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RESUMO

As leucemias compreendem uma grande variedade de doengas hematoldgicas malignas que
podem ser classificadas como: aguda ou crdnica, que por sua vez, podem acometer
diferentes tipos celulares, distinguindo-se em mieldide e linféide. Os farmacos
antileucémicos constituem uma importante ferramenta no tratamento desta patologia,
entretanto, apesar de todo arsenal terapéutico disponivel, existem problemas na
seletividade e toxicidade que limitam seu uso. Desta forma, este estudo teve como objetivo
investigar a citotoxicidade de uma classe de substancias, adutos de Morita-Baylis-Hillman,
utilizando cultura de células leucémicas (HL-60, K562, K562-Lucena e MOLT-4) e células
normais (PBMC) avaliando o seu efeito por meio de técnicas como a Redugdo do MTT e
captacdo do vermelho neutro; além de propor um possivel mecanismo de morte celular
usando os testes de coloracdo diferencial por laranja de acridina e brometo de etideo
(LA/BE) em microscopio de fluorescéncia, analise do ciclo celular e analise do potencial
transmembrénico mitocondrial em citometria de fluxo. Dentre as substancias avaliadas, o
composto A2CN apresentou maior poténcia frente a linhagem HL-60 (Clsp = 22 uM) e
MOLT-4 (21 uM) do que em PBMC (71 uM) com 24 horas de incubagdo avaliadas pelo
MTT. Nas linhagens mais resistentes K562 (58 uM) e K562-Lucena (60 uM), também
pode ser observado seu efeito citotoxico. Nos estudos de morte celular, o A2CN induziu o
aumento de células apoptoticas avaliadas por microscopia de fluorescéncia, além de
induzir a fragmentacdo do DNA e a despolarizacdo da membrana mitocondrial, ambas
avaliadas por citometria de fluxo. Diante o exposto, pode-se concluir que a substancia
A2CN induziu apoptose em células leucémicas possivelmente pela ativacdo da via
intrinseca, apresentando maior seletividade para linhagem leucémica do que para as células

nao tumorais.

Palavras chave: adutos de Morita-Baylis-Hillman, apoptose, citotoxicidade, leucemia.



ABSTRACT

Leukemia includes a variety of hematological carcinogenic diseases, affecting various cell
types at different stages of cellular maturation. This pathology can be classified in four
classes: acute and chronic, which are divided into lymphoid and myeloid. Anti-leukemic
drugs have been important tools in the treatment of this disease; however these substances
have been displayed problems, showed a low selectivity and high toxicity, which have
limited their use in the clinical treatment. Therefore, aim of this study was to investigate
the cytotoxicity of some substances classified as Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA),
using the culture of some leukemic cells, HL-60, K562, K562-Lucena and MOLT-4, as
well as normal cells from peripheral blood mononuclear cell (PBMC). The effect of these
MBHA synthetic molecules were evaluated by MTT reduction and neutral red uptake
techniques and the mechanism of cell death was studied using differential staining tests
with acridine orange and ethidium bromide (LA/BE) probes, being observed under
fluorescence microscope. The cell cycle and mitochondrial transmembrane potential
analyzes were measured using the flow cytometry technique. Using the MTT assay, the
compound A2CN showed greater potency against the strain HL-60 (ICsp = 22 uM) and
MOLT-4 (21 pM) than in PBMC (71 uM) after 24 hours of incubation. In the resistant
K562 cells, the A2CN showed an 1Csq of 58 uM, and for K562-Lucena cells the I1Csy was
60 uM. In studies of cell death, the A2CN induced an increase of apoptotic cells assessed
by fluorescence microscopy. In addition A2CN induced DNA fragmentation and
depolarization of the mitochondrial membrane; both results were assessed by flow
cytometry. It was concluded that the substance A2CN induced apoptosis in leukemia cells

with higher selectivity for leukemic lineage than for the non-tumor cells.

Keywords: apoptosis, cytotoxicity, leukemia, Morita-Baylis-Hillman adducts.
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INTRODUCAO

1.1 CANCER

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e érgdos, podendo espalhar-se
(metéstase) para outras regides do corpo (MS/INCA, 2012). Muitos canceres sdo originados
de uma Unica célula que sofreu uma mutagdo somatica, mas a progénie desta célula necessita
de muitas outras mutacdes adicionais, antes que elas se tornem um cancer (ALBERTS et al.
2010). Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores ou neoplasias malignas (MS/INCA,
2012).

A tumorigénese € um processo composto por multiplos passos, que refletem alteracdes
genéticas oriundos tanto da ativagdo de proto-oncogenes em oncogenes, 0s quais controlam os
processos de crescimento, divisdo e sobrevivéncia celular, quanto de mutagdes que levam a
perda da funcéo e/ou inativacdo dos genes supressores tumorais, relacionados com o controle
do crescimento celular desregulado e a ativacdo de vias de reparo do DNA (acido
desoxirribonucléico). Mecanismos epigenéeticos também contribuem para a alteracdo da
expressdo destes genes (LEE e MULLER, 2010; SANTARIUS et al., 2010).

Mais apuradamente, o cancer é descrito como sendo o0 produto do mau funcionamento
da regulacdo do ciclo celular cujas células mutadas e injuriadas — normalmente destinadas a
morrer - sdo permitidas a progredir realizando o ciclo celular, acumulando mutacdes
(FOSTER, 2008).

O cancer pode ser causado por uma das trés vias, sendo elas: dieta incorreta,
predisposicdo genética e pelo meio ambiente. Pelo menos 35% de todos os canceres séo
causados por dieta incorreta, e, no caso do cancer de colon, a dieta pode responder por 80%
dos casos. A predisposicdo genética proporciona 20% de casos de cancer, levando a maioria
dos cénceres a serem associados a carcinogénese ambiental (REDDY et al., 2003).

Dados publicados pelo Ministério da Saude/Instituo Nacional do Cancer mostram que
0 tipo mais incidente é o cancer de pele ndo melanoma, seguido por prostata e pulméo para o
sexo masculino, e mama e colo do Gtero para o sexo feminino. As estimativas para 0 ano de
2012, que também serdo validas para o ano de 2013, apontam a ocorréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancer, reforcando a magnitude do problema do

cancer no pais, como mostra a tabela 1.
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Tabela 1: Estimativas para o0 ano de 2012 do nimero de casos novos por cancer.

