de dimeros, com seus mondmeros alinhados de tal forma que o
dominio oxigenase de cada subunidade interage com o outro para formar o dimero
(para uma revisdo, ver Knowles & Moncada, 1994; Griffith & Stuehr, 1995). A
clonagem e o sequenciamento dessas enzimas revelaram a existéncia de trés
isoformas de NOS, que podem ser expressos constitutivamente em células
endoteliais (eNOS) e em neurbnios (NNOS), ou ser induzidos por lipopolissacarideo
bacteriano e citocinas em macrofagos e células endoteliais, entre outras células
(INOS induzida) (Moncada et ai, 1991). A NOS constitutiva €é citosolicas,
dependentes de calcio/calmodulina, tetra-hidrobiopterina e de outros co-fatores, para
liberarem pequenas quantidades de NO, por curtos periodos, em resposta a
estimulos fisicos ou de receptores. O NO liberado por essas enzimas age como um
mecanismo de transducdo subjacente a varias respostas, tais como vasodilatacéo
fisiologica e neurotransmissdo nos sistemas nervosos central e periférico.
Diferentemente da NOS constitutiva, a iINOS, uma vez expressa, sintetiza grandes
guantidades de NO por periodos prolongados. A iINOS é citosodlica, independente de
célcio, requer tetra-hidrobiopterina e outras substancias como co-fatores, e tém sua
inducao inibida, por exemplo, por glicocorticéides (para uma revisao, ver Knowles &

Moncada, 1994). Em altas concentracdes, o NO produzido pelas iINOS pode interagir



com grupamentos tidis ou proteinas contendo metais e, consequientemente, alterar
funcbes protéicas ou iniciar processo de expressao génica. Além disso, o NO pode
causar dano celular ou apoptose (Brune et ai, 1998).

@] Oxido nitrico gerado em altas concentra¢cbes por macrofagos ativados é um
dos mais importantes mecanismos de defesa contra patégenos e células tumorais.
Hibbs et ai (1987) demonstraram que a citotoxicidade de macréfagos ativados
contra células tumorais era dependente da presenca de L-arginina. Esses mesmos
autores mostraram que macréfagos ativados sintetizavam L-citrulina e nitrito a partir
da L-arginina, e que a L-monometil-arginina (L-NMMA) prevenia a sintese de ambos
os produtos bem como a citotoxicidade contra o alvo, deixando claro que esta
citotoxicidade causada pelos macréfagos era mediada pelo NO. Desde entdo, varios
trabalhos vém demonstrando que o NO pode ser citotéxico para uma variedade de
células normais ou transformadas (para uma revisdo, ver Moncada et ai, 1991). A
partir desses estudos em diferentes tipos de células, varios mecanismos de
citotoxicidade do NO foram propostos. O NO difunde-se facilmente através das
membranas e, devido a sua versatilidade, pode interagir com varios componentes
celulares.

Um dos alvos do NO é o DNA, onde pode haver interacBes diretas, tais como
a troca de nucleotideos ou, ainda, a quebra da fita de DNA, como resultado da N-
nitrosilacdo de desoxirribonucleotideos; ou de maneira indireta, queorando a fita de
DNA por meio da formacdo de peroxinitrito, N-nitrosaminas ou, ainda, ativando ou
inibindo enzimas necessarias para a homeostase nuclear (Kroncke et ai, 1997).
Danos ao DNA levam a varias conseqiiéncias biolégicas, como a inducdo de
mutacdes e o blogueio na replicacdo e na transcricdo de genes. Esses danos no
DNA sao reconhecidos por vérios sistemas de reparo celular, os quais envolvem
enzimas de reparo do DNA e outros fatores nucleares como a proteina supressora
de tumor p53 (para uma melhor visualizacdo, ver Esquema 1.3). Vérios trabalhos
mostram que, em resposta ao dano no DNA causado por NO, ocorre aumento da
expressdo de p53 e ativacdo da poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) ( para uma
revisao, ver Kroncke et ai, 1997; Pieper et ai, 1999; Murphy, 1999). A constante
ativacdo da PARP em resposta ao extenso dano ao DNA aumenta o consumo de
NAD+, o que pode levar a célula a morte por deplecao energética (Brine et ai,
1998). O NO pode ainda reagir com complexos Fe-S de varias proteinas importantes

para a fisiologia celular, alterando suas funcfes. Entre elas, as mais relevantes sao a



12

cis-aconitase, uma das enzimas-chave do ciclo de Krebs, e as enzimas da cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria (Hibbs et al., 1990). A inibicdo dessas enzimas
resulta na deplecdo dos estoques de ATP e, consequentemente, na morte celular
devido ao déficit energético (Brline et al.,, 1998; Brown, 1999). O NO inibe também a
ribonucleotideo redutase (enzima responsavel pela conversdo de ribonucleotideos
em desoxirribo-nucleotideos), interagindo com o radical tirosina, grupos tidis e
complexo ferro-ndo heme presentes no sitio ativo dessa enzima. A redugcdo nos
niveis de desoxirribonucleotideos causa deplecdo celular dos precursores
necessarios a sintese de DNA, impedindo, dessa forma, a divisdo celular (Hibbs &

Taintor, 1986; Drapier & Hibbs, 1988; Hibbs et al., 1990; Feldman et ai, 1993).

Esquema 1.3: Alvos intracelulares do 6xido nitrico.

NO, éxido nitrico; GC, guanilato ciclase; cGMP, monofosfato ciclico de guanosina; GTP, trifosfato
de guanosina; ATP, adenosina trifosfato; p53, proteina p53; Cit ¢, citocromo ¢, ONOO , peroxinitrito;
H A peroxido de hidrogénio.
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Numerosos trabalhos tém analisado o papel do NO na morte celular, mas os
resultados ainda sdo conflitantes, pois em algumas situacdes o NO ativa vias de
transducéo de sinais que levam a apoptose ou necrose, enquanto em outros casos o
NO parece proteger células da apoptose. Essa propriedade dualista parece depen-
der do tipo celular e da concentracdo de NO (Bonfoco et al., 1995; Kolb, 2000).

As consequéncias da exposicdo de células leucémicas aos efeitos do NO
estdo bem descritas. Em sintese, sabe-se que o NO pode promover a diferenciacédo
de células leucémicas humanas HL60 (Magrinat et ai, 1992), diminuicdo da
proliferacdo e viabilidade em células leucémicas linfociticas ndo agudas, isoladas de
pacientes (Shami et ai, 1995). Além disso, a producdo de NO enddégeno em células
leucémicas mielomonociticas indiferenciadas aumenta a expressdo do antigeno de
superficie CD23, envolvido na inibicdo de proliferacdo e inducdo de diferenciacao
(Quaaz et ai, 1994). Da mesma maneira que tem sido demonstrado o envolvimento
do NO em mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo de varias células
hematopoiéticas, ele também esta envolvido na inducdo de apoptose em varios tipos
de células leucémicas. Esse envolvimento pode ocorrer de varias formas: por
ativacdo de caspases (Brockhaus & Brune, 1998), por inducdo da PARP (Kuo ef ai,
1996), por reducédo dos niveis de Bcl-2 (Yabuki et ai, 1997) ou, ainda, pela formacéo
de peroxinitrito (Lin et ai, 1995).

Por outro lado, o NO pode exercer uma funcdo antiapoptética. O primeiro
trabalho sugerindo esse outro papel do NO foi descrito por Genaro et ai (1995) em
linfocitos B. Esses autores sugeriram que o aumento dos niveis de GMPc, como
consequéncia da ativacdo da guanilato ciclase pelo NO, protegiam os linfocitos B da
apoptose. Hoje, sabe-se que o NO pode proteger varios tipos de células normais ou
neoplasicas da apoptose e que, além do mecanismo descrito acima, outros
possiveis mecanismos podem estar envolvidos, como, por exemplo, por inativacdo
de caspases (para uma revisdo, ver Kolb, 2000; Chung et al, 2001), através da S-
nitrosilacdo da cisteina do sitio ativo da enzima e/ou por oxidacdo (Li et ai, 1997;
Dimmeler et ai, 1997). Um outro mecanismo protetor do NO é pela inibicdo da
liberacdo do citocromo ¢ da mitocéndria, o qual é um fator-chave na sinalizacéo
apoptotica, através da ativacdo da caspase 9 (Kim et ai, 1998).

Entre todos os subcampos da area de NO, o que menos avancou e onde
ainda ha muitas controvérsias € justamente é a sua relacdo com o cancer. Inameras

razdes contribuem para isso, pois, enquanto algumas células tumorais sdo muito
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sensiveis aos efeitos citotoxicos do NO, outras ndo o sdo (para uma revisdo, ver
Wink et ai, 1998; Kolb, 2000). Além disso, algumas células tumorais produzem NO,
o que favorece a aceleracdo do crescimento tumoral, da angiogénese e da
metastase (Morcos et ai, 1999; Orucevic et ai, 1999). O controle da apoptose pelo
NO parece ser um importante alvo de investigacbes. O entendimento e a
identificacdo dos mecanismos pré e antiapoptoticos do NO podem abrir novas
possibilidades de tratamento de leucemias e de outros tipos de cancer.
Considerando: i) as informacdes acerca da importancia do NO na atividade
citotéxica; ii) que o primeiro caso de leucemia foi descrito ha mais de 100 anos e, iii)
gue apesar das inovacgdes tecnoldgicas, ainda ndo se tem uma solucdo definitiva
para a cura da leucemia, e tudo isso somado ao fato de vivermos num pais como o
Brasil, onde cerca de 80% do sistema de saude, inclusive a assisténcia oncoldgica, é
financiado por recursos publicos, resolvemos investigar os efeitos citotoxicos do
NO sobre células leucémicas. Como apenas a descricdo do NO nesse processo
nao é suficiente para avancar nos conhecimentos acerca deste campo, optamos por
uma estratégia diferente, que consiste em analisar qual o impacto da associacdo do
NO com uma droga antitumoral, ja utilizada na clinica, sobre a efetividade letal do

NO e da droga em questdo. Assim, foram objetivos deste trabalho:

Geral

Estudar a sensibilidade de células de linhagens leucémicas de origem
humana e murinas ao NO, isoladamente ou em associagcdo com drogas antitumorais,

bem como investigar os mecanismos citotoxicos envolvidos.

Especificos

 Estudar o mecanismo citotoxico do NO e do taxol em células de linhagens
leucémicas e quais eventos moleculares seriam mais relevantes para essa
citotoxicidade;

» verificar se 0 NO e o taxol causam morte celular por necrose ou apoptose;

» estudar o envolvimento do NF-kB e do citoesqueleto nas a¢cbes do NO e do taxol;

* investigar a importancia dos niveis de glutationa na protecdo celular contra os
efeitos citotoxicos do NO e do taxol; e

» avaliar o efeito da associacdo do NO e do taxol na morte celular.
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CAPITULO 2
EFEITO CITOTOXICO DE DOADORES DE OXIDO NITRICO E DE
PEROXINITRITO EM CELULAS LINFOBLASTICAS LEUCEMICAS

2.1 INTRODUCAO

As primeiras evidéncias da acdo modulatéria do NO na apoptose mostraram
qgue o NO induz apoptose em macréfagos murinos (Sarih et ai, 1993; Albina et ali,
1993) e em fibroblastos (Xie et ai, 1994). Atualmente, a interferéncia do NO na
diferenciacdo, proliferacdo, citostase e apoptose em varios tipos de células,
notavelmente na leucemia, esta bem descrito (para uma revisao, ver Kolb, 2000).
Entretanto, muitas vezes o papel do NO é contraditério, funcionando como uma “faca
de dois gumes”, pois se, por um lado, exerce papel citotoxico, por outro lado, ele &
citoprotetor contra varios compostos, inclusive contra quimioterapicos, o que
favorece o crescimento tumoral e o desenvolvimento de resisténcia a drogas. Como
visto anteriormente, o NO exibe um efeito contraditério na regulacdo da apoptose,
apresentando efeitos pré e antiapoptoticos. Esse efeito parece depender do tipo de
célula, da concentracdo e de compostos derivados de NO (para uma revisdo, ver
Kolb, 2000).

Nesse trabalho, buscando compreender melhor o papel do NO na apoptose
de células leucémicas, inicialmente avaliamos sua capacidade de induzir
citotoxicidade em linhagens de origem leucémica linfoblastica humanas e murinas,
usando um doador classico de NO, o S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP).
Depois, comparamos seu efeito com outros dois doadores de NO, o S-
nitrosoglutationa (GSNO) e o nitroprussiato de sédio (SNP), e com NO produzido e
liberado por macréfagos ativados. Como muitos dos efeitos do NO sao atribuidos a
formacdo de peroxinitrito a partir da sua reacdo com &nion superoxido, analisou-se
essa possibilidade, verificando se o SIN-1 (um doador de peroxinitrito) apresentava

citotoxicidade para essas células.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Reagentes

O meio de cultura e o soro fetal (SFB) foram adquiridos da GIBCO (Séao
Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP) e o S-nitrosoglutationa
(GSNO) foram preparados em nosso laboratério, segundo os métodos de Field et al.
(1978) e Rockett et al. (1991), respectivamente. O cloridrato de morfolinil
sidnonimina (SIN-1) foi gentilmente doado pelo Dr. K. Schonafinger (Hoechst Marion
Roussel, Frankfurt am Main, Germany). O LPS de E. coli sorotipo 0111.B4 e o
Interferon y (IFNy) foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis MO, EUA), e
da Genzyme (EUA), respectivamente. Todas as solu¢cdes foram preparadas em meio

de cultura.

2.2.2 Linhagens Celulares

Foram utilizadas duas linhagens de células leucémicas linfoblasticas, L- 1210
(de origem murina) e CEM (de origem humana), e uma linhagem de macrofagos
murinos, J774. As células leucémicas foram mantidas em garrafas plasticas de
cultura contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), complementado com
10% de soro fetal, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 10 mM
HEPES, pH 7,4, em estufa Umida a 37°C, com 5% de CO2. Os macrofagos foram
mantidos em meio RPMI 1640 complementado com 10% de soro fetal, 100 U/ml de
penicilina, 100 (jg/ml de estreptomicina e 10 mM HEPES, pH 7,4, em estufa iamida a
37°C, com 5% de CO02 Para a realizacdo dos experimentos, o numero de células
viaveis foi avaliado pelo método de Azul de Trypan (0,5%). Um total de 5 x 105

células por poco foi plaqueado em placas de 96 pocos.
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2.2.3 Tratamentos

2.2.3.1 Doadores de NO e SIN-1

Os compostos foram adicionados as células num volume maximo de 20 pL.
Em seguida, as células retomaram a estufa, onde foram incubadas por 24 h nas
condi¢cdes acima descritas. Ao final deste periodo, foi avaliada a viabilidade celular

pelo método do MTT (brometo de dimetiazol difeniltetrazdlio).

2.2.3.2 Co-incubagdo de macrofagos murinos J774 ativados e céluias

ieucémicas murinas

Os macroéfagos (5 x 105cels/poco) foram plagueados em placas de 96 pocgos
num volume final de 100 pi e foram ativados com 100 ng/ml LPS e 10 U/ml de IFN-y.
Depois de 4 h em estufa, células leucémicas L-1210 (5 x 105 cels/poco, 100 pl)
foram plagueadas juntamente com os macréfagos. As placas retornaram a estufa,
onde foram incubadas por mais 20 h a 37LC, com 5% de C02 Ao final deste periodo

foi avaliada a viabilidade celular pelo método do MTT.

2.2.4 Determinacao de Nitrito

Os niveis de nitrito foram medidos pelo método colorimétrico baseado na
reacdo de Griess (Green et ai, 1982). Brevemente, 100 pl do sobrenadante de
macroéfagos ativados foram transferidos para placa de 96 pocos, onde foi adicionado
o0 mesmo volume do reagente de Griess. Esse reagente foi preparado na hora do
ensaio e consiste na mistura de volumes iguais de reagente A (sulfanilamida 1%
dissolvida em H3P04 10%) e reagente B (alfa-naftil-etilenodiamina 0,1% dissolvida
em agua de Milli-Q). Apds incubacdo por 10 min a temperatura ambiente, a
absorbéancia foi medida em leitor de placas a 540 nm. Curvas-padrao de nitrito de
sédio (0 a 80 pM) foram feitas simultaneamente, e, finalmente, apés interpolacdo por

regressao linear, os valores foram expressos como concentragao (pM) de nitrito.
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2.2.5 Viabilidade Celular (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (Van de Loosdrecht et
ai, 1991). O MTT é um sal de tetrazélio que é reduzido a um derivado formazan de
cor azulada pela atividade oxidativa de células, funcionando, portanto, como um
indicador da funcdo mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular. No final
dos experimentos as placas foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido, e foi
adicionado, entdo, meio de cultura fresco contendo 10% (v/v) de uma solugcdo de
MTT (5 mg/ml em PBS). Apés incubacdo por 3 h a 37°C, as placas foram
centrifugadas novamente, e o sobrenadante, removido. Esse procedimento de
lavagem foi necessario para que nao houvesse oxidacdo do MTT pelos doadores de
NO. Finalmente, ao pellet celular foi adicionado alcool isopropilico/HCI 0,04 N (100
pL/poco). Apds 10 minutos, os restos celulares foram removidos por centrifugacéo, e
o sobrenadante limpido foi transferido para outra placa, onde foi lido em leitor de
placas a 540 nm. A densidade Optica obtida do grupo controle, ou seja, das células
sem tratamento, foi considerada como equivalente a 100% de células viaveis.
Portanto, quanto maior a densidade Optica obtida no ensaio, maior foi 0 nUmero de

células viaveis.

2.2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a meédia + erro-padrdo da média (EPM).
Cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes, com resultados semelhantes.
Para a andlise estatistica, foi utilizado o teste “t” de Student ndo pareado, ou analise
de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de p

< 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
2.3 RESULTADOS
A incubacéo de células de linhagem leucémica murinas (L-1210) e humanas

(CEM) por 24 h, com concentracOes crescentes de SNAP, um doador de NO,

causou diminuicdo do numero de células vidveis de maneira concentracao-
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dependente (Figura 2.1, Painel A). As células CEM foram mais sensiveis ao SNAP
(70% de morte, 1 mM) do que L-1210 (40% de morte, 1 mM). A incubacdo das
células L-1210 e CEM com SNAP (1 mM) em intervalos de tempos diferentes
mostrou que o efeito citotoxico do NO so foi observado em 24 h (Figura 2.1, Painel
B). Para efeito de comparacao entre doadores de NO, testamos o efeito citotéxico de
dois outros doadores de NO sobre células L-1210. O nitroprussiato de sédio (SNP;
Figura 2.1, Painel C) so foi citotoxico em altas concentracbes (90% + 1% de morte, 1
mM), enquanto o GSNO (S-nitrosoglutationa) ndo causou morte celular, mesmo na

concentracdo maxima de 1 mM (Figura 2.1, Painel B).

Para constatar se a morte celular foi realmente causada pelo NO, as células
L-1210 foram incubadas com 1 mM de NAP (N-acetil-D,L-penicilamina, o composto
nao-nitrosilado precursor do SNAP) por 24 h, ndo havendo morte celular significativa
(100% e 99% + 4% de células viaveis, para o controle e NAP, respectivamente,
n=3).Com a finalidade de verificar a atividade citotoxica do NO produzido por
macrofagos ativados contra células leucémicas, células L-1210 foram incubadas
simultaneamente com linhagens de macréfagos murinos J774 ativados com LPS e
IFNy. Como pode ser observado na Figura 2.2, ap6s 24 h de incubacao houve uma
reducdo de 54% + 6% no numero de células L-1210 viaveis. A producdo de NO
pelos macrofagos ativados foi avaliada pelo aumento dos niveis de nitrito no
sobrenadante dessas células. Nessa mesma figura, pode-se observar que o
aumento dos niveis de nitrito foi de 38 vezes em relacdo ao controle, ou seja, do
grupo que néo foi ativado (2 = 0,5 e 40 = 2 pM para 0s grupos controle e ativados

om LPS e IFNy, respectivamente).
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Figura 2.1 - Efeito citotéxico de doadores de NO em linhagens leucémicas linfoblasticas.

Painel A: Efeito citotéxico do SNAP sobre células leucémicas murinas (L-1210) e humanas (CEM),
Painel B: Efeito citotoxico tempo-dependente do SNAP (1000 pM) sobre células leucémicas
murinas (L-1210) e humanas (CEM) e Painel C: Efeito citotéxico do GSNO e SNP sobre a linhagem
L-1210. Os compostos foram adicionados e incubados por 24 h (painéis A e C), conforme descrito
no material e métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade Optica
do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média +
SEM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros
experimentos idénticos. * Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, p <
0,05 ANOVA seguida de teste t de Bonferroni.



21

125 | 50
ES 100 H i ~O Z
>% 75 - " 30 £
250 - -~ -20
S 25 - 10
0 - *-0

Controle LPS/IFN-y

' J Viabilidade celular da L-1210
H Nitrito

Figura 2.2: Efeito citotdoxico do NO, produzido por macré6fagos murinos ativados com LPS e

IFNy, sobre células leucémicas murinas (barras abertas) e produgéo de nitrito (barras
sombreadas).

