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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi investigar a sensibilidade de células de leucemia
mieldide aguda humana K-562, ao composto sintético derivado do acido gélico - lauril galato
- bem como os mecanismos de citotoxicidade envolvidos. Métodos: Foi utilizada a linhagem
de células de leucemia mieldide aguda K562, de origem humana, e o composto sintético
derivado do acido gdlico - lauril galato. A citotoxicidade do lauril galato foi determinada pelo
método colorimétrico do MTT. A indugcdo a apoptose foi avaliada por: exposicdo da
fosfatidilserina (PS) (ANNEXIN V-FITC®), fragmentagdao do DNA e estudo citomorfolégico.
A anédlise do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo, apés marcacdo com iodeto de
propideo. A expressdo das proteinas reguladoras de apoptose - caspase-3; proteina inibidora
de apoptose survivina, proteina antiapoptdtica Bcl-2 e fator indutor de apoptose (AIF) - foi
avaliada por imunocitoquimica. Resultados: O efeito citotéxico do lauril galato nas células
K562 mostrou-se concentracao-dependente com uma Ecso de 200 uM (47,7% + 2%), ap6s 48
horas. O lauril galato induziu exposi¢do da PS, fragmentacdo do DNA e alteracdes
citomorfolégicas (12-24 horas de incubacdo) nas células K562. A indugdo a apoptose foi
acompanhada por: bloqueio do ciclo celular nas fases S e G,M, aumento da expressdo de
caspase-3, diminui¢do da expressdo de survivina, Bcl-2 e aumento da expressdo de AIF.
Conclusdo: O lauril galato induz a apoptose cé€lulas K562 e causa bloqueio do ciclo celular,
nas fases S e GoM. Isto pode indicar que o mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o
crescimento de células leucémicas nio € somente por apoptose, mas também pela parada do
surivivina, com conseqiiente aumento da liberagdo do AIF e aumento da expressdo da
caspase-3. Estes resultados sugerem que o uso do lauril galato, como uma nova estratégia
terapéutica no desencadeamento de apoptose em células leucémicas, pode ter um potencial

efeito terapéutico.

Palavras —chave: Lauril galato; apoptose; células K562; survivina.
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ABSTRACT

Objective: The purpose of the present study was to investigate the sensibility of human
myeloid leukemia cells (K562) to the derivative of gallic acid — laurylgallate as well as the
cytotoxicity of involved mechanisms. Methods: The leukemic cell line used was K562
(derived from myelogenous leukemia) and the alkyl ester of gallic acid used for this study was
laurylgallate. The cell viability was determined by MTT colorimeter method. The induction of
apoptosis was assessed by the exposition of phosphatidylserine (PS) (ANNEXIN V-FITC®),
DNA fragmentation assay and characteristic cell morphological features. The analysis of cell
cycle phase was carried out by flow cytometry after propidium iodide staining.
Immunocytochemical analysis was performed to evaluate the expression of the proteins
regulators of apoptosis as: caspase-3; protein inhibitor-of-apoptosis survivin; antiapoptotic
Bcl-2 protein and apoptosis-inducing factor (AIF). Results: Laurylgallate cytotoxic effect on
K562 cells was shown to be concentration-dependent with an Ecsy of 200 uM (47,7% + 2%)
after 48 hours. Laurylgallate induced exposition of PS, fragmentation of DNA and cell
morphological changes (12-24 h of incubation) on K562 cells. Apoptosis induction was
accompanied by both the arrest at the S and G,M phase of cell cycle; as well as an increase of
the caspase-3 expression; a decrease of the survivin expression and Bcl-2; and an increase of
the AIF expression.

Conclusion: Laurylgallate induces apoptosis on K562 cells and decreases the percentage of
cells in S-G,M phases of cell cycle. These findings suggested that the mechanism in which
laurylgallate inhibits the growth of tumor cells takes place not only by apoptosis, but also by
cell cycle alterations. Therefore, apoptosis is associated with the inhibition of the
antiapoptotic Bcl-2 proteins and survivin, consequently increasing AIF release and increase of
the expression of the caspase-3. These results suggest that there is a potential use of

laurylgallate as a new therapeutic strategy in the downstream of apoptosis in tumor cells.

Keywords: Laurylgallate; apoptosis; K562 cells; survivin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer é um grupo de doengas caracterizado pelo crescimento descontrolado de
células anormais e pela capacidade de invasdo de estruturas organicas, podendo resultar em
morte se sua proliferacio ndo for controlada'. E um termo usado para descrever mais de 100
doencas diferentes, incluindo tumores malignos, tais como: cancer de mama, cervical,
prostata, estdmago, coOlon, pulmao, leucemias, sarcomas, linfomas de Hodgkin e ndo-
Hodgkin. A doenca se origina, principalmente, como conseqiiéncia da exposi¢do individual a
agentes carcinogénicos. O uso de tabaco, padrdes de dieta e de atividade fisica — tanto quanto
as condi¢des ocupacionais e ambientais — além de fatores genéticos, desempenham um
importante papel no desenvolvimento do cancer’.

O cancer resulta de um longo processo de pelo menos trés fases: iniciagdo,
promocao e progressao, as quais refletem alteragdes genéticas acumuladas, responsaveis pela
transformacgao de células normais em células neopldsicas. Os mecanismos de transformagao
neoplésica de uma célula normal envolvem uma série de eventos genéticos e moleculares que
afetam a proliferacdo e a diferenciacdo. Na patogé€nese dos processos neopldsicos estdao
envolvidos dois grupos de genes: os proto-oncogenes, que estimulam o crescimento celular e
impedem a diferenciacdo, e os genes supressores de tumor, que promovem a diferenciacdo e
limitam a proliferacdao das células. O desequilibrio na regulagdo desse sistema, por meio da
ativacdo de proto-oncogenes ou perda da funcdo de genes supressores de tumor, pode levar a
proliferagdo descontrolada de células e ao acimulo de sucessivas anormalidades genéticas,
caracteristicas das células neopldasicas >*°.

Segundo dados da Organiza¢do Mundial de Saide, atualmente, mais de 11 milhdes
de pessoas recebem diagndstico de cancer, a cada ano. O céncer € responsével por 7,1 milhdes
de mortes anualmente (12,5% do total global). No Brasil, é a segunda maior causa de morte,
sendo ultrapassada somente por doengas cardiacas, e responsdvel por 12% do total de 6bitos
registrados, podendo ser considerado um problema de satide publica’. Segundo o Ministério
da Saudde, estimava-se a ocorréncia de 472.050 casos de cincer em 2006°. Dentre os casos de
cancer diagnosticados, as leucemias encontram-se entre os sete tipos mais freqiientes, sendo
superadas pelos canceres de pulmao, préstata (sexo masculino), mama (sexo feminino), célon,

pancres e ovrio'.
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1.2 Leucemias

Leucemias sdo proliferacdes neoplasicas de células imaturas do sistema
hematopoiético, caracterizadas pela parada ou diferenciacdo celular anormal. O clone
leucémico pode surgir em diferentes fases da diferenciagdo de precursores linféides ou
mieldides, o que a caracteriza como uma doenca heterogénea, sob o aspecto biolégico e
morfolégico’.

De modo geral, as leucemias sdo classificadas em agudas, as quais, se ndo tratadas,
levam a morte em semanas ou meses, € cronicas, que, sem tratamento, conduzem a morte em
meses ou anos. As leucemias agudas caracterizam-se pela proliferacdo clonal de células
progenitoras primitivas hematopoiéticas imaturas. As leucemias cronicas caracterizam-se por
um elevado ndmero de células em proliferacdo, as quais mant€ém a capacidade de se
diferenciarem em células maduras. Dentro de cada grupo, ainda sdo subdivididas em
mielGides e linféides”.

A Leucemia Mieldide Aguda € o tipo de leucemia aguda mais comum em adultos.
A Sociedade Americana de Cancer estimou para o ano de 2007, nos Estados Unidos, o
surgimento de 11.960 novos casos desta doenga, com 9.000 mortes'®. No Brasil, segundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), as estimativas de incidéncia de leucemia, para 2006,
eram de 5,82 e 4,45 casos para 100.000 homens e mulheres, respectivamente. Para o Estado
de Santa Catarina, era de 7,35 casos para 100.000 homens e 5,27 casos para 100.000

mulheres®.

1.2.1 Leucemia Mieldide Aguda

A Leucemia Mieldide Aguda (LMA) € uma doenca maligna clonal do tecido
hematopoiético, caracterizada pelo acimulo de células bldsticas anormais e pela diminui¢ao
da producdo de células sanguineas normais. Na LMA, a proliferacio anormal de células
progenitoras da linhagem mieldide ocorre na medula Ossea, atingindo o sangue periférico. No
entanto, pode infiltrar-se em outros 6rgaos. O mecanismo responsavel pela perda do controle
da proliferacdo celular e expansdao do clone leucémico, todavia, ndo estd esclarecido.
Entretanto, a ativacido de proto-oncogenes e mutacdes em genes supressores, que regulam o

. . A 112
ciclo celular, parecem estar envolvidas na patogénese das leucemias ~ ' ~.
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O fato de a leucemia ser uma doenca genética faz com que a identificacdo das
alteracoes nas células blésticas seja imprescindivel para a escolha do tratamento mais
adequado. Neste sentido, houve a necessidade de agrupar casos biologicamente semelhantes,
para uma melhor compreensdo do processo de transformagdo leucé€mica, progndstico, e
conduta terapéutica. Assim, apds dois anos de reunides, um grupo de hematologistas da
Franca, dos Estados Unidos e da Gra-Bretanha, trabalhando em colaboracdo, prop0s, em
1976, a primeira classificacdo para leucemias agudas, a Classificagdo Franco-Americana-
Britanica (FAB). Nesta classificagdo, as leucemias miel6ides agudas (LMA) foram divididas
em nove subtipos13 . Com o avanco tecnoldgico, além da morfologia, da citoquimica e da
citogenética, os blastos leucémicos também foram identificados por imunofenotipagem, e,
dessa forma, as anormalidades cromossdmicas foram detectadas de maneira mais precisa, o
que permitiu subclassificacdes dentro da classificacio FAB. Assim, em 1988 a classificagdao
FAB foi revista e formulou-se a classificagio MIC (morfolégica, imunoldgica e
citogenética)4. Estas variacOes permitem a identificacio de subgrupos de pacientes com
caracteristicas clinicas distintas. Vérios estudos t€ém mostrado a importancia da citogenética e
da imunofenotipagem na identificacdo de subgrupos de pacientes com caracteristicas clinicas
distintas, que orientam o tratamento e a monitoracdo da resposta terapéutica14’15’l6’17.
Recentemente, a Organizagdo Mundial de Saide (OMS), em conjunto com a Sociedade de
Hematologia Americana e a Associacdo Européia de Hematologia, publicou uma nova
classificac@o para neoplasias do sistema hematopoiético e linféide. Nesta classificacao, foram
criadas quatro subcategorias para a LMA, como segue: LMA associada a anormalidades
genéticas recorrentes; LMA com displasia de multiplas linhagens; LMA/SMD associada a
tratamento; LMA ndo categorizada nos itens anteriores. Nesta categoria, segundo os critérios
citogenéticos, a LMA pode ser classificada, de acordo com o cariétipo, em favoravel,
intermedidrio e desfavordvel'®. Entretanto, apesar de apresentarem diferentes
subclassificagdes e progndsticos, com exce¢do da leucemia promielocitica, as LMAs sao
tratadas de forma semelhante. Apds o tratamento hd uma incidéncia de 13% de neoplasias

secundarias'.
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1.2.2 Tratamento da Leucemia Mielbide Aguda

Virias formas de terapia vém sendo utilizadas no combate as leucemias, como
radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e transplante de medula 6ssea. A terapia sistémica
com drogas citotoxicas (quimioterapia) ¢ o método mais efetivo de tratamento para leucemias
(segundo a American Cancer Society)'. Vdrios medicamentos anticincer sdo utilizados de
forma combinada - ou como agentes isolados. Antibidticos e transfusdes de componentes
sanguineos sdo usados como suporte de tratamento e, em condi¢des apropriadas, o transplante
de medula 6ssea também pode ser utilizado'*°.

Segundo o protocolo BCSH (British Committee for Standards in Haematology)*',
o tratamento da Leucemia Mieldide Aguda € dividido em duas fases: fase de inducdo, a qual
visa a eliminacdo das células leucémicas, e fase de consolidagdo, importante para evitar
recaida em semanas ou meses. De acordo com diversos grupos de estudos, vdrios
quimioterdpicos, como a citarabina, a mitoxantrona e a daunorrubicina, sdo recomendados no
tratamento da LMA, porém com algumas variacdes nas doses administradas™>.