Estimativa dos Casos Novo

Localizacdo Priméria
MNeoplasia Maligna

Prostata 60,180 -
Mama Feminina - 52.680
Colo do Utero - 17.540
Traqueia, Bronguio e Pulmao 17.210 10,110
Cdlon & Reto 14.180 15.960
Estdmago 12.670 7.420
Cavidade Oral 9.990 4,180
Laringe 6.110 -
Bexiga 6.210 2.690
Esdfago 7.770 2.650
Owario - 6.190
Linforna ndo Hodgkin 5.190 4,450
Glandula Tireoide - 10.590
Sistemna Mervoso Central 4.820 4,450
Leucemias 4570 3.940
Corpo do Utero - 4.520
Pele Melanoma 3.170 3.060
Outras Localizagbes 43,120 38.720
Subtotal | 195190 [ 189.150 _
Pele ndo Melanoma 62.680 71.490

Todas as Neoplasias 257.870 260.640

Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/tabelaestados.asp?UF=BR

18

E possivel visualizar na tabela que as leucemias ocupam o décimo quinto lugar em

incidéncia no Brasil, totalizando 8.510 novos casos. Um nimero consideravel que requer mais

atencdo no sentido de conhecer essa doenca e desenvolver novas alternativas terapéuticas.

1.2 LEUCEMIAS

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas caracterizado pela

proliferagdo descontrolada de células hematopoiéticas na medula 6ssea e/ou nos tecidos

linfoides, que, posteriormente, atingem a circulagcdo periférica e podem se infiltrar em outros

sistemas organicos (SWERDLOW et al., 2008).
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Essas neoplasias surgem em um dos tipos de glébulos brancos. Podem surgir nos
linfoblastos, que séo células linfoides no estégio inicial de desenvolvimento, resultando em
uma doenga de inicio rapido, denominada leucemia linfoide aguda (LLA). Quando a
neoplasia envolve células maduras, ¢ denominada leucemia linfocitica cronica (LLC) e
geralmente é mais indolente. A leucemia também pode ser de origem granulocitica, ocorrendo
tanto em células jovens mieloblasticas, resultando na leucemia mieloide aguda (LMA), quanto
em granulocitos maduros, resultando em leucemia mieloide crénica (LMC). Também existem
variedades mais raras, incluindo as monociticas (WHO, 2009). A figura 1 mostra a escala de

maturacdo das celulas hematopoiéticas.

Celula Precursees (Stem Cell)

Célula Pnmordial Migléide -~

Precursores Linfbides

4

Macrofago

Figura 1: Origem e maturacéo das células sanguineas.

Disponivel em : http://mww.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=344

GILLILAND e colaboradores (2004) reportaram que a leucemia, assim como outros
canceres, pode resultar da ocorréncia de multiplas etapas, nas quais mutacdes de maltiplos

genes acontecem nas celulas precursoras do espaco medular. O primeiro evento (mutacao)
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leva a uma hematopoiese clonal. Nesta etapa, s&o muito comuns alterac6es clonais, sendo tais
anormalidades usualmente associadas a perda de genes supressores de tumor. Porém, esta
Unica mutacdo ndo é suficiente para o desenvolvimento da leucemia, sendo necessaria a
aquisicdo de anormalidades cariotipicas nas células da medula dssea. Neste ultimo estégio, é
evidenciado o bloqueio da diferenciacdo (parada maturativa), um aumento da populacéo
blastica na medula e a leucemia propriamente dita.

Acredita-se que o0s diversos genotipos das células neoplasicas representam a
manifestacdo de seis alteragdes essenciais na fisiologia celular que coletivamente ditam a
proliferacdo maligna. Esses fatores s&o: I) autossuficiéncia dos sinais de crescimento; II)
insensibilidade aos sinais inibidores do crescimento; I11) evasédo da morte celular programada
(apoptose); 1V) potencial de replicacdo ilimitado; V) angiogénese sustentada; e V1) invaséo de
tecidos e metastase (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Como geralmente ndo se conhece a causa exata da leucemia, o tratamento tem o
objetivo de destruir as células leucémicas, para que a medula 6ssea possa ser repopulada por
células saudaveis. Portanto, em geral se usa a combinacgdo de poliquimioterapia, controle das
complicacbes infecciosas e hemorrégicas, prevencdo ou combate da doenca no sistema

nervoso central e, em alguns casos, é indicado o transplante de medula 6ssea (INCA, 2012).

1.2.1 Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

A LMA ¢é uma neoplasia caracterizada por um actimulo excessivo de precursores
mieloides na medula éssea que perderam a capacidade de se diferenciar normalmente e de
responder a reguladores normais de proliferacdo. O evento leucemogénico pode ocorrer em
uma célula-tronco comprometida com a linhagem mieloide, impedindo a maturacdo e a
diferenciacéo das células. A medida que estas células imaturas se acumulam na medula ssea,
elas substituem as células mielociticas, megacariociticas e eritrociticas normais, levando a
uma perda da funcdo da medula 0ssea.

Em decorréncia da ndo funcionalidade das células leucémicas, os individuos com
diagnodstico de LMA frequentemente apresentam sintomas como: fadiga, astenia e palidez, em
virtude da anemia; sangramento gengival e outras manifestacGes hemorragicas, resultantes da
plaquetopenia; e febre, devido a complicacdes infecciosas associadas a neutropenia ou a
liberacdo de citocinas secretadas pelas células leucémicas (BAIN, 2003; BASSAN et al.,

2004; GUIMARAES, 2004). Nesses pacientes, pode-se observar linfadenopatia generalizada,
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esplenomegalia e hepatomegalia, devido a infiltracdo das células leucémicas nos diferentes
tecidos do organismo (PEJOVIC e SCHWARTZ, 2002).

A LMA é mundialmente reportada em cerca de 4 casos a cada 100 mil habitantes,
correspondendo a aproximadamente 20 % dos casos totais de leucemias na populacdo em
geral (HEAD, 2004). Na populacdo adulta, € a mais comum neoplasia mieloide com uma
média de idade de 70 anos, isso corresponde a cerca de 80% dos casos de leucemias agudas
em adultos. Porém, na infancia, a LMA é um tipo raro, correspondendo a cerca de 15% - 20%
das leucemias agudas que atingem criancas até os 18 anos de idade. Por outro lado, em recém-
nascidos, a LMA corresponde a aproximadamente 49% dos casos (LICHTMAN &
LIESVELD, 2001).

A linhagem celular HL-60 ¢ um modelo in vitro bastante utilizado nos estudos
farmacoldgicos da LMA.