Os macroéfagos (J774) foram ativados com LPS (10 pg/ml) e IFN-y (10 U/ml), e apos 4 hs células
leucémicas L-1210 foram co-incubadas com os macrofagos por 20 h, conforme descrito em Material
e Métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A producdo de nitrito petos
macrofagos ativados foi avaliada pelo método de Griess. A densidade Optica do grupo controle
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média + SEM de trés amostras.
Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos idénticos. * Diferenca
estatisticamente significante em relagcdo ao grupo controle, p < 0,05 teste “t” de Student néo-
pareado.

Para avaliar a possibilidade de que os efeitos citotoxicos do NO pudessem
estar sendo causados pelo anion peroxinitrito, células L-1210 foram incubadas com
concentragoes crescentes de SIN-1 por 24 h. No entanto, ndo houve nenhum efeito

nas mesmas concentracdes usadas para os doadores de NO (Tabela 2.1).

Tabela 2.1: Efeito citotdxico do SIN-1 (doador de peroxinitrito) em linhagens de células leucémicas
murina L-1210.

Compostos % ceélulas viaveis
Controle 100
SNAP (1000 pM) 60+ 9*
SIN-1

100 pM 91 +6

300 pM 97 + 4

1000 pM 90 5

NOTA: As células foram plaqueadas (5 x 109poc¢o) em placas de 96 po¢os, como descrito em
Material e Métodos. Os compostos foram adicionados e as células foram incubadas por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo controle
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média + EPM de trés
amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos idénticos.
‘ Estatisticamente diferente do controle p < 0,05, ANOVA seguida de teste t de Bonferroni.



22

2.4 DISCUSSAO

Estd demonstrado que macréfagos ativados em resposta a uma reagdo imune
apresentam atividade citotoxica contra células tumorais (para uma revisdo, ver
Albina et ai, 1998; Hibbs et al., 1988; Drapier & Hibbs, 1988). Além disso, ja esta
descrito que o NO interfere na diferenciacao, proliferacdo e citostase de varios tipos
de células tumorais, e, inclusive, de células leucémicas, porém essa interferéncia é
bastante diversificada e parece depender do tipo de célula, da concentracdo, da
espécie reativa de NO e do doador de NO. Nossos resultados demonstram
claramente que o NO é citotoxico para as linhagens leucémicas estudadas. Essa
citotoxicidade deve-se, pelo menos em parte, a cinética de liberagcdo do NO, pois,
enquanto os doadores de NO, SNAP e SNP mostraram citotoxicidade de maneira
concentracdo-dependente, o GSNO néao foi citotoxico para essas células. O SNP
libera NO rapidamente (ti2 de minutos), entretanto o SNAP é considerado um
doador de velocidade intermediaria (ti2 de 1,3 h), enquanto o GSNO libera NO
lentamente (ti/2 de 3 h) (Arnelle & Stamier, 1995). A importancia da liberacdo ou
producdo de NO na citotoxidade parece estar ligada a capacidade antioxidante de
protecdo da célula, pois, quando o NO é produzido ou liberado lentamente, os
mecanismos antioxidantes sédo suficientes para proteger as células; no entanto,
guando a producdo ou liberacdo excede a capacidade antioxidante da célula, esta
nao resiste aos efeitos oxidantes causados pelo NO. Além disso, o tempo de
exposicdo ao NO parece ser um fator importante para esgotar a capacidade
antioxidante dessas células, pois nossos resultados mostram que o efeito citotoxico
do NO foi observado somente apés 24 h.

O efeito citotoxico parece realmente ser dependente somente do NO, pois o
NAP, o composto nao-nitrosilado precursor do SNAP, ndo causou qualquer alteragcao
na viabilidade das células linfoblasticas. Além disso, macréfagos J774 ativados, que
produzem NO na forma de gas, foram eficientes em causar morte nas células
leucémicas L-1210. Esse experimento, embora distante da complexidade fisiol6gica
in vivo, mostra-nos a importancia fisiolégica dos macréfagos na atividade
antitumoral. Apesar de vérios trabalhos demonstrarem a importancia do NO na
atividade citotéxica de macrofagos contra células tumorais in vitro, pouco se sabe
desse mecanismo in vivo. O entendimento desse processo in vivo poderia abrir

novos caminhos no estudo da biologia celular do cancer.
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Varios efeitos citotéxicos do NO s&o atribuidos a sua alta reatividade com o
anion superoéxido. Essa reacdo produz o anion peroxinitrito, um composto altamente
oxidante (Beckman & Koppenol, 1996). O anion peroxinitrito reage com tidis
protéicos e nao-protéicos, residuos de tirosina, acidos graxos nao-saturados e com
varias outras moléculas, o que pode levar a sérios danos ao DNA e as mitocondrias.
Na mitocdndria, o0 peroxinitrito causa extensas alteracdes protéicas e peroxidagao
lipidica, que sdo responsaveis pela inibicdo irreversivel da respiracdo mitocondrial
(Brown, 1999). Trabalhos na literatura mostram que a inibicdo da cadeia respiratoria
mediada pelo NO deve-se a formacao de peroxinitrito a partir de sua interacdo com
anion superoéxido (MacMillan-Crow et ai, 1996; Brown, 1999). No entanto, as células
leucémicas L-1210 parecem ser resistentes aos efeitos oxidantes do peroxinitrito,
mesmo em concentracdes acima daquelas descritas na literatura, que séo
suficientes para causar inibicdo irreversivel da cadeia respiratdria mitocondrial. Isso
sugere que o dano celular causado pelo NO é uma acdo direta, independente da
formacado de peroxinitrito. As razdes pelas quais as células leucémicas L-1210 séo
resistentes a essa espécie quimica, notoria por sua acdo oxidante e citotoxica, ainda
sdo desconhecidas, mas poderiam incluir um bom sistema de defesa antioxidante
ou, ainda, que o efeito citotoxico do NO ndo envolve a inibicdo irreversivel da cadeia

respiratoria nessas ceélulas.



CAPITULO 3
PAPEL DO CITOESQUELETO NA CITOTOXICIDADE CAUSADA

PELO OXIDO NITRICO EM CELULAS LINFOBLASTICAS
LEUCEMICAS

3.1 INTRODUCAO

O citoesqueleto é formado por uma rede complexa de proteinas filamentosas
(filamentos de actina, microtubulos e filamentos intermediarios), que se estendem
por todo o citoplasma e exercem um papel importante na manutencdo da forma
celular, transporte e secrecao intracelular, transducao de sinais e ativacdo de genes
(Bershadsky & Vasiliev, 1989; Alberts et ai, 1997).

Os microfilamentos (ou filamentos de actina) constituem uma familia de
filamentos encontrados em todas as células eucarigticas. Os mondémeros de actina
(G-actina ou actina globular) polimerizam-se, originando os polimeros de actina (F-
actina, filamentos de actina ou microfilamentos; para uma revisdo, ver Alberts et ali,
1997; Cooper, 2000).

Os filamentos intermediarios s&do constituidos de polimeros fibrosos que
resistem ao estiramento e desempenham um papel estrutural na célula, mantendo
sua integridade. S&o encontrados no citoplasma da maioria das células animais, mas
ndo de todas, porém sua presenca € abundante nas células de vertebrados,
particularmente naquelas sujeitas 4 tensdo mecanica. Sao denominados de
intermediarios por possuirem um diametro intermediario entre os filamentos finos de
actina e os microtubulos (revisto em Alberts et ai, 1997).

Os microtubulos sédo formados por filamentos de tubulina polimerizada e estéao
envolvidos em varias funcbes celulares, entre elas a formacdo do fuso mitotico
necessario para a separacao dos cromossomas durante a divisao celular (revisto em
Avila, 1990). As tubulinas, por sua vez, sdo heterodimeros compostos por dois
polimeros de 50 KDa denominados de a-tubulina e (3-tubulina. Esses dimeros de
tubulina possuem a capacidade de polimerizacédo e despolimerizagdo, processo pelo
gual os microtubulos podem sofrer ciclos rapidos de agregacdo e desagregacao e,
dessa maneira, exercer suas funcdes biologicas. Esse processo é muito dinamico e

envolve varias etapas, como nucleacéo (inicio do processo de producdo do polimero
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de tubulina), alongamento (subunidades de tubulina sdo adicionadas as
extremidades livres dos microtubulos preexistentes), equilibrio (a polimerizacao e
despolimerizacdo estdo em equilibrio) e despolimerizacdo (desagregacao
catastrofica). A tubulina esta ligada a uma molécula de GTP, que é necessaria
durante a polimerizacdo. A hidrélise do GTP enfraquece as pontes que mantém o0s
microttbulos unidos, favorecendo, dessa maneira, a despolimerizacdo. Além disso, a
estabilidade dos microtibulos € regulada pela presenca de algumas proteinas
ligadas a tubulina, chamadas de proteinas associadas aos microtibulos (MAP;
revisto em Alberts et ai, 1997; Avila, 1997; Cooper, 2000).

Em raz&o da instabilidade dos dimeros de tubulina, os microtibulos estdo em
constante remodelagem. A reorganizacdo macica dos microtibulos pode ser
observada durante a divisdo na fase de mitose do ciclo celular (revisto em Cooper,
2000). Como uma das principais caracteristicas do cancer é a proliferacédo
descontrolada das células tumorais, os microtibulos tornaram-se alvo de extensos
estudos no tratamento de céancer. Varios estudos clinicos e pré-clinicos com
compostos antimicrotubulos mostram ampla atividade antitumoral contra uma
variedade de tipos de células. Varios compostos antimicrotibulos foram descritos,
inicialmente, obtidos a partir de sintese quimica de substancias extraidas de plantas
e, mais recentemente, de compostos marinhos. Muitos deles podem ligar-se a
tubulina, alterando sua polimerizacao in vivo e in vitro, e, dessa maneira, interferir na
dindmica dos microtibulos no citoesqueleto. Entre esses compostos, inclui-se 0s
alcaldides da vinca, a colchicina, e mais recentemente o taxol (para uma reviséo, ver
Avila, 1997; Jordan & Wilson, 1998).

A colchicina, um alcalbéide extraido da Colchicum autumnaie, que tem sido
usado no tratamento de gota desde o tempo dos antigos egipcios. Cada molécula de
colchicina liga-se de maneira irreversivel a tubulina livre, impedindo sua
polimerizacdo, e, dessa forma, impossibilita a mitose e a proliferacdo celular (revisto
em Avila, 1997).

O taxol, denominado paclitaxel pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), é
um taxano diterpénico isolado de cascas do teixo, Taxus brevifolia (Wani et ali,
1971). ApoOs a sua introducdo em ensaios clinicos, a droga foi aprovada para o
tratamento de cancer ovariano refratario a cisplatina, em 1992 (Rowinsky et al. 1992;
Rowinsky & Donehower, 1995). Hoje, o taxol é utilizado no tratamento de varios tipos

de céancer, incluindo carcinoma de pulméo, préstata, cabeca e pescoco, e linfoma
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(Eisenhauer & Vermorken,1998), e estd na fase | da triagem clinica para o
tratamento de leucemias (Rowinsky et ai, 1989; Woo et al., 1999). Entretanto, seus
beneficios sdo mais evidentes no tratamento de cancer de mama e ovario (Holmes
et ai, 1991). A eficiéncia terapéutica do taxol deve-se aos seus varios mecanismos
citostaticos e citotoxicos, incluindo a supressdo de sintese protéica (Manfredi &
Horwitz, 1982), aumento da sensibilidade de células tumorais a radia¢gfes (Liebmann
et ai, 1994), inducdo de apoptose (Bhalla et ai, 1993) e citdlise pela inducdo do
aumento dos niveis de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a; Williams et ai, 1992).
Esses mecanismos derivam da sua acdo sobre os microtubulos (Schiff et ai, 1979;
De Brabander et ai, 1981), onde o taxol se liga firmemente aos monémeros de
tubulina, impedindo a sua despolimerizacado (Schiff et ai, 1979; Manfredi et ai,
1982). A estabilizacdo dos microtubulos resulta na interrup¢do da divisdo celular,
mantendo as células na fase G2/M do ciclo celular (Donaldson et ai, 1994), o que
leva a morte das células neoplasicas, inibindo, assim, a progressao do tumor.

Embora os microtibulos tenham sido alvo de pesquisas no tratamento do
cancer, recentes evidéncias indicam que eles ndo sdo os Unicos componentes do
citoesqueleto que estdo envolvidos na proliferacdo celular, pois os filamentos de
actina também apresentam um papel importante nesse processo. Ja estd bem
descrito na literatura que células transformadas apresentam modificacbes nos
filamentos de actina e que isso ocorre associado a modificacbes também nas
proteinas regulatorias ligadas ao filamento de actina. Essas mudancas refletem a
capacidade de proliferacdo anormal das células neoplasicas e sua habilidade em
aderir aos tecidos, aumentado, assim, sua capacidade metastatica. Dessa forma,
demonstrou-se a possibilidade de os filamentos de actina e proteinas associadas
serem alvos na quimioterapia do cancer (para uma revisdo, ver Jordan & Wilson,
1998; Pawlak & Helfman, 2001). Hemstreet et al. (1996) demonstraram que células
malignas sdo mais sensiveis a citocalasina B do que células normais. As
citocalasinas formam um grupo de compostos, originados de fungos, que alteram a
polimerizacdo dos filamentos de actina. As isoformas mais usadas sdo a B e a D.
Ambas se ligam de maneira reversivel a extremidade “crescente” do filamento de
actina, impedindo, assim, o crescimento do filamento pela adicdo de monémeros de
actina, seguido de despolimerizacéo do filamento ja formado (revisto em Bershadsky
& Vasiliev, 1988; Cooper, 2000).
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Recentes estudos indicam que o NO altera a dindmica do citoesqueleto, tanto
em células normais quanto em células transformadas. Doadores de NO e analogos
do cGMP inibem a adesdo de células mesangiais em proteinas de matriz
extracelular através da inibicdo, via fosforilacdo, de quinases de adesdo focal,
importantes na manutencdo da integridade dos filamentos de actina (Yao et ai,
1998). Em neutrdfilos humanos, o NO promove a ADP-ribosilagdo da actina, fato
adesédo (Clancy et ai, 1995). O mesmo pode ser observado em células de linhagem
leucémica HL-60, onde o impedimento da formacdo de F-actina inibe o “capping”,
gue é um evento importante na transducdo de sinais da membrana até o nucleo (Lee
et ai, 1997). O NO pode interagir com residuos de tirosina e formar a nitrotirosina
através de uma reacdo chamada de nitracdo. A nitrotirosinagcdo da a-tubulina
mediada pelo NO em células de mamiferos altera o funcionamento normal dos
microtubulos, causando dano celular (Eiserich et ai, 1999). De maneira indireta, o
NO pode interferir no citoesqueleto, aumentando a expressdo da proteina 2
associada aos microtubulos (MAP2; Johnston & Morris, 1994) ou, ainda, ativando-a
por meio de fosforilagdo (Llansola et ai, 2001). A MAP2 é uma fosfoproteina
neuronal que modula a estabilidade dos microtibulos e organizacdo espacial na
transducdo de sinais neuronais.

Como ja citado, o NO pode interagir com varias proteinas integrantes do
citoesqueleto, alterando sua dindmica, o que pode resultar em dano celular. Sendo
assim, foi objetivo deste capitulo investigar se o efeito citotéxico do NO sobre células
linfoblasticas leucémicas envolvia altera¢cées no citoesqueleto.

Para alcancar esse objetivo, inicialmente estudamos a importancia do
citoesqueleto na sobrevivéncia dessas células. Para isso, foram realizados
protocolos experimentais contendo curvas concentracdo-resposta de compostos que
alteram a dindmica do citoesqueleto. A influéncia das estruturas do citoesqueleto na
morte celular foi detectada pelo efeito de compostos em ac¢des especificas sobre os
microtubulos (colchicina e taxol) e microfilamentos (citocalasina B). Depois, sabendo
gue a dinamica de polimerizacdo dos microtibulos e microfilamentos de actina
envolve vérias proteinas acessoérias que regulam sua organizacdo e funcédo, e,
ainda, que a inibicdo de sintese protéica pode levar a uma desordem na organizacao
do citoesqueleto, impedindo a transducdo de sinais que levam a proliferacéo celular,

procuramos uma interface entre as alteracbes no citoesqueleto e a inibicdo de
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sintese protéica. Desse modo, avaliamos o efeito da cicloheximida, um inibidor de
sintese protéica, em células L-1210 de linhagem linfoblastica leucémica murina.

A importancia da integridade dos microtibulos para sobrevivéncia de células
tumorais continua sendo alvo importante de intensas investigacdes na terapia
antitumoral. Como o taxol, um composto estabilizador de microtabulos, foi citotéxico
para as linhagens linfoblasticas leucémicas L-1210 (murina) e CEM (humana), o
primeiro passo experimental em direcdo a investigacdo da possibilidade de o efeito
citotoxico do NO ser mediado por alteracdes no citoesqueleto foi pela associacao de
SNAP e taxol nas células L-1210 e CEM. Os resultados dessa associagcdo nos
levaram a acreditar que o efeito citoxico do taxol ndo resultava apenas da
estabilizacdo dos microtubulos. O segundo passo, entdo, foi verificar se os efeitos
citotoxicos do NO e do taxol envolviam alteracdes nos microfilamentos e
microtubulos, ou inibicdo de sintese protéica. Para verificar esses efeitos, as células
leucémicas foram tratadas com concentracdes citotoxicas de SNAP ou taxol e de
compostos que alteram a dindmica do citoesqueleto, ou com inibidor de sintese

protéica.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Reagentes

O meio de cultura e o soro fetal (SFB) foram adquiridos da GIBCO (Séao
Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP) foi preparado em nosso
laboratdrio segundo o método de Field et al. (1978). O taxol foi gentilmente doado
pela Bristol-Myers Squibb (S&o Paulo, Brasil). Todas as solu¢des foram preparadas
em meio de cultura. A colchicina e a citocalasina B foram obtidas da Sigma (St.
Louis, MO, USA). Todas as solucdes foram preparadas em meio de cultura, exceto a

citocalasina B, que foi dissolvida em dimetil-sulféxido (DMSO).

3.2.2 Linhagens Celulares

Foram utilizadas duas linhagens de células leucémicas linfoblasticas, L- 1210
(de origem murina) e CEM (de origem humana). As células leucémicas foram

mantidas como descrito na Secdo de Material e Métodos do Capitulo 2.
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3.2.3 Tratamentos

3.2.3.1 Compostos que alteram a dinamica do citoesqueleto e inibidor de

sintese protéica

Concentragcdes crescentes de compostos despolimerizantes de microtibulos
(taxol e colchicina), de citocalasina B (despolimerizante de microfilamentos) e de
cicloheximida (inibidor de sintese protéica) foram adicionadas as células L-1210 em
volume maximo de 20 pL. Em seguida, as ceélulas foram incubadas durante 24 h a
37°C, com 5% de CO2. Ao final deste periodo, foi avaliada a viabilidade celular pelo
método do MTT.

3.2.3.2 Associacdo da colchicina, taxol, citocalasina B e cicloheximida com
SNAP ou taxol

A colchicina (10 NiM) e a citocalasina B (10 jaM) foram adicionadas as células
L-1210, e depois de 3 h de incubacao foi adicionado 0 SNAP (1 mM) ou taxol (10
[iM). O taxol (10 pM) ou a cicloheximida (25 jug/ml) foram adicionados juntamente
com o SNAP ou o taxol. Ap6s a adicdo do SNAP ou do taxol, as células retornaram a
estufa, onde foram incubadas durante 24 h, nas condicdes descritas anteriormente.

Ao final desse periodo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT.

3.2.4 Associagdo do SNAP e do taxol

Com 0 objetivo de analisar a possivel interacdo entre o SNAP e 0 taxol, foram
utilizados dois protocolos experimentais diferentes. No primeiro, o SNAP (300 (iM) e
0 taxol (10 [aM) foram adicionados separada ou simultaneamente as células
leucémicas linfoblasticas L-1210 (de origem murina) e CEM (de origem humana) em
volumes que ndo excederam a 20 jJ. No segundo protocolo, as células leucémicas
de origem murina (L-1210) foram divididas em dois grupos, A e B. No grupo A, o
SNAP foi adicionado as células 6 h, ou 3 h antes, ou simultaneamente ao taxol (cuja
adicdo as células sinalizou 0 tempo “zero”). No grupo B, as células foram incubadas

6 hou 3 hcom 0 SNAP (300 pM). No final da incubacédo, as placas contendo as
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células foram centrifugadas, o sobrenadante, removido, e adicionado, entdo, meio
de cultura fresco. Esse procedimento de lavagem foi necesséario para que o SNAP
fosse completamente removido do meio. No final da dltima centrifugacdo, foram
adicionados meio fresco e taxol (10 pM). Apdés os diferentes protocolos de
tratamento, as células foram incubadas durante 24 h nas mesmas condicdes

descritas anteriormente. Apds esse periodo, a viabilidade celular foi analisada pelo
metodo do MTT.

3.2.5 Viabilidade Celular (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT conforme descrito no

Capitulo 2.