O mecanismo de acdo desses quimioterdpicos envolve, de modo geral, a inibi¢do
da sintese do DNA. A citarabina (citosina arabinosidio; AraC) é o mais importante agente
antimetabodlico usado na terapia da Leucemia Mieldide Aguda, e € considerado o agente
isolado mais eficaz para inducdo de remissdo nesta doenca®. A inibicdo da sintese de DNA
resulta do bloqueio do alongamento da cadeia de DNA, quando a AraC € incorporada na
posicdo terminal de uma cadeia de DNA em crescimento’’. A Mitoxantrona, uma
antracenodiona, exerce sua acdo anitumoral estimulando a formag¢do de quebras dos
filamentos de DNA, a qual é mediada pela topoisomerase II, e também se intercala no DNA.
A mitoxantrona produz mielossupressdo aguda e mucosite como suas principais acodes
toxicas®. A Daunorrubicina, um antibidtico antraciclico, estd entre os mais importantes
agentes antitumorais e tem sido usada principalmente nas leucemias agudas. Seu valor clinico
¢ limitado por causar miocardiopatia relacionada a dose total do farmaco. Este composto
também se intercala no DNA. Muitas funcdes do DNA sdo afetadas, incluindo a sintese de
DNA e RNA. A cisao do DNA ¢ considerada como sendo mediada pela acdo da
topoisomerase II*’ ou pela geracdo de radicais livres®’. A Daunorrubicina também pode

interagir com membranas celulares e alterar as suas fungdes. Isto pode ter um papel

. ~ . .. . 31
importante tanto nas agdes tumorais quanto na toxicidade cardiaca’ .
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O tratamento da LMA ¢€ agressivo para chegar a remissdo completa, pois a remissao
parcial ndo oferece beneficios na sobrevida. Aproximadamente 60% a 70% dos pacientes com
LMA podem atingir o estado de remissdo completa seguindo a terapia de indugdo.
Aproximadamente 25% dos pacientes que chegam a remissdo completa podem ter uma
expectativa de vida de trés anos ou mais'’. Apesar da elevada taxa de remissao completa, apds
a indu¢do, muitos pacientes recidivam. Por isso, em todos os casos € indicado o tratamento

pés-remissdo com intencdo curativa®>>>. O

sucesso da quimioterapia estd relacionado com a
natureza bioldgica da doenga e com a idade do paciente. Os melhores resultados sdo
observados nos individuos mais jovens, pois resistem melhor ao tratamento antileucémico.
Sendo assim, a quimioterapia intensiva em pacientes com idade superior a 60 anos nem
sempre estd indicada®.

A morbidade associada aos quimioterdpicos constitui um obstaculo significativo nos
tratamentos antileucémicos. Nas duas ultimas décadas, a meta dos pesquisadores e

oncologistas tem sido a descoberta de firmacos antineoplasicos, que tenham maior efici€éncia

em induzir 2 morte células tumorais, e com poucos ou insignificantes efeitos adversos®>.

1.3 Apoptose e Terapia Anticancer

Por muitos anos, o efeito de farmacos anticincer nas células tumorais foi atribuido a
sua acdo inibitdria na proliferacdo das células neopldsicas. A interagdo do firmaco com o alvo
terapéutico levaria a um dano irrepardvel e a conseqiiente interrup¢do das fungdes metabodlicas
vitais causando a morte das células tumorais. Apesar de sugestivas ligacdes entre
carcinogénese e resposta a quimioterapia, o processo de apoptose nao foi alvo de estudos até o
inicio dos anos 90°°. Com a identificacdo de oncogenes e genes supressores de tumor
envolvidos neste processo, os quais forneceram a ligagdo molecular que faltava, o interesse
por apoptose e o numero de publicacdes nessa drea aumentou consideravelmente”’.
Entretanto, somente hd poucos anos tornou-se claro que os firmacos anticancer sao capazes
de induzir a apoptose, e que este processo estd envolvido com seus efeitos citotéxicos. Além
disso, a inducgdo a apoptose foi identificada como um evento comum de diferentes classes de
agentes anticancer, o que converge para o desencadeamento de mecanismos similares, sendo

que a interrupgdo destes mecanismos pode levar 2 resisténcia a miltiplas drogas®™>?%40#14243,
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A acdo dos compostos antileucémicos, de maneira geral, estd baseada na inibi¢do da
proliferacdo, na inducdo a apoptose e na diferenciagdo das células leucémicas, o que
invariavelmente evolui para apoptose***.

A importancia do fendmeno de apoptose na oncologia clinica foi impulsionada pela
atribui¢do do sucesso ou da faléncia dos tratamentos quimio e/ou radioterdpico a capacidade
das células tumorais de entrarem em processo de morte celular programada, em resposta ao
dano causado por estes agentes fisicos ou quimicos.

A apoptose, uma forma de morte celular descrita primeiramente por Kerr, Wyllie e
Currie, em 1972, estd envolvida na homeostase dos tecidos e na tumorigénese. Apoptose é um
processo de morte celular altamente regulado, fundamental para o controle da fisiologia
celular e dos tecidos, em resposta a estimulos internos e externos, os quais levam a morte
celular em poucas horas. Este processo tem importantes implicacdes no entendimento do
cancer e no seu tratamento’®. E caracterizada morfologicamente pela condensacdo da
cromatina, perda do volume e aumento da granulosidade celular, manuten¢do da estrutura das
organelas, formagdo de pregas na membrana plasmética e, conseqiiente, fragmentacao celular
em corpos apoptéticos e, bioquimicamente, pela fragmentacio do DNA em fragmentos
oligonucleossomais47. Os corpos apoptéticos sdo fagocitados pelos macréfagos teciduais e
digeridos sem ocasionar qualquer reacdo inflamatéria. Recentemente foi demonstrado que a
fagocitose de células apoptédticas inibe a secrecdo de moléculas pré-inflamatorias pelos
macréfagos48. Por outro lado, na necrose, o aumento do volume intracelular, a caridlise € a
lise da célula, com conseqiiente extravasamento do conteido citoplasmatico, ocasiona uma
reacdo inflamatéria local %',

A homeostase de células normais em varios organismos € o resultado de um equilibrio
entre proliferacdo, diferenciacdo e morte celular programada (apoptose). Ao contrério, as
neoplasias tém sido caracterizadas pelo aumento excessivo de células tumorais, devido a
falhas entre um ou mais dos trés componentes referidos acima™. A desordem de ambos 0s
processos de apoptose ou divisdo celular representa um importante papel na tumorigénese. Os
mecanismos que regulam a apoptose sdo complexos e consistem na ativagao de numerosas
sinalizagdes e de componentes inibitorios, que compdem varios sistemas paralelos ou inter-
relacionados, os quais culminam na autodestrui¢do celular. Quando esses mecanismos sao
alterados, em favor da sobrevivéncia das células, eles contribuem para o desenvolvimento e

persisténcia do cancer™”.
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1.3.1 Mecanismos Reguladores de Apoptose

z

A apoptose € regulada por uma série de eventos bioquimicos que levam a morte
celular. Uma caracteristica comum das células em processo de apoptose é a ativacdo de
membros de uma familia de cisteino-aspartato proteases, denominada Caspase (Cytosolic
Aspartate-Specific Proteases).

As caspases constituem uma grande familia de proteinas homdlogas entre si, com
atividade enzimdtica, contando até o presente com 14 membros bem caracterizados. A
inibicdo da atividade das caspases, tanto por mutagdo quanto por acdo farmacoldgica, pode
impedir ou retardar a morte celular por apoptose. O mecanismo de ac¢do das caspases é a
clivagem de proteinas em um ou mais sitios, resultando na inativag¢ao funcional do substrato
ou, alternativamente, a sua ativagﬁoss.

As caspases s@o sintetizadas como zimdgenos inativos que se tornam ativos apds a

remogdo de um pré-dominio terminal®®>’®

e se dividem basicamente em dois grupos. As
caspases executoras, que siao responsdveis pelo processo, t€tm como principal membro a
caspase-3 que, entre outras fungdes, cliva a subunidade inibitéria do DFF (DNA
fragmentation factor), também chamada iCAD, libera a subunidade ativa desta molécula CAD
(caspase-activated DNAse), cuja fungao € migrar para o nicleo e fragmentar o DNA, gerando
os fragmentos oligonucleossomais caracteristicos da apoptose™. Outros substratos
importantes incluem proteinas do citoesqueleto, tais como: fodrina, gelsolina, plectina e
citoqueratina, cuja protedlise pelas caspases pode contribuir para o aparecimento das
modificagdes na estrutura morfolégica das células em apoptose. Além da caspase-3, as
caspases-6 e -7 também sdo consideradas caspases executoras®. O outro grupo é formado
pelas caspases iniciadoras, do qual fazem parte as caspases-8, -10 e -9 e, possivelmente, a
caspase-2, cujo papel principal € ativar as caspases executoras®. As caspases ativadas
catalisam a clivagem de outras caspases que, por sua vez, ativam diversas proteases e

endonucleases celulares promotoras de apoptose62’63.

1.3.1.1 Mecanismo Intrinseco - Apoptose Mediada pela MitocOndria
O processo de apoptose pode ter inicio por uma via intrinseca, a qual € iniciada pelo

aparecimento de “sinais de estresse” provenientes do interior da prépria célula. Radiacdo

ultravioleta, agentes quimioterdpicos, choque térmico, falta de fatores de crescimento, baixa
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quantidade de nutrientes, niveis aumentados de espécies reativas de oxigénio e concentracdes
elevadas de corticosterdides sdo alguns dos mecanismos que podem gerar estes sinais de
estresse, cuja natureza bioquimica permanece em grande parte obscura.

Esta via é mediada pela liberagao do citocromo ¢ pela mitocondria, como mostra o
Esquema 1. Uma série de eventos bioquimicos leva a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial externa, o que resulta na liberagdo do citocromo c, além de outras proteinas pro-
apoptoticas, como o SMAC/Diablo (Second Mitochondria-derived Activator of
Caspases/Direct IAP-Binding protein with a Low isoeletric point), e o fator indutor de
apoptose AIF (Apoptosis-Inducing Factor)®*®. O AIF é uma flavoproteina com potente, mas
relativamente controvertida, atividade apoptética. Esta molécula migra da mitocondria para o
nicleo da célula em condigdes de apoptose e induz a condensacdo de cromatina e
fragmentacdo de DNA, independentemente da ativacdo de caspases®®. Apés a liberacdo do
citocromo c, entretanto, o processo de ativacdo da caspase, em forma de cascata, €
irreversivel®”%. A formag¢do de um complexo protéico contendo citocromo c, fator ativador de
protease apoptética APAF 1 (Apoptotic Protease Activating Factor 1) e caspase-9, ativada por

ATP, € denominado apoptosoma executor™.
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Esquema 1: Sinalizacdo intracelular da apoptose.

Bax, Bid, Bik, Bim, Ead, proteinas da familia Bcl-2 apoptdtica; Bel-2, Bel-XL,
proteinas da familia Bcl-2 antiapoptética; Citocromo c, APAF-1, fator
ativador de caspase, Survivina e AIF.

1.3.1.2 Mecanismo Extrinseco - Apoptose Ligada a Receptores

A apoptose pode ter inicio por uma via extrinseca, a qual comeca com a ligacdo de
moléculas sinalizadoras e seus receptores, denominados Receptores de Morte - DR (Death
Receptors), cuja familia é composta pelas moléculas Fas (CD95), TNFR1, DR3, DR4, DRS5 e

DR6. Tais moléculas sinalizadoras possuem receptores cognatos localizados na superficie

celular, entre os quais: (1) ligante Fas (FasL) ao receptor Fas (CD95)7O’71; (2) ligante fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) ao receptor 1 do fator de necrose tumoral (TNFR1)72’73; 3)
ligantes indutores de apoptose relacionados ao TNF (TRAIL/APO 2-L) aos receptores
TRAIL/R dos tipos 1 e 20374, (4) ligante APO 3-L ao receptor DR3". Apo6s a ligacdo das
moléculas proteicas sinalizadoras aos seus respectivos receptores, ocorre o recrutamento de

proteinas adaptadoras, relacionadas ao dominio de morte associado ao Fas (FADD Fas-

76,71,78

associated death domain) , € proteinas adaptadoras, relacionadas ao dominio de morte

79,80

associado ao receptor TNF (TRADD TNF receptor associated death domain)' ™", para formar

complexos sinalizadores de indu¢do de morte (DISC death-induced signalling complex)81’82’83.
Com a formacdo do complexo DISC, déa-se inicio a ativagdo seqiiencial das caspases, o qual,

quando se liga a caspase-8 e ou -10, forma o apoptosoma iniciador. Assim, as caspases
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iniciadoras serdo ativadas e, por sua vez, poderdo acionar diretamente as caspases executoras
ou gerar sinais que irdo acoplar-se a via intrinseca, atingindo bioquimicamente o conjunto de

mitocéndriasg4, como mostra o Esquema 2.