1.2.2 Leucemia Mieloide Crénica (LMC)

A incidéncia mundial de leucemia mieloide crénica (LMC) é geralmente de 1.0-
1.5/100.000 populagdo/ano, podendo aumentar em paises onde a idade média da populacédo
estd aumentando, ja que a incidéncia de LMC aumenta com a idade (GOLDMAN, 2008). O
sexo masculino é frequentemente mais acometido que o feminino, e as mulheres parecem
apresentar uma vantagem no tempo de sobrevida (BERGUER et al., 2005).

A LMC é principalmente caracterizada pela presenca do cromossomo Philadelphia
(Ph) ou translocacgéo t (9:22), que une o protoncogene C-ABL presente no cromossomo 9 a
regido BCR do cromossomo 22 (Fig. 2). O gene de fusdo formado, BCR-ABL, provoca uma
expressao desregulada da atividade tirosina quinase da ABL (PACHECO et al., 2009).
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Figura 2: Formagdo do cromossomo Philadelphia. Esse cromossomo é derivado da troca de parte do
cromossomo 22 com um segmento do cromossomo 9. O gene quimérico no cromossomo 9 é irrelevante para a
LMC.

Disponivel em: www.health.com/.../0,,ncicdr0000258006,00.html

Esta oncoproteina interage com vias de sinalizacdo que levam a célula ao crescimento
e ativam programas antiapoptoticos que prolongam a sobrevivéncia celular na auséncia de
fatores de crescimento (CLARK et al., 2002). E capaz de ativar NFxB, Ras e Rac, PI3 kinase
e induzir expressdo de c-Myc e Bcl-2 (GOLDMAN, 2008). A ativacdo de varios desses
mecanismos pelo BCR/ABL é necessaria para a transformacédo das células hematopoiéticas
pelo oncogene (Fig. 2) (SOKAL et al.,, 2002) e a progressdo da doenca € resultado de
aquisicOes espontaneas de uma série de mudangas moleculares que sdo acompanhadas de
novas mudancas citogenéticas (GOLDMAN, 2008). K562 é uma linhagem de leucemia
mieloide cronica, que expressa a proteina BCR/ABL, rotineiramente utilizada para os estudos
in vitro dessa doenca.

A LMC pode evoluir em duas ou trés fases. Inicialmente ha uma fase lenta, chamada
de fase cronica, na qual ocorre uma expansdo clonal macica de células mieloides que
continuam mantendo a capacidade de diferenciacdo e que sdo bem controladas com terapias
convencionais. Cerca de 90% dos pacientes sdo diagnosticados nessa fase (QUINTAS-
CARDAMA e CORTES, 2006). Entretanto, com o avanco do tempo, a doenca progride e
entra em um estagio intermediario, a fase acelerada, que leva entre 1 e 1,5 anos. Em seguida,

este clone perde a capacidade de diferenciacdo e a doenca passa invariavelmente para uma
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leucemia aguda denominada de crise blastica, com fen6tipo agressivo, altamente resistente a
quimioterapicos e que leva a morte do paciente em no maximo 6 meses. Em muitos casos, 0
estagio intermediario ndo é observado (CORTEZ et al, 1996; KANTARJIAN et al; 1993).

1.2.3 Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

A LLA é o tipo mais comum de leucemia da infancia, sendo estimado,
aproximadamente, de 30 a 50 novos casos por milhGes de criangas, e representa de 25% a
30% de todas as malignidades infantis, com um pico de incidéncia entre 2 a 5 anos de idade,
afetando mais frequentemente pacientes do sexo masculino (KABRIAEIE et al, 2003).

A LLA ¢ uma desordem maligna de células progenitoras linfoides caracterizada pelo
acumulo clonal de linfocitos imaturos na medula éssea. O clone, que sofre a transformacao,
pode ser originado de células pluripotentes ou de células progenitoras mais maduras, sendo as
aberracdes ocorridas nos mecanismos de proliferacdo e diferenciacdo dessas células capazes
de comprometer a hematopoiese (LIGHTFOOT, 2005; KEBRIAEI et al., 2003).

A etiologia da LLA permanece desconhecida, embora sejam enfatizados como
possiveis causas: efeitos da irradiacdo, exposicdo a farmacos antineoplasicos, doencas
genéticas hereditarias (como Sindrome de Down, ataxia-teleangiectasia e anemia de Fanconi),
fatores imunologicos e exposicdes a alguns virus. Uma hipdtese que tem sido bastante
pesquisada € a de que ocorra mutacdo genética, ainda no periodo intra-Utero, e que exista um
segundo evento apo6s 0 nascimento, tal como infeccdo, por exemplo, capaz de desencadear a
doenca (GREAVES, 1999; WIEMELS et al., 1999). Normalmente sdo encontradas varias
alteracdes genéticas nas células leucémicas e ndo somente uma. Estudos utilizando amostras
de sangue coletadas para o teste do pezinho, de criancas que apresentaram leucemia,
evidenciaram a presenca das alteracdes cromossémicas ja ao nascimento, o que favorece a
hipdtese da origem pré-natal da LLA (WIEMELS et al, 1999; TAUB et al., 2002;
BURJANIVOVA et al., 2006).

Com os atuais protocolos de tratamento, cerca de 95% das criancas com leucemia
linfoide aguda (LLA) alcancam remissédo, definida por microscopia éptica como menos de 5%
de blastos na medula 6ssea. Infelizmente cerca de 25% destes pacientes ainda apresentarao
recaida (SZCZEPANSKI, 2007), na maioria das vezes por um clone idéntico ou relacionado

aquele presente no diagndéstico (ZHOU, 2007).
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1.2.4 Leucemia Linfoide Cronica (LLC)

A LLC compreende o tipo mais comum de leucemia que acomete adultos no mundo
ocidental. Aproximadamente 180 mil novos casos sdo registrados mundialmente por ano
(GINALDI et al., 1998; HALLEK et al., 2008).

A causa exata da LLC ainda é desconhecida e de acordo com estudos epidemioldgicos
ndo existe associacao clara com infecgdes virais, exposi¢cdo quimica ou radiacdo. Entretanto,
sabe-se que ela esta relacionada com a idade avancada (GOLDIN e SLAGER, 2007).

Ate recentemente acreditava-se que a LLC poderia ter origem tanto da linhagem B
quanto T, contudo avanc¢os no estudo do fendtipo e das alteracbes moleculares melhoraram o
conhecimento sobre o sistema imune e sobre as neoplasias linféides e permitiram uma melhor
caracterizacao destas patologias. Diversas sindromes linfoproliferativas T foram identificadas
e hoje sdo consideradas entidades clinico-patologicas distintas que fazem parte do diagndstico
diferencial da LLC. O termo LLC designa uma sindrome linfoproliferativa especifica do
linfocito B (HAMBLIN, 2000).