3.2.6 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro-padrdo da média (EPM).
Cada experimento foi repetido pelo menos duas vezes, com resultados semelhantes.
Para a analise estatistica foi utilizada a andlise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito citotoxico de compostos despolimerizantes de microtubulos sobre

linhagens leucémicas linfoblasticas

Quando as células de linhagem leucémica murinas L-1210 foram incubadas
com concentragbes crescentes de colchicina durante 24 h, houve diminuicéo,
relativamente discreta, do numero de células viaveis (Figura 3.1, Painel A). Na
Figura 3.1, Painel B, podemos observar que: a) o taxol também demonstrou
citotoxicidade de maneira concentracdo-dependente; b) o taxol demonstrou maior
poténcia citotoxica para as células L-1210 do que a colchicina, pois na concentracao

de 30 (jM de taxol houve diminuicdo de 76% * 4% de células viaveis, enquanto na
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mesma concentracdo a colchicina diminuiu apenas 30% + 4% de células viaveis; e c)
o efeito citotdéxico do taxol foi semelhante para as linhagens de células leucémicas L-
1210 e CEM, em que o efeito maximo observado foi com a concentracdo de 30 pM

(76% + 4% e 83% + 2% de morte celular para L-1210 e CEM, respectivamente).
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Figura 3.1: Efeito citotéxico de compostos que alteram o citoesqueleto e de um inibidor de
sintese protéica sobre células linfoblasticas leucémicas.

Painei A: Efeito da colchicina (despoiimerizante de microtibulos) sobre células L-1210. Painel B:
Efeito do taxol (despoiimerizante de microtlbulos) sobre células L-1210 e CEM. Painel C: Efeito da
citocalasina B (despoiimerizante de microfilamentos) sobre células L-1210. Painel D: Efeito da
cicloheximida (inibidor de sintese protéica) sobre as células L-1210. Os compostos foram adicionados
e incubados por 24 h, conforme descrito em Material e Métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método do MTT. A densidade 6ptica do grupo-controle corresponde a 100% da viabilidade celular.
Cada ponto representa a média £+ EPM de trés amostras. Os mesmas resultados foram obtidos em
pelo menos trés outros experimentos idénticos. * Diferenca estatisticamente significante em relacéo
ao grupo controle, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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3.3.2 Efeito citotéxico da citocalasina B sobre linhagens leucémicas

linfoblasticas

Como pode ser observado na Figura 3.1, Painel C, a citocalasina B mostrou
um efeito citotoxico bastante discreto para as células L-1210 (17% * 2% de morte

celular na concentracédo de 10 pM).

3.3.3 Efeito citotoxico da cicloheximida sobre linhagens leucémicas

linfoblasticas

A cicloheximida, um inibidor de sintese protéica, apresentou citotoxicidade
para as células L-1210 (Figura 3.1, Painel D), sendo significativa j& na primeira
concentracdo testada (18% + 3% de morte celular). Entretanto, a citotoxicidade
desse composto variou pouco em relagdo ao aumento da concentragdo (35% * 2%

de morte celular na concentragédo de 25 pg/ml).

3.3.4 Efeito de compostos que alteram a dinamica do citoesqueleto e de
inibidor de sintese protéica na citotoxicidade causada pelo SNAP ou taxol em

linhagens linfoblasticas leucémicas

Os resultados apresentados na Tabela 3.1 mostram claramente que a adicao
de colchicina, citocalasina B ou cicloheximida ndo alterou o efeito citotéxico do
SNAP ou do taxol. Entretanto, quando o SNAP (1 mM) e o taxol (10 pM) foram
adicionados simultaneamente, houve diminuicdo expressiva do numero de células
viaveis (apenas 25% + 5% de células viaveis). Embora ndo esteja mostrado na
Tabela, nés testamos véarias combinacfes de concentracdes desses compostos e

obtivemos resultados semelhantes.
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Tabela 3.1: Efeito da colchicina, do taxoi, da citocalasina e da cicloheximida na citotoxicidade
causada pelo SNAP ou pelo taxol em células linfoblasticas leucémicas murinas L-1210

Compostos % células vivas
Controle 100
SNAP (ImM) 60 9
+ Colchicina (10 [aM) 78 £5
+ Cicloheximida (25 (iM) 56 £2
+ Citocalasina B (10 jiM) 173
+ Taxol (10 *M) HthH*
Controle 100
Taxol (10 [xM) 60 £5
+ Colchicina (30 (iM) 52 42
+ Cicloheximida (25 jxM) 56 12
+ Citocalasina B (10 |"M) 60 9

NOTA: As células foram plaqueadas (5 x 109pogo) em placas de 96 pocos, como descrito em
Material e Métodos. A colchicina e a citocalasina B foram adicionadas as células 3 h antes do
SNAP ou do taxol e incubadas 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A
densidade Optica do grupo-controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto
representa a média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos
trés outros experimentos idénticos. * Diferenga estatisticamente significante em relacdo ao SNAP
ou ao taxol, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.

3.3.5 Efeito da associacdo do SNAP e do taxol na morte de células
linfoblasticas leucémicas

A associacdo de concentracdes sublimiares (isto é, nao-citotoxicas) de
SNAP (300 (M) e do taxol (10 |jM) nas ceélulas L-1210 e CEM causou extensa morte
celular em ambas linhagens de células estudadas (29% + 3% e 31% * 3% de células
viaveis, para L-1210 e CEM, respectivamente; Figura 3.2).

Com o objetivo de se obterem mais informacbdes acerca do substancial
decréscimo na viabilidade celular causado pela associagcdo do SNAP com o taxol,
dois grupos de células leucémicas L-1210 foram pré-incubados com SNAP durante 6
h e 3 h antes da adicdo do taxol. Como mostra a Figura 3.3, Painel B, quando o
SNAP nao foi removido antes da adicdo do taxol, a morte celular foi observada

guando o SNAP era adicionado as células 3 h antes (47% * 5% de células mortas)
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ou simultaneamente com o taxol (77% + 5% de células mortas). No Painel C, onde o
SNAP foi removido antes da adicdo do taxol, pode ser observado que n&do houve
morte celular significativa. Como controle positivo, a adicdo simultdnea dos dois

compostos causou alta mortalidade celular.

125n 1-1210 1251 eV

Controle ~ SNAP 300 Taxol 10 xM
SNAP 300 |iM + Taxol 10 |aM

Figura 3.2: Efeito citotoxico da associagdo do SNAP e do taxol sobre células linfoblasticas
leucémicas.

Painel A: Células leucémicas murinas (L-1210). Painel B: Células leucémicas humanas (CEM). O
SNAP e o taxol foram adicionados separada ou conjuntamente as células, conforme descrito em
Material e Métodos. Apos 24 h de incubacéo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT.
A densidade 6tica do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto
representa a média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos
trés outros experimentos idénticos. * Diferenca estatisticamente significante em relacéo ao grupo-
controle, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.



35

Tempo (h)
n u Controle SNAP 300 Taxol 10 jiM
O=0 SNAP 300 |iM + Taxol 10 |aM

Figura 3.3: Efeito da pré-incubacdo de SNAP na citotoxicidade causada pelo taxol em células
linfoblasticas leucémicas murina L-1210.

As células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, como descrito em Material e Métodos. No
Painel A, estd demonstrado o efeito de concentracdes subefetivas de SNAP e de taxol na viabilidade
de células L-1210. No Painel B, o SNAP (300 ~M) foi adicionado as células 6 horas, 3 h antes, ou
conjuntamente (0 hora) com o taxol (10 |.iM). No Painel C, o SNAP foi adicionado as células e, depois
de 6 h e 3 h de incubacdo, foi removido pela lavagem das células com meio fresco, e entdo o taxol foi
adicionado. Ap6és 24 h de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A
densidade 6éptica do grupo-controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto
representa a média £+ EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos
trés outros experimentos idénticos. * Diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo-

controle, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste ide Bonferroni.

3.4 DISCUSSAO

A importancia da integridade do citoesqueleto na divisdo, proliferacdo e
sinalizacdo celular ja estd bem descrita. Alteracdes no citoesqueleto caracterizam o
resultado final de um processo apoptotico, e, por outro lado, danos ao citoesqueleto
causados por drogas que interferem na dindmica dos microtibulos e dos
microfilamentos podem desencadear apoptose (revisto em Janmey, 1998; Yamazaki
et ai, 2000). A despolimerizacdo dos microfilamentos de actina demonstrou ter
pouca importédncia nas vias de sinalizacdo de apoptose em células linfoblasticas

leucémicas, j& que a citocalasina B ndo induziu morte substancial dessas células;
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mais ainda, pelo fato de a citocalasina nao ter alterado o efeito nem do SNAP, nem
do taxol, o que pode sugerir que os microfilamentos ndo tenham papel relevante no
mecanismo de morte causado pelo NO e pelo taxol. Como os trés tipos de
filamentos estdo ancorados entre si, pode-se sugerir que o pequeno efeito da
citocalasina B ocorreu por uma ac¢ao indireta nos microtibulos. Nossos resultados
indicam, contudo, que os microtubulos tém maior envolvimento nesses eventos.
Varios trabalhos demonstram que drogas que interferem na dinamica dos
microtubulos causam apoptose em células de linhagens leucémicas (Bhalla et
ai, 1993; Martin & Cotter,lgs?o; Pittman.et ai, 1994) Nossos resultados corroboram
com essas afirmativas, pois o tratamento de células linfoblasticas leucémicas com
colchicina (um composto despolimerizante de microtibulos) ou com taxol (um
composto estabilizador de microtdbulos) causou morte celular. Como ja visto na
introducdo deste capitulo, o taxol e a colchicina interferem de maneira diferente na
dinamica dos microtubulos; no entanto, isso parece ser importante para a
citotoxicidade dessas células, pois a estabilizacdo dos microtubulos pelo taxol
causou mais citotoxicidade do que a despolimerizacdo daquelas estruturas pela
colchicina. Em geral, os compostos que interferem nos microtubulos impedem a
formacado do fuso mitdtico e, desse modo, bloqueiam o ciclo celular, pois essas
alteracdes sdo reconhecidas por proteinas que compdem o checkpoint (pontos de
verificacdo) do ciclo celular. Esse bloqueio, por periodos prolongados, mascara o
reconhecimento dos locais de checkpoint pelas proteinas envolvidas, e o ciclo
celular volta a normalidade. No entanto, ha evidéncias de que o taxol, além de
bloquear o ciclo celular, induz a ativacdo de varias proteinas, tais como JNK, CDKs,
Rafl e Bcl2, envolvidas na regulacdo da apoptose (para uma revisdo, ver Jordan &
Wilson,1998; Gundersen & Cook, 1999; Wang et ai, 2000). Portanto, a diferenca de
poténcia entre o taxol e a colchicina indica que o efeito citotoxico do taxol em
linhagens linfoblasticas leucémicas ndo é mediado apenas por alteracdo nos
microtibulos. Mais ainda, ndo parece haver envolvimento substancial dos
microfilamentos como causadores de apoptose nem como efetores da acdo do taxol.
A hipotese de que os efeitos citotoxicos do NO sobre células linfoblasticas
leucémicas poderia ser por meio de alteragcdes no citoesqueleto foi avaliada de
forma similar a do taxol, isto &, verificando-se a influéncia da colchicina e da
citocalasina B na citotoxicidade causada pelo SNAP. Da mesma maneira como

ocorreu com o taxol, a colchicina e a citocalasina B nao interferiram na morte celular
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causada pelo NO. Portanto, nossos resultados mostram que a citotoxicidade
causada pelo NO também nao parece envolver a malha de microtubulos nem dos
microfilamentos.

Uma observacdo importante do presente grupo de resultados é o fato de que
0 SNAP e o taxol, quando adicionados simultaneamente as células, causaram mais
morte celular do que cada um dos compostos individualmente. Esse achado nos
sugeriu duas hipoteses: ou o efeito citotoxico seria o resultado da soma de
mecanismos citotéxicos distintos do SNAP e do taxol, ou esses compostos atuariam
em mecanismos similares ou iguais e, dessa maneira, teriam um efeito sinérgico
aditivo na citotoxicidade para as células linfoblasticas leucémicas. Para esclarecer
qgual hipotese estaria correta, realizaram-se outros experimentos utilizando
concentracdes subefetivas, isto é, ndo-citotdxicas, de SNAP e de taxol. A associacao
dos dois compostos resultou numa extensa morte celular, confirmando um
sinergismo de acdo entre o NO e o taxol. Outro fato interessante é que a pré-
incubacdo dessas células com SNAP, por curtos periodos, diminui o sinergismo de
acdo entre o NO e o taxol, ou seja, quanto mais préximo da adicdo de taxol fosse
feita a remocdo do SNAP, maior era o sinergismo do efeito citotoxico, mostrando que
NO interfere no efeito citotoxico do taxol. Portanto, a analise desses resultados
sugere que o mecanismo citotoxico do SNAP e do taxol deva ser o mesmo, e, mais
ainda, que a presenca simultanea do NO é o que permite o sinergismo com o taxol.
Esse achado, portanto, permite excluir que o sinergismo ocorra devido a um efeito
“residual” do NO. Outra linha de evidéncias que sugere que o NO e o taxol devam
compartilhar mecanismos moleculares similares € o fato de que NO em baixas
concentracfes apresenta um efeito protetor contra o efeito citotoxico causado por
compostos antimicrotibulos, como, por exemplo, o efeito do taxol em células
leucémicas humanas HL-60 (Pae et ai, 1999) e da vincristina em células de
neuroblastoma humano NB-39-nu (Ogura et ai, 1998). Dessa maneira, pode ser que
baixas concentracbes de NO “enfraquecam” o0s mecanismos efetores de
citotoxicidade do taxol, o que diminui o efeito desse composto. Na verdade, esse
mecanismo poderia até mesmo explicar a resisténcia de algumas leucemias a
guimioterapia antimicrotibulos, em que as células leucémicas se beneficiam do NO
produzido pelo hospedeiro, utilizado normalmente para a regulacdo de funcgdes

fisiolégicas como vasodilatacdo, neurotransmisséo, etc.
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Muitas drogas estdo sendo desenvolvidas utilizando-se a inibicdo de sintese
protéica como estratégia terapéutica contra células tumorais (Caraglia et ai, 2000).
Os resultados mostrados nesta secdo com cicloheximida confirmam os dados da
literatura, os quais afirmam que a biossintese protéica € um processo central na
sobrevivéncia das células. No entanto, nossos resultados também mostram que o
efeito citotoxico do NO e do taxol ndo parece envolver inibicdo de sintese protéica.

Em resumo, nossos resultados indicam que o NO e o taxol sdo citotoxicos
para ambas as linhagens leucémicas estudadas, que a associagdo dos dois resulta
em um efeito sinérgico citotdxico importante e que parece ser independente de

alteracdes no citoesqueleto ou na sintese protéica.



CAPITULO 4
INDUCAO DE APOPTOSE PELO OXIDO NITRICO E PELO TAXOL
EM CELULAS LINFOBLASTICAS LEUCEMICAS

4.1 INTRODUCAO

A morte celular pode ocorrer por dois caminhos distintos: por apoptose, no
gual as células ativam um programa de morte programada prolongado; ou por
necrose, no qual as células morrem rapida e descontroladamente. In vivo, a necrose
habitualmente resulta de um dano celular extremo, enquanto a apoptose é a
consequéncia de danos mais brandos ou de sinais extracelulares especificos
(Bonfoco et ai, 1995).

Apoptose, ou morte celular programada, € um processo caracterizado por
uma série de alteracdes morfolégicas e bioquimicas especificas, em resposta a
estimulos internos e externos, que levam a morte celular em poucas horas. O
processo apoptotico € o resultado final do desequilibrio entre eventos pré e
antiapoptéticos que culminam na ativacdo das caspases. Essas enzimas
proteoliticas tém como alvo uma grande gama de proteinas intracelulares, incluindo
varias proteinas estruturais. Por isso, durante a apoptose, pode-se observar: i) no
nacleo, fragmentacdo do DNA e condensacdo da cromatina; i) na membrana,
presenca de projecfes citoplasmaticas, denominadas blebs (“bolhas”), exposicdo de
residuos de fosfatidilserina e de outros antigenos de superficie, e, finalmente, iii)
formacdo e liberacdo de corpos apoptoticos (vesiculas contendo restos
citoplasméaticos e fragmentos de nucleo), que s&o facilmente reconhecidos e
fagocitados pelos macrofagos e por outras células fagociticas (Quadro 4.1).
Diferentemente da necrose, em que ocorre a perda da integridade da membrana,
com liberacdo do seu conteudo citoplasmatico, a apoptose ndo desencadeia uma
resposta inflamatéria, sendo normalmente referida como uma morte “silenciosa”

(para uma revisédo, ver Granville et ai, 1998; Lodish et ai, 2000).
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Quadro 4.1: Diferencas entre apoptose e necrose

Apoptose Necrose
Aparéncia celular ~ #6 Retragdo S Aumento do volume
Ncleo S Condensagao ¢ lobulacdo S Sem alteracdo expressiva

«§ Fragmentacéo do DN

Membrana | S Formagdo de protusdes (blebs) S Lise ,
citoplasmatica S Expo_stﬁao de residuos de S Extravasamento do conteddo
fofatidilserina celular

Mitocondria 6 Sem alteracdo expressiva S Aumento do volume
Metabolismo S Expressdo de genes V' Sem alteracdo expressiva
chI-Z, Bax)
Sintese proteica

S Ativagdo de proteases

Concentracdes elevadas de NO provocam estresse oxidativo, causando
danos ao DNA e ativacdo da PARP, alteraces no metabolismo energético celular,
na funcdo mitocondrial e homeostase do calcio. Todos esses eventos ocorrem
simultaneamente, e o grau de intensidade do dano celular causado pelo NO esta
associado com a capacidade antioxidante das células que s&o inerentes as
caracteristicas individuais de cada tipo celular. Na presenca de um dano, uma célula
pode seguir um de trés caminhos: reparar o dano, entrar em apoptose ou morrer por
necrose (Esquema 4.1). Se o dano for suficientemente extenso para depletar os
niveis de ATP ou inativar as caspases, a apoptose torna-se impossivel, e a célula
morre por necrose. Se o dano for mais moderado, a célula consegue induzir a
proteina p53 e reparar o dano durante a parada do ciclo celular ou deliberadamente

induzir apoptose. Em algumas situacbes, a célula pode iniciar um processo de
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apoptose e depois, com a deplecdo de ATP e a inativagcdo de caspases, progredir

para necrose (Leist & Nicotera, 1997; Murphy, 1998).

Esquema 4.1: Resposta celular diferencial dependente da severidade do dano.

Numerosos trabalhos tém analisado o papel do NO na apoptose, mas o0s
resultados ainda sdo conflitantes, pois, em algumas situagdes, o NO ativa vias de
transducdo de sinais que levam a apoptose, enquanto, em outros casos, o NO
parece proteger células da apoptose. Essa propriedade dualista parece depender do
tipo celular e da concentracdo do NO (para uma revisdo, ver Kolb, 2000).

Os efeitos citotoxicos do taxol também parecem depender das caracteristicas
individuais de cada célula. Em algumas células, o taxol exerce apenas efeito
citostatico, enquanto, em outras, induz a ativacdo de varias proteinas, como JNK,
CDKs, Rafl e Bcl2, envolvidas na regulacdo da apoptose (Wang et ai, 2000), ou
induz o aumento dos niveis de TNF-a, o que leva a citdlise (Williams et al., 1992).

Como os resultados do presente trabalho, até este ponto, nos deram
indicativos de que o NO e o taxol pudessem estar atuando no mesmo mecanismo
(ou mecanismos similares) para causar citotoxicidade em células de linhagem
leucémica, o objetivo seguinte foi verificar se 0 NO e o taxol induziam morte celular
por apoptose. Para isso, as células L-1210 foram incubadas com SNAP e com taxol
por 24 horas, e depois a viabilidade celular foi avaliada pelo método de
fluorescéncia. Nesse método, pode-se caracterizar as células apoptéticas de duas
maneiras: por meio de diferencas na permeabilidade aos corantes fluorescentes e

por alteracdbes morfolégicas caracteristicas. Em seguida, investigamos o
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envolvimento da ativacdo das caspases na apoptose induzida pelo NO e pelo taxol,
por meio da quantificacdo da atividade de enzimas da classe da CPP32 (caspase
3), a qual é considerada uma molécula executora-chave em varios processos

apoptaticos.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Reagentes

O meio de cultura e o soro fetal (SFB) foram adquiridos da GIBCO (Séo
Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP) foi preparado em nosso
laboratério segundo o método de Field et al. (1978). O taxol foi gentiimente doado
pela Bristol-Myers Squibb (S&o Paulo, Brasil). O laranja de acridina, o brometo de
etidio e o substrato peptidico Ac-DEVD-pNA foram adquiridos da Merck (S&do Paulo,
Brasil), da GIBCO (Sao Paulo, Brasil) e da BioSource International Inc. (Califérnia,
USA), respectivamente. O SNAP e o taxol foram preparados em meio de cultura; o

laranja de acridina e o brometo de etidio, em PBS.

4.2.2 Linhagem Celular

Foi utilizada a linhagem de células leucémicas linfoblasticss murinas, L-1210.

As células leucémicas foram mantidas como descrito anteriormente, no capitulo 2.