Bel2 l' !Fﬁ Bax

o sunsSiram 0

Esquema 2: Representacio da apoptose e seus principais mediadores (Adaptado de:

www.uni-ulm.de/.../aktuell0308/index.html). Acesso em: 11 de outubro de 2006.
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1.3.2 Fatores Reguladores de Apoptose

A demonstracdo de que muitos agentes antineopldsicos induzem a apoptose, sugere a
possibilidade de que fatores que afetam a ativacdo e a atividade da caspase devam ser
importantes determinantes na sensibilidade de drogas anticancer.

A formacdo do apoptosoma iniciador pode ser bloqueada por um competidor da
ligacdo entre as caspases iniciadoras e as moléculas adaptadoras. Este competidor,
denominado FLIP (Fas-associated-like inhibitory protein), apresenta uma alta homologia
estrutural com as préprias caspases. Porém, apresenta o sitio catalitico inativo. Sua presenca,
portanto, contribui para o bloqueio da sinalizacdo pelos receptores de morte®’.

Na mitocOndria, somente a etapa de permeabilizacdo da membrana mitocondrial é
regulada, onde membros de uma familia de proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 podem parar o
processo que leva a morte por apoptose86. Nesta familia existem membros pré-apoptéticos,
tais como: Bax, Bak, Bok, Diva, Bcl-xs, Bik, Bim, Hrk, Nip3, Nix, Bad e Bid; e membros
inibidores da apoptose, como: Bcl-2, Bcel-x;, Bel-w, Mcl-1, Nr13 e Al/Bﬂ—187’88, 0s quais
exercem uma regulacdo mitua®. O predominio das moléculas pré-apoptéticas pode ocorrer
por diversos mecanismos, entre eles o aumento na quantidade relativa destes membros e
alteracdes na localizacio subcelular e na fosforilacdo de sitios especificos destas moléculas® .

Em condi¢des normais, o equilibrio entre as duas classes de proteinas influencia no
resultado final, no qual a célula € induzida a apoptose ou nio. Entretanto, o desequilibrio entre
Bcl-2 e Bax leva a resisténcia ou a sensibilizacdo por estimulos de morte, tais como drogas
quimioterdpicas. No cancer, o desequilibrio é em favor da inibi¢dao, como pode ser observado
no cléssico exemplo dos linfomas, em que a translocacdo t(14:18) resulta na superexpressao
de Bcl-2 (do inglés B-cell lymphoma), com conseqiiente inibi¢do da apoptose. O gene Bcl-2
foi o primeiro proto-oncogene cujo mecanismo de agdo, ao contrdrio dos classicamente
descritos, ndo promove a proliferacdo celular, mas age suprimindo a morte celular por
apoptose”’.

O mecanismo de acdo da proteina Bcl-2 ainda ndo estd totalmente esclarecido, mas ha
evidéncias experimentais indicando que ela age na mitocondria. Estas sdo reforcadas pelas
evidéncias da localizacdo mitocondrial da proteina Bcl-2, a qual leva a hipdtese de seu
funcionamento como um canal i6nico, como modulador da atividade de caspases ou como

ey . - . . A . 1 ~
inibidor da liberagcdo de citocromo c, pelas mitocondrias’’. Entretanto, a superexpressao de
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Bcl-2 tem emergido como um fator de mau progndstico nos pacientes com leucemia
aguda92’93.

Por outro lado, alteracdes na proteina Bax mudam as respostas clinicas a
quimioterapia e a radioterapia, pois os danos causados por esses agentes ndo sdo capazes de
induzir resposta ao estresse causado na presenca de Bax mutado™. A proteina Bcl-x;, que
também exerce uma atividade antiapoptética, € induzida em casos de translocacdes t(9;22)
que geram o oncogene bcr/abl. O produto BCR/ABL ¢ caracteristicamente expresso na
leucemia miel6ide cronica, cujas células exibem uma aumentada resisténcia a apoptose” .

Ao contrario dessas proteinas, membros de uma familia de proteinas inibidoras de
apoptose - IAP (Inibitors of Apoptosis Proteins), atuam como moléculas anti-apoptoéticas, a
partir da inibicio da ativacdo proteolitica da caspase-3 e —7°+7>*9"% Cinco diferentes
membros da familia das [APs ja foram descritos: NAIP, XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2 e
survivina’®?7?%1%, Alguns membros da familia de proteinas IAP sdo expressos em certos
canceres humanos e, portanto, a remocao de seus efeitos inibitérios parece ser potencialmente
Gtil na sensibilizacdo das células neopldsicas para o efeito dos agentes anticAncer'. O
membro, mais recentemente identificado, da familia de proteinas IAP, que influencia o
equilibrio entre morte/viabilidade celular, denominado de survivina, foi descrito por
Ambrosini et al (1997)*. Essa proteina estd presente durante o desenvolvimento embriondrio
e fetal'® No entanto, nao foi detectada em tecidos adultos normais. Além disso, foi
observado que ha superexpressdao dessa proteina em vdarios canceres humanos, in

ViV099’104’105’106’ 107

. Recentes estudos demonstraram que a survivina suprime a apoptose
induzida por Fas, Bax, caspases e drogas anticancer'*.

Outros estudos apontam que a expressdo de survivina € dependente do ciclo celular.
Durante a proliferacdo celular, a survivina é expressa em altos niveis na fase G,M e esta
rapidamente diminuida apés a parada do ciclo celular®®. A regulacdo do ciclo celular é
realizada através de uma cascata de reacOes de fosforilacdo, desfosforilacdo, sintese e
degradacdo de proteinas-chave. Essas proteinas sdo responsdveis pela regulacdo de um
complexo sistema que controla a proliferagdo, o repouso, a diferenciacdo e a morte celular.
Além disso, altos niveis de expressdo de survivina t€m sido ligados a0 mau prognéstico e a
diminui¢@o da sobrevida em vérios tipos de cancer humano'*-10-106-107,

H4 evidéncias na literatura de que grande parte dos quimioterdpicos utilizados na
clinica induzem morte celular por apoptose ou alteram processos intracelulares, que

convergem a ela. O entendimento da sinaliza¢do intracelular que induz a apoptose €&



27

importante para o conhecimento dos possiveis alvos na intervencao terapéutica, € para o

. . oA 108,10
esclarecimento dos mecanismos de resisténcia a drogas™ .

1.3.3 Alteracoes Celulares e Identificacao de Células em Apoptose

As células em processo de apoptose apresentam modificagcdes em sua morfologia, as
quais ocorrem de maneira coordenada no nicleo, no citoplasma e na membrana
citoplasmadtica, como mostra o Esquema 3. Apds o estimulo indutor, o tempo necessario para
desencadear o processo € invaridvel, bem como o tempo decorrido entre o inicio e o término.
De modo geral o processo ¢ bastante rapido’". Inicialmente, as células perdem o contato com
as células vizinhas e se arredondam, e o volume celular se reduz, essencialmente por perda de
agua e fons®. As outras organelas citoplasmaticas mantém intacta a sua morfologia. No
nicleo, ocorre condensacdo da cromatina formando grumos junto a membrana nuclear e,
seqiiencialmente, a membrana celular passa a formar protuberancias (blebs), que aumentam
progressivamente e englobam por¢des do nicleo, formando os chamados corpos

i 110,111,112
apoptoticos” .
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Esquema 3: AlteracGes celulares na apoptose/necrose.

Além das alteragdes morfoldgicas, a quebra do DNA € outra caracteristica deste tipo
de morte celular. A ativacdo de uma endonuclease, que quebra o DNA nos nucleossomas, da
origem a um padrdo de fragmentacdo caracteristico que, quando separado em gel de agarose,
produz um padrdao de quebra internucleossomal repetitivo, presente na grande maioria das
células em apoptose. Ao contrdrio, no processo de necrose o0 DNA é quebrado em sitios
inespecificos, e sua fragmentacdo nao gera qualquer padrao repetitivom.

A mudanca nas células apoptéticas, responsdvel pelo seu reconhecimento mais
precoce, € a translocacdo de residuos de fosfatidilserina a face externa da membrana
plasmatica, que fisiologicamente se encontram na face interna da bicamada lipidica das
células' #3118 Agsim, o diagndstico da morte por apoptose € feito pelo tipo de alteracdo
estrutural que uma célula sofre, pelo padrao de quebra de seu DNA e pela evidenciacdo das
caspases envolvidas.

Dados recentes da literatura demonstram que a fagocitose de células apoptéticas inibe
a secrecdo de moléculas pro-inflamatorias pelos macréfagos48. O fato de as células

apoptéticas serem rapidamente fagocitadas e digeridas explica a dificuldade do seu

reconhecimento in vivo, enquanto que em culturas in vitro, de células isoladas, este fendmeno
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€ mais facilmente perceptivel. O avango nesta drea fez com que surgisse um grande nimero
.. e . o . . 110
de técnicas especificas para o diagndstico in situ de apoptose .
Assim, através de estudos da morfologia e da imunocitoquimica de bidpsias de
tumores humanos, bem como em modelos animais e em cultura de células, vém surgindo
evidéncias de que a progressiva resisténcia a apoptose € uma das caracteristicas marcantes da

. A 113
grande maioria dos canceres” .

1.4 Derivados do Acido Galico

Os flavondides sdo compostos fendlicos constituintes da parte ndo energética da dieta
humana. Sdo encontrados em vegetais, sementes, frutas e bebidas, como o vinho e a cerveja.
J4 foram identificados mais de 5.000 flavonéides diferentes''’. Em principio, foram
consideradas substincias sem acdo benéfica para a saide humana. Porém, mais tarde, foram
demonstrados vdarios efeitos positivos, devido a sua agdo antioxidante e eliminadora de
radicais livres''™®'"”. Ainda, diversos estudos indicam que alguns flavonéides possuem agdes
pré-oxidantes, as quais sdo produzidas somente em altas doses, constatando-se, na maioria das
investigacoes, a existéncia de efeitos antiinflamatérios, antivirais e seu papel protetor em
enfermidades cardiovasculares, cincer e diversas patologias'**'*!.

Um interesse especial por estes compostos deve-se ao fato de serem comumente
usados como antioxidantes, na forma de aditivos alimentares, codificados pela Comunidade
Européia como E-310 (propil galato), E-311 (octil galato) e E-312 (lauril galato)m.

Recentemente, varios acidos fendlicos, como o acido cafeico e derivados do acido
gdlico, tém sido alvo de estudos, por sua propriedade antioxidante e sua implicacdo na
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prevengcdo de doencas como o cancer , e desordens inflamatérias'®. Estes tipos de

compostos tém apresentado algumas atividades bioldgicas relevantes, como: antibacteriana,

.. . T . o P . 126,127,128,129
antiviral e propriedades antiproliferativa e citotdxica, em vdrias células tumorais .