Os portadores da LLC muitas vezes exibem hipogamaglobulinemia severa e alteracéo
na troca de classes das imunoglobulinas (Ig). Como consequéncia destas disfuncdes 0s
pacientes apresentam aumento na susceptibilidade a infec¢bes bacterianas, o que contribui
para a maior morbidade e a mortalidade desta doenca (DEARDEN, 2008; HAMBLIN e
HAMBLIN, 2008).

1.3 FENOTIPO DE RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS

Um dos maiores obstaculos para o sucesso da quimioterapia no tratamento de alguns
tipos de neoplasias é o desenvolvimento, por parte das células tumorais, do fendmeno de
resisténcia aos farmacos utilizados, ndo havendo resposta ao tratamento (LONGLEY et al.,
2005). Esta resisténcia a quimioterapia € responsavel pelo insucesso no tratamento.

Séo reconhecidos dois tipos de resisténcia: a intrinseca, quando ndo ha resposta
mesmo no primeiro ciclo do tratamento, e a adquirida, quando surge no segundo ciclo (pos-
terapia) (HILL, 1996; MITSCHER, et al., 1999). A resisténcia a multiplas drogas (MDR) &
um caso de resisténcia adquirida, observada em células tumorais, in vivo e in vitro, que
consiste na auséncia de resposta aos quimioterdpicos, tanto aquele que foi utilizado

inicialmente, quanto a outros empregados como alternativa. Uma das caracteristicas mais
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intrigantes da MDR é que os quimioterapicos envolvidos ndo tém analogia estrutural nem far-
macoldgica (DEWICK, 2009).

Um dos genes humano responsavel pela resisténcia a multiplas drogas (MDR1 ou
ABCB1) codifica uma proteina integral de membrana, glicoproteina P (Pgp), que depende de
energia para seu funcionamento, exportando substancias do interior das células ou das
membranas para o meio extracelular (FROMM et al., 2002).

A Pgp humana é uma proteina transmembrana de 170 KDa fosforilada e glicosilada,
com 1280 aminoécidos, composta de duas seqliéncias homologas e simétricas, cada qual
contendo seis dominios transmembrana e uma regido de ligagdo ao ATP. Como a Pgp é uma
bomba de efluxo, ela é capaz de mover farmacos do dominio intracelular para o extracelular e
também interagir com moléculas presas a bicamada lipidica da membrana celular
(MARZOLINI et al., 2004) (Fig. 3).

A ‘ Drug
Glycosylated A
resdues

Extraceliular
xenobiotic

Plasma
membrana ../
’

2ATP

Figura 3. Funcdo da Pgp. Esse modelo mostra o transporte de farmacos mediado por Pgp que pode ocorrer em
nivel de membrana plasmatica ou do compartimento intracelular.
Fonte: Marzolini et al., 2004.

Embora tenha sido inicialmente detectada em células tumorais, a Pgp € tambem
expressa em células de tecidos normais, como por exemplo, as do trato gastroitestinal, em
hepatocitos e nas células epiteliais dos tubulos proximais nos rins (THORN et al., 2005;
LESLIE et al., 2005). A atividade da Pgp no figado e nos rins estaria relacionada a eliminacao
de drogas (KUSUHARA et al, 1998), enquanto no intestino, reduziria a absor¢do das mesmas
(WATKINS et al., 1997), além de possivelmente prevenir o acimulo de bactérias e seus
produtos (LESLIE et al., 2005).
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Muitos quimioterapicos com alvos intracelulares utilizados no tratamento do céncer,
principalmente os da classe dos alcaloides da vinca, epipodofilotoxinas, taxdis e antraciclinas
sdo substratos da Pgp/ABCB1 (GOLDSTEIN, 1996). Como este vasto espectro de drogas
contra o cancer é transportado pela Pgp/ABCB1, e devido a existéncia de tumores resistentes
a multiplas drogas na clinica, uma das estratégias adotadas para superar o fendtipo MDR tem
sido o0 uso de agentes moduladores, que atuam de modo competitivo ou ndo nos sitios de
ligagdo dos quimioterdpicos. Exemplos destes agentes sdo a ciclosporina A, verapamil e
valspodar. No entanto, o uso clinico destes tem sido limitado devido aos varios efeitos
colaterais e pelo fato de nem sempre reverterem o fen6tipo MDR in vivo (FLETCHER et al.,
2008; LEE, 2010). Alguns produtos naturais tém demonstrado uma boa atividade inibitoria
sobre os transportadores envolvidos no fen6tipo MDR, como a quercetina, curcumina e
quinina (MOLNAR et al., 2010; WU et al., 2008).

1.4 QUIMICA FARMACEUTICA

Desde os primdrdios da humanidade, o0 homem busca na natureza recursos para aliviar
a dor e tratar as doencas que o acomete. Basicamente, 0s recursos terapéuticos utilizados
pelos nossos ancestrais concentravam-se nos recursos advindos da natureza (plantas, animais
e minerais) (BARBERATO FILHO, 2006).

Apenas no final do século XIX, estimulada pela busca para encontrar medicamentos
menos toxicos do que aqueles baseados em fontes naturais, iniciou-se a pesquisa e
desenvolvimento de substancias sintéticas para fins terapéuticos, sendo o seu uso amplamente
disseminado no século XX (THOMAS, 2007). Paul Erlich, pesquisador alemao, Prémio
Nobel de Medicina em 1908 (1854-1915), tornou-se grande marco na industria farmacéutica
por realizar a primeira sintese metddica e intencional de compostos quimicos para combater a
sifilis (PALMEIRA FILHO e PAN, 2003).

De maneira geral, os farmacos disponiveis na terapéutica moderna sao, em sua ampla
maioria, de origem sintética (ca. 85%). Se considerarmos ainda aqueles oriundos de processos
de hemisintese, como muitos antibidticos obtidos a partir de intermediarios homoquirais,
preparados em processos fermentativos, este percentual pode superar os 85% mencionados.
(BARREIRO, 2008).

A atividade bioldgica apresentada pelos farmacos esta diretamente relacionada com a

sua estrutura quimica. Por isso, uma das mais importantes contribui¢des na area da Quimica
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Farmacéutica é a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade biolégica (SAR) apresentada
pela substéancia (WERMUTH et al, 1998).