4.2.3 Tratamentos

O SNAP e o taxol foram adicionados as células num volume maximo de 20
pL. Em seguida as adicbes de compostos, as células foram incubadas por 8 h para
determinacao da atividade de caspases, ou por 24 h para viabilidade celular, ambas

a 37°C, com 5% de C02
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4.2.4 Viabilidade Celular (Microscopia de Fluorescéncia)

As células apoptéticas foram visualizadas usando dois corantes fluorescentes:
o laranja de acridina, que é permeavel a membrana, e o brometo de etidio, que é
impermeavel, nas concentracdes de 10 e 5 pg/ml, respectivamente (Geng et al.,
1998).

De forma resumida, 10 jjl da suspensdo de células foram transferidos para
laminas de vidro, onde foi adicionado o mesmo volume do reagente fluorescente.
Esse reagente foi preparado na hora do ensaio e consiste na mistura de volumes
iguais do reagente laranja de acridina (10 pg/ml) e do brometo de etidio (5 pg/ml). A
mistura de células e corantes fluorescentes foi recoberta com laminula e selada com
esmalte de unha. Esse procedimento foi necesséario para que ndo houvesse
ressecamento da mistura. Apds incubacdo por 10 min a temperatura ambiente, as
laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-FLA),
usando objetiva de 40x. Nesse ensaio, as células vidveis exibem coloracdo verde
(proveniente do laranja de acridina), e as apoptéticas exibem coloracdo alaranjada
(proveniente do brometo de etidio). Campos representativos foram fotografados com
flme Kodak, ASA 100. As fotos foram digitalizadas, e as imagens, tratadas com o

programa PhotoEditor, da Microsoft Corporation, USA.

4.2.5 Determinacdo da Atividade da Caspase 3

A atividade enzimética da caspase 3 foi avaliada por meio da sua atividade
sobre o substrato peptidico Ac-DEVD-pNA, cuja sequUéncia equivale ao sitio de
reconhecimento de clivagem da caspase 3 nos seus substratos protéicos. O
substrato Ac-DEVD-pNA é composto por um tetrapeptideo sintético DEVC (Asp-Glu-
Val-Asp) e pelo cromoforo p-nitroanilida (pNA). Na presenca da caspase 3, O
substrato é clivado em dois fragmentos. A pNA livre tem coloracdo amarela, cuja
intensidade ¢é proporcional a quantidade de pNA livre, que, por sua vez, é
proporcional a atividade da enzima. No final dos tratamentos, as placas contendo as
células (5 x 105 células/ml) foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido, e
adicionado, entdo, PBS. Esse procedimento foi repetido duas vezes para remocao

de proteinas do meio de cultura. O pellet celular foi ressuspenso com 200 pL de
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tampao A (100 mM HEPES, 140 mM NaCl e coquetel de inibidores de proteases,
incluindo 0,5 mM PMSF, 5 pg/ml pepstatina e 10 (jg/ml leupeptina, pH 7,4). A
suspensao foi lisada em ultra-som (Ultrasonic Processor, Cole-Parmer, IL, USA). O
citosol foi obtido a partir da centrifugacdo dos lisados a 12.000 g por 20 min, a 4°C. A
concentragcdo protéica citosolica foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,
1976). A reacdo enzimética consistiu na mistura de 100 pg da proteina citosdlica
(100 pl) e de 400 pM de Ac-DEVD-pNA dissolvido em 100 pl de tampédo B (100 mM
HEPES, 20% de glicerol e coquetel de inibidores de proteases, pH 7,4). Apds um

periodo de 3 h a 37°C, a densidade Optica foi quantificada em leitor de placas a 405

4.2.6 Anéalise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. Cada experimento foi
repetido pelo menos duas vezes, com resultados semelhantes. Para a andlise
estatistica, foi utilizada a andlise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida pelo
teste t de Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.3 Resultados

43.1 Inducdo de Apoptose em Linhagens de Células Leucémicas
Linfoblasticas
L-1210

Quando as células leucémicas murinas L-1210 foram incubadas com
concentracdes crescentes de SNAP (100, 300 e 1000 pM) e taxol (3, 10 e 30 pM)
durante 24 h, houve diminuicdo do numero de células viaveis, conforme mostrado
nos capitulos precedentes. Como pode ser observado na Figura 4.1, no grupo
controle (Painel A), as células apresentaram, quase na sua totalidade, uma
coloracdo esverdeada, que corresponde ao grande numero de células viaveis. Nos
Painéis B e C, que mostram células incubadas com SNAP (ImM) e com taxol (10

pM), respectivamente, a maioria das células apresentou coloracdo alaranjada,
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caracteristica de células apoptéticas. Além da perda de seletividade da
permeabilidade membranar, a morfologia celular observada foi caracteristica de
apoptose, como reducdo da relacdo nucleo/citoplasma, diminuicdo do tamanho
celular, condensacdo da cromatina, multilobulacdo nuclear, e presenca de blebs

citoplasmaéticos.

4.3.2 Efeito do SNAP e o do Taxol sobre a Atividade da Caspase 3

A incubacado das células L-1210 com SNAP (1 mM) ou taxol (10 pM) por 6 h
causou acentuada diminuicdo da atividade da caspase 3, quando comparada ao
grupo-controle (células sem tratamento). Em paralelo, foi realizada a viabilidade
celular pelo MTT, apéds incubacédo de 24 h com SNAP ou taxol. Nesse experimento,
0s resultados apresentaram-se semeihantes aqueles encontrados anteriormente. O
SNAP e o taxol reduziram o nimero de células vidveis para 60% * 9% e 65% * 3%,
respectivamente, quando comparados ao controle. Vale ressaltar que o SNAP e o

taxol ndo causaram morte celular com 8 h de incubacéo.
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Figura 4.1: Alterac6es morfoldgicas em células leucémicas linfoblasticas L-1210 induzidas porSNAP ou
por taxol.

Painel A: Controle, Painel B: SNAP 1 mM e Painel C: taxol 30 (jM. As células foram incubadas com os
compostos por 24 h e a viabilidade celular foi avaliada pelo método de fluorescéncia com laranja de acridina e
brometo de etidio, conforme descrito em Material e Métodos. Campos representativos foram fotografados. As
células viaveis exibem coloragdo verde, e as apoptéticas exibem coloracdo alaranjada. A barra representa 10
pm, e o aumento total € de 400x (Painéis A e B), e de 1000x (Painel C).



47

0.75n
S% I i Controle
ot SNAP 1 mM
0Q. (O o) HTaxol 10 |iM
838 050-
Uu'o3
® o E

0.25-
> ©
<C:~

0.00J

Figura 4.2: Efeito do SNAP e do taxol na atividade de caspase 3 em células linfoblasticas
leucémicas L-1210.

O SNAP e o taxol foram adicionados as células, conforme descrito em Material e Métodos. Apés 8
h de incubacéo, as células foram lisadas, e a atividade de caspase 3 foi avaliada com o substrato
peptidico especifico Ac-DEVD-pNA por 3 h a 37°C. Cada ponto representa a média + E.P.M. de trés
amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos idénticos.
* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, p < 0,05 ANOVA. seguida de
teste t de Bonferroni.

4.4 DISCUSSAO

O fato de uma célula entrar em apoptose é o resultado do desequilibrio entre
efetores pré e antiapoptéticos intracelulares. Ha evidéncias de que o NO, em
concentracdes relativamente baixas, préximas daquelas encontradas na fisiologia
normal, tenha ac¢fes antiapoptdticas, como, por exemplo, pela inibicdo da atividade
das caspases por S-nitrosilagdo, por inducdo de proteinas antiapoptéticas ou pelo
aumento dos niveis de cGMP. Por outro lado, o NO, em altas concentragdes, tem
acbes pro-apoptdticas, por meio da sua interacdo com oxigénio molecular ou com o
radical superoxido, formando compostos altamente oxidantes, 0s quais inibem
enzimas importantes para o metabolismo celular e diminuem os niveis de glutationa
intracelular. Assim, a diferente suscetibilidade das células a esses multiplos fatores
(fisiolégicos ou patolégicos) pode conduzi-las a apoptose ou necrose, dependendo

do tipo de célula e da concentracdo do NO (Krdncke et a/.,1997; Kim et a/.,1998).
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Nossos resultados mostram claramente que o efeito citotéxico do NO e do
taxol sobre células leucémicas linfoblasticas L-1210 da-se por apoptose, pois as
células tratadas com esses compostos apresentaram caracteristicas morfologicas
compativeis com apoptose, tais como condensacdo da cromatina, multilobulacéo
nuclear, presenca de blebs citoplasmaticos e aumento da relagcdo nucleo/citoplasma.

Recentemente, foi descrito que a ativacdo da caspase 3 é um pré-requisito
para a sequéncia de eventos que levam a ativacdo da DNAase, responsavel pela
conseqlente quebra do DNA e pelas alteragcdes morfolégicas encontradas nas fases
finais da apoptose (Enari et ai, 1998). Enquanto alguns trabalhos mostram que a
apoptose induzida pelo NO é mediada pela ativacdo da caspase 3 (Yabuki et ai,
1997; Brine et al, 1998, Messmer et ai, 1998), outros demonstram que o NO pode
interagir com a cisteina presente no sitio catalitico da caspase 3 e, dessa maneira,
inativa-la por S-nitrosilacdo (Dimmeler et ai, 1997; Mohr et al.,, 1997; Li et ai, 1997,
Melino et ai, 1997). Nossos resultados foram claros em relacdo a essa questdo, pois
tanto o NO quanto o taxol inibiram a atividade da caspase 3 nas células leucémicas
L-1210. Essa aparente contradicdo com o fato de que tanto o NO quanto o taxol
causam apoptose pode significar varias possibilidades. Uma delas seria a de que o
NO e o taxol induzem apoptose por mecanismos independentes de caspases. De
fato, embora a caspase 3 tenha um papel fundamental na apoptose de algumas
células, esse cenario nao parece ser universal, e sim dependente do tecido, do tipo
de célula e de estimulos citotéxicos especificos (Porter & Jénicke, 1999). A inibicdo
da caspase 3 pelo taxol provavelmente ocorreria por um mecanismo indireto, pela
fosforilagdo e inativacao do fator Bcl-2 (Yamazaki et ai, 2000), que controla a
liberacdo do citocromo ¢ da mitocondria, que, por sua vez, ativa a caspase 3 (Haldar
et ai, 1995). Ja esta esclarecido que uma variedade de estimulos induz alteracbes
na fungdo mitocondrial que seriam suficientes para causar morte celular na auséncia
da ativacdo das caspases (Green & Kroemer, 1998). Entretanto, na apoptose
independente de caspases, ndo h& alteracbes morfoldégicas caracteristicas
resultantes da ativacdo da caspase 3, como, por exemplo, a fragmentacdo do DNA e
a formacdo de blebs na membrana citoplasmatica, pois essas alteracbes
representam o0 resultado da atividade proteolitica dessa enzima sobre vérias
proteinas envolvidas na regulacdo do citoesqueleto, entre elas a-foldrina e gelsolin,
e sobre o ICAD (inibidor de DNAase dependente de caspases ativada) (Green &

Reed, 1998). Como nossos resultados evidenciaram caracteristicas morfolégicas
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tipicas da ativacdo da caspase 3, € de se supor que essa protease esteja sendo
ativada em algum momento do processo. Assim, € possivel que o tempo de anédlise
da atividade da caspase (8 h ap6s o estimulo), embora baseado na literatura, nao
seja adequado para nosso tipo celular. Pode ser que nesse tempo, a caspase 3 ja
tenha sido “alvo” da ativagdo das caspases iniciadoras, como descrito no Capitulo 1.
Outra possibilidade é que, nessas células, a caspase 3 seja menos importante que
as demais, mas, como o substrato que foi utilizado é especifico para a caspase 3,
ndo estariamos dosando a atividade da caspase principal. Nesse sentido, o relato
mostra que a ativagcdo da caspase 7, que tem funcdo proteolitica semelhante a da
caspase 3 sobre a-foldrina, gelsolin e ICAD (Porter & Janicke, 1999), pode dar
suporte a essa hipdétese e explicar essas alteracbes morfolégicas encontradas.
Finalmente, outra possivel explicacdo para a dissonancia entre as alteracdes
morfolégicas e a reducao da atividade da caspase 3 seria pela perda da polaridade
da membrana plasmatica, condensacdo da cromatina e degeneracdo do DNA,
causadas pelo fator indutor de apoptose mitocondrial (AIF) liberado pela mitocdndria
durante a apoptose independente de caspases (Daugas et ai, 2000; Doerfler et ai,
2000).

Assim, embora se evidencie uma reducdo da atividade de caspase 3 tanto
pelo NO quanto pelo taxol, nossos resultados, pelas razdes discutidas acima, néo
permitem assegurar que a apoptose induzida por esses dois compostos seja
totalmente independente da ativacdo de caspases, em vista do padrdo morfolégico
encontrado nas células. Entretanto, os dados sugerem que, mesmo na
eventualidade da participagdo importante de outras caspases na apoptose induzida
por NO e por taxol, a caspase 3 ndo parece ser a executora principal dessa
apoptose. Finalmente, vale lembrar que o efeito do NO e do taxol na caspase 3
consistiu de uma reducdo da atividade (da ordem de 50%), e, dessa maneira, a
parcela restante da caspase 3 ainda poderia ser responsavel por uma participacédo
substancial no fendmeno. O Esquema 4.2 ilustra algumas possibilidades para
explicar os efeitos citotoxicos do NO e do taxol, seja por mecanismos independentes

de caspases, seja pela ativacdo de caspases diferentes da caspase 3.
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Esquema 4.2: Sequéncia hipotética dos eventos pés-mitocondrial na apoptose causada pelo
NO.

NO, 6xido nitrico; AlF, fator indutor de apoptose; p53, proteina p53; Bcl-2, Bcl-xL e Bax, proteinas da
familia Bcl-2.



CAPITULO 5

ENVOLVIMENTO DA ATIVIDADE DO NF-kB NA CITOTOXICIDADE
CAUSADA PELO OXIDO NITRICO E PELO TAXOL EM CELULAS
LINFOBLASTICAS LEUCEMICAS

5.1 INTRODUCAO

A sobrevivéncia das células do nosso organismo é dependente da sua
habilidade em responder rapida e eficientemente a diferentes estimulos provenientes
do meio externo. Freqlentemente, isso ocorre por meio de mudancas no programa
de expressdo génica que conduz a sintese de proteinas relevantes.
Ocasionalmente, a resposta celular torna-se descontrolada e, em decorréncia disso,
pode ocorrer o aparecimento de células que ndo respondem adequadamente aos
estimulos normais, iniciando um processo de tumorigénese. As células eucaridticas
possuem varias vias de transducdo de sinais, que sdo os eventos que fazem a
ligacdo entre os estimulos externos e as mudancas especificas na expressao
génica. Uma dessas vias envolve a participacdo do fator de transcricdo NF-kB, que
responde rapidamente a varios estimulos de estresse (quimicos, fisicos, oxidantes,
etc.). O NF-kB tem um papel importante no desenvolvimento e na diferenciacao
celular, na apoptose e na resposta adaptativa a mudancas no balanco redox da
célula. Varios trabalhos demonstram que a regulacdo aberrante da ativacdo do NF-
kB esta associada a varias doengas, inclusive o cancer (Mercurio et ai. 1999).

O fator de transcricdo NF-kB (do inglés, Nuclear Factor kappa B) foi
originalmente descrito em linfécitos B maduros como sendo responsavel pela
transcricdo do gene da cadeia leve kappa da imunoglobulina, de onde advém seu
nome (Sen et ai, 1986). Durante algum tempo, acreditou-se que ele fosse exclusivo
de linfécitos B maduros e presente constitutivamente no ndcleo destas células. Mais
tarde, observou-se que o NF-kB, na grande maioria das células, estava no
citoplasma, associado a uma proteina inibitéria, a Ik-B, e, dessa forma, permanecia
inativo a maior parte do tempo. Isso se deve ao fato de que os primeiros ensaios
utilizavam apenas o0s nucleos celulares, o que impedia a visualizacdo do fator no

citoplasma.
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A ativacdo constitutiva do NF-kB ndo é uma caracteristica exclusiva dos
linfécitos B maduros, tendo um papel importante na manutencdo de fendtipos de
varias outras células ja diferenciadas, como, por exemplo, neurbnios, plasmacitos,
macrofagos, etc. (para uma revisdo, ver Ghosh et ai, 1998).

O NF-kB é um dimero formado por duas proteinas da familia Rei. Cinco
proteinas foram clonadas e caracterizadas em células de mamiferos: Rei A (também
conhecida como p65), c-Rel, Rei B, NF-kBi (p50/p105) e NF-kB2 (p52/p100). Do NF-
kB-, e NF-kB2 originam-se a p50 e a p52, por clivagem proteolitica. Entretanto, a
primeira molécula a ser descrita era constituida pelas subunidades p50 e p65. Por
isso, muitas vezes, essas subunidades sao referidas como sendo o préprio NF-kB, e
ndo apenas como uma das muitas formas variantes (revisto em Ghosh et al., 1998).
As diferentes combinacbes dos mondmeros protéicos conferem grande
especificidade no reconhecimento das sequéncias de DNA em cada variante e,
conseqientemente, regulacdo diferencial da expressao génica. Além disso, existe
diferenca na capacidade de transativacdo de cada tipo de NF-kB, ou seja, diferentes
combinag¢bes podem ser mais ou menos eficientes em induzir a expressdo de certos
genes, provavelmente por interagir de forma desigual com o complexo de transcricéo
basal e/ou outros fatores de transcricdo. Apesar de a grande maioria dos NF-kB
estar associada a ativacdo da transcricdo génica, certos dimeros podem funcionar
como complexos de inativagcdo ou repressdo da transcricdo de alguns genes. Dessa
forma, p50/p65, p50/c-Rel, p65/p65 e p65/c-Rel sdo ativadores de transcricdo,
enquanto os homodimeros p50 e p52 sado repressores (revisto em Ghosh et al.,
1998).

Cada membro dessa familia possui uma regido conservada de 300
aminoacidos chamada de RHD (do inglés, Rei Homology Domain). Nessa regiao
encontram-se 0s sitios responsaveis pela ligacdo ao DNA, associacdo ao |k-B e
dimerizacdo. Nessa regido também se encontra a seqiiéncia de localizacdo nuclear
gue, uma vez exposta, participa da translocacdo do fator do citoplasma para o
nicleo (revisto em Ghosh et al., 1998).

Como ja mencionado, a ativagdo do NF-kB é regulada pelo seu inibidor
citoplasmatico, o Ik-B. Véarios genes 1k-B foram identificados, como k-Bcx, k-B[3, Ik-
Bc e k-By. O produto desses genes tem como fungdo impedir a translocagdo do NF-

kB para o nuacleo. O 1k-B interage fisicamente com o NF-kB, blogueando a sua
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sequUéncia de reconhecimento no DNA. Diferentemente dos outros membros dessa
familia, o Bcl-3 estimula a transcricdo, pois interage com as subunidades p50 e p52
do NF-kB, promovendo sua localizacdo nuclear (para uma revisdo, ver Mayo et al.,
2000). Essas proteinas inibitérias possuem multiplas regiées de homologia,
chamadas de repeticdes de anquirina. Esses dominios sdo regides de interacao
proteina/proteina. A interacdo especifica entre as repeticbes de anquirinas e as
regibes RHD parece ser crucial na regulacdo do NF-kB. Além disso, essas
repeticdes de anquirina formam sitios de ligacdo entre as proteinas de membrana e
a tubulina, mostrando que o estado de ativacdo do NF-kB também pode ser
modulado pelo citoesqueleto. Rosette et al. (1995) demonstraram que a
despolimerizacao de microtibulos aumenta a degradacdo de Ik-B, ativando o NF-kB
e induzindo, assim, a expressao génica. Cada lk-B difere no nUmero de repeticdes
de anquirina, aparentemente influenciando na especificidade com que cada Ik-B liga-
se com os dimeros da familia Rei. Algumas proteinas da familia Rei, como o pl105 e
0 pl00, também apresentam os dominios com repeticbes de anquirina, podendo,
muitas vezes, ser classificadas como pertencentes a familia das |k-B (revisto em
Ghosh et al., 1998).

Como pode ser visto no Esquema 5.1, o NF-kB pode ser ativado rapidamente
por uma variedade de estimulos, incluindo citocinas inflamatérias, assim como TNF-
a e IL-1, sinais de ativagcdo de células T, fatores de crescimento, nrtégenos,
radiacdo e indutores de estresse. A ativacdo do NF-kB est4d associada,
normalmente, com a fosforilacdo do Ik-B, o que muda sua afinidade pelo NF-kB.
Recentemente, um complexo quinase conhecido como I|k-B quinase (IKK) foi
identificado e, quando ativado, fosforila os residuos Ser32 e Ser36 do k-Ba, o que
resulta na sua dissociacdo do NF-kB (para revisdo, ver Karin & Ben-Neriah, 2000).
Uma vez dissociado do seu inibidor, o NF-kB transloca-se para o nucleo, onde se
liga as seqliéncias especificas de DNA presentes nas regides regulatérias de genes
envolvidos nas respostas imunes, inflamatérias, controle de crescimento celular e
apoptose, modulando a transcricdo desses genes. Enquanto isso, o lk-B dissociado
do NF-kB sofre ubiquitinacdo, que o marca para ser degradado por um complexo

multienzimatico proteolitico, o proteasoma (revisto em Ghosh et al.,, 1998). A



degradacdo do IkB é controlada por trés complexos protéicos: kB quinase (IKK), kB

ligase da ubiquitina e 26S proteasoma (para revisao, ver Karin & Ben-Neriah, 2000).