Os efeitos antiproliferativos, por meio de apoptose, induzidos por agentes fendlicos

em vérias células de linhagens de cancer, tém sido explicados por sua agdo na

. 131
? ou na parada do ciclo celular ~.

topoisomerasem, inibicao da fosfatidilinositol-3-kinase'
Estudos bioquimicos, realizados com derivados do 4cido gilico, demonstraram que a geragao
de espécies reativas de oxigénio (ROS) e Ca* intracelular tém um importante papel no inicio
da via de sinalizagdo de apoptose, induzida pelo 4cido gélicolzim. Kazuto et al (2001)

sugerem diferentes vias de sinalizacdo de apoptose entre os derivados do acido galico,
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demonstrando, em seus estudos, que a ativagdo da caspase-3, seguida da elevagdo intracelular
de Ca™, pela acdo de alguns derivados do 4cido galico (3,4-methylenodioxyphenyl 3.,4,5-
trihydroxibenzoate e S-(3,4-methylenodioxiphenyl)3,4,5-trihydroxithiobenzoate), independe
das espécies reativas de oxigénio'>>. Também foi demonstrado que a toxicidade associada a
alguns compostos fendlicos € mediada por sua atividade oxidativa'*, a qual pode acelerar o
dano oxidativo in vitro no DNA, nas proteinas e carboidratos'>>. Entretanto, uma outra
possibilidade, insuficientemente investigada, associa 0 mecanismo de citotoxicidade do fenol
com suas propriedades pré-oxidantes'*°. Dependendo da estrutura, dose, marcador molecular
e meio ambiente, os fendis podem estimular ou inibir o processo de dano oxidativo'’.
Certamente, acredita-se que os fendis podem se comportar como ambos, antioxidantes ou pro-
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oxidantes , € que seu potencial inibitério no crescimento e proliferacdo de certas células

malignas in vitro estd fortemente relacionado com suas caracteristicas estruturais'>*">>"'%,

1.4.1 Dodecil Galato (Lauril Galato)

O 4cido gélico, frequentemente encontrado como um componente de taninos

141

hidrolisaveis em plantas, consiste em uma estrutura fendlica trihidroxilada ™ . Pode ser obtido

1411926 seus derivados sintetizados

através da hidrélise 4cida de taninos hidrolisaveis
quimicamente'**'*. O termo “galato” geralmente se refere aos ésteres do 4cido galico, propil,
octil e dodecil. O dodecil galato, de nome quimico n-dodecil (ou lauril) éster ou 3,4,5-4dcido
trihidroxibenzéico e férmula estrutural (Esquema 4), e empirica C;9H300s5, € também

conhecido como lauril galato.

HO I N V2 VN
@)
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Esquema 4: Férmula estrutural do lauril galato.
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AlteracOes quimicas na molécula do acido gilico podem modificar as suas
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, pois alteram a solubilidade, o coeficiente
de particdo e o grau de ionizacdo. Conseqiientemente, estas alteracOes afetam o efeito
bioldgico, modificando sua afinidade por alvos celulares e a difusdo através das membranas
lipidicas'®.

Estudos recentes tém demonstrado que o dcido gélico e seus alquil ésteres (metil, propil, octil
e lauril) induzem a apoptose diferentes linhagens celulares, e que os membros mais
hidrofébicos (octil e lauril galato) exibem um potencial préapoptético, entre 50 e 250 vezes
maior que o préprio 4cido gilico, para as diferentes linhagens de células tumorais'*®. Gomes
et al (2003) observaram que derivados do 4cido gélico apresentam efeito citotéxico e
antiproliferativo distinto entre diferentes linhagens de células tumorais e leucemia
linfobléastica, e que esse efeito estd relacionado com a estrutura-atividade de seus derivados'?’.
Entretanto, Savi et al (2005) demonstraram que hé correlacio direta entre o aumento da cadeia
alifatica lateral na molécula do &4cido galico, aumento de lipofilicidade e atividade anti-
herpética'*®. Kouichi et al (2000) demonstraram que os derivados do é4cido gélico com grupo
lipofilico (farnesil galato hidrogenado, lauril galato, laurilamide e colesteril galato)
apresentam habilidade para induzir a apoptose células de leucemia monobléstica humana
U937. Seus resultados sugerem que os derivados lipidicos podem aumentar a atividade
indutora de apoptose do 4cido gélico, dependendo da sua estrutura'®’.

Também foi demonstrada uma seletividade para células de crescimento rdpido, o que indica a
possibilidade de seu estudo como um potente agente antitumoral'*.

O primeiro caso de leucemia foi descrito ha mais de 100 anos e, apesar das inovagdes
tecnoldgicas, ainda ndo se tem uma solugdo definitiva para a sua cura. A morbidade associada
aos quimioterdpicos, relacionada com a alta toxicidade para as células normais, constitui um
obstaculo significativo nos tratamentos antileucémicos. Nas duas ultimas décadas, a meta dos
pesquisadores e oncologistas tem sido a descoberta de farmacos antineopldsicos, que tenham
maior eficiéncia em induzir a morte as células tumorais, € com poucos ou insignificantes
efeitos colaterais®.

Por isso, o interesse em novos alvos terapéuticos, a partir de produtos naturais, cresceu
exponencialmente nos ultimos anos.

Em geral, os farmacos antitumorais foram descobertos através de triagens de
substancias quimicas, sintetizadas a partir de produtos naturais e avaliadas em modelos

experimentais em animais ou in vitro, com cultura de células tumorais, principalmente células

leucémicas murinas. A industria farmacéutica, motivada em parte pela descoberta de
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quimioterdpicos eficazes como vimblastina (Velbana™), vincristina (Oncovina ),
. . . . ) o

podofilotoxina e os andlogos etoposideo (VP-16-213; Vepesidea ) e teniposideo (VM-26;
Vumona®), camptotecina e taxol (plaxitaxel,; Taxola®), reativou o interesse pelos
medicamentos de origem vegetal, principalmente pela busca de substancias com estruturas
moleculares complexas, praticamente impossiveis de serem obtidas por um processo sintético

. 150
de custo racional .

O desenvolvimento de farmacos, a partir de produtos naturais, incorporou profundas
transformagdes no decorrer das ultimas décadas. Com o avango da biologia molecular,
inimeros processos bioldgicos foram identificados, fornecendo, assim, diversos novos alvos
micro e macromoleculares passiveis de intervenc¢do terapéutica.

Viérios compostos quimioterdpicos tém sido estudados por induzir a apoptose,
revelando ser este um mecanismo primério de sua atividade anticAncer***. A apoptose é

Lo 151 .
geralmente desencadeada por agentes quimicos e fisicos °', como oxidantes. Enquanto que

152,153 L .
52153 No entanto, o acido

compostos antioxidantes sdo responsdveis pela protecido celular
gdlico, com propriedades antioxidantes conhecidas, tem sido apontado por induzir apoptose
em diferentes células de linhagem humana'>*'>. Estudos mais recentes tém demonstrado que
ésteres do dcido galico s@o mais eficazes, como o lauril galato que € entre 50 e 250 vezes mais
efetivo que o éacido gélico, na inibi¢do da proliferacdo e indug¢do de apoptose em células de

. . . . 146 A 156 .
linhagem de linfoma e de carcinoma de cOlon ™, cancer de mama 5, leucemia

7'% . Além disso, este

promielocitica’> e em células de leucemia monobldstica humana U93
composto mostra baixa toxicidade para células de tecidos normais'* e boa especificidade para
células de crescimento rdpido, como células tumorais'¢137158, Entretanto, o mecanismo pelo
qual os ésteres do 4cido gélico induzem a apoptose, em algumas células de linhagem, ndo esta
completamente esclarecido.

Como visto, alguns trabalhos t€ém analisado o papel do dcido gdlico e seus derivados
na morte celular, mas os resultados ainda sdo conflitantes, pois em algumas situacdes esses
compostos ativam vias de transdu¢do de sinais que levam a apoptose ou necrose, enquanto
que em outros casos, como antioxidantes, protegem as células da apoptose. Essa propriedade
dualista parece depender do tipo celular e da cadeia alifatica lateral introduzida na molécula
do 4cido gélico. Neste sentido, a investigacdo do mecanismo molecular envolvido no efeito

citotéxico dos compostos sintéticos derivados do 4cido galico sobre células leucémicas pode

abrir novos horizontes no tratamento terapéutico das leucemias agudas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a sensibilidade de células de leucemia mieldide aguda humana K-562 ao
composto sintético derivado do 4cido gélico - lauril galato - bem como 0s mecanismos

citotoxicos envolvidos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Estudar o efeito citotoxico do composto derivado do dcido galico - lauril galato - sobre
células de leucemia mieldide aguda humana K-562;

2. Verificar o tipo de morte celular causada pelo composto derivado do 4cido galico -
lauril galato;

3. Investigar o envolvimento dos fatores reguladores de apoptose: Caspase-3, Proteina
Inibidora de Apoptose Survivina; Proteina Antiapoptdtica Bcl-2 e Fator Indutor de
Apoptose na citotoxicidade do composto derivado do 4dcido gélico - lauril galato;

4. Analisar o efeito do composto derivado do 4cido gdlico - lauril galato no ciclo celular

das células de leucemia miel6ide aguda humana K-562.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

O meio de cultura RPMI 1640, a penicilina, a estreptomicina e o soro bovino fetal
foram adquiridos da Gibco, NY, EUA. O dimethylsulfoxide (DMSO), da SIGMA Chemical, Co.,
Saint Louis, MO, EUA. O composto sintético n-alquil-éster, derivado do acido galico, Galato
de dodecila (Lauril galato), foi sintetizado e doado pelo laboratério Prof. Dr. Rosendo A.
Yunes, do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). O
Iodeto de propideo (PI), adquirido da Molecular Probes Inc., foi armazenado entre 0-4°C,
como solucdo estoque de 1 mg/mL, em dgua destilada, e diluido no momento do uso. A
solucdo de Hanks (HBSS; Hank’s Buffered Salt Solution), diluida em dgua Milli-Q, pH 7.4,
filtrada e conservada em aliquotas, a —20°C, e o tampao PBS (Phosphate Buffer Solution), pH
7.4, foram obtidos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA. A enzima Rnase
(Concert™ RNase A), na concentracio de 20 mg/MI, adquirida da Invitrogen. O kit para
deteccdo de apoptose, conjugada a ANNEXIN V-FITC®; o reagente 3-
aminopropyltriethoxysilene (ATPS), preparado a 5%; o etanol, 95%; o PBS-TRITON 0,2%
(PBS, composic¢ao: NaCl 137 mM, KCI 2 mM e tampao fosfato 10 mM, pH 7,2-7,4), todos
foram adquiridos da SIGMA Chemical Co., St. Louis, MO, EUA. O Anticorpo policlonal de
coelho anti-caspase-3 (CPP32), da Novocastra, United Kingdon. O anticorpo monoclonal de
camundongo anti-survivina e anticorpo policlonal de coelho anti-proteina indutora de
apoptose (AIF), da Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz, CA, EUA. O anticorpo
monoclonal de camundongo anti-oncoproteina Bcl2, da Biogenex, San Ramon, CA. A
solucdo comercial para dilui¢do de anticorpos, da Dako, Carpinteria, CA, EUA, composta por
TRIS-NaCl (Tris Base 13,9g, Tris-HCI 60,6g, NaCl 87,66g, pH 7,6). Anticorpo secundério
anti-IgG/IgM conjugado a peroxidase (EN VISION PLUS, Dako Cytomation, Carpinteria,
CA, EUA). O kit para revelagdo colorimétrica, da Dako Cytomation, Carpinteria. O Xilol, o
etanol, o azul de metileno segundo May-Griinwalds, o azul de metileno segundo Giemsa, a

hematoxilina de Harris e ENTELLAN® da MERCK, Darmstadt, Germany.
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3.2 Cultura de Células

Foi utilizada a linhagem de células leucémicas mieloblasticas K562, de origem
humana. A continuidade da linhagem celular K562 foi estabelecida por Lozzio e Lozzio (1975),
obtida da efusdo pleural de uma mulher de 53 anos de idade, com leucemia mieldide cronica, em
crise blastica terminal™. A linhagem celular foi obtida da American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, EUA). As células foram mantidas em garrafas plasticas de cultura,
contendo meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 10% (v/v) de
soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina, 10 mM HEPES, pH 7.4,
em estufa dmida a 37°C, com 5% CO,. As células foram semeadas a uma densidade de 10°

células/garrafa e repicadas a cada 48 horas, em fluxo laminar.

3.3 Preparo da Amostra

Para a realizacdo dos experimentos, a suspensao celular foi centrifugada com uma rotagcao
de 230 x g, por 10 minutos, em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o botdo
celular ressuspendido em meio de cultura RPMI, para uma concentracdo de 1,0 x 10° células/mL. O
numero de células vidveis foi avaliado pelo método de Azul de tripanwo, a 0,5%, em solugao salina
tamponada com fosfatos (PBS), pH 7.4, na propor¢ao de 1/1. Apés homogeneizacio, a mistura foi
analisada no microscopio Otico, com objetiva de 20X, e foram excluidas as amostras com
viabilidade inferior a 80%. Todos os procedimentos de prepara¢ao da amostra foram realizados em

fluxo laminar e todo material utilizado, previamente esterilizado.