O estudo de uma classe de compostos previamente sintetizados e avaliados
biologicamente podem trazer informacdes acerca do papel que grupos ou partes das moléculas
desempenham na atividade bioldgica (farmacoférico). Estas informacdes podem ser utilizadas
para desenvolver uma nova droga que possua maior atividade, sendo esta selecionada a partir
de uma substancia cuja estrutura possua melhor atividade farmacol6gica e com menores
efeitos colaterais indesejaveis (THOMAS, 2003).

Atualmente, diversas estratégias de planejamento racional ou desenho molecular de
novos farmacos sao disponiveis, sendo a que se baseia no mecanismo de acdo farmacoldgica,
também chamada de abordagem fisiolégica, a principal (MUSSER, 1996; GANELLIN,
2000).

A escolha da estratégia de planejamento estrutural a ser adotada para o desenho
molecular do ligante, a partir de uma abordagem fisioldgica, dependera do nivel de
conhecimento estrutural do alvo terapéutico eleito. Quando a estrutura tridimensional do alvo
eleito € conhecida (aquela do sitio de reconhecimento molecular), o planejamento molecular
do ligante seletivo pode ser realizado pela quimica computacional. Por meio dela, sera
identificado e sintetizado o padrdo estrutural. Este padrdo sera avaliado, entdo, por meio de
bioensaios in vitro que, se obtido sucesso, fornecerd um ligante do biorreceptor, eleito como
alvo terapéutico (BARREIRO e FRAGA, 2005). A figura 4 ilustra as etapas envolvidas no
processo de descoberta de um novo farmaco a partir de uma abordagem fisioldgica.

Alternativamente, quando a estrutura do alvo terapéutico eleito ndo € conhecida, o
planejamento molecular do prototipo pode ser conduzido a partir da estrutura quimica de seu
substrato natural, inspirando novos analogos ativos, empregando-se estratégias de
planejamento estrutural (BARREIRO, 2009).

Este método de obter novos farmacos, também chamado manipulacdo molecular ou
processo seletivo, € o mais usado e, até agora, 0 mais compensador. Diversas estratégias sao
conhecidas para se introduzir modificagbes estruturais em um composto-prototipo,
objetivando sua otimizagdo, seja farmacocinética ou farmacodinamica (BARREIRO, 2008).
As principais estratégias que se destacam nesse momento sdo 0 bioisosterismo, a

simplificacdo molecular e a hibridacdo molecular (BARREIRO, 2009).
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Figura 4: Etapas hierarquicas do processo de descoberta de novo composto protétipo de farmaco.
Fonte: Adaptado de BAREEIRO, 20009.

Pode-se observar que o planejamento racional de farmacos envolve vérias etapas,
desde a escolha da doenca até a comercializacdo da droga. O planejamento dos potenciais
prototipos envolve o estudo das relagfes entre a estrutura e a atividade bioldgica e demonstra
ser uma etapa relevante para o sucesso do processo de descoberta de novos farmacos
(JUNIOR, 2009).

Ao atingir este estagio do processo da descoberta planejada de novos farmacos, tem-
se uma entidade molecular, o que é significantemente relevante para a elaboracédo de pedidos
de protecdo intelectual desta descoberta (BARREIRO, 2009).

1.5 ADUTOS DE MORITA-BAY LIS-HILLMAN

O estudo cientifico de plantas medicinais tem resultado em algumas alternativas
terapéuticas, mas a pequena quantidade do extrato a partir de plantas e/ou a alta complexidade
dessas estruturas, tornam a producdo desses farmacos naturais muitas vezes impraticaveis,
tanto pela extracdo natural como pela sintese quimica. Dessa forma, a descoberta e
identificacdo de substancias relativamente simples que possam ser preparadas atraves de
poucas etapas e com uma boa produtividade se apresenta como uma alternativa eficiente
capaz de contornar essa problematica (JUNIOR et al., 2010). Dentro desse contexto esta a
reacdo de MORITA-BAYLIS-HILLMAN (RMBH).

A RMBH ¢é um importante caminho para formacéo da ligagdo C-C (carbono-carbono)
(SILVA et al., 2011). A sua origem data de 1972 por uma patente de A. B. Baylis e M. E. D.
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Hillman (BAYLIS E HILLMAN, 1997). Como representada na figura 5, esta reacdo ocorre
entre um carbono sp? eletrofilico (ex: aldeidos, cetonas ou iminas), e a posi¢do o de um alceno
(ou alcino) conectados por um grupo elétron-atrator (GEA), na presencga de aminas terciarias
como catalisadores nucleofilicos, como por exemplo o 1,4 — diazabiciclo [2.2.2] octano
(DABCO), tendo como produto os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) (JUNIOR e
VASCONCELLOS, 2012).

A
DABCO
R’?LH * ||/GEA - R?)ﬁt'GEA

Baylis-Hillman
1972

Figura 5: Reagéo descrita por Baylis-Hillman em 1972,

Entre as vantagens desta reacdo podemos destacar a completa economia de atomos, ja
que todos os atomos de reagente sdo incorporados no produto; a possibilidade de execucgéo
experimental em meio aquoso ou na auséncia de solvente e a geracdo de produtos
multifuncionalizados com grande potencial sintético (LENARDAO et al., 2003).

O primeiro mecanismo proposto para a RMBH foi publicado por Hoffman e Rabe em
1983, modificada por Hill e Isaacs sete anos mais tarde. Nesta proposicdo a primeira etapa
consiste numa adicdo de Michael de um catalisador (amina terciaria 1) a um alceno ativado 2
gerando o enolato zwitterionico 3 (Fig. 6). A etapa seguinte é uma reacao de adicdo entre um
aldeido 4 e o composto intermediario 3 formando um novo composto intermediario 5, a qual
foi proposta como etapa lenta. O préximo passo envolve uma transferéncia de proton
intramolecular de 5 formando 6, que por sua vez dara origem ao composto final 7 apés a
remocéo do catalisador dando inicio a um novo ciclo (JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012).
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Figura 6: Mecanismo proposto por Hoffman/Hill para a reacdo de Morita BAyllis Hillman.
Adaptado de JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012.

Estudos anteriores revelaram que adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) possuem
uma variedade de aplicacOes, incluindo atividade biologica. Os primeiros relatos aplicados a
atividade biologica foram registrados em 1999 por Kundu e colaboradores, que realizaram a
bioavaliacdo de alguns AMBH contra Plasmodium falciparum, o principal parasita causador
da malaria. Em 2005, Narender e colabores apresentaram mais 6 AMBH com atividade
antimalarial.