Células tumorais apresentam uma variedade de mutacdes que afetam
varios processos, incluindo aqueles que sustentam o crescimento celular, seja pelo
bloqueio da inibicdo de crescimento e apoptose, reparo do DNA, seja permitindo que
a célula tumoral escape do sistema imunoldgico. As vias de sinalizacdo que controlam
a proliferacdo celular, sobrevivéncia e oncogénese sdo de fundamental importancia
para o entendimento da biologia tumoral. Aberragdes cromossdmicas que afetam a
estrutura ou expressao dos genes que controlam essas vias sédo frequentemente
encontradas no desenvolvimento e progressdo de tumores. Varios trabalhos mostram
que alteracdes génicas nos membros da familia NF-kB modificam as vias de controle
da transcricdo de proteinas que contribuem para o desenvolvimento tumoral e
metéstase. No cancer humano, os genes mais relevantes sdo os que codificam c-Rel,
NF-kB1 (pl05/p50), NF-kB2 (p100/p52) e Bcl-3, os quais estdo envolvidos com

rearranjos e amplificacdes génicas (para uma reviséo, ver Baldwin,2001).

Esquema 5.1: Ativacdo do NF-kB. NF-kB, fator nuclear kappa B; | kB,
proteina inibitéria do NF-kB; IKK, proteina quinase | kB.
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Muitos tipos de leucemias e linfomas humanos apresentam atividade
constitutiva do NF-kB no nlcleo. Essa ativacdo desregulada do NF-kB foi
identificada inicialmente na doenca de Hodgkin. Essa doenca € um tipo de linfoma
caracterizado pela presenca de células mononucleares de Hodgkin, de células
multinucleadas de Reed-Stemberg e de imunidade celular anormal. Essa persistente
atividade do NF-kB € critica para proliferacdo, resisténcia a apoptose e formacéo
tumoral (Bargou et al., 1997). Além das leucemias e linfomas, a atividade persistente
do NF-kB nuclear tem sido demonstrada em outros tipos de cancer, como cancer de
mama, colon, ovario, bexiga, entre outros (para uma revisdo, ver Rayet & Gélinas,
1999).

O NF-kB participa da oncogénese de duas formas: supressao da apoptose ou
inducdo de proliferacdo celular. O NF-kB induz a expressao de vérios inibidores de
apoptose, incluindo c-1API, C-IAP2, TRAF-1, TRAF-2, A20, IEX-1L e homdlogos de
Bcl-2Bfl-1/A1 e BclX (ver Esquema 5.2). O controle da proliferagao celular pelo NF-
kB deve-se, em parte, a ativacdo de fatores de crescimento, citocinas e outros
fatores envolvidos na resposta ao estresse, proliferacao celular e progressao do ciclo
celular, como, por exemplo, o c-myc e a ciclina D1. Além disso, o NF-kB participa da
expressdo de genes importantes na invasao tumoral e metastase (para uma revisao,
ver Rayet & Gélinas, 1999; Baldwin, 2001). Sendo assim, o uso de inibidores de NF-
kB, associado a quimioterdpicos usados correntemente na clinica oncoldgica,

podera abrir novos caminhos na terapia do cancer.

Esquema 5.2: Participacdo do NF-kB na oncogénese.

NF-kB, fator nuclear kappa B; C-IAP1 & 2, proteinas antiapoptoticas 1 e 2; A/Bfl-1 e Bcl-xl, proteinas
da familia Bcl-2.
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Recentes trabalhos demonstram o envolvimento do NO na regulacdo da
atividade do NF-kB. A ativacdo do NF-kB é essencial para a transcricdo do gene da
NOS induzida ou NOS2 (Xie et a/., 1994). O NO produzido pela iNOS, por um
mecanismo de feedback negativo, pode bloquear a ativagédo prolongada do NF-kB e,
dessa forma, controlar a transcricdo génica (Park et al.,, 1997; Taylor et ai, 1997,
Peng et ai, 1998; Sekkai et ai, 1998), limitando, por exemplo, a inflamac&o crénica
(Taylor et ai, 1997; Peng et ai, 1998). Interessantes analogias entre o NO e o NF-
kB vém sendo exploradas, principalmente no que diz respeito a apoptose, entretanto
muitas controvérsias surgiram, pois, enquanto alguns grupos de pesquisa
demonstram que o NO e o NF-kB estdo envolvidos com protecdo das células contra
apoptose, outros mostram justamente o inverso (revisto em Krdncke et ai, 1997,
Wong, 1998; Janssen-Heining et ai, 2000). Como ja citado, os efeitos citotdéxicos do
NO sdo dependentes da sua concentracdo e do tipo celular; conseqientemente, a
ativacdo ou a inibicdo do NF-kB podem ser observadas em resposta ao NO (para
uma revisdo, ver Janssen-Heining et ai, 2000). Por exemplo, baixas concentracfes
de NO ou de doadores relacionados (0,1 a 10 *M) ativam o NF-kB em linfocitos
humanos (Lander et ai, 1993); entretanto, altas concentragbes (0,2 a 0,5 mM)
inibem a ativacdo do NF-kB em hepatécitos (Taylor et ai, 1997), células T (Sekkai et
ai, 1998), células endoteliais (Peng et ai, 1995) e células musculares lisas (Shin et
ai, 1996). Experimentos in vitro mostram que o NO em altas concentracdes impede
a ligacdo dos heterodimeros do NF-kB, p50/p65 e dos homodimeros p50 e p65 ao
DNA (Matthews et al., 1996); no entanto, o0 mecanismo preciso pelo qual o NO inibe
a ativacao do NF-kB ainda € controverso. Varios mecanismos foram propostos, entre
eles através da S-nitrosilacdo da cisteina 62 da subunidade p50, critica para a
ligacdo do NF-kB ao nucleo em células respiratérias humanas e macréfagos murinos
(Marshall & Stamier, 2001), ou através da interacdo do NO com sulfidrilas de
proteinas, formando S-nitrosotidis, o que pode resultar na inativacdo de proteinas
sensiveis a oxirredugdo, tais como enzimas, receptores e fatores de transcricao,
incluindo o NF-kB (Matthews et ai, 1996; Arnele & Stamier, 1995; Zhang et ai,
1999), ou ainda através da oxidacdo direta de subunidades do NF-kB, o que diminui
sua dissociagdo com o I-kB, impedindo sua translocacdo e/ou ligagdo com o DNA
(Zhang et ai, 1999). Por outro lado, o NO pode ativar o NF-kB, o que pode ocorrer

de duas maneiras: a) por um mecanismo indireto, ou seja, através da S-nitrosilacéo
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do residuo de cisteina no dominio de ligacdo da proteina p2lras a guanina, que induz
a ativacdo do NF-kB (Lander et ai, 1995); ou b) por estimulacdo da atividade da
IKKa (para uma reviséo, ver Bogdan, 2001).

Em sintese, nossos resultados até aqui mostram que o NO e o taxol induzem
apoptose em células linfoblasticas leucémicas por uma via que parece ser
independente da ativacao de caspases. Além disso, o NO e o taxol parecem ter o
mesmo mecanismo de ac¢do na inducdo de apoptose nessas células. Embora a
morte celular causada por esses dois compostos ndo pareca depender de alteracdes
no citoesqueleto, como o taxol liga-se a tubulina e estabiliza os microtabulos, pode-
se, ainda, supor que isso cause alguma alteracdo na fisiologia celular. O
citoesqueleto tem papel fundamental no controle de translocacdo do NF-kB para o
ndcleo, pois a estabilizagcdo do Ik-B depende da sua ancoragem nos microtubulos
pelo dominio de repeticAo de anquirinas presentes no inibidor. Sendo assim, a
despolimerizacdo dos microtiubulos promovida pelo taxol leva a dissociacdo do k-B
do dimero, com consequente ativacdo do NF-kB (Rosette et ai, 1995). No entanto,
Huang et al. (2000) defendem a hipo6tese de que a ativacdo do NF-kB pelo taxol é
independente da sua agdo sobre o citoesqueleto. Por outro lado, Spence et ai
(1999) demonstraram que o taxol, em concentracdes baixas (5 (jM), inibe a atividade
do NF-kB em fibroblastos murinos NIH3T3 e células embrionarias de rim humano
293; porém, em concentracfes altas (30 pM), aumenta a atividade do NF-kB.

Com base nessas informagfes e nas evidéncias da participacdo do NF-kB no
controle da apoptose em diferentes tipos de células, o proximo foco de investigacao
foi analisar o possivel envolvimento do NF-kB na apoptose induzida pelo NO e pelo
taxol. Como jA& mencionado, varias células tumorais apresentam atividade
constitutiva do NF-kB, o que lhes confere algumas caracteristicas inerentes ao
desenvolvimento neopldsico, como indiferenciacdo, proliferacdo e resisténcia a
apoptose. Entdo, inicialmente, foram investigadas a presenca e a importancia da
atividade constitutiva do NF-kB na sobrevivéncia das células leucémicas
linfoblasticas. Como néo existem inibidores seletivos para NF-kB, foram utilizados
como ferramentas farmacolégicas o PDTC, o TLCK e o TPCK, bem demonstrados
na literatura como sendo inibidores da atividade do NF-kB. Constatadas a presenca
e a importancia da atividade constitutiva do NF-kB na sobrevivéncia dessas células,

0 segundo aspecto a ser analisado foi verificar se a apoptose induzida pelo NO e
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pelo taxol envolvia a ativagcdo ou a inibicdo da atividade do NF-kB. Para isso,
inicialmente, foi avaliado se os inibidores da atividade do NF-kB alteravam a
citotoxicidade causada pelo NO e pelo taxol nas células leucémicas linfoblasticas L-
1210 e CEM; posteriormente, a atividade do NF-kB foi confirmada com ensaio mais
especifico para tal, o ensaio de deslocamento em gel (EMSA). Os resultados desses
experimentos nos sugeriram que a atividade constitutiva do NF-kB era de
fundamental importancia para a sobrevivéncia dessas células. Entdo, buscando
esclarecer melhor a correlacdo entre a inibicdo da atividade constitutiva do NF-kB e
a morte celular nas células leucémicas linfoblasticas, realizamos curvas
concentracao-resposta de NO, taxol e PDTC, ou associacdo de concentracdes
sublimiares, isto €, n&o-citotoxicas, de NO e taxol, que foram analisadas no

immunoblotting para c-Rel paralelamente a viabilidade celular.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Reagentes

O meio de cultura e o soro fetal (SFB) foram adquiridos da GIBCO (Séao
Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-p9nicilamina (SNAP) foi preparado em nosso
laboratério, segundo o método de Field et al. (1973). O taxol foi gentiimente doado
pela Bristol-Myers Squibb (Sao Paulo, Brasil). O LPS de E. coli sorotipo 0111:B4, o
pirrolidinaditiocarbamato (PDTC), o Na-p-tosil-L-lisina clorometilcetona (TLCK) e o
N-tosil-L-fenilalanina clorometilcetona (TPCK) foram adquiridos da Sigma Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA). Todas as solucdes foram preparadas em meio de cultura,

exceto o PDTC, que foi dissolvido em dimetil sulféxido (DMSO).

5.2.2 Linhagens Celulares
Foram utilizadas as linhagens de células leucémicas linfoblasticas 1210 (de
origem murina) e CEM (de origem humana). As células leucémicas foram mantidas

como descrito anteriormente, na secdo Material e Métodos do Capitulo 2.
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5.2.3 Tratamentos

5.2.3.1 Inibidores de NF-kB

Concentragdes crescentes de PDTC, de TLCK e de TPCK foram adicionadas
as células L-1210 em volume maximo de 20 jjL. As células foram incubadas durante
24 h a 37°C, com 5% de CO02 Ao final desse periodo, foi avaliada a viabilidade

celular pelo método do MTT.

5.2.3.2 Associacao de PDTC, de TLCK e de TPCK com SNAP ou taxol

O TLCK (10 pM) e o TPCK (10 mM) foram adicionados separada ou
juntamente com o SNAP (300 pM) ou taxol (10 pM) as células leucémicas
linfoblasticas L-1210. O PDTC (0,1, 0,3 e 1 pM) foi adicionado separada ou
simultaneamente ao SNAP (100, 300 e 1000 pM) ou taxol (1,10 e 30 pM) as células.
Apoés a adicdo dos compostos, as células retornaram a estufa, onde foram incubadas
durante 24 h, nas condicdes descritas anteriormente. A viabilidade celular foi

avaliada pelo método do MTT.

5.2.3.3 Associacao de LPS com SNAP, taxol ou PDTC

O LPS (100 ng/ml) foi adicionado separada ou simultaneamente ao SNAP (1
mM), taxol (10 pM), ou PDTC (1 pM) as células leucémicas linfoblasticas L-1210.
Ap6s a adicdo dos compostos, as células foram incubadas durante 24 h, nas
condi¢cdes descritas anteriormente. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT.

5.2.4 Viabilidade Celular (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT, conforme descrito em

Material e Métodos do Capitulo 2.
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5.2.5 Preparacdo de Extrato Nuclear

O extrato nuclear foi obtido por processo de lise (Dignam et ai, 1983). ApGs o
tratamento de 2 h com os compostos estudados, a 37°C, com 5% de C02, as placas
contendo as células foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido, e adicionado,
entdo, PBS. Esse procedimento foi repetido trés vezes. Finalmente, o pellet celular
foi ressuspenso com 900 |j| de tamp&o A gelado (10 mM HEPES, pH 7,9, 10 mM
KCIl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM ditiotreitol e 0,5 mM PMSF). Apés 15 min
de incubacdo no gelo, foram acrescentados 100 |jl de NP-40 0,5%, e os nucleos
foram obtidos por centrifugacdo a 1.800 x g durante 5 min, a 4 °C. O pellet nuclear
foi lavado com tampéao A e centrifugado a 4.000 x g por 5 min, a 4°C. Ao pellet
nuclear foram adicionados 100 pl de tampao C (20 mM HEPES, pH 7,9, 400 mM
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM ditiotreitol, 1 mM PMSF, 1 pg/ml pepstatina,
1 pg/ml leupeptina e 20% glicerol). Depois de 30 min de incubacdo no gelo, os
extratos nucleares foram obtidos apdés a separacdo do sobrenadante por
centrifugacdo a 12.000 x g, 10 min, a 4°C, e armazenados a -70°C. A proteina do

extrato nuclear foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

5.2.6 Ensaio da mobilidade por deslocamento em gel pela ligacdo de extratos

nucleares com o oligonucleotideo consenso para NF-kB

Nesse ensaio, oligonucleotideos de dupla fita com consenso para NF-kB
marcados com isétopos radioativos sdo adicionados as amostras, e, depois, 0
complexo proteina-DNA € submetido & eletroforese em gel ndo-desnaturante. Na
presenca do dimero do NF-kB, a proteina se liga ao DNA e, dessa maneira, diminui
a mobilidade eletroforética. Inicialmente, os oligonucleotideos de dupla-fita com
consenso para NF-kB (5- AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG C-3’,10 pmol) foram
marcados com 40 pCi [y-32P] ATP (3.000 Ci/mi) na presenca de 20 U de T4
polinucleotideo quinase por 1 h, a 37°C. Depois, quantidades iguais de proteinas dos
extratos nucleares de células leucémicas linfoblasticas L-1210 (5 pg) foram
adicionadas a mistura de reacao, contendo 1,5 pg poli(dl-dC:dI-dC) (Amersham
Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK), 4 pl tampdo (50 mM HEPES, pH 7,9,

20% glicerol, 5 mM EDTA, 5 mM ditiotreitol, 0,5 pg BSA) e 40.000 cpm do
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oligonucleotideo de consenso para NF-kB (5- AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG
C-3’, Santa Cruz Biotechnology, USA) ou do oligonucleotideo mutante (5- AGT TGA
GGC GAC TTT CCC AGG C-3’, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), num
volume final de 20 |j, e incubadas a temperatura ambiente por 30 min.
Posteriormente, os complexos proteina-DNA foram submetidos a eletroforese em gel
nao-desnaturante (4% de acrilamida), e a mobilidade foi visualizada pela exposicao

do gel seco ao filme Kodak X-Omat.

5.2.7 Ensaio de immunoblotting para NF-kB (c-Rel)

Para estudar a atividade do NF-kB, usamos o extrato nuclear das células
leucémicas linfoblasticas L-1210. Os extratos nucleares foram desnaturados em
tampado de amostra (50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 10%
glicerol, e 0,001% azul de bromofenol), aquecidos em banho de agua fervente por 3
min. As proteinas dos extratos nucleares (30 pg) foram separadas por eletroforese
em gel de poliacrilamida/SDS a 12% (Laemmli, 1970). Depois, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Pure, Amersham
Pharmacia Biotech, San Francisco, CA, USA), seguidas de bloqueio com Tween-
TBS (20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 500 mM NaCl, 0,1% Tween-20) e imunomarcagao
com anticorpo primario especifico anti-c-Rel de coelho (em diluicdo de 1:500;
StressGen Biotechnologies Co. Victoria, BC, Canada). Depois de extensivas
lavagens com Tween-TBS, a identificacdo da proteina c-Rel foi realizada por meio
da incubacdo por 1 hora com anticorpo secundario anti-lgG biotina-conjugado de
coelho (em diluicdo de 1:1.000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) e com
estreptavidina conjugada com peroxidase (diluicdo dé 1:1.000; Caltag Laboratories,
Burlingame, CA, USA). As proteinas imunorreativas foram visualizadas com o
corante 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA), que, na
presenca de H2 2 e da peroxidase ligada ao anticorpo secundario, é oxidado,
formando um precipitado de cor castanha. Finalmente, as bandas de proteinas
marcadas foram quantificadas por densitometria usando-se o programa Scion Image
Software (Scion Co., MD, USA).
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5.2.8 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro-padrao da média (EPM).
Cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes, com resultados semelhantes.
Para a analise estatistica foi utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Efeito citotdxico dos inibidores de NF-kB sobre células leucémicas

A incubacdo de células L-1210 com concentracdes crescentes de inibidores
de NF-kB resultou na diminuicdo do numero de células viaveis de maneira
concentragcdo-dependente (Figura 5.1). O PDTC apresentou maior citotoxicidade
para as células leucémicas do que o TLCK ou o TPCK. Por exemplo, na
concentracdo de 10 pM de PDTC, houve diminuicdo de 90% * 0,1% de células
viaveis, enquanto, na mesma concentracdo, o TLCK e o TPCK diminuiram apenas

30% * 6% e 23% + 5% o numero de células viaveis, respectivamente.
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Figura 5.1: Efeito citotdoxico dos inibidores de NFkB em células de linhagem leucémica
linfoblastica.

O PDTC, o TPCK e o TLCK foram adicionados as células e incubados por 24 h, conforme descrito
na secdo Material e Métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade
Optica do grupo-controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a
média £ EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros
experimentos idénticos. * Diferencga estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, p <
0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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5.3.2 Efeito do PDTC, TLCK e TPCK sobre a citotoxicidade causada pelo NO ou

pelo taxol

O PDTC foi citotoxico de maneira concentracdo-dependente para as células
L-1210 e CEM. O efeito maximo observado foi com 1 (M de PDTC (54% + 4% e
67% * 1% de morte para L-1210 e CEM, respectivamente). Entretanto,
concentracbes mais baixas de PDTC (300 nM) ja foram suficientes para causar
morte celular (30% += 6% e 36% + 1% de células mortas para L-1210 e CEM,
respectivamente; Figura 5.2, Painel E, L-1210, e Painel F, CEM). A co-incubacao de
PDTC com SNAP potencializou o efeito citotéxico do NO para ambas as linhagens
de células leucémicas (Figura 5.2, Painel A, L-1210, e Painel D, CEM). Por exemplo,
a co-incubacédo de L-1210 e CEM com concentra¢cdes ndo-citotoxicas de SNAP (100
fiM) e PDTC (300 nM) causou 50% * 1% e 60% = 1% de morte celular,
respectivamente. O efeito potencializador do PDTC foi ainda mais evidente na
presenca do taxol (Figura 5.2, Painel B, L-1210, e Painel D, CEM), onde observamos
que o efeito citotoxico do taxol (1 |jM, concentracdo que mata apenas 18% + 1% e
17% + 1% de células L-1210 e CEM, respectivamente) foi muito potencializado na
presenca de PDTC (300 nM; 82% * 1% e 81% + 1% de morte celular).

O TLCK e o TPCK néao alteraram os efeitos citotoxicos causados pelo NO ou
pelo taxol (Tabela 5.1).