3.3.1 Tratamento da Amostra

A solucdo estoque de lauril galato foi preparada em dimetil sulféxido (DMSO) e, apods,
diluida nas concentragdes de 10, 30, 100 e 200 uM, em meio de cultura RPMI para, entdo, ser
adicionada as células, num volume maximo de 20 pl, seguido de nova incubacio em estufa imida a
37°C, em 5% de CO,, por um periodo de 12, 24 ou 48 horas, conforme o tipo de experimento. Um
controle negativo, sem tratamento com lauril galato, foi realizado em todos os experimentos. A
concentragao média de DMSO nas culturas nao excedeu 0,2% e, portanto, ndo afetou a viabilidade

celular.
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3.4 Medida da Citotoxicidade pelo Ensaio da Viabilidade Celular (MTT)

A viabilidade celular foi analisada pelo método do MTT (Van Loosdrecht et al.,1991)161.
O MTT (brometo de dimetiazol difeniltetrazélio) é um sal de tetrazdlio, que € reduzido a um
derivado formazan de cor azulada pela atividade oxidativa de células, funcionando, portanto, como
um indicador da fun¢do mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidade celular. Depois do
tratamento das células com lauril galato, nas concentracdes de 10, 30, 100 e 200 uM, por um
periodo de 12, 24 ou 48 horas, conforme descrito no tratamento da amostra, foi realizado o ensaio
da viabilidade celular. Apés a incubagdo, a placa foi centrifugada, o sobrenadante removido e,
entdo, adicionado meio de cultura fresco contendo 10% (v/v) de uma solucdo de MTT (5 mg/mL
em PBS). Apds a incubagdo por 3 horas, a 37°C, a placa foi centrifugada novamente e o
sobrenadante, removido. Em cada poco, foram adicionados 100 pl de alcool isopropilico/HCl 0,04
N, para dissolu¢@o dos cristais de formazan do MTT. Apds 10 minutos, os restos celulares foram
removidos por centrifugacdo. O sobrenadante limpido foi, entdo, transferido para outra placa, onde
foi lido em leitor de placas Microwell Systems (Organon Teknika), a 540 nm. A densidade 6ptica
do grupo de células controle, ou seja, das células sem tratamento, foi considerada como equivalente
a 100% de células vidveis. Desse modo, quanto maior o niimero de células vidveis presentes, maior

a oxidagao do MTT.

3.5 Analise da Fragmentacao do DNA

A andlise da fragmentacdo do DNA foi realizada segundo a técnica de Han'®.
Ap6s o tratamento com lauril galato por 24 horas, a 37°C, com 5% de CO,, as células de
linhagem leucémica miel6ide aguda humana K562 foram lavadas duas vezes com PBS gelado.
Posteriormente, as células foram lisadas com tampao de lise (10mM EDTA, 50Mm Tris-HCl
pH 8,0, 0,25% NP-40, 0,5 g/L proteinase K), por 2 horas, a 50°C. O lisado celular foi
centrifugado com uma rotacdo de 230 x g, por 15 minutos. Ao sobrenadante, foram
adicionados 2,5 vol. de etanol gelado e incubado overnight, a -25°C, para precipitacdo do
DNA. Depois de lavar com etanol gelado a 70% , os pellets foram obtidos por centrifugacdo
com uma rotacdo de 18.000 x g, por 15 minutos, e dissolvidos em 20 uL de tampao TE
(10mM Tris-HCI pH 8,0, 0,1 mM EDTA), contendo 0,6mg/mL de RNase A, e incubados a
37°C, por 1 hora. A fragmentacdo do DNA foi analisada apds eletroforese em gel de agarose

1,5%, corada com brometo de etideo. A corrida eletroforética foi realizada a 200V por 10
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minutos em tampdao TAE 1x (tris-dcido acético-EDTA). Os géis foram fotografados sob
iluminagdo ultravioleta de 320 nm (HOEFER-Macro Vue UV20) utilizando-se um sistema de
foto-documentacio de géis (Doc-Print®-Biosystems).

Foram realizados trés experimentos independentes, utilizando como controle uma

amostra sem tratamento com lauril galato.

3.6 Deteccao das Alteracoes Citomorfologicas

As células em processo de apoptose apresentam caracteristicas morfoldgicas distintas,
as quais sdo definitivas para a diferenciacao do tipo de morte celular. A avaliacdo morfolégica
para células apoptéticas, segundo McGahon et al (1995)'®, leva em consideragio a redugdo
do volume celular, pela perda do contato com as células vizinhas, retracdo nuclear com
condensacdo da cromatina e formacdo de protuberancias na membrana celular, as quais

englobam o nicleo, com conseqiiente formacao dos corpos apoptoticos.
3.6.1 Preparacao de Laminas (Cytospins)

As células de linhagem leucémica mieldide aguda humana K562, foram tratadas com lauril
galato, conforme descrito anteriormente por 12 e 24 horas. Em seguida, preparou-se uma suspensao
celular na concentracio 1,0 x 10° células/mL, em meio de cultura RPMI, e empregou-se 150 uL de
suspensdo para a preparacdo de cada citocentrifugado (cytospin), em uma citocentrifuga
(CYTOPRO ™ — Wescor) com uma rotagio de 10 x g, por 10 minutos. Apds a confec¢io dos
cytospins, as 1aminas foram mantidas em temperatura ambiente por 1 a 2 horas para a secagem e,

em seguida, coradas pelo método de May-Griinwalds Giemsa.

3.6.2 Coloracao pelo Método de May-Griinwalds Giemsa

A coloragdo pelo método de May-Griinwalds Giemsa'®*

€ usada para andlise das
caracteristicas morfoldgicas das células do sangue. A utilizacdo de duas classes de corantes -
basico (azul de metileno) e dcido (eosina) - permite diferenciar as estruturas celulares. Nuicleo
e outras estruturas da célula sangiiinea sdo corados por corantes bdsicos e, entdo,
denominados basofilicos. Estruturas coradas somente por corantes dcidos sdo chamadas
acidofilicas ou eosinofilicas. Enquanto estruturas coradas pela combinagdo dos dois tipos de

corantes sdo denominadas neutrofilicas'®.
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Apoés secagem ao ar, as laminas foram coradas por 3 minutos, com solu¢do de May-
Griinwalds, seguida do acréscimo de dgua destilada em quantidade proporcional ao corante,
por mais 3 minutos. Apds lavagem das laminas com dgua destilada, acrescentou-se solucio de
Giemsa, diluida (1:10) em dgua destilada, por 15 minutos. As laminas foram secas ao ar livre

para posterior avaliacdo microscopica.
3.6.3 Avaliacao Microscopica

O estudo citomorfoldgico foi realizado no microscépio 6tico Eclipse 50i (Nikon INC,
Toéquio, Japan), em aumento de 1000X. As fotos foram realizadas pelo sistema Digital Sight
DS-U1 (DS Camera Control Unit DS-U1). Foram contadas 100 células em cada lamina
analisada e os resultados representam a média de trés experimentos independentes. A
avaliacdo morfoldgica para células apoptéticas seguiu o critério de McGahon et al (1995), no
qual sdo observadas as seguintes alteracdes: retracdo nuclear e condensacdo da cromatina;
perda do volume e aumento da granulosidade celular; formag¢do de pregas na membrana

plasmidtica e fragmentacdo celular em corpos apoptéticos163 .
3.7 Deteccao de Apoptose Conjugada a Anexina V-FITC

Para deteccao de apoptose, foi utilizado o conjunto reativo ANNEXIN V-FITC® contendo
anexina V-FITC, iodeto de propideo e tampao (SIGMA Chemical, Co., St. Louis, MO, EUA), que
detecta células apoptéticas por citometria de fluxo. As anexinas sdo um grupo de proteinas
homélogas, que se ligam a fosfolipideos na presenca de calcio'®'®’. A anexina V, conjugada ao
fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC), ¢ um conjunto fluorescente que se liga a
fosfatidilserina, na presenca de célcio. As alteracdes celulares envolvidas no processo de apoptose
incluem a perda da assimetria fosfolipidica durante os estdgios iniciais, enquanto que, nas células
vidveis, a fosfatidilserina € transportada para o interior da camada bilipidica pela enzima Mg-
dependente, aminofosfolipideo translocase'®. No inicio da apoptose, a fosfatidilserina, que
normalmente € encontrada na porcdo interna da membrana plasmatica, é translocada a porcdo
externa da membrana. A conjugacio do corante FITC 2 anexina-V''*permite identificar e

quantificar as células apoptéticas, através da citometria de fluxo'®

. A utiliza¢do concomitante

do marcador nuclear fluorescente iodeto de propideo (PI), por sua vez, torna possivel verificar
~ - - . 51 .

as alteracdes nucleares caracteristicas dos estdgios tardios da apoptose” . O procedimento

consiste na ligacdo da anexina V-FITC a fosfatidilserina, na membrana das células que estdo

iniciando o processo apoptdtico, e na ligacdo do iodeto de propideo ao DNA das células, no
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processo final da apoptose. A anexina V-FITC € detectada como uma fluorescéncia verde e o iodeto

de propideo, como fluorescéncia vermelha.

As células de linhagem leucémica miel6ide aguda humana K562 foram tratadas com lauril
galato, na concentrag@o de 200 uM, e incubadas por 12 e 24 h, como descrito anteriormente. Apds
esse periodo, a suspensdo celular foi centrifugada com uma rotagdo de 230 x g, 10 minutos, o
sobrenadante foi removido e as células foram lavadas com PBS gelado. Ao botdo celular foi
acrescentado 100 pL. de solu¢do de anexina, conforme indicacdo do fabricante, seguida de nova
incubag@o de 15 min, a 37°C, ao abrigo da luz. Ao final, as células foram lavadas e ressuspendidas
com 100 pL de solugdo tampdo, seguidas de posterior andlise no citometro de fluxo BD
FACSCalibur™  (Becton Dickinson Immunocytometry Systems), através do software BD
CELLQuestTM. Para calibracio do citdmetro, foi utilizado o Kit CaliBRITE Beads ™ A
fluorescéncia do FITC (518 nm) foi detectada por FLI1 e o iodeto de propideo (629 nm) foi
detectado por FL2. A sobreposi¢do entre as duas medidas de fluorescéncia foi eletronicamente
compensada para subtracio andloga, no estigio de pré-amplificacio'®. O logaritmo da
fluorescéncia FITC foi distribuido no eixo X e o logaritmo da fluorescéncia do iodeto de propideo,
no eixo Y. Um total de 10.000 eventos para cada amostra foi adquirido, para garantir a andlise
adequada dos dados. As células no estagio inicial do processo de apoptose foram coradas somente
pela anexina V-FITC. As células vidveis ndo mostraram colora¢do para ambos, iodeto de propideo
ou anexina V-FITC. As células em estdgio final do processo de apoptose foram coradas por ambos,
iodeto de propideo e anexina V-FITC. Foram realizados trés experimentos independentes,
utilizando como controle amostra sem tratamento com lauril galato, sob as mesmas

Imunocitoquimica condi¢des da amostra tratada com lauril galato.

3.8 para Caspase-3 (CPP-32), Proteina Inibidora de Apoptose Survivina,
Bcl-2 e Proteina Indutora de Apoptose (AIF)

As reacdes de imunocitoquimica foram realizados como descrito por Dowell, 1994'".