Vasconcellos e colaboradores (2006) apresentaram resultados da avaliacdo de dez
AMBH contra Biomphalaria glabrata. Este molusco é o hospedeiro intermediario da
esquistossomose. Neste trabalho foi revelado que o grupamento nitro ligado diretamente ao
anel aromatica aumentou significativamente a atividade moluscida, bem como a presenca do
grupamento nitrila nos compostos.

Neste mesmo ano, Kohn e colaboradores descreveram a atividade antineoplasica de
alguns AMBH. Neste trabalho foi observado que os adutos aromaticos foram mais ativos do
que os alifaticos.

Em 2007, De Souza e colaboradores descreveram pela primeira vez a atividade
antileishmania in vitro de 16 AMBH contra as formas amastigotas e promastigotas de
Leishmania amazonensis. Estes adutos apresentaram alta atividade leishmanicida e baixa
toxicidade quando comparada com o farmaco de referéncia Pentostam®.

Barbosa e colaboradores (2009) demonstraram que sete AMBH possuem forte
atividade contra a forma promastigota de L. chagasi, a principal espécie causadora de

leishmaniose visceral no Brasil.
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Sandes e colaboradores apresentaram um estudo em 2010 que revelava a bioatividade
do aduto 3-hidroxi-2-metileno-3-(4-nitrofenil) propanonitrila contra as formas epimastigota e
tripomastigota do Trypanosome cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas.

Em 2012, Leite e colaboradores também revelaram o potencial antimit6tico de seis
AMBH em células embrionarias de ourico do mar. Este modelo bioldgico é uma ferramenta
escolhida nos estudos de diviséo celular devido a similaridade que existe no ciclo celular e

nos mecanismos moleculares de controle com as células humanas.

1.6 CITOTOXICIDADE

A toxicidade consiste em uma ciéncia que estuda os efeitos nocivos decorrentes das
interacdes de substancias quimicas com o organismo (MINE, 2003). Os estudos toxicolégicos
podem ser aplicados a diversos grupos alvo. De acordo com o objetivo do trabalho, pode-se
avaliar a atividade da substancia toxica em varios niveis que vao desde o ambiental até o
celular e gendmico (WHITEHEAD et al., 2004).

Antes da aprovacdo de qualquer novo composto para testes em seres humanos, sao
efetuados ensaios de toxicidade extensos em sistemas in vitro e in vivo em diversas espécies
de animais. Essas técnicas de bioensaio vao avaliar e definir a concentracdo de uma
substancia que seja capaz de produzir uma resposta biolégica. Um dos tipos de medida de
toxicidade é a DLsp (dose letal para 50% do grupo de animais). Outro tipo de avaliacdo de
toxicidade é a Clsp (concentragdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito maximo),
cuja substancia é adicionada in vitro, em um amplo espectro de concentragcdes que forneca
uma faixa de inibicdo de 0 a 100%. Assim, a ligacdo das substancias aos seus receptores em
células e tecidos pode ser medida diretamente e exposta como uma curva concentracao-
resposta (RANG et al., 2007).

Diversos métodos in vitro, para avaliar a toxicidade de biomoléculas, foram
padronizados utilizando-se culturas celulares. Estes sdo denominados testes de citotoxicidade,
que consiste em colocar um composto direta ou indiretamente em contato com uma cultura de
células, verificando se ha alteracGes celulares por diferentes mecanismos (ROGERO, 2000).

Vérios parametros que avaliam alvos diferentes podem ser analisados nos ensaios de
citotoxicidade. Os mais frequentemente utilizados sdo: inibicdo da proliferacdo celular,
reducdo da funcdo metabélica, danos a membrana celular, danos a organelas e alteracdes

morfoldgicas. Esses parametros foram estabelecidos ao longo de varios anos de pesquisa € em
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muitos tipos celulares, destacando-se como os métodos mais utilizados o ensaio de reducéo do
MTT e a captacdo do Vermelho Neutro (MELO, et al., 2003; EISENBRAND et al., 2002;
BORENFREUND et al., 1998; KIM et al., 2009; SCHROTEROVA et al., 2009).

A utilizacdo de modelos celulares como fonte primaria de dados sobre o potencial
toxicolégico de futuros farmacos tém diversas vantagens. A reducdo do uso de animais em
estudos de toxicidade aguda e crbnica in vivo, a auséncia de interferéncias de variacGes
sistémicas, como homeostase normal e estresse experimental, e a simulacdo de sistemas
teciduais das interacdes celulares in vitro sdo algumas destas vantagens. Além disso, a cultura
pode ser adaptada para determinar efeitos de curto e longo prazo, além de propiciar condi¢cdes
laboratoriais especificas, podendo ser reproduzivel de forma rapida, relativamente econémica
e sem limitacdes éticas (FRESHNEY, 2001; ZUCCO et al., 2004, MAY et al., 2009).

Os sistemas celulares mais empregados na toxicologia in vitro incluem: culturas
primarias, linhagens imortalizadas, células geneticamente modificadas, células tronco, células
em diferentes estdgios de diferenciacdo, coculturas de diferentes tipos celulares, culturas
tridimensionais, fatias de tecido e sistemas de barreira (ZUCCO et al., 2004).

Os estudos citotdxicos permitem avaliar a capacidade de uma substancia provocar a
morte celular, bem como o mecanismo e morte celular desencadeado, para assim iniciar 0s

estudos in vivo, com substancias que apresentem uma atividade promissora.

1.7 MORTE CELULAR

O desenvolvimento e a manutencdo dos organismos multicelulares dependem de uma
interacdo entre as células que o constituem. No desenvolvimento embrionario, por exemplo,
muitas células produzidas em excesso sdo levadas a morte, contribuindo para a formacéo dos
orgaos e tecidos (MEIER et al., 2000).

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas morfolégicas e bioguimicas em: apoptose, autofagia, necrose, mitose
catastrofica e senescéncia, (OKADA et al., 2004; DIMRI, 2005; CASTEDO et al., 2004).
Alteracdes na coordenacdo desses tipos de morte celular estdo implicadas na tumorigénese
(RICCI et al., 2006). A figura 7 mostra algumas vias de morte celular e suas principais
caracteristicas.

Autofagia é um processo adaptativo conservado evolutivamente e controlado

geneticamente. Ela ocorre em resposta a um estresse metabolico que resulta na degradacdo de
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componentes celulares (DANIAI et al., 2004; LUM et al., 2005). Durante a autofagia, porc¢oes
do citoplasma sdo encapsuladas por membrana, originando estruturas denominadas
autofagossomos, que irdo se fusionar com os lisossomos. A seguir, o conteGdo dos
autofagossomos seré degradado pelas hidrolases lisossomais (KELEKAR, 2005).