5.3.3 Bloqueio da ativacdo do NF-kB pelo SNAP e pelo taxol em células

leucémicas

Como pode ser observado na Figura 5.3, as células L-1210 nao tratadas
apresentaram uma pequena, mas detectavel, ligacgdo do NF-kB ao DNA (atividade
do NF-kB, vista na linha 1 do auto-radiograma); entretanto, as células incubadas
com SNAP (1mM), com taxol (10 [jM) ou com PDTC (1 [jM), isoladamente ou em
associacdo, nao apresentaram atividade de NF-kB. Como controles positivos,
células tratadas com LPS ou PMA apresentaram forte atividade do NF-kB. Vale
ressaltar que os extratos nucleares tratados com PMA e oligonucleotideos mutados
ndo apresentaram atividade do NF-kB, demonstrando especificidade do sitio de

ligacdo do NF-kB ao DNA.
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Figura 5.2: Efeito do PDTC sobre a citotoxicidade causada pelo SNAP ou taxol em linhagens
de células leucémicas.

As células usadas foram de linhagem murina L-1210 (Painéis A e B) e de linhagem humana CEM
(Painéis C e D). O SNAP ou taxol foram adicionados as células na presenca ou na auséncia de
PDTC e incubados por 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade
Optica do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a
média £+ EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em trés outros experimentos
idénticos. ‘ Estatisticamente diferente do controle e * estatisticamente diferente das concentracdes
de SNAP ou taxol sem PDTC, p < 0,05, ANOVA seguida de teste t de Bonferroni.
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Tabela 5.1: Efeito do TLCK e do TPCK na citotoxicidade causada pelo SNAP ou pelo taxol em
células linfoblasticas leucémicas murina L-1210.

Compostos % células viaveis
Controle 100
TLCK (10 AM) 60 £6 *
TPCK (10 AM) 66 £7 *
SNAP (300 \xM) 89 13

+ TLCK (10 *M) 41 +4 *

+ TPCK (10 pM) 10+4 *
Taxol (10 jiM) 06 +4 *

+ TLCK (10 nM) 5045 *

+ TPCK (10 [iM) 45 £3 *

NOTA: As células foram plaqueadas (5 x 109po¢o) em placas de 96 po¢os, como descrito em
Material e Métodos. Os compostos foram adicionados, e as células foram incubadas por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo-controle
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média £+ EPM de trés
amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos
idénticos. * Estatisticamente diferente do controle p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de
Bonferroni.

5.3.4 Efeito do NO e do taxol sobre a atividade do NF-kB e a relagcdo com a

morte de células leucémicas linfoblasticas

Como pode ser observado na Figura 5.4, Painéis A-C, as células L-1210
apresentaram atividade constitutiva do NF-kB (c-Rel), e concentracdes baixas de
PDTC (0,1 pM) foram suficientes para inibir completamente essa atividade
constitutiva (Painel C). No entanto, o SNAP e o taxol sé inibiram a atividade
constitutiva do NF-kB nas concentracdes de 300 pM e 10 pM, respectivamente.
Comparativamente, o NO e o taxol, nessas mesmas concentra¢des, inibiram 80% =+
2% e 75% + 2% da atividade constitutiva do NF-kB, respectivamente, quando
comparadas ao controle; entretanto, nessas mesmas concentragdes, causaram
apenas 30% de morte celular. Em relagdo ao PDTC, foi observado o mesmo perfil,
isto é, concentracbes baixas de PDTC (0,1 pM) inibiram completamente a atividade
do NF-kB; no entanto, a morte celular sé foi observada em concentragdes acima de
1 pM. O LPS (100 ng/ml) aumentou 2,5 vezes a atividade do NF-kB nas células L-

1210 e néo alterou a viabilidade celular em relacdo ao controle.
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Figura 5.3 : Bloqueio da ativacdo do NF-kB pelo SNAP e pelo taxol em células L-1210.

As células foram incubadas com os compostos por 2 horas e, em seguida, foram obtidos os extratos
nucleares. O ensaio de deslocamento da ligacdo em gel com extratos nucleares de células L-1210 foi
realizado como descrito em Material e Métodos. Linha 1. células controle; linha 2: PMA (200 nM);
linha 3: LPS (100 ng/ml); linha 4: PDTC (1 [jM); linha 5: SNAP (1 mM); linha 6: SNAP (1 mM) +
PDTC (1mM); linha 7: taxol (10 [jM); linha 8: taxol (10 (jM)+ PDTC (1GM); linha 9: SNAP (1 mM) +
taxol (10 pM); linha 10: células estimuladas com PMA e incubadas com oligonucleotideo mutante
para NF-kB. As posi¢cdes do complexo DNA/NF-kB e da sonda livre estdo indicadas.



67

C SNAP (fiM) LPS (ng/ml) Taxol (NM) PDTC (h-M)
:'a:ig \>/>\{ a!nlé m H
% 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
2701 A pL, 125-B 125-iC
2501
125t 100 100-
100 75H 75-
6 s 50 50
50- x «

25. 25- 25- a .
0 -0 D 0 U u D

0 3 30 300LPS 0 01 1.0 10 0 01 1.0 10

125-i F

100

75-

50-

25-
_ U
0 3 30 300 LPS 0 01 1 10 0 01 1 ].0
SNAP (|im) Taxol (JuM) PDTC (nM)

Figura 5.4: Efeito do SNAP e do taxol sobre a atividade do NF-kB nuclear e citotoxicidade nas células L-
1210.

As células foram incubadas com os diversos compostos por 2 h, e os extratos nucleares foram obtidos por lise
celular. O immunobiotting para o NF-kB foi realizado usando anticorpo primario anti-c-Rel de coelho, como
descrito em Material e Métodos. Os painéis de A a C correspondem a densitometria das areas imunorreativas
e os de D a F correspondem a viabilidade celular dos mesmos grupos de compostos usados para no
immunobiotting, porém com 24 h de incubacdo. Cada ponto representa a média + EPM de trés amostras. Os
mesmos resultados foram obtidos em trés outros experimentos idénticos. * Estatisticamente diferente do
controle, p < 0,05 ANOVA seguida de teste t de Bonferroni.
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5.3.5 Efeito do LPS sobre a citotoxicidade causada pelo NO, pelo taxol e pelo
PDTC

Os resultados apresentados na Tabela 5.2 mostram claramente que a adicao
de LPS 100 ng/ml ndo alterou o efeito citotdxico do SNAP, do taxol ou do PDTC.
Embora ndo esteja demonstrado na Tabela 5.2, a adicdo do LPS, 2 h antes dos

outros compostos, apresentou resultados semelhantes.

Tabela 5.2: Efeito do LPS sobre a citotoxicidade causada pelo SNAP, pelo taxol e pelo PDTC
em células leucémicas murinas L-1210.

Composto % células viaveis
Controle 100
SNAP (ImM) 40 +9 *
SNAP (ImM) + LPS (100 ng/ml) 3914
Controle 100
Taxol (10 jiM) 175
Taxol (10 nM) + LPS (100 ng/ml) 7512
Controle 100
PDTC (1 nM) 396 *
PDTC (1 nM) + LPS (100 ng/ml) 29t2*

NOTA: As células foram plaqueadas (5 x 109po¢o) em placas de 96 pocos, como descrito em
Material e Métodos. Os compostos foram adicionados, e as células foram incubadas por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade Gptica do grupo-controle
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média + EPM de trés amostras.
Os mesmos resultados foram obtidos em trés outros experimentos idénticos. * Estatisticamente
diferente do controle, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.

5.3.6 Efeito da associacdo do SNAP e taxol na atividade do NF-«B

Essa série de experimentos (Figura 5.5) mostra que concentracdes nao
citotéxicas de SNAP (300 jjM) e de taxol (10 jjM), quando adicionados separada ou
simultaneamente as células L-1210, diminuiram a atividade constitutiva do NF-kB. A
associacdo desses compostos diminuiu 80% * 4% da atividade constitutiva do NF-

kB e causou 75% * 9% de morte celular, quando comparados ao controle.
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Figura 5.5: Efeito da associacdo do SNAP e do taxol na atividade do NF-kB e citotoxioidade nas
células L-1210.

As células foram incubadas com SNAP e taxol separada ou conjuntamente por 2 h, e entdo, foram
lisadas para obtencdo dos extratos nucleares. O immunoblotting para o NF-kB foi realizado usando
anticorpo primario anti-c-Rel de coelho, como descrito em Material e Métodos. O Painel A
corresponde a densitometria das areas imunorreativas; o Painel B corresponde a viabilidade celular
dos mesmos grupos de compostos usados no immunoblotting, porém com 24 h de incubacdo. Cada
ponto representa a média £+ EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em trés

outros experimentos idénticos. * Estatisticamente diferente do controle p < 0,05 ANOVA, seguida de
teste ide Bonferroni.

5.4 DISCUSSAO

Vérios fatores contribuem para determinar se uma célula entrara em apoptose
ou ndo. Dentre esses fatores, o NF-kB ocupa posicdo de destaque, pois ele esta
envolvido na transcricdo de vérias proteinas, tanto pré- como antiapoptoticas (Foo &
Nolan, 1999). Entretanto, o mecanismo de regulacdo que define qual proteina sera
transcrita ainda nao esta esclarecido, especialmente quando se refere a células
tumorais, pois muitos tipos de tumores apresentam atividade constitutiva do NF-kB
como consequUéncia de translocacdes e delecdes nos genes do NF-kB e I-kB
(Gilmore et ai, 1996). O papel do NF-kB na morte de células tumorais ainda é
controverso, pois algumas drogas antitumorais tém explicado seus efeitos citotoxicos

pela ativacdo do NF-kB (Hwang & Ding, 1995). Outros trabalhos, entretanto,
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mostram que a ativacdo do NF-kB por quimioterapicos suprime a morte celular,
levando a quimiorresisténcia (revisto em Mayo & Baldwin, 2000).

Portanto, nesse segmento do trabalho, buscando compreender melhor o
mecanismo de inducdo de apoptose causado pelo NO e pelo taxol, estudamos se o
efeito citotéxico desses compostos poderia ocorrer através do NF-kB. Nossos
resultados mostraram que compostos conhecidos por inibirem o NF-kB, como 0
PDTC (Schreck et ai, 1992), o TLCK (Schini-Kerth et ai, 1997) e o TPCK (Henkel et
ai, 1993), foram citotoxicos de maneira concentracao-dependente para as células
leucémicas. Esses dados sugerem a presenca de uma atividade constitutiva do NF-
kB nessas células, de forma similar ao encontrado para leucemia de células T (Mori
et ai, 1999), e sugerem também que essa atividade estd relacionada com a
sobrevivéncia dessas células. Entretanto, dos compostos estudados, o PDTC
mostrou-se o mais potente. Embora nossos dados ndo possam responder o porqué
dessa diferenca, uma possivel explicacdo seria o fato de que nenhum dos inibidores
da atividade do NF-«kB atua direta e seletivamente sobre o fator. Na literatura, muitos
mecanismos de acdo foram propostos para explicar o efeito inibitério desses
compostos sobre o NF-kB. Por exemplo, embora o0 modo de acdo do PDTC néao
esteja totalmente esclarecido, Schereck et ai (1992) sugeriram que o PDTC
suprimia reversivelmente a liberacdo da subunidade kB da forma citoplasmética
latente do NF-kB, bloqueando, assim, sua ativagcdo. Duas explicagcdes foram
propostas para justificar essa supressdo: a) sequestro de espécies reativas de
intermediarios do oxigénio (Schereck et ai, 1992), ou b) através da propriedade
guelante de metais, comuns aos ditiocarbamatos como o PDTC (Pinkus et ai, 1996).
Enfim, sdo muitas as evidéncias a respeito da capacidade do PDTC em causar
inibicdo da atividade do NF-kB em resposta a diferentes estimulos. O efeito inibitério
do TLCK e do TPCK sobre a atividade do NF-kB é explicado por meio do bloqueio
da degradacao do IkB pelo proteosoma, impedindo, assim, a translocacdo do NF-kB
para o0 nucleo. H& também evidéncias de que os compostos da classe das
clorometilcetonas também interferem em outros mecanismos de transducdo de sinal
(Henkel et ai, 1993; Schini-Kerth et ai, 1997).

Diferentemente do TLCK e do TPCK, a co-incubacdo de PDTC com NO
potencializou o efeito citotoxico do NO e do taxol para as linhagens de células

leucémicas. Esses resultados sugerir que o sinergismo entre o PDTC e o NO ou
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taxol poderia estar causando morte celular pela inibicdo da atividade basal do NF-
kB. De fato, essas primeiras evidéncias foram confirmadas no ensaio de mobilidade
por deslocamento em gel para NF-kB, onde se viu que, de fato, as células
leucémicas apresentam atividade constitutiva do NF-kB e que esta atividade
constitutiva foi inibida pelo NO e pelo taxol, seja de maneira isolada ou associada.
Além disso, nossos resultados também indicam que a inibicdo da atividade do NF-kB
pelo NO e pelo taxol ndo envolve o blogueio de degradacdo do I-kB pelo
proteasoma, diferentemente do mecanismo de inibicdo do NF-kB pelo NO, sugerido
por Kolb (2000), pois a co-incubagcdo com bloqueadores do proteasoma nao
alteraram a apoptose induzida pelo NO e pelo taxol.

Mutacdes no k-Ba detectadas no linfoma de Hodgkin sugerem a presenga da
atividade constitutiva do NF-kB nas células de Hodgkin (para uma revisdo, ver
Baldwin, 2001). A presenca constitutiva do NF-kB em células neoplasicas pode
conferir resisténcia a apoptose e a quimioterapia. Dependendo do estimulo e da
célula, o NF-kB pode ser um fator antiapoptotico, por meio da expressdo de
proteinas antiapoptéticas, como a TRAF 1 e 2, ou c-IAP 1 e 2, que blogueiam a
caspase 8 (Wang et ai, 1996), ou da expressdo de membros da familia Bcl-2, que
controlam a liberagcdo do citocromo ¢ da mitocondria (para uma revisao, ver Mayo &
Baldwin, 2000). A expressao constitutiva do membro da familia Bcl-2, o Al/Bf!-1,
inibe a apoptose em linfécitos B derivados do c-Rel mutado em camundongos,
sugerindo que a ativacdo constitutiva do NF-kB, nesses casos, € importante para a
sobrevivéncia dessas ceélulas (Grumont et al.,, 1999). O c-Rel codifica um potente
ativador transcripcional de genes, que localiza o sitio de ligagdo do NF-kB no DNA.
A amplificagdo do gene humano c-Rel no cromossoma 2p14-15 foi observada em
varias neoplasias hematoldgicas, como no linfoma difuso de grandes células (DLLC),
no linfoma primario mediastinal de células B e no linfoma primario de grandes
células. Embora ainda nédo esteja claro se a amplificagdo do gene c-Rel inicia o
processo de transformagdo ou progressdo do tumor, ele esta freqlentemente
associado com o0s estagios avancados da doenca. Em linfomas humanos, a
alteracdo mais observada no c-Rel é a amplificacdo do gene, mas também podemos
encontra-lo “rearranjado” em linfoma folicular e em linfoma difuso de grandes células
(para uma revisdo, ver Rayet & Geélinas 1999). A presenca constitutiva do c-Rel no

nucleo das células linfoblasticas leucémicas L-1210 foi detectada por meio do ensaio
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de immunoblotting para c-Rel. Porem, embora o NO e o taxol inibam a atividade do
NF-kB, contendo a subunidade c-Rel, nessas células, o dado fundamental deste
bloco de resultados € o de que ndo parece haver uma relacdo direta entre a inibicao
do NF-kB e a morte celular. Essa afirmativa é baseada no exame comparativo dos
resultados dos experimentos de immunoblotting com os da viabilidade celular. Como
visto, o NO e o taxol, nas concentracbes de 300 e 10 jjM, respectivamente,
causaram apenas 30% de morte celular e, no entanto, nessas mesmas
concentracdes, virtualmente anularam a atividade constitutiva do NF-kB (80% e
75%, respectivamente). Em relacdo ao PDTC, observamos o mesmo, isto €,
concentracfes muito baixas de PDTC (0,1 [jM) inibiram completamente a atividade
do NF-kB, enquanto morte celular s6 foi vista com concentracdes de 1 (jM. Apesar
de o PDTC apresentar um efeito citotoxico importante ou, ainda, aumentar o efeito
causado pelo NO e pelo taxol contra células leucémicas, ndo podemos atribuir esse
como antioxidante ou quelante de metais (Nobel et ai, 1995), ou, por exemplo,
ativando c-Jun N-terminal quinase (JNK; Chen et ai, 1999). Outra razdo pela qual
parece ndao haver uma relacdo direta entre niveis de atividade do NF-kB e a morte
celular foi a observacdo de que células incubadas com LPS aumentam 2,5 vezes a
atividade do NF-kB, mas, no entanto, esse aumento da atividade do NF-kB né&o
protege as células dos efeitos citotoxicos do SNAP, do taxol e do PDTC. Sendo
assim, concluimos que a apoptose causada nas células leucémicas pelo NO e pelo
taxol ndo parece ser diretamente dependente da inibicdo do NF-kB. Por outro lado,
ndo podemos afirmar que a presenca da atividade constitutiva da subunidade c-Rel
e de outros membros da familia Rei ndo esteja relacionada com a expressdo génica
de proteinas antiapoptdticas.

Esse conjunto de informacdes confirma nossa hipétese de que o NO e o taxol
possam ter o mesmo mecanismo de acdo na inducdo de apoptose em células
leucémicas linfoblasticas, o que € reforcado pela analise do immunoblotting para NF-
kB realizado em paralelo ao experimento de citotoxicidade, em que mostra que NO e
taxol, associados ou ndo, foram capazes de inibir consideravelmente a atividade do
NF-kB. Assim, nossos resultados mostram que ocorreu um sinergismo dos dois
compostos em relacdo a citotoxicidade, mas ambos ja haviam inibido

substancialmente a atividade do NF-kB, reafirmando que o mecanismo pelo qual o
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NO e o taxol causam morte parece ndo guardar uma relacdo direta com a atividade
do NF-kB.

z

Nossos resultados demonstram que a atividade do NF-kB ndo é um fator
determinante para a proliferacdo e/ou resisténcia a apoptose em células tumorais
leucémicas, revelando quéao complexos sao os mecanismos intracelulares de defesa
de uma célula tumoral. Provavelmente, a inibicdo da atividade constitutiva do NF-kB
pelo NO e pelo taxol € apenas um dos mudltiplos fatores que contribuem para o
esgotamento das defesas intracelulares e que, finalmente, levam as células a

apoptose.



CAPITULO 6

PAPEL DA GLUTATIONA NA CITOTOXICIDADE CAUSADA PELO
OXIDO NITRICO E PELO TAXOL EM CELULAS LINFOBLASTICAS
LEUCEMICAS

6.1 INTRODUCAO

Niveis adequados de glutationa reduzida (GSH) intracelular sdo cruciais para
o funcionamento de sistemas de defesa importantes contra agentes pré-oxidantes,
para a metabolizacdo de drogas téxicas eletrofilicas e na modulacdo das respostas
imune e inflamatéria (para uma revisdo, ver Wang & Ballatori, 1998; Rahman &
MacNee, 2000).

A glutationa reduzida (GSH) é um tripeptideo (L-glutamil-L-cisteinil-L-glicil)
gue contém o residuo de cisteina um grupamento tiol (sulfidrila), importante para o
desempenho das funcdes do GSH. O estado redox da GSH é critico para varios
eventos biolégicos, tais como ativacdo transcricional de genes especificos,
modulacdo da transducdo de sinais sensiveis a variacdo do ambiente redox,
regulacdo da proliferacdo celular, da apoptose e da inflamagédo (para uma reviséo,
ver Rahman & MacNee, 2000). Os niveis intracelulares de GSH dependem do
balanco entre o consumo (na verdade, oxidacdo) e a sintese “de novo”. Como pode
ser visto no Esquema 6.1, a GSH ¢é sintetizada em todas as células de mamiferos
(Meister & Tate, 1976) e depende de duas enzimas, quais sejam, a gama
glutamilcisteina sintetase (y-GCS) e a glutationa sintetase (Meister & Anderson,
1983). Em geral, a atividade da y-GCS determina os niveis de sintese da GSH.
Véarios agentes biologicos e farmacologicos podem afetar as vias de transducao de
sinais que envolvem a regulacdo da sintese de GSH, como, por exemplo,
modulando a transcricdo dos genes cujo produto € a y-GCS (Rahman & MacNee,
1999; Griffith, 1999; Lu, 1999). Embora a sintese de GSH ocorra dentro da célula, a
sua biodegradacdo ocorre fora dela, ou seja, na regido externa da membrana
plasmatica, onde estdo localizadas as enzimas gama-glutamiltranspeptidase (y-GT)

e a di-peptidase. Os amino&cidos remanescentes da a¢cdo dessas enzimas sobre a



glutationa podem ser reaproveitados para uma nova sintese (para uma revisao,

ver Wang & Ballatori, 1998).