Apds o tratamento com o lauril galato por 12 e 24 horas, as células de linhagem leucémica
mieléide aguda humana K562 (1x10° células/mL) foram centrifugadas em citocentrifuga
(CYTOPRO ™ _  Wescor), em laminas pré-tratadas com solugio de 3-
aminopropyltriethoxysilene (ATPS), a 5%, em acetona PA. Depois, foram fixadas com etanol
95%, por 1 hora, a 25°C, e mantidas imidas até o inicio da reacdo. Apds fixacdo, as laminas
foram imersas em uma solucio de peréxido de hidrogénio, a 1,5%, e metanol absoluto (v/v),

por 20 min, com posterior lavagem com dgua destilada. Esta etapa teve como objetivo
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bloquear a peroxidase enddgena das c€lulas e, assim, eliminar o desenvolvimento de reacdes
inespecificas falso-positivas. Previamente a incubacdo com o anticorpo primdrio, as laminas
foram submetidas a permeabilizacdo celular, para permitir a passagem do anticorpo primario
através da membrana plasmatica celular e conseqiiente reconhecimento dos sitios antigénicos
de interesse. Para este fim, as 1aminas foram imersas em uma solu¢do de PBS-TRITON 0,2%,
durante 30 min. Depois, as proteinas celulares foram imunomarcadas com os seguintes
anticorpos primadrios: anticorpo policlonal de coelho anti-caspase-3 (CPP32), (dilui¢ao 1:100,
da Novocastra, United Kingdon), anticorpo monoclonal de camundongo anti-survivina
(diluicao 1:50, da Santa Cruz Biotechnology, Inc.), anticorpo policlonal de coelho anti-
proteina indutora da apoptose (AIF), na dilui¢do 1:50, da Santa Cruz Biotechnology, Inc) e
anticorpo monoclonal de camundongo anti-oncoproteina Bcl2 (diluicao 1:200, da Biogenex,
San Ramon, CA, EUA). Os anticorpos primarios foram diluidos em uma solu¢do comercial
apropriada a diluicdo de anticorpos e um reagente comercial bloqueador de reacgdo
inespecifica foi utilizado. Apds esta etapa, a solucdo contendo os anticorpos foi adicionada
sobre os citocentrifugados e as laminas foram mantidas em camara imida, a uma temperatura
de 2-8°C, durante 12 horas. A seguir, estas foram lavadas com tampao PBS, por duas vezes de
trés minutos cada, a temperatura ambiente. Apds lavagem, as laminas foram incubadas com
anticorpo secundério anti-IgG/IgM, conjugado com um polimero de peroxidase pronto para
uso em camara uUmida, durante 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
realizadas duas lavagens utilizando-se PBS, por 5 minutos, a temperatura ambiente. As
amostras foram submetidas a uma revelacdo colorimétrica com kit comercial, através de uma
solucao cromégena contendo 0,03% de 3,3’-diaminobenzidina (3,344°-
tetraaminobiphenyltetrahydrochloride), previamente diluida em tampao imidazol pH 7,2 e
peréxido de hidrogénio, a 0,3%. Apds a revelacdo, foram realizadas as contra-coloragdes das
laminas, com solu¢do de hematoxilina de Harris, desidratagdo através da passagem das
laminas em concentracdes crescentes de etanol (etanol 70%, etanol 80%, 90% e etanol
absoluto), diafanizacdo em xilol e montagem em entellan. Para cada reacdo realizada foi
utilizado um controle positivo (tecido sabidamente positivo para os diferentes antigenos
pesquisados), e o controle negativo foi realizado pela abolicio do anticorpo primdrio nas
reacOes. A leitura das laminas foi realizada em microscépio 6tico comum Olympus BX 41
(Olympus América INC, Melville, NY, EUA), em aumento de 400X. O resultado positivo foi
revelado pelo aparecimento de coloragdo castanha (peroxidase), no local da marcagdo pelos
anticorpos. Em cada caso foi avaliado o percentual de células positivas em 100 células de

A . . 171 .
cada trés experimentos independentes e o resultado expresso em score ', da seguinte forma:
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(+++) a maioria das células exibe intensa expressdo, (++) mais de 50% das células revela
sinais de positividade, (+) coloragdo positiva em 10-50% das células e (-) menos de 10% de
células positivas.

As fotografias foram realizadas no microscopio de Video/thoto Olympus (Olympus

América INC, Melville, NY, EUA).

3.9 Analise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo

As fases do ciclo celular podem ser caracterizadas por variagdes no seu conteido
de DNA, o qual quando analisado por citometria de fluxo apés marcagdo com iodeto de

172

propideo permite quantificar a percentagem de células em cada fase do ciclo celular "“. Uma

célula normal em repouso contém “n”” cromossomos, ao receber um estimulo inicia o ciclo
celular, aumentando a quantidade de DNA até atingir o dobro (2n) e entdo se dividir. As
células apoptdticas por outro lado, apresentam um conteido de DNA reduzido resultante da
fragmentacao, “x<n”. A Fase Go/Gy, € caracterizada pelas células em repouso apresentando
uma quantidade de cromossomos “x =n”. A fase de sintese ou fase S é caracterizada pelo
aumento do conteido de DNA “n< x <2n”. A Fase G,/M ¢ caracterizada pelo dobro do

conteido de DNA da célula em repouso “x=2n".

As células de linhagem leucémica miel6ide aguda humana K562 foram tratadas com lauril
galato 200uM e incubadas por 12 e 24 horas. Posteriormente, as células foram lavadas com solugao
de Hank’s e ressuspendidas com uma solucio contendo ribonuclease A (RNase A) 1mg/mL, iodeto
de propideo 50 pg/mL e 0,2% de Triton X e incubadas por 15 minutos no escuro. A andlise do
contetido de DNA foi realizada no citdmetro de fluxo BD FACSCalibur ™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems), através do software BD CELLQuest ™. A aquisicio dos dados foi
realizada no modo de aspiracdo em baixa pressao (“low”). As fases do ciclo celular, bem como a

percentagem de células apotdticas foram determinadas de acordo com o contetido de DNA.

3.10 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste “t" de Student ndo pareado, ou
andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste "t'de Bonferroni. Os resultados
foram considerados significativos quando p < 0,05.

Os dados gerados pelo citometro de fluxo sdo armazenados de acordo com o formato

padrdo de citometria de fluxo (FCS), criado pela Society for Analytical Cytologym. A andlise
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dos dados consiste em exibir os dados de um arquivo no formato de lista em um gréfico e, em
seguida, medir a distribuicio dos eventos dentro do grafico. O programa fornece as
estatisticas referentes aos dados analisados. As andlises da citometria de fluxo foram

realizadas através do software BD CELLQuestTM e do software WinMDI version 2.8.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito citotoxico do Lauril Galato sobre Células de Leucemia Mieloide

Aguda Humana K562

O tratamento de células de leucemia mieldide aguda humana K562 por 48 h, com
concentracdes crescentes de lauril galato, um derivado sintético do acido gdlico, causou
diminui¢do do ndmero de células vidveis de maneira concentragdo-dependente (Figura 1,
Painel A). O maior efeito citotéxico foi observado com a concentracao efetora (ECsp) de 200
uM de lauril galato (47,7% + 2%). A incubagdo das células K562 com lauril galato (200 uM)
em intervalos de tempos diferentes mostrou que o maior efeito citotoxico s6 foi observado em

48 horas (Figura 1, Painel B).
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Figura 1. Efeito citotéxico do lauril galato sobre células K562. Painel A: efeito citot6xico concentracio
dependente. As células foram tratadas com lauril galato (10, 30, 100 e 300 uM) por 48 horas. A Ecs foi de 200
uM. Painel B: efeito citotdxico do lauril galato (200 uM) sobre células K562. As células foram incubadas por
12, 24 e 48 horas. A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT. A densidade 6tica do
grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto representa a média +/- EPM de 3
amostras. A média dos resultados foi obtida de trés experimentos independentes. * Estatisticamente diferente do
controle P < 0,05, ANOVA seguida de teste ¢ de Bonferroni.
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4.2 Apoptose Causada pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia

Mieléide Aguda Humana K562

4.2.1 Deteccao de Apoptose pela Analise da Fragmentaciao do DNA

Como mostra a Figura 2, ndo foi detectada fragmentacio do DNA nas células nao
tratadas com lauril galato (banda 1 — controle negativo). Ao contrério, o lauril galato 200uM
induziu a quebra internucleossomal da cromatina e formacao de bandas de fragmentacdo do
DNA, ao ser analisada por eletroforese em gel de agarose, a qual resultou em um padriao de
fragmentacdo repetitivo ap6s 24 horas de incubacdo (banda 2). Nas células tratadas com SNAP (S-
nitroso-N-acetylpenicillamine) 1mM - controle positivo, houve representativa fragmentacdo do

DNA (banda 3).

1. Controle negativo
2. Lauril galato (200nM)
3. Controle positivo (SNAP 1 mM)

Figura 2. Fragmentaciao do DNA causada pelo lauril galato sobre células K562. Apds 24 h de cultura, foi
extraido o DNA das amostras e analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etidium. Os géis foram fotografados sob iluminacdo ultravioleta de 320 nm (HOEFER-Macro Vue UV20)
utilizando-se um sistema de foto-documentacdo de géis (Doc-Print®-Biosystems). Banda 1: Representa a
amostra de células K562 sem tratamento com lauril galato (controle). Banda 2: Células tratadas com lauril
galato (200 uM). Banda 3: Representa a amostra de células K562 tratadas com S-nitroso-N-acetylpenicillamine
(SNAP) 1mM como controle positivo.
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4.2.2 Estudo das Alteracoes Citomorfologicas

Como mostra a Figura 3 (pagina 46), as células K562 tratadas com lauril galato (200
uM) mostraram redug@o de volume, retracao nuclear com condensac@o da cromatina e formagao
de corpos apoptdticos. O lauril galato induziu alteracdes morfoldgicas caracteristicas de
apoptose nas células K562 em 28 e 35% das células apos 12 e 24 horas de incubagdo,

respectivamente.

4.2.3 Deteccao de Apoptose Conjugada a Anexina V-FITC

Como pode ser observado na Figura 4, o lauril galato (200uM) causou apoptose nas
células K-562 apds 12 horas (Figura 4 Painel B) e 24 horas (Figura 4 Painel C) de incubacio, a qual
foi detectada pela dupla colorag@o anexina V-FITC/PL, enquanto que as células nao tratadas foram
negativas (Figura 4 Painel A). Detectou-se 20 e 28,4% de células positivas para anexina V em 12 e
24 horas de incubagio, respectivamente.

As células em estdgio inicial de apoptose podem ser observadas no quadrante inferior direito
(anexina V+/PI-) e as células em estdgio inicial e tardio de apoptose nos quadrantes inferior e

superior direito (anexina V+/PI+).

A
" A Controle B lauril galate 12h C lauril galato 24h

10

3% 0,8%

T 8,21

107
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1% ©11,8%

v

Anexina V-FITC

Figura 4. Analise da populacio de células em estagio inicial e final de apoptose detectadas pela marcaciio de
anexina-V e PIL Painel A: células K562 em meio RPMI, sem tratamento com lauril galato. Painel B: as células K562
foram incubadas com lauril galato (200uM) por 12 horas. Painel C: as células K562 foram incubadas com lauril galato
(200uM) por 24 horas. A apoptose foi determinada pela andlise da marcacdo das células com anexina V-FITC/PI por

.....

sdo descritas.
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Figura 3. Alteracdes morfolégicas induzidas pelo lauril galato sobre células K562. Células K562 (1 x 10° céls./mL)
foram tratadas com lauril galato (200 uM) por 12 h e 24 horas, citocentrifugadas e coradas com May-Griinwalds Giemsa.
Células nfo tratadas serviram como controle. Painel A: Caracteristicas normais das células K562 (controle). Painéis B e
C: Citomorfolgia das células K562 apds 12 e 24 h de tratamento com lauril galato, respectivamente. As setas indicam a
formacdo de corpos apoptéticos. (Aumento X1000).
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4.3 Efeito do Lauril Galato sobre Fatores Reguladores de Apoptose em Células
de Leucemia Mieloide Aguda Humana K562

4.3.1 Efeito do Lauril Galato na Expressao de Caspase-3 sobre Células de
Leucemia Mieldide Aguda Humana K562

Observou-se que apds 12 horas de tratamento com lauril galato, as células que
inicialmente ndo expressavam caspase-3 (score -, Figura 5, Painel A, pagina 48), passaram a
apresentar moderada expressao (score ++, Figura 5, Painel B) e em 24 horas forte expressao

(score +++, Figura 5, Painel C) de caspase-3.

4.3.2 Efeito do Lauril Galato na Expressao de Survivina sobre Células de

Leucemia Mieldide Aguda Humana K562

Como pode ser observado na Figura 6, Painel A (pagina 49), as células sem tratamento
com lauril galato (controle) apresentam forte expressao de survivina (score +++). Entretanto
ap6s 12 e 24 horas de tratamento, mostrou-se fracamente expressa (score +, Figura 6, Painel

B) e sem expressao(score -, Figura 6, Painel C) respectivamente.

4.3.3 Envolvimento da Proteina Antiapoptotica Bcl-2 na Apoptose Induzida

pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia Mieldide Aguda Humana K562

A andlise da imunocitoquimica por microscopia ética revelou que o grupo controle
(Figura 7 Painel A, pagina 50) apresenta intensa coloragao (score +++) citoplasmaética devido
a presenca da proteina antiapoptética Bel-2. Entretanto, apds 24 horas de incubacdo com lauril
galato (200 uM), houve uma diminui¢do da coloragdo (score ++) citoplasmadtica (Figura 7,

Painel C, pagina 50).
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Figura 5. Efeito do lauril galato na expressio da caspase-3 sobre células K562. A coloracio foi realizada usando o
sistema peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressdo citoplasmdtica de caspase-3,
demonstrada pela coloracdo castanha, por microscopia 6tica (Aumento X400). Foram realizados trés experimentos
independentes. Painel A: O controle ndo mostrou expressdo de caspase-3 (score -). Painel B: Apds 12 h de tratamento
com lauril galato 200uM, observou-se aumento da expressdo (score ++). Painel C: Forte expressao (score +++) ap6s 24 h
de tratamento com lauril galato 200uM. (barra = 10 um).