A mitose catastrdfica envolve uma mitose aberrante, resultando em uma segregacao
cromossdmica errbnea. Geralmente, ndo é considerada uma forma de morte, mas sim uma
sinalizacdo irreversivel para a morte (WEAVER et al., 2005).

A senescéncia é um processo metabdlico ativo essencial para o envelhecimento.
Ocorre por meio de uma programacdo genética que envolve deterioracdo dos telémeros e
ativacdo de genes supressores tumorais. As células que entram em senescéncia perdem a
capacidade proliferativa ap6s um determinado numero de divisbes celulares (MOOI et al.,
2006).

A necrose € um tipo de morte celular na qual as células sofrem um insulto que resulta
na deplecdo energética, perda da funcdo homeostatica de canais e bombas de ions,
vacuolizagdo do citoplasma, aumento do volume celular e perda da integridade da membrana
(KRISKO et al., 2008). Durante a necrose, o contetdo celular é liberado, causando dano as
células vizinhas e uma reacdo inflamatéria no local (ZIEGLER et al., 2004). E considerada
uma resposta passiva a injuria celular, entretanto estudos recentes sugerem que a necrose
também pode ser regulada geneticamente (ZONG et al., 2006).

Apoptose é um fendbmeno de morte celular programada, reconhecida
morfologicamente como um fendmeno distinto de morte hd mais de 30 anos por KERR,
WYLLIE e DURRIE (1972), que ocorre individualmente, sendo que a morte de uma célula
ndo leva a morte de outras células. Ela também é bem caracterizada na citotoxicidade de
farmacos anticancer (KIM et al., 2002; MADDIKA et al., 2007). Trata-se de um processo
conservado durante a evolucdo, cuja desregulacdo interrompe o delicado balango entre
proliferacdo e morte celular, levando ao desenvolvimento de patologias (PLATI et al., 2011).
Por exemplo, o excesso de apoptose gera doencas neurodegenerativas e imunodeficiéncia,
enquanto a diminuicdo é relacionada ao desenvolvimento e progressdo do cancer (COTTER,
2009; FESIK, 2005).

Véarias mudancas morfoldgicas ocorrem durante o processo apoptdtico. Uma das
primeiras alteracGes consiste na reducdo do volume celular, seguindo-se a marginalizacdo e
condensacdo da cromatina (GALLUZZI et al., 2007). As organelas também se condensam,
permanecendo intactas, embora, em alguns casos, haja a ruptura da membrana externa da

mitocéndria. O nucleo se desintegra em fragmentos contidos pela membrana nuclear, os quais
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possuem um padrdo caracteristico, sempre com maltiplos de 180 - 200 pares de base
(WIDLAK e GARRARD, 2009). Na membrana celular surgem protuberancias (blebs), as
quais aumentam e se rompem originando 0s corpos apoptéticos, que consistem em porcoes
celulares envolvidas pela membrana citoplasmética contendo as organelas empacotadas com
ou sem fragmentos nucleares. Os corpos apoptoticos sdo rapidamente fagocitados pelos
macréfagos teciduais ou por células do parénquima, que os digerem sem gerar qualquer
reacdo infamatoria (TAYLOR et al., 2008).
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Figura 7: Vias de morte celular. As células saudaveis respondem aos estimulos de que conduzem ao
desencadeamento de eventos criticos alcangando o resultado final apropriado ao estimulo recebido. Em destaque
as mortes celulares por apoptose, autofagia, oncose (necrose) e piroptose.

Fonte: Adaptado de FINK e COOKSON (2005).
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1.8 VIAS DE ATIVACAO DA APOPTOSE

Dentre os eventos bioquimicos mais frequentemente observados durante a apoptose,
estdo: ativacdo de caspases, permeabilizacdo das membranas mitocondriais com vazamento de
diversas moléculas, ativacdo de fosfatidilserina e promocdo da interligacdo de proteinas
(crosslinking) (PELLEGRINE et al.; 2008).

Evidéncias atuais sugerem que ha varias rotas distintas para a ativacdo de caspases,
dependendo do estimulo que desencadeia a maquinaria de morte (SLEE; ADRAIN;
MARTIN, 1999; SLEE et al., 1999; HENGARTNER, 2000), sendo que, em geral, duas vias
distintas podem estar envolvidas: a extrinseca (também conhecida como via receptor de
morte) e a intrinseca (BREDESEN, 2007), como mostra a figura 8. A apoptose iniciada via
receptores de morte, tais como Fas, também chamado de CD95 ou Apo-1 e TNF-R1 (receptor
fator de necrose tumoral), requerem pré-caspase-8 ou - 10 no complexo. Quando esses
receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus dominios de morte
interagem com moléculas conhecidas como FADD/MORT-1. Essas moléeculas podem recrutar
entdo a caspase-8 que, por sua vez, podera ativar o Bid, uma proteina pré-apoptotica da
familia Bcl-2, convertendo-a para a forma clivada e ativa (tBid), desencadeando o processo de
homo-oligomerizacdo e translocacdo de proteinas pro-apoptoticas da familia Bcl-2 (Bak e
Bax), para a mitocondria, ativando a via intrinseca (LI et al. 1998; JIANG et al., 2004;
BAETU et al., 2002).

Entretanto, estimulos apoptéticos induzidos por agentes quimioterapéuticos em varias
linhagens de leucemia parecem ser independentes desta via (EISCHEN et al., 1997;
DEBATIN, 2000). Neste caso, a via intrinseca, conhecida como via mitocondrial, esta
envolvida (GUPTA et al., 2003).

A mitocondria € uma organela semiautbnoma que realiza funcdes essenciais no
metabolismo celular, na producdo de ATP e na morte celular (GLOVER et al., 2007;
KROEMER et al., 1997). A via mitocondrial é regulada pela superfamilia de proteinas Bcl-2,
que consiste de trés subfamilias: membros antiapoptoticos (Bcl-2 e Bcl-XL), que sao
localizadas na membrana externa mitocondrial, mantendo a integridade da membrana; um
segundo grupo, Bid e Bim, que agem como sentinelas de processos celulares e organelas, e
que quando ativos podem estimular um terceiro grupo de grandes membros apoptéticos, Bax,
Bak e Bok, que localizam-se no citosol (KRISKI et al., 2002; HIGUCH, 2007).