L-Glu + L-CIS + ATP -~ y-GLuCIS + ADP + Pi
y-GLuCiS + L-G1i + ATP-~ y-GiJuCisGu + ADP +

*
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Glicina i .
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Adaotado de Wang & BaUatori. PtiarmacoL Rev.. 50: 336.1998. santqssilva2002

Esquema 6.1: Sintese e degradacao da glutationa.
L-Glu, L-Glutamato; L-Cis, L-cisteina; Gli, Glicina; y -GT, gama-glutamiltranspeptidase

Com excecdo dos seres anaerObicos, a grande maioria dos seres Vvivos
depende do oxigénio molecular para producdo de energia (para uma revisdo, ver
Halliwell & Gutteridge, 1989). Durante o metabolismo aerdbico, alguns compostos
intermediarios de oxigénio sado liberados, incluindo superéxido e peroxido de
hidrogénio. Essas espécies quimicas podem levar & producdo de radicais toxicos de
oxigénio, que causam peroxidacdo lipidica e alteracbes no metabolismo celular. A
GSH é predominantemente a primeira defesa anti-oxidante intracelular contra esses
produtos toxicos de oxigénio, particularmente na mitocondria, local onde ocorre a
maior producdo desses radicais (Deleve & Kaplowitz, 1991). Os compostos
intermediarios de oxigénio sdo reduzidos pela GSH por meio de vérias isoformas de
GSH peroxidase. Como consequéncia, a GSH é oxidada a GSSG (glutationa
oxidada), que é rapidamente reduzida novamente para GSH pela enzima GSSG
redutase, na presenca de fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo (NADPH),
formando um ciclo redox, como pode ser visto no Esquema 6.2. Em niveis normais de
estresse oxidativo e nitrosativo, a atividade da GSSG redutase e quantidades de
NADPH séo suficientes para manter o equilibrio GSH/GSSG (mais de 98% da
glutationa total € constituida por GSH). Entretanto, se o nivel de estresse aumentar
muito ou se, por outros fatores, houver limitacdo da atividade da enzima GSSG
redutase ou reducdo dos niveis de NADPH, podera haver acumulo da GSSG, que
sera degradada fora da célula (como explicado acima), aumentando o requerimento

de sintese “de novo” de GSH. O consumo de GSH e 0 acumulo de GSSG geram
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mudancas no estado redox intracelular. Essas alteracdes ativam a transcricdo de

genes, entre eles o da y-CGS (para uma revisao, ver Griffith, 1999).

Glu + Cis
ft’\fbp de Berendji et al., Free Rad Biol & Med., 27: 774, 1999 santos-silva 2002

Esquema 6.2 Ciclo Redox da Glutationa.

Glu, Glutamato; Cis, cisteina; Gli, Glicina; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa
oxidada; BSO, L-butionina-[S,R]-sulfoximina; BCNU, 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosourea.

A expressédo de niveis significantes de y-GT tem sido relatada em varios tipos
de neoplasmas humanos, como o cancer de ovario (Hanigan et al., 1994; Paolicchi
et al., 1996), de pulmé&o (Blair et al.,, 1997), de colon (Munjal, 1980; Murata et al.,
1997), de sarcoma (Hochwald et al., 1997), no melanoma (Supino et al., 1992) e nas
leucemias (Tanger et al., 1995; Morei et al., 1986). Como a y-GT tem um papel
crucial na sintese de GSH, sua expressdo aumentada favorece o desenvolvimento
de resisténcia a drogas quimioterapicas (muitas delas fortes oxidantes) por células
tumorais (Godwin et ai, 1992;Hanigan et ai, 1994).

O NO pode interagir com tidis protéicos ou tidis de baixo peso molecular,
incluida a GSH, formando S-nitrosotidis (Tsikas et ai, 1999; Kostka et al., 1999).
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Varios trabalhos demonstram que o NO pode regular muitos processos fisiolégicos in
vivo por meio da formacdo de S-nitrosotidis, como, por exemplo, a vasodilatacdo
(Ignarro et al., 1987), a agregacdo plaquetaria (Hirayama et ai, 1999), a apoptose
(Mohr et ai, 1997) e a proliferacao celular (Lander et ai, 1997). Por exemplo, Clancy
et ai (1994) mostraram que o NO reage com o GSH intracelular e ativa o shunt da
hexose monofosfato em neutréfilos humanos, sugerindo uma funcdo adicional para o
composto intermediario nitrosoglutationa (GSNO). O GSNO também pode inibir a
enzima creatina quinase ligada ao reticulo endoplasmaético, que € imprescindivel no
processo de transducdo de energia (Wolosker et ai, 1996). A formacao de
nitrosotiois, entre outras propriedades, pode contribuir para o efeito deletério do NO.
Essa afirmativa decorre de pelo menos duas razdes: a) esses compostos sao
considerados verdadeiros estoques intracelulares de NO; e b) possuem estruturas
guimicas muito mais estaveis (geralmente tém meia-vida de horas) do que o NO e
mantém as mesmas propriedades biolégicas desse gas, ao atuarem como
verdadeiros doadores enddgenos de NO (para detalhes acerca de S-nitrosotiois, ver
Gaston, 1993). Por outro lado, o NO pode, ainda, depletar os niveis de GSH por
meio da S-nitrosilacdo de enzimas envolvidas no metabolismo da GSH, como a
glutationa peroxidase (Asahi et ai, 1995), a glutationa S-transferase (Clark &
Debnam, 1988), a y-glutamil cisteina sintetase (Han et ai, 1995) e a glutationa
redutase (Becker er ai, 1995), e, dessa forma, alterar as defesas antioxidantes
intracelulares, resultando em dano oxidativo e/ou nitrosativo.

Os niveis de GSH sdo importantes para suprimir a apoptose mediada por
diferentes compostos oxidantes, inclusive o NO (Kane et ai, 1993; Ghibelli et ai,
1998). Além disso, sabe-se que a GSH tem papel importante na resisténcia a drogas
e que a sua deplecdo resulta em desagregacdo de microtubulos, provavelmente pela
oxidagdo de alguns residuos de cisteina da tubulina, o que antagoniza o efeito de
compostos que interagem com microtubulos, como, por exemplo, o taxol (Liebmann
et ai, 1993). Como até aqui o0s nossos resultados demonstraram que a
citotoxicidade causada pelo NO e pelo taxol em células leucémicas parecem
obedecer a uma mesma via, resolvemos investigar se a apoptose causada pelo NO
e pelo taxol dependeriam de alteragbes nos niveis de glutationa nas células
leucémicas linfoblasticas. Para isso, inicialmente, avaliamos o efeito citotéxico do NO
e do taxol em células leucémicas, cujos niveis de GSH foram diminuidos pela

presenca de um inibidor especifico de y-glutamilcisteina sintetase, o L-butionina-
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[S,R]-sulfoximina (BSO; Richman & Meister, 1975). Depois, apds o tratamento com a
associacdo de BSO e NO ou taxol, os niveis de glutationa intracelulares foram
dosados pelo método bioquimico proposto por Tietze (1969). A partir desses
resultados, com o intuito de obter mais informacdes acerca do mecanismo de
deplecdo de glutationa por esses compostos, analisamos o efeito do 1,3-bis(2-
cloroetil)-1-nitrosourea (BCNU), um inibidor da GSH redutase (Babson & Reed,
1978) sobre o efeito citotoxico do NO e do taxol. Finalmente, considerando os
resultados anteriores desse trabalho, no qual demonstramos que o NO e o taxol
inibem a atividade do NF-kB, buscamos avaliar se haveria alguma relagdo entre a
GSH e a atividade desse fator de transcricdo. Para isso, investigamos o
envolvimento do NF-kB no efeito citotoxico causado pela associacdo do BSO e NO

ou taxol.

6.2 MATERIAL E METODOS

6.2.1 Reagentes

O meio de cultura e o soro fetal bovino (FCSj foram adquiridos da GIBCO
(Sao Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina (SNAP) foi preparado em
nosso laboratério segundo o método de Field et al. (1978). O taxol foi gentiimente
doado pela Bristol-Myers Squibb (S&o Paulo, Brasil). O L-butionina-[S,R]-sulfoximina
(BSO, inibidor da enzima y-glutamilcisteina sintetase), o 1,3-bis(2-cloroetil)-1-
nitrosourea (BCNU; inibidor da GSH redutase) e a albumina sérica bovina (BSA)
foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). O Triton X-100 foi
adquirido da Amersham Pharmacia Biotech (San Francisco, CA). Todas as solucdes
foram preparadas em meio de cultura, com excegdo daquelas preparadas para

imunocitoquimica, que foram diluidas com PBS.

6.2.2 Linhagens Celulares

Foram utilizadas as linhagens de células leucémicas linfoblasticas L-1210 (de
origem murina) e CEM (de origem humana). As células leucémicas foram mantidas

como descrito anteriormente, na se¢do Material e Métodos do Capitulo 2.
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6.2.3 Tratamentos

6.2.3.1 Associagdo de BSO, de BCNU com SNAP ou taxol

O BSO (1, 10 e 100 pM) foi adicionado as células 12 h antes do SNAP (100 e
1000 pM) ou do taxol (1 e 10 pM). O BCNU (100 pM) foi adicionado as células 2 h
antes do SNAP (100 e 1000 (jM) ou do taxol (1 e 10 fiM). ApOs a adicdo dos
compostos, as células retornaram a estufa, onde foram incubadas durante 24 h nas

condicOes descritas anteriormente.

6.2.4 Viabilidade Celular (Ensaio do MTT)

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT, conforme descrito na

secao Material e Métodos do Capitulo 2.

6.2.5 Determinacado dos niveis de glutationa

A glutationa total (GSH + GSSH) foi quantificada usando-se o método da
glutationa redutase proposto por Tietze (1969). Nesse método, 0s grupamentos
sulfidrilas da GSH interagem com o acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB),
originando a GSTNB (forma oxidada de GSH), que, na presenca da glutationa
redutase e de NADPH, é reduzida novamente a GSH. Concomitantemente a
formacdo de GSTNB e GSH, ha liberacdo de acido 5-tio-2-nitrobenzdico (TNB), um
composto de coloragcdo amarela. Sendo assim, a intensidade de cor produzida pelo
TNB é diretamente proporcional a atividade da glutationa redutase sobre a GSTNB e
dos niveis de GSH intracelular. Resumidamente, apds o tratamento com BSO, SNAP
ou taxol, como descrito anteriormente, as placas contendo as células (5 x 105
células/0,2 mi) foram centrifugadas, o sobrenadante foi removido, e foram
adicionados 200 pl_ de PBS. Esse procedimento foi repetido duas vezes para
remocédo de proteinas do meio de cultura. O pellet celular foi ressuspenso em 100 pl_
de agua Milli-Q gelada contendo 1 mM EDTA, e a suspensao foi lisada em ultra-som

(Ultrasonic Processor, Cole-Parmer, IL, USA). O citosol foi obtido a partir da
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centrifugacdo dos lisados a 12.000 g por 20 min, a 4°C. A reacdo enzimética
consistiu na mistura de 20 jji de sobrenadante e 180 jji da solu¢do de reacdo (DTNB
75 (M; NADPH 120 pM; glutatione redutase 1 U/ml e EDTA 10 mM em tampéo
fosfato 100 mM, pH 7,4). A mudanca de cor foi imediatamente lida em leitor de
placas (KC4 Bio-Teka plate reader, Winooski, USA) a 412 nm. Os valores
representam a média das leituras (absorbancia, dA/min) realizadas minuto a minuto,
durante 5 min. Curvas-padrdo de GSH (1 nM-1 pM) foram feitas simultaneamente
aos experimentos, e, finalmente, apés interpolagdo por regressao linear, os valores

foram expressos em pmol glutationa total/min/105 células.

6.2.6 Preparacao de Extrato Nuclear

O extrato nuclear foi obtido por processo de lise (Dignam et ai, 1983),

conforme descrito, na secdo Material e Métodos do Capitulo 4.

6.2.7 Ensaio de immunoblotting para NF-kB (c-Rel)

Para estudar a atividade do NF-kB, usamos o extrato nuclear das células
leucémicas linfoblasticas CEM. O procedimento foi semelhante ao descrito

anteriormente na secdo Material e Métodos do Capitulo 5.

6.2.8 Imunocitoquimica para NF-kB (c-Rel)

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados como descrito por
Garcia-Abreu et ai, (2000). Apés o tratamento com o0s compostos a serem
analisados, as células (106 cells/ml) foram centrifugadas em citocentrifuga, (Cytospin
3, Shandon Southern Products, Atsmoore, UK), fixadas com uma mistura de
paraformaldeido 4% e sacarose 4% (ambos diluidos em PBS), durante 20 min, a
temperatura ambiente. Apos a fixagcdo, as células foram permeabilizadas com Triton
X-100 0,1% diluido em PBS durante 5 min, a temperatura ambiente. Depois, as

células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas com uma solu¢cdo de BSA
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5% durante 30 min e as proteinas foram imunomarcadas com anticorpo primario
monoclonal anti-c-Rel de coelho (diluido 1:50, StressGen Biotechnologies Corp.
Victoria, BC, Canada) overnight a 4°C. Subseqientemente, as células foram lavadas
com PBS, e a proteina investigada foi identificada por meio de incubagdo com
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com biotina (diluido 1:50; Santa
Cruz Biotechnology, San Diego, CA, USA) por 1 h, e depois com estreptoavidina
conjugada com Cy3 (diluicdo de 1:50; Caltag Laboratories, Burlingame, CA, USA)
por mais 1 h, a temperatura ambiente. Todas as laminas foram contracoradas com
4,6-diamino-2-fenilidone (DAPI), para melhor visualizacdo do nuacleo, e depois
seladas com solucdo contendo N-propilgalactato (20 mM) e glicerol (20%), ambos
diluidos em PBS. As imagens foram fotografadas usando camera digital (Sony DXC
151A CCD) ligada a microscopio de fluorescéncia (Olympus BX40) e processadas

no programa Adobe Photoshop (San Jose, CA, USA).

6.2.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média = erro-padrdo da média (EPM).
Cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes, com resultados semelhantes.
Para a analise estatistica, foi utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste t de Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

6.3 RESULTADOS

6.3.1 Efeito do BSO sobre a citotoxicidade causada pelo NO ou pelo taxol em

células leucémicas

O BSO ndo apresentou efeito citotbxico para as células CEM até a
concentracdo de 10 pM, enquanto na de 100 pM causou cerca de 60% de morte
celular (Tabela 6.1). Ja para a linhagem L-1210, esse composto causou
citotoxicidade ja visivel na concentracdo de 1 pM (cerca de 30% de morte celular),
gue, curiosamente, nao teve padrdo dose-resposta, jA que as concentracdes

maiores causaram a mesma citotoxicidade (Tabela 6.1). De qualquer maneira, em
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nenhuma das concentracfes empregadas, o BSO foi capaz de causar a morte de
mais do que 30% das células.

A incubacdo simultdanea de BSO com SNAP potencializou o efeito citotéxico
do doador de NO em ambas as linhagens de células leucémicas (Figura 6.1, Painel
A, L-1210, e Painel C, CEM). Por exemplo, a co-incubacdo de L-1210 e CEM com
BSO (100 pM) e com concentracBes nao-citotoxicas de SNAP (100 pM) causou
morte celular da ordem de 70%. O efeito potencializador do BSO também foi
observado na presenca do taxol (Figura 6.1, Painel B, L-1210, e Painel D, CEM),
onde pode ser observado que o efeito citotéxico do taxol (10 pM, concentracdo que
mata cerca de 20% e 40% de células L-1210 e CEM, respectivamente) foi muito
potencializado na presenca de BSO (100 pM; em torno de 70-80% de morte celular

para as linhagens L-1210 e CEM, respectivamente).

Tabela 6.1: Efeito citotéxico do BSO L-butionina-[S,R]-sulfoximina, inibidor de sintese de
GSH) sobre células leucémicas L-1210 (murina) e CEM (humana).

Células viaveis (%)

Composto L-1210 CEM
Veiculo 100 100
BSO

1 pM 72+2% 9916
10 pM 67+67 100+5
100 pM 63+5* 63+5*

NOTA: As células foram plaqueadas (5 x 109po¢o) em placas de 96 pocos, como descrito em
Material e Métodos. O composto foi adicionado, e as células foram incubadas por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo controle
corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média + EPM de trés
amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos trés outros experimentos idénticos.
* Estatisticamente diferente do controle p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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Figura 6.1: Efeito do L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO) sobre a citotoxicidade causada pelo SNAP
ou pelo taxol em linhagens de células leucémicas.

As células usadas foram de leucemia linfoblastica murina L-1210 (Painéis A e B) e humana CEM
(Painéis C e D). O BSO foi adicionado as células 12 h antes do SNAP ou do taxol. Apds a adigéo
deles, as células foram incubadas por mais 24 h. A densidade Optica do grupo controle corresponde
a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média + EPM de trés amostras. Os
mesmos resultados foram obtidos em pelo menos dois outros experimentos idénticos. *

Estatisticamente diferente do controle e # estatisticamente diferente SNAP ou de taxol na auséncia
de BSO, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.

6.3.2 Efeito do BSO, do NO e do taxol nos niveis de glutationa em células
leucémicas

Como pode ser observado na Figura 6.2, o BSO causou diminui¢cdo dos niveis de
GSH de maneira concentracdo-dependente. O efeito maximo do BSO na deplecao
da GSH ocorreu na concentracdo de 10 pM (cerca de 90% de reducdo em relacéo
ao controle). No entanto, concentragcdes mais baixas de BSO (1 pM) ja foram
suficientes para reduzir os niveis de GSH. Além do BSO, o SNAP e o taxol também
diminuiram os niveis de GSH de maneira concentracdo-dependente, sendo o efeito
méaximo observado nas concentraces de 1.000 pM e 30 M (cerca de 80% de

reducdo para ambos os compostos). Importante potencializacdo na reducdo dos
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niveis de GSH foi observada com a associacdo de BSO, seja com SNAP, seja com
taxol. Por exemplo, a concentracdo de 300 |jM de SNAP, que causou reducdo de
cerca de 60% nos niveis de GSH, teve este valor aumentado para mais de 90%
quando associado ao BSO (1 pM). O mesmo foi observado em relacdo ao taxol, que,
na concentracdo de 10 pM, causa uma reducdo da ordem de 20%, e que, na

presenca de BSO (1 pM), vai a mais de 80%.

SNAP(pM) Taxol (pM)

Figura 6.2: Efeito do SNAP e do taxol na auséncia e presenca de BSO sobre os niveis de
glutationa total nas células leucémicas L-1210.

O BSO foi adicionado as células 12 horas antes do SNAP (Painel A) ou do taxol (Painel B). Apos
mais 24 horas de incubacédo, as células foram lisadas. e os niveis de GSH foram quantificados pelo
método de Tietze (1969), conforme descrito em Material e Métodos. Cada ponto representa a
média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos dois outros
experimentos idénticos. * Estatisticamente diferente do controle e #estatisticamente diferente das
concentracBes de BSO, SNAP ou taxol sem associagdo, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de
Bonferroni.

6.3.3 Efeito do BCNU sobre a citotoxicidade causada pelo NO ou pelo taxol

sobre células leucémicas

A Figura 6.3 indica que a associacdo de concentracBes nao-citotdéxicas de
BCNU (100 pM) com SNAP (Painel A) mostrou ter um efeito potencializador do
doador de NO quando este foi empregado na concentracdo de 1 mM. Nessa
concentracdo, o SNAP matou cerca de 50% das células, valor este que foi duplicado
pela associacdo com BCNU. O mesmo perfil ocorreu com o taxol (Painel B), em que
o efeito potencializador do BCNU s6 foi visivel quando associado a maior

concentracdo de taxol (10 pM; 50% versus 80% de morte celular). Vale ressaltar
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gque, embora ndo mostrado, foram testadas concentracbes mais baixas de BCNU,
mas sO6 se encontraram alteracdes na viabilidade celular nas concentracdes

mostradas.

125-1 A B

100 1 10
SNAP (nM) Taxol (nM)
Controle BCNU 100 fjMm SNAP +BCNU 100 vM | Taxol +BCNU 100 fjM

Figura 6.3 - Efeito do 1,3-bis(2-cloroetil)-1-nitrosouréia (BCNU) sobre a citotoxicidade
causada pelo SNAP ou taxol em células leucémicas linfoblasticas humanas CEM.

O BCNU foi adicionado as células conjuntamente ao SNAP (Painel A) ou com taxol (Painel B) e
incubados por 24 h. A densidade dptica do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade
celular. Cada ponto representa a média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram
obtidos em trés outros experimentos idénticos. * Estatisticamente diferente do controle e #
estatisticamente diferente das concentragdes de SNAP ou taxol sem BCNU, p < 0,05, ANOVA
seguida de teste t de Bonferroni.

6.3.4 Efeito do BSO, do NO e do taxol na atividade do NF-kB e na morte de

células leucémicas linfoblasticas

A analise da microscopia de fluorescéncia para c-Rel intranuclear (Figura 6.4)
revelou que o grupo controle apresenta intensa fluorescéncia nuclear devido a
presenca de NF-kB intranuclear. No entanto, tanto o NO como o taxol diminuiram
substancialmente a fluorescéncia intranuclear. Curiosamente, a intensidade de
fluorescéncia nuclear foi maior apds o tratamento com BSO, quando comparado ao
controle. Entretanto, a associacdo de BSO, seja com SNAP, seja com taxol, resultou
em uma marcada supressdo da fluorescéncia nuclear.