49

Figura 6. Efeito do lauril galato na expressio de survivina sobre células K562. A coloragio foi realizada usando o
sistema peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressdo citoplasmatica de survivina,
demonstrada pela coloraco castanha, por microscopia 6tica (Aumento de 400X). Foram realizados trés experimentos
independentes. Painel A: O controle apresentou forte expressido de survivina (score +++). Painel B: Fraca expressido
(score +) apds 12 h de tratamento com lauril galato 200uM. Painel C: Sem expresséo (score -) ap6s 24 h de tratamento
com lauril galato 200uM. (barra = 10 pm)
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Figura 7. Efeito do lauril galato na expressao de Bcl-2 sobre células K562. A coloragio foi realizada usando o sistema
peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressdo citoplasmatica de Bcl-2, demonstrada pela
coloragio castanha, por microscopia 6tica (Aumento X400). Foram realizados trés experimentos independentes. Painel
A: O controle mostrou forte expressdo de caspase-3 (score +++). Painel B: Apds 12 h de tratamento com lauril galato
200uM, a expressdo deBcl-2 nio alterou-se (score +++). Painel C: Apés 24 h de tratamento com lauril galato 200uM,
houve diminuigéo na expressio de Bcl-2 (++). (barra = 10 um).
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4.3.4 Envolvimento do AIF (Fator Indutor de Apoptose na Apoptose
Induzida pelo Lauril Galato sobre Células de Leucemia Mieldide Aguda

Humana K562

A andlise da Figura 8 (pdgina 52), Painel A mostra que as células K-562 nao expressam AIF
(score -), e que apds 12 horas de incubag@o com lauril galato (200 uM) houve aumento da
positividade (score ++, Figura 8, Painel B). Ap6s 24 horas de incubag@o com lauril galato
(200 uM), as células passaram a apresentar forte expressao de AIF (score +++, Figura 8,

Painel C).
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Figura 8. Efeito do lauril galato na expressiao de AIF sobre células K562. A coloragio foi realizada usando o sistema
peroxidase-DAB (castanho). As amostras foram analisadas pela expressdo citoplasmatica de AIF, demonstrada pela
coloragdo castanha, por microscopia 6tica (Aumento X400). Foram realizados trés experimentos independentes. Painel
A: O controle mostrou auséncia de expressdo de AIF (score -). Painel B: Ap6s 12 h de tratamento com lauril galato
200uM, a expressdo AIF aumentou (score ++). Painel C: Apds 24 h de tratamento com lauril galato 200uM, apresentou
forte expressdo de AIF (+++). (barra = 10 um).
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4.4 Efeito do Lauril Galato sobre a Progressao do Ciclo Celular em Células

K562

A andlise da progressao do ciclo celular nas células K562 incubadas na presenca
ou auséncia de lauril galato 200 uM foi realizada apds 12 e 24 horas. Apds 12 horas, na
auséncia de lauril galato 200 uM, a populacdo de células em apoptose, Go/Gi, S e G,M foi de
10,3 (M4); 29,3 (M1); 38,4 (M2) e 18,2%(M3) respectivamente (Figura 9, pagina 54,
PainelA). O tratamento com lauril galato 200 uM por este mesmo periodo de tempo alterou a
percentagem das células, nas respectivas fases para: 28,7 (M4); 34,9 (M1); 26,8 (M2) e 7,1%
(M3) como pode ser observado na Figura 9, Painel B. Apds 24 horas de incubac@o com lauril
galato a percentagem de células em apoptose (M4), Go/G; (M1), S (M2) e G;M (M3) foi de
22 (M4); 23,6 (M1); 36,4 (M2) e 16,2% (M3) respectivamente (Figura 9, pagina 54, Painel
C). Apds 24 horas de tratamento com lauril galato 200 uM a populagdo de células em
apoptose, GoG;, S e GoM foi de 36,7 (M4); 30,8 (Ml); 224 (M2) e 8,7% (M3)
respectivamente (Figura 9, painel D). Este resultado mostrou que a populacio de células K562
em apoptose aumentou (M4), na fase Go/G;(M1) ndo se alterou e que nas fases S e GoM
(M2+M3) diminuiu, pela exposi¢do das células ao lauril galato 200 uM por 12 e 24 horas

quando comparadas ao controle de células sem tratamento.
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Figura 9. Efeito do lauril galato sobre as fases do ciclo celular de células K562. As células K562 foram
incubadas na presenga ou auséncia de lauril galato 200 uM e a percentagem de células em cada fase do ciclo
celular foi analisada de acordo com o contetido de DNA. Painéis de A-D: As fases do ciclo celular sdo assim
representadas: céls. em apoptose (M4), céls. na fase Go/G; (M1), céls. na fase S (M2) e céls. na fase G,M (M3).
Painéis A-B: Células tratadas por 12h, na auséncia (A) ou na presenga (B) de lauril galato. Painéis C-D: Células
tratadas por 24h, na auséncia (C) ou na presenca (D) de lauril galato. Painel E: Gréfico representativo dos
painéis A-D, onde CT=células ndo tratadas e LG=células tratadas com lauril galato.
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5 DISCUSSAO

Nas duas tultimas décadas, a meta dos pesquisadores e oncologistas tem sido a
descoberta de farmacos antineopldsicos, que tenham maior eficiéncia em induzir a morte as
células tumorais, e com poucos ou insignificantes efeitos colaterais. Por isso, o interesse em
novos alvos terapéuticos, a partir de produtos naturais, cresceu exponencialmente nos ultimos
anos. O desenvolvimento de farmacos, a partir de produtos naturais, incorporou profundas
transformagdes no decorrer das ultimas décadas. Com o avango da biologia molecular,
inimeros processos bioldgicos foram identificados, fornecendo, assim, diversos novos alvos
micro e macromoleculares, passiveis de intervengdo terapéutica35’l74.

O 4cido gélico e seus alquil ésteres vém sendo estudados, por sua acdo citotoxica, em

diferentes linhagens de células tumorais'**41°¢1%8

Virios trabalhos demonstram que
compostos sintéticos, derivados do acido galico, causam inibi¢do da proliferacdo celular em
células de leucemia promielocitica humana HL60(154), células de leucemia linfobléstica147,
células JY (human B cell lymphoma), MOLT-4 (human acute lymphoblastic leukemia), HT29
(human colon adenocarcinoma), Daudi (human Burkitt’s lymphoma), Wehi 231(Balb-c
mouse B cell lymphoma), 1.929 (c34/An mouse fibroblast), EAT (Ehrlich ascites tumor), e X-
653 (P3X63Ag8.653 Balb/c mouse myeloma)'*. Serrano et al(1998), além de constatarem que
a inibicdo do crescimento celular, com uma larga variacdo na concentracao necessdria para
obter o mesmo efeito, depende do tipo de célula, também verificaram que os alquil ésteres do
acido gdlico, com grupo lipofilico, como o octil e o dodecil (lauril), exibem um potencial
efeito antiproliferativo entre 50 e 250 vezes maior que o préprio dcido galico'*®!47148:173:176
Neste mesmo estudo, também foi observado que linfécitos normais podem suportar mais altas
concentracdes de lauril galato do que células de linhagem tumoral*®. Fiuza er al(2004)
também observaram que o efeito citotoxico dos alquil ésteres do dcido gdlico, em fibroblastos
normais (células de tecido pulmonar embriondrio humano, 1.-132), é bem menor
(aproximadamente trés vezes) do que em células de cancer humanas'”.

Os resultados deste estudo corroboram com os trabalhos descritos acima, pois o lauril
galato — um alquil éster derivado do 4cido gdlico - induziu efeito citotéxico nas células de
leucemia mieldide aguda humana K562, de maneira concentragao-dependente.

A ac¢do dos compostos antileucémicos, em geral, baseia-se na inibi¢do da proliferacao,

na inducdo de apoptose e na diferenciagdo das células leucémicas, o que invariavelmente,

evolui para apoptose'**'*>. Vdrios compostos quimioterédpicos tém sido estudados por induzir
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a apoptose, revelando ser este um mecanismo primdrio de sua atividade anticancer " . A

inducdo de apoptose tem sido identificada como um evento comum de diferentes classes de
agentes anticancer - 40414243
Além disso, alguns estudos tém demonstrado que o lauril galato inibe a proliferacao

. <~ s . . 144,146,147
celular por indugdo a apoptose diferentes tipos celulares ™ = .

Entretanto, alguns
compostos fendlicos tém sido apontados por sua acdo na inibicdo da diferenciacdo
celular'”'”®, bem como por inibir a proliferacdo das células pela inducdo de dois tipos de

morte celular, apoptose e necrose'

. Kouichi et al(2000) demonstraram que os derivados do
acido galico com grupo lipofilico (farnesil galato hidrogenado, lauril galato, laurilamide e
colesteril galato) apresentam habilidade para induzir a apoptose células de leucemia
monobldstica humana U937'¥.

A morte celular, apoptose ou necrose, ¢ caracterizada por diferencas morfoldgicas e
bioquimicas. Para investigar qual tipo de morte celular o lauril galato induziu, nas células de
leucelia mieléide aguda humana K562, alguns pardmetros bioquimicos e morfolégicos foram
analisados. Observamos que, apds o tratamento das células com lauril galato (ECsy =200 uM),
houve fragmentacdo do DNA (Figura 2), que € um padrio tipico de apoptose, ou seja,
presenca de fragmentos oligonucleossomais, resultantes da ativacdo de uma endonuclease,
que quebra o DNA nos nucleossomas e d4 origem a um padrio de fragmentacao repetitiv047.
Ao contrario, no processo de necrose a quebra do DNA € randomica e mostra degradacdo de
histonas, o que ndo gera qualquer padrdo repetitivo'®.

Além disso, as alteracdes morfoldgicas, caracteristicas de apoptose, como retragio da
célula, condensacdo da cromatina, formacdo de pregas citoplasmaticas e a extrusdao de
micronﬁcleosl63, também foram evidentes, como mostra a figura 3, painéis B e C. Serrano et
al(1998) evidenciaram alteracdes citomorfoldgicas e fragmentacdo do DNA semelhantes, em
células Wehi 231(Balb-c mouse B cell lymphoma)'*®. Esses achados sugestivos de morte
celular induzida pelo lauril galato, por apoptose, foram confirmados pela positividade da
anexina V (Figura 4).

O mecanismo pelo qual os derivados do 4cido do gélico induzem a apoptose algumas
linhagens celulares, ainda ndo estd completamente esclarecido. Provavelmente, envolve a
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a qual interfere no balanco do estado redox

125,154,181

da célula . Também foi demonstrado que estes compostos sdo inibidores da proteina

tirosina quinase (PTK), em vdrios tipos de células'®*'%.
Paralelamente, os avangos nesta drea do conhecimento revelam que os mecanismos

que regulam a apoptose sao complexos. Consistem na ativacdo de numerosas sinalizacdes e
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de componentes inibitérios, que compdem Varios sistemas paralelos ou inter-relacionados, os
quais culminam na autodestrui¢ao celular™.

Neste sentido, procuramos investigar alguns mecanismos envolvidos na apoptose,
causada por esse composto.

A apoptose € regulada por uma série de eventos bioquimicos, que levam a morte
celular. Uma caracteristica comum das células em processo de apoptose € a ativacdo de
membros de uma familia de cisteino-aspartato proteases, denominada Caspase. A inibicdo da
atividade das caspases, tanto por mutagdo quanto por a¢ao farmacoldgica, pode impedir ou,
retardar a morte celular por apoptose. O mecanismo de acdo das caspases € a clivagem de
proteinas em um ou mais sitios, resultando na inativacdo funcional do substrato ou
alternativamente, a sua ativac;éio55 . Da familia, a caspase-3 € a mais prevalente nas células, a
qual € responsdvel pela finalizacdo dos efeitos apoptéticos, porém, em conjunto com duas
outras: caspase-6 e -7. Juntas, estas trés caspases executoras sao responsdveis pelo fenétipo
apoptotico, através da clivagem ou degradacdo de outros substratos importantes neste
processo. A externalizacdo da fosfatidilserina durante a apoptose €, geralmente, caspase
dependente'®*. Porém, em alguns tipos de células, a externalizacdo da fosfatidilserina parece
ser caspase-independente'®. O mecanismo exato ainda ndo foi elucidado.