Essa via produz vérios sinais intracelulares que causam alteracdes no interior da

mitocdndria e resultam na abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
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(MTP), despolarizagdo do potencial transmembranico mitocondrial e liberagdo de duas
proteinas pré-apoptdticas, citocromo ¢ e Smac/DIABLO (SAELENS et al., 2004; GARRIDO
et al., 2006; ELMORE, 2007).

Apo6s ser liberado da mitocéndria, o citocromo C se liga a Apaf-1 para formar o
apoptossoma. A Apaf-1 oligomeriza-se e torna-se ativa, clivando e ativando,
consequentemente, a pré-caspase 9. Esta entdo cliva e ativa as caspases efetoras (3, 6 e 7). A
Smac/DIABLO, por sua vez, promove a apoptose por inibicdo das IAPs (proteinas inibidoras
da apoptose) (ALENZI et al., 2010; BURZ et al., 2009; OLA et al., 2011).

Mais recentemente, foi descrita a participagdo, na via mitocondrial, de uma
flavoproteina conhecida por Fator Indutor de Apoptose (AIF). A AIF migra da mitocéndria
para o nucleo ap6s um estimulo de apoptose e induz a condensagdo da cromatina e a clivagem
do DNA em fragmentos de 200 pares de base (fragmentacdo internucleossomal),
independente da ativacdo das caspases (KIM et al., 2007).

Diante do supracitado, este trabalho foi motivado por ndo haver ainda um farmaco que

seja eficaz no tratamento das leucemias sem apresentar efeitos colaterais importantes.
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Figura 8: vias de ativacao da apoptose e suas interconexdes.
Fonte: Gupta, et al., 2003.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

» Determinar 0 potencial citotoxico das substancias sintéticas aromaticas, adutos de

Morita-Baylis-Hillman, em linhagens tumorais e normais.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Auvaliar a citotoxicidade de trinta adutos de Morita-Baylis-Hillman em cultura de
células leucémicas (HL-60, MOLT-4, K562 e K562-LUCENA);

» Comparar a citotoxicidade dos compostos mais potentes em celulas tumorais com

células normais;

» Determinar o tipo de morte celular induzido pelo composto de maior poténcia

citotoxica.
» Awvaliar o efeito no Ciclo Celular;

» Auvaliar o efeito da substancia sobre o potencial de membrana mitocondrial;
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS UTILIZADOS

Baldo volumétrico

Béquer

Camera de Neubauer

Erlenmeyer

Frascos estéreis para cultivo celular (25 cm?)

Frascos para armazenamento de solucGes (250, 500 e 1000 mL)
Placas de petri

Placas estéreis com 24 e 96 pocos para cultivo celular
Pipetas Pasteur estéreis

Ponteiras

Provetas

Microtubos (1,5 e 2 mL)

Tubos tipo falcon (15 e 50ml)

YV V.V V V V V V V V V V V

3.2 EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Agitador de placa Certomat ©® MO

Agitador magnético TE-088 TECNAL
Autoclave, FABBE modelo 103

Balanca analitica MODELO FA2104N, CELTAC
Banho Maria com agitacdo, NOVA ETICA
Centrifuga refrigerada MPW Méd Instrumens
Citdmetro de fluxo BD FASC CALIBUR (EUA)
Estufa de secagem, FABBE

Estufa de CO, HF 212 UV

Fluxo laminar PACHANE

Freezer - 20 °C FE26, ELECTROLUX (Suécia)
Freezer - 80 °C ULT390-3-D31 REVCO
Incubadora de células modelo MCO-15A, SANYO (Japéo)
Leitora de ELISA ELx800, BIOTEK (EUA)

vV V V V V V V V V V V V V V
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Microscépio optico de inversdo Hund Wetzlar modelo 6330
Microscépio Optico de inversdo XS201, TAIMIN
Microscopio de fluorescéncia OLYMPUS (Japéo)

pHmetro W3B

Refrigerador, Electrolux (Suécia)

Vortex KMC-1300V VISION

YV V. .V V V V

3.3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.3.1 Substancia Teste

Foram utilizadas substancias sintéticas aromaticas obtidas por RMBH, para realizacao
do screening farmacoldgico. Todas as substancias foram sintetizadas e fornecidas pelo
professor Dr. Mario Luiz Araujo de Almeida Vasconcellos, professor de quimica do
Departamento de Quimica da Universidade Federal da Paraiba e pesquisador responsavel do
Laboratdrio de Sintese Quimica Medicinal.

Para execucdo dos ensaios, os AMBH foram previamente dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) puro e estéril no preparo da solucao estoque de 20 mM, e diluidos
seriadamente em meio (RPMI) para obtencdo das concentracdes finais. Os AMBH que
apresentaram melhor atividade foram escolhidos para dar continuidade aos estudos.

A figura 9 mostra a estrutura quimica das trinta moléculas utilizadas nos testes de

citotoxicidade.
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Figura 9: Representacdo das estruturas quimicas dos AMBH utilizados nos testes de citotoxicidade.
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3.3.2 Cultivo Celular

As celulas da linhagem HL-60 (leucemia mieloide aguda humana) e MOLT-4
(leucemia linfoide aguda humana) foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, e
as celulas K562 (leucemia mieloide crénica humana) e K562-Lucena (leucemia mieloide
cronica humana com resisténcia a multiplas drogas) foram doadas gentilmente pela professora
Dra. Raquel C. Maia, do Instituto Nacional de Céncer (INCA). Todas foram cultivadas em
frascos para cultivo celular (volume de 50 mL) com o0 meio RPMI suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SBF) e 1% de antibidticos (penicilina/estreptomicina). Essas foram
mantidas na incubadora, a uma temperatura de 37 °C e atmosfera umida contendo 5 % de
CO..

O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias, sendo o crescimento celular avaliado
diariamente com um microscopio oOptico de inversdo. Quando as células atingiam 90% de
confluéncia realizava-se uma subcultura.

Para evitar contaminacOes, todos os procedimentos envolvendo a manipulacdo de
células foram realizados numa capela de fluxo laminar. Antes da execucdo dos experimentos,
a viabilidade celular foi mensurada pelo teste de exclusdo do azul tripan, que devido sua
capacidade de penetrar e corar apenas as celulas de membrana lisada, permite quantificar a

porcentagem de células vivas e mortas.
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3.3.3 Obtencao De Células Mononucleares Do Sangue Periférico Humano (PBMC)

O PBMC foi isolado a partir de amostras de sangue, cedidas pelo Hemocentro da
Paraiba, de doadores saudaveis, ndo-fumante que ndo