Como pode ser observado na Figura 6.5, Painel A, as células CEM
apresentaram atividade constitutiva do NF-kB (c-Rel), e, de forma semelhante aos
resultados observados com as células L-1210, o SNAP (300 pM) e o taxol (10 pM)

inibiram mais de 90% dessa atividade constitutiva do NF-kB. No entanto, o BSO
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(100 [jM) aumentou cerca de duas vezes a atividade constitutiva do NF-kB. Além
disso, pode-se observar que o aumento da atividade do NF-kB pelo BSO néo alterou
o efeito inibitério do NO e do taxol sobre esse fator de transcricdo. Nessa figura
pode-se observar ainda que, embora o BSO tenha aumentado a atividade do NF-kB,
ele ndo alterou o efeito inibitdrio do NO e do taxol sobre o NF-kB quando em
associacdo com esses compostos. Comparativamente a esses resultados, a
associacdo do BSO com o NO ou o taxol causou um aumento de cerca de 30% de

morte celular quando comparado com o NO e o taxol separadamente.

c-Rel DAPI c-Rel DAPI
Controle Controle BSO , BSO
m
»
SNAP 100 pM SNAP 100 nM BSO+SNAP BSO+SNAP
Taxol 10 pM Taxol 10 pM BSO+taxol BSO+taxol

Figura 6.4: Efeito do BSO associado ou ndo com SNAP ou taxol na atividade do NF-kB nuclear
em células leucémicas linfoblasticas humanas CEM.

As células foram incubadas com BSO, SNAP ou taxol separada ou conjuntamente por 2 h. As
laminas contendo as células foram fixadas em paraformaldeido 4%, e sacarose 4% e
permeabilizadas com Triton X-100 0,1%. A imunocitoquimica para o NF-kB foi feita usando
anticorpo primario anti-c-Rel de coelho, identificado com anticorpo secundario anti-lgG de coelho
conjugado com biotina, e com estreptoavidina conjugada com Cy3. As laminas foram contracoradas
com DAPI para facilitar a visualizagdo dos nudcleos, como descrito em Material e Métodos. Campos
representativos foram fotografados. A barra representa 10 pm; objetiva de 100X.
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Figura 6.5: Efeito do BSO associado ou ndo a SNAP ou taxol sobre a atividade do NF-kB
nuclear e citotoxicidade em células leucémicas linfoblasticas humanas CEM.

As células foram incubadas com BSO, SNAP ou taxol separada ou conjuntamente por 2 h e, entéo,
foram lisadas para obtengdo dos extratos nucleares. O immunoblotting para o NF-kB foi realizado
usando anticorpo primario anti-c-Rel de coelho, como descrito em Material e Métodos. O Painel A
corresponde a densitometria das areas imunorreativas; o Painel B corresponde a viabilidade celular
dos mesmos grupos usados no immunoblotting, porém com incubac¢éo de 24 h. Cada ponto
representa a média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em dois outros
experimentos idénticos. * Estatisticamente diferente do controle e # estatisticamente diferente SNAP
ou de taxol na auséncia de BSO p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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6.4 DISCUSSAO

O entendimento da complexa interacdo entre os diferentes mecanismos de
defesa em resposta ao estresse celular pode identificar alvos moleculares de
sensibilidade ou resisténcia em células tumorais e contribuir para novas intervencdes
na terapia do cancer. A demonstracdo de que a deplecdo de glutationa aumenta a
sensibilizacdo de células tumorais aos efeitos citotoxicos de varios compostos
alquilantes e radiagdes j& estd bem descrita. Elevados niveis de glutationa
intracelular estdo associados a resisténcia de varias linhagens celulares tumorais a
drogas quimioterapicas, como leucemia linfoblastica L-1210 (Kramer et ai, 1987),
plasmocitoma humano (Medh et al., 1991), carcinoma gastrico (Barranco et ai.,
1990), carcinoma ovariano (Louie et al., 1985) e rabdomiossarcoma (Rosenberg et
al., 1989).

Como ja citado anteriormente, o estado dos niveis de GSH é fundamental na
defesa contra varios agentes toxicos e, além disso, € um dos alvos intracelulares
mais importantes do NO. Varios trabalhos demonstram que o tratamento de
diferentes tipos de células com doadores de NO pode resultar em aumento,
diminuicdo ou, ainda, deixar inalterados os niveis de glutationa intracelular. Essas
diferencas parecem explicar a sensibilizacdo diferencial em células de mamiferos
aos efeitos citotoxicos do NO (para uma revisdo, ver Berendji et al., 1999). Alguns
trabalhos mostram que a deplecdo de GSH aumenta a sensibilizacdo de células aos
efeitos citotoxicos do NO (Wink et al., 1994; Walker et al., 1994; Luperchio et al.,
1996). Fundamentados nessas informacfes, levantamos a hipétese de que a
“relativa” resisténcia das células L-1210 e CEM aos doadores de NO poderia ser
justificada pela sua alta capacidade antioxidante, mediada por altos niveis de GSH.
Nossos resultados mostram que o NO realmente diminuiu os niveis de glutationa nas
células leucémicas L-1210 de maneira concentracdo-dependente e que, quando
comparados a curva concentracdo-resposta da viabilidade celular, foi observada
uma estreita correlacdo. De fato, somente concentracdes acima de 300 pM de SNAP
sdo capazes de depletar os niveis de glutationa, e é exatamente a partir dessa
concentracdo que se observa a diminuicdo na viabilidade das células leucémicas
linfoblasticas. Assim, os resultados apontam para o fato de que o efeito do NO na
glutationa pode ser um importante determinante do seu efeito citotdéxico. A deplecao

de glutationa ndo parece ser, por si sO, suficiente para determinar morte nessas
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células, pois, quando as mesmas foram tratadas com BSO, um inibidor da GGS,
houve uma substancial deplecdo dos niveis de glutationa e, no entanto, nao foi
acompanhada de morte celular significativa. Importante foi o fato de que o BSO,
guando associado ao SNAP, potencializou os efeitos citotoxicos do doador de NO,
sugerindo que a presenca da GSH nas células leucémicas linfoblasticas confere
protecdo aos efeitos deletérios do NO. Ao contrario do relatado por Libmann et al.
(1993), o BSO também potencializou os efeitos citotéxicos do taxol, e, além disso,
curiosamente, o taxol por si s6 também causou reducdo nos niveis de glutationa.
Embora nossos resultados ndo expliguem o mecanismo dessa acdo do taxol, uma
importante correlacdo pode ser feita entre a fosforilacdo da proteina antiapoptética
Bcl-2 pelo taxol (Haldar et al.,, 1995) e a regulacdo dos niveis de GSH por essa
proteina (para maiores detalhes, ver Voehringer & Meyn, 1998).

Outro fato importante a ser ressaltado € que o NO e o taxol ndo estdo apenas
diminuindo os niveis de GSH por oxidacdo desta a GSSG, pois 0s niveis de
glutationa medidos compreendem a glutationa total. Assim, nossos resultados
sugerem que a deplecdo da glutationa pelo NO e pelo taxol pode estar também
envolvendo a inibicdo da sintese de GSH.

Como descrito anteriormente, o NO pode inibir enzimas importantes no
metabolismo da glutationa, como, por exemplo, a y-GCS (Han et al.,, 1995) e a
glutationa redutase (Becker et al., 1995). Os resultados até aqui apresentados
mostram que a inibicdo de sintese de GSH pelo BSO potencializa a deplecdo de
glutationa e os efeitos citotoxicos causados pelo NO e pelo taxol. Buscando obter
mais informac¢cdes acerca do mecanismo de deplecdo de glutationa por esses
compostos e sua relagcdo com a morte celular, investigamos a capacidade das
células leucémicas linfoblasticas em restaurar a GSH, por meio da andlise de
viabilidade celular apés tratamento das células CEM com a associacdo de um
inibidor de glutationa redutase, o BCNU, com o NO ou o taxol. A deple¢ao dos niveis
de GSH pelo BCNU é um processo mais demorado, pois esse composto bloqueia
apenas a reciclagem da GSH a partir da GSSG, mas nao impede a sintese “de novo”
de GSH. Essa diferenca pode ser observada para as células leucémicas CEM, pois
a potencializacdo da morte celular s6 foi observada com concentracdes mais altas
de NO e de taxol, sugerindo que o0s niveis de GSH ainda remanescentes nessas
células foram capazes de neutralizar, pelo menos parcialmente, os efeitos oxidantes

desses dois compostos em concentracbes mais baixas. Nossos dados ndo nos
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permitem afirmar, mas reforcam a hip6tese de que a deplecdo dos niveis de
glutationa pelo NO e pelo taxol envolve a inibicAo da enzima y-GCS, pois, em
concentragdes mais altas, o NO e o taxol esgotaram os estoques de GSH e, quando
associados ao inibidor de glutationa redutase, que impede a reciclagem de GSH,
induziram a morte celular. Sendo assim, mais experimentos foram necessérios para
responder a essa questao.

Durante o estresse oxidativo ou nitrosativo, a diminuicdo dos niveis de GSH e
0 aumento de GSSG estdo associados ao aumento da expressdo de y-GCS (para
uma revisao, ver Rahnman & MacNee, 2000), que € mediada pela ativacdo do NF-
kB (Manna et ai, 1999). Inicialmente, a atividade do NF-kB nas células CEM foi
visualizada por imunocitoquimica, na qual se observou que a atividade constitutiva
do NF-kB foi aumentada quando essas células foram tratadas com BSO. Entretanto,
guando essas células foram tratadas com o doador de NO ou com taxol, houve
consideravel diminuicdo da atividade nuclear do NF-kB, mesmo quando esses
compostos estavam associados ao BSO. Esses achados foram confirmados com os
experimentos de immunoblotting, e, realmente, os resultados mostraram que a
deplecdo dos niveis de glutationa pelo BSO induziu um aumento de duas vezes na
atividade do NF-kB. No entanto, embora o NO ou o taxol tenham diminuido os niveis
de glutationa intracelular, eles ndo contribuiram para o aumento da expressédo de y-
GCS, pois inibiram a atividade do NF-kB. Além disso anularam o efeito do BSO
sobre a atividade do NF-kB. Isso justifica a potencializacdo do efeito citotoxico do
NO e do taxol sobre as células leucémicas linfoblasticas, uma vez que esses
compostos, além de depletar os niveis de glutationa, tornam as células mais
vulneriveis aos seus danos oxidativos e nitrosativos, e impedem indiretamente a

sintese de GSH, que é a maior arma antioxidante intracelular.



Capitulo i

CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

O céancer € uma das doencas mais complexas que a medicina j& enfrentou,
caracterizada por apresentar inUmeras mutacfes génicas, as quais conferem as
células tumorais uma resisténcia desigual. Mas essa ndo é a Unica razao pela qual
elas parecem estar quase sempre “um passo adiante” das defesas do organismo
hospedeiro. A outra grande razdo dessa capacidade de escapar das defesas
imunolégicas é que, diferentes de bactérias e virus, células tumorais néo
apresentam alvos moleculares completamente estranhos ao hospedeiro. E por isso
que o desenvolvimento de drogas citotoxicas, tendo apenas as células tumorais
como alvo principal, tornou-se um dos maiores desafios da ciéncia médica (Rostad,
1991; Eltahir et al.,, 1998). Nas Ultimas duas décadas, enormes avangos nho
entendimento da biologia molecular tumoral contribuiram para o desenvolvimento de
novos alvos terapéuticos. Atualmente, estdo em estudo 354 novas drogas aplicadas
experimentalmente em 23.000 pessoas em todo o mundo, mas a perspectiva de
tratamento efetivo de pacientes com cancer de mal progndstico ainda esta distante
(Brun et al., 1997; Dunton, 1997; Piccart, 1996; Rahman et al., 1997; Buchalla et al.,
2001).

Uma vez diaghosticado o céncer, uma variedade de opc¢Oes de tratamento
sdo consideradas, dependendo do tipo de tumor, da sua extensdo e localizacdo. A
maioria das terapias antileucémicas envolve a administracdo sistémica de
guimioterapicos, entretanto essa estratégia terapéutica ¢é freqlentemente
acompanhada por diversos e severos efeitos colaterais, que comprometem a
gqualidade ae vida do paciente. O efeito colateral mais grave é a imunossupresséao,
que frequentemente leva os pacientes a Obito por comprometimento da resposta
imune contra patégenos ou pela recidiva da doenca, pois a auséncia de um sistema
imune eficaz favorece a sobrevivéncia de células leucémicas residuais ao tratamento
(Chanock & Pizzo, 1997; Finiewicz & Larson, 1999).

Como a proliferacdo desregulada e a inibicdo da apoptose sdo caracteristicas
fundamentais no desenvolvimento tumoral, estes dois pontos tornaram-se alvos
importantes de intervencdo terapéutica na pratica oncolégica. Nesse contexto, o

oxido nitrico surge como uma molécula de grande importancia, pois, além de ser
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citotéxica para uma variedade de tipos de células tumorais, ainda modula a resposta
imune do hospedeiro, o qual € um mecanismo de defesa natural contra células
tumorais. Essa modulacdo ocorre por meio da ativacdo de macréfagos, células
endoteliais e linfocitos natural killer (células NK), e liberacdo de citocinas (para uma
revisdo, ver Kim et ai, 2001; Cifone et ai, 2001). Uma das citocinas liberadas
durante a ativacdo de macrofagos € a IL-12, que estimula a proliferacdao e
citotoxicidade de linfocitos T e de células NK, e induz a secrecdo de outras citocinas
com atividade antitumoral, como, por exemplo, o IFN-y. Devido a essas
propriedades, a IL-12 vem sendo considerada como uma forte candidata para uso
em imunoterapia antitumoral, inclusive com excelentes respostas no tratamento de
leucemias (Dunussi-Joannopoulos et ai, 1999).

Nossos resultados mostram que os efeitos do NO estdo relacionados com o
tipo de célula, com a sua concentracdo e com o tipo de fonte produtora/doadora de
NO. A relativa resisténcia ao efeito citotéxico do NO mostrada pelas duas linhagens
leucémicas empregadas nesse trabalho ficou evidenciada pelo achado de que essas
células somente foram sensiveis aos efeitos citotoxicos do NO ap6s longos periodos
de exposicdo a concentracdes relativamente altas de doadores de NO (ECH da
ordem de 100-200 pM contra 1-2 pM para efeito vasodilatador, por exemplo). Mais
ainda, a eficiéncia dos doadores de NO em causar morte nas células leucémicas
esta diretamente relacionada com a cinética de liberacdo de NO, pois, como foi
observado, quanto mais rapida foi essa liberacdo, mais efetivo era o doador de NO.
Estd bem demonstrado na literatura que estresses oxidativo e nitrosativo resultam na
ativacdo de fatores de transcricdo sensiveis ao estado redox celular, notadamente o
NF-kB e o AP-1 (c-Fos/c-Jun, ativador de proteina 1, para uma revisdo, ver
Rahaman & MacNee, 2000). Essa ativacdo tem como conseqiéncia a transcricdo de
genes antioxidantes, tais como y-GGS, MnSOD (superéxido dismutase manganés) e
heme oxigenase 1(HO-1). Com base nessas informacfes, as evidéncias de que
varios tipos de células tumorais apresentam atividade constitutiva de NF-kB (para
uma revisdo, ver Rayet & Gélinas, 1999), inclusive ambas as linhagens leucémicas
aqui estudadas, nos levaram a criar a hipétese de que a presenca desses fatores de
transcricdo poderia conferir vantagem de sobrevivéncia a célula. Interessante foi o
fato de que a incubacdo dessas linhagens leucémicas com NO causou importante

inibicdo da atividade constitutiva do NF-kB e, mais, que ndo parecia haver uma
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relacdo direta entre a inibicdo do NF-kB e a morte celular causada pelo NO. Outro
achado muito importante do presente trabalho foi que o taxol, um composto ja usado
na quimioterapia, parece compartilhar mecanismos de agdo citotéxica semelhantes
aos do NO. As acles citotoxicas do taxol e do NO foram independentes de
alteragbes no citoesqueleto, mas ambos causaram inibicdo da atividade constitutiva
do NF-kB, que, em principio, ndo guardava relagdo direta com a intensidade de
morte celular. Muito interessante foi a observacdo de que doadores de NO
associados ao taxol mostraram efeito citotéxico sinérgico. No entanto, a correlagdo
entre o efeito inibitdrio sobre o NF-kB causado tanto pelo NO guanto pelo taxol, e a
morte celular ainda deixavam questionamentos a serem investigados. A relacdo
entre a morte celular e a atividade de NF-kB foi elucidada com a continuagdo do
trabalho. ApOs estudos comparativos entre o NO e o taxol, que, em principio,
atuariam de maneira totalmente diferente, observamos que os efeitos citotoxicos
deles sobre células leucémicas linfoblasticas usam vias muito semelhantes, ou seja,
ambos inibem a atividade do NF-kB e depletam os niveis de GSH. Os resultados
aqui apresentados foram claros em relacdo aos efeitos citotoxicos do NO e do taxol
estarem diretamente ligados a capacidade antioxidante da célula, pois seus efeitos
citotoxicos foram acentuados com a deplecdo prévia dos niveis de GSH. A
compilacdo de evidéncias obtidas nesse estudo nos permite sugerir um dos
provaveis multiplos mecanismos de citotoxicidade para o NO em células leucémicas.
Como pode ser observado no Esquema 7.1, ap6s a adicdo de NO as células
leucémicas linfoblasticas, ele se difundiria pela membrana e, no citosol, interagiria
com GSH, originando GSSG. Pela a¢do da glutationa redutase, a glutationa oxidada
seria novamente reduzida a GSH. A diminuicdo dos niveis de GSH é critica para a
ativacdo de fatores de transcricdo como o NF-kB e AP-1, sensiveis ao estado redox
da célula. A ativacdo do NF-kB e do AP-1 resulta na transcricdo de genes
antioxidantes, incluindo o da y-GCS. O ponto crucial para o entendimento da relacdo
entre inibicdo da atividade de NF-kB, a deplecdo de GSH e a morte celular nas
células leucémicas L-1210 e CEM parece ser o fato de que o NO (e o taxol), além de
depletar os niveis de glutationa, inibe a atividade do NF-kB, impedindo, assim, a
transcricdo de genes responsaveis pela sintese “de novo” da GSH, e, dessa forma,
anula a capacidade de resposta da célula tumoral ao estresse inicial. Esse aspecto

€ muito interessante quando se refere a tratamentos oncoldgicos, pois um dos
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mecanismos adaptativos de células tumorais ao estresse oxidativo provocado por
drogas quimioterapicas é por meio da ativacdo de NF-kB, responséavel pela
transcricdo de genes antioxidantes. Sendo assim, o NO e o taxol, além de
diminuirem os niveis de glutationa intracelular (e, portanto, sensibilizando as células
aos danos oxidativos e nitrosativos), impediriam o restabelecimento dos niveis
normais de GSH intracelular. A diminuicdo das defesas antioxidantes parece
contribuir para os efeitos deletérios do NO e do taxol, em particular sobre os danos
no DNA, na mitocdndria e na deplecdo energética. A auséncia do taxol no Esquema
7.1 decorre da falta de dados para propor mecanismos moleculares, pelos quais, 0
taxol depleta os niveis intracelulares de GSH e inibe a atividade do NF-kB.
Entretanto, nossos resultados suportam a afirmativa de que esses dois agentes
citotoxicos, estruturalmente tado dispares, compartiham pelo menos dois
mecanismos moleculares que devem estar relacionados aos seus efeitos citotéxicos
para células leucémicas murinas e humanas.

A guimioterapia convencional estd freqlentemente associada ao
desenvolvimento de resisténcia a drogas e toxicidade, o que limita a eficiéncia
terapéutica. Alternativamente, muitas tentativas sao feitas para atenuar as
conseqliéncias de um tratamento prolongado com quimioterdpicos, como, por
exemplo, a associacdo de drogas ou combinacfes de tratamentos diferentes, como
a radioterapia e a imunoterapia, ou o uso de agentes indutores de diferenciacédo
celular ou inibidores de angiogénese associados a terapia (para uma revisdo, ver
Leszczyniecka et ai, 2001). Provavelmente, o sinergismo de acdo entre o NO e o
taxol na apoptose de células leucémicas linfoblasticas é o resultado final de um
mecanismo multifatorial que rompe com o complexo sistema de resisténcia tumoral.
Além disso, outro aspecto importante a ser considerado é que o uso desses dois
agentes ndo permite o desenvolvimento de resisténcia mediado pela ativacdo do NF-
kB que se segue a deplecdo de GSH intracelular. Sendo assim, concluimos que
associacdo do NO e do taxol, ou desses compostos com outros quimioterapicos,

pode abrir novos horizontes no tratamento terapéutico da leucemia linfoblastica.



Esquema 7.1: Mecanismo proposto de citotoxicidade do 6xido nitrico: importancia da glutationa e
envolvimento do NF-B em células linfoblasticas leucémicas.

NO, éxido nitrico; AlF, fator indutor de apoptose; p53, proteina p53; Bcl-2, Bcl-xL e Bax, proteinas da
familia Bcl-2; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; NF- ks, fator nuclear kappa B; I ks,
proteina inibitéria do NF-kB; IKK, proteina quinase IkB; Cite, citocromo c.
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