A andlise da expressdo de caspase-3 nas células K562, por imunocitoquimica, mostrou
que o tratamento das células K562, com lauril galato, resultou no aumento da expressiao de
caspase-3, o que sugere o envolvimento de apoptose, via mitocondrial.

A apoptose é um evento altamente regulado, o qual envolve a participagdo de
inibidores naturais das caspases. Estes inibidores de proteinas de apoptose (IAPs) atuam como
moléculas anti-apoptéticas, a partir da inibicdo da ativacio proteolitica da caspase-3 e da
caspase-77+95965798

diferentes membros da familia das IAPs - NAIP, XIAP, c-IAP-1, c-IAP-2 e survivina - as

Foram identificadas, at€é o presente momento, pelo menos cinco

. . .. . L. L, 6.97.100 .. L,
quais exibem atividade antiapoptética, em células de cultura®®™'%_ A survivina estd presente
durante o desenvolvimento fetal, mas ndo é detectavel em tecidos adultos normais. Porém,

estd superexpressada na maioria dos tumores solidos “in vivo” e € o quarto mais significante

6

fator de transcricio expresso em tumores humanos'*®. Altos niveis de survivina foram

observados em blastos mieldides e células linféides de algumas desordens

107,187,188,189,190

linfoproliferativas Em pacientes portadores de neoplasias, a expressio de

survivina tém sido associada com a reducdo de apoptose em células tumorais “in vivo™**"",
Além disso, altos niveis de expressdo de survivina t€ém sido ligados a mau progndstico e

T . P A 104,105,106,107
diminui¢do da sobrevida em varios tipos de cancer humano """, Tamm et al(1998), em
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estudos recentes, demonstraram que a survivina suprime a apoptose induzida por Fas, Bax,
s A 103 .. . .

caspases e drogas anticancer . A survivina tem um papel de impedimento da apoptose e atua

na regulagdo da divisdo celular, sendo que no inicio da mitose € associada com microtibulos

do fuso mitdtico e estd expressa na fase Go/M do ciclo celular, de um modo ciclo-

< . 888,192,193
regulatério B9.192.193

Li et al(1998) demonstraram que, quando ocorre rompimento da
interacdo survivina-microtibulo, € detectado aumento da atividade da caspase—381. Assim,
quanto ao seu papel como agente antiapoptotico, a survivina atua direta ou indiretamente na
inibicdo das caspases'®”. Olie er al(2000) observaram que a diminui¢io da expressdo de
survivina aumentou a atividade da caspase-3 e a fragmentacdo do DNA, em células de cancer
de pulmﬁolg4. Também, Deveraux et al(1999) observaram que a remog¢do do efeito inibitorio
da survivina parece ser potencialmente util na sensibilizacdo das células neopldsicas, para o
efeito dos agentes anticancer'"".

Com base nas evidéncias acima citadas € nos resultados obtidos neste estudo, a
inibicdo da expressdao da survivina nas células K562, pelo lauril galato, pode explicar o
aumento crescente da expressao de caspase-3 em 12 e 24 horas respectivamente. Ou seja, o
efeito inibitério da survivina sobre a caspase-3 diminui a medida que esta proteina € inibida
pela agdo do lauril galato.

Alteragdes no ciclo celular e nas proteinas regulatdrias sdo freqiientemente associadas
a inducdo de apoptose e tém, portanto, um papel fundamental para o conhecimento dos
mecanismos envolvidos na tumorigénese e para o desenvolvimento de terapéuticas efetivas
contra o cancer. Muitos dos efeitos apoptéticos de compostos fendlicos, em linhagens de
células tumorais, tém sido atribuidos a uma desordem no ciclo celular'®. Por exemplo,
Calcabrini et al(2006) observaram que o efeito apoptético do lauril galato, em células de
cancer de mama humana (MCF?7), ocorre por alteracdes no ciclo celular'*®.

Sendo assim, foi avaliada a possibilidade do efeito apoptético do lauril galato,

sobre células K562, estar relacionado a alteracdes na progressao do ciclo celular, j4 que o
mesmo apresentou um efeito de inibicao da expressao de survivina.

Os resultados mostraram claramente uma diminui¢ao no nimero de células, nas fases

S e G;M, apds 12 e 24 horas de tratamento com lauril galato, 200 uM. Isto pode indicar que o

mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o crescimento das células leucémicas ndo é somente

por apoptose, mas também pela parada do ciclo celular. O possivel mecanismo de seletividade

terapéutica, ainda ndo elucidado, poderia ser devido a parada nas fases S e G,M, ja que

células tumorais apresentam alto indice proliferativo, em relacdo as células normais.

Conforme dados anteriores, de que a survivina esta expressa na fase GoM do ciclo celular de
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modo ciclo-regulatério, e que o rompimento da interagdo survivina-microtubulo, no inicio da
mitose, causa aumento da atividade da caspase, estes dados vém confirmar os achados
anteriores deste estudo, em que o aumento da expressdo de caspase-3 ocorre a medida que
diminui a expressao de survivina pelo tratamento com lauril galato.

Como foi citado anteriormente, vérias proteinas estdo envolvidas na regulacdo da
apoptose, como p53, Bcl-2 e Bax'"'%. O papel de protecdo da proteina Bcl-2 na apoptose ja
estd bem estabelecido*">""**1% Esta proteina pertencente ao grupo das IAPs, tem sido
apontada por produzir efeito antiapoptético, em diferentes sistemas'™>*. Roy e al(2000)
demonstraram que a Bcl-2 retarda a inducao de apoptose pelo lauril galato nas células Wehi
231", ¢ Calcabrini er al(2006) encontraram efeito semelhante em células de linhagem de
cancer de mama humana MCF7'%°. Também, tem sido demonstrada forte ligacdo entre a
prevencdo do cancer por polifenéis e inibicdo da proteina antiapoptética Bel-22%".

Sendo assim, foi investigado o envolvimento dessa proteina na protecdo contra a
apoptose induzida pelo lauril galato, nas células K562. Os resultados obtidos, no presente
trabalho, demonstraram que as células K562 expressam a proteina antiapoptétoca Bcl-2, a
qual foi inibida pelo lauril galato. Comparativamente a esses resultados, o efeito apoptético do
lauril galato sugere o envolvimento da proteina Bcl-2 na protecdo das células K562 aos
efeitos citotoxicos deste composto.

Os resultados até aqui apresentados sugerem que o aumento da expressao de caspase-
3, observado apds o tratamento com lauril galato, pode estar associado tanto a diminuicao da
expressao de Bcl-2, bem como a inibi¢ao da expressao de survivina.

Ha evidéncias na literatura que a proteina Bcl-2 atua na mitocOndria e estabiliza o

. 202,203
potencial transmembrana™

, 0 qual funciona como um canal idnico modulador da atividade
de caspases ou como inibidor da liberacdo de citocromo ¢’ e AIF®***. Entretanto, também
tem sido demonstrada a liberagdo do citocromo c, independente da despolarizagdo
transmembrana da mitocondria’®*%. Susin er al(1999) demonstraram que o AIF causa
fragmentacdo do DNA, condensac¢do da cromatina e induz a liberagdo do citocromo c e
caspase-9 da mitocondria, independentemente da ativacao de caspases, € que a superexpressao
de Bcl-2 previne a liberagdo do AIF da mitocOndria, mas nao bloqueia sua atividade
apoptogénica66.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que o AIF ndo estd expresso nas células
K562 e que apds o tratamento com lauril galato (200uM), passou a apresentar forte expressao.

Isto indica que a liberacdo do AIF nesta célula parece estar diretamente relacionada com a

acdo da proteina antiapoptética Bcl-2.
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A morbidade associada aos tratamentos quimioterdpicos tem intensificado a
investigacdo de novos agentes anticancer, ja que os utilizados atualmente, na pratica clinica,
apresentam uma alta toxicidade para células normais e, freqlientemente, levam ao
desenvolvimento de resisténcia®. Assim, a observacdo de que linfécitos normais podem
suportar altas concentra¢des de lauril galato melhor do que células de linhagem tumoral, por
Serrano et al(1998)'*, e que alquil ésteres do 4cido gdlico tém efeito citotdxico
aproximadamente trés vezes menor sobre fibroblastos humanos, por Fiuza et al(2004)175,
podem indicar uma seletividade de agao para células de crescimento rapido e a possibilidade
de seu estudo como um potente agente antitumoral.

A compilacdo de evidéncias obtidas nesse estudo nos permite sugerir que um dos
provaveis mecanismos de citotoxicidade para o lauril galato, em células leucémicas K562,
seja pela inibicdo da expressd@o de survivina, a qual, como citado anteriormente, inibe a
apoptose por supressdo das caspases efetoras”®. Diante do estimulo apoptotico causado pelo
lauril galato, hd aumento da expressdo de caspase-3, a qual é responsdvel pela conseqiiente
quebra do DNA e pelas alteracdes morfoldgicas encontradas nas fases finais de apoptose. A
survivina atua na regulacdo da divisdo celular e sua inibi¢ao conduz a um bloqueio do ciclo
celular e inibicdo de proliferacdo celular. Além disso, a diminui¢do da expressdo de Bcl-2,
pelo lauril galato, parece interferir na liberacdo do AIF das mitocondrias. Embora estudos
posteriores sejam necessdrios, o efeito inibitorio do lauril galato sobre as proteinas inibidoras
de apoptose survivina e Bcl-2, abre outras op¢des no desenvolvimento de novos farmacos,
uma vez que a inibi¢do destas proteinas vem sendo apontada como uma nova estratégia de
tratamento antitumoral,'#¢-207-208-209210.211.212

O crescente conhecimento da relacdo entre apoptose e carcinogénese, além de ter
levado a identificacdo de vadrias alteragdes génicas; tem demonstrado que a relagdo entre
carcinogénese e desequilibrio de apoptose estd tao intimamente ligada que qualquer estratégia
terapéutica, especialmente o desencadeamento de apoptose, em células de cancer, poderia ter
um potencial efeito terapéutico. Assim, a era dos marcadores terapéuticos tem

progressivamente, emergido na oncologia, e estratégias de desencadeamento de apoptose

provavelmente, desempenharao um importante papel neste contexto.
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6 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

1. O lauril galato — um alquil éster derivado do 4cido gélico, induz apoptose em células
de leucemia miel6ide aguda humana K562.

2. A apoptose induzida pelo lauril galato envolve aumento da expressdo de caspase-3 nas
células K562.

3. A expressdo de survivina nas células K562 € inibida pela a¢ao do lauril galato, a qual
pode estar relacionada com a parada do ciclo celular na fase GoM.

4. O lauril galato causa bloqueio do ciclo celular nas fases S e G,M. Isto permite concluir
que o mecanismo pelo qual o lauril galato inibe o crescimento de células tumorais ndao
€ somente por apoptose, mas também pela parada do ciclo celular.

5. A diminui¢cdo da expressdo de Bcl-2 pelo lauril galato permite a liberacdo de AIF
pelas mitocondrias e favorece a inducao de apoptose.

6. O aumento na expressao de caspase-3 pelo lauril galato, pode estar associado tanto a
diminui¢do da expressdao de Bcl-2, assim como a inibicao da expressao da proteina
survivina.

Com base nos resultados obtidos pode-se propor um esquema de acao do lauril galato

sobre as células de leucemia mieldide aguda humana K562 (Esquema 5).
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Ciclo
Celular

APOFTOSE

APOFTOSE

Esquema 5: Esquema proposto para ag@o do lauril galato sobre células K562.

Painel A: Expressdo das proteina Bcl-2 (antiapoptética), caspase-3, survivina, AIF e progressdo do ciclo celular
nas células K562 . Painel B: A acdo do lauril galato sobre as células K562 causou diminui¢do da expressao de
Bcl-2 e aumento da liberagcdo de AIF, que, junto com a inibicdo da expressdo de survivina levou a um aumento
da expressdo de caspase-3. Na progressdo do ciclo celular houve um bloqueio na fase G,M, com diminui¢do da
proliferacéo celular.
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Esse conjunto de resultados sugere que o lauril galato induz apoptose por inibi¢do das
proteinas antiapoptdticas Bcl-2 e survivina, com conseqiiente aumento da liberagdo de AIF e
aumento da expressao de caspase-3. Além disso, € capaz de bloquear o ciclo celular nas fases
S e G;M. O lauril galato, como uma nova estratégia terapéutica no desencadeamento da

apoptose em células leucé€micas, pode ter um potencial efeito terapéutico.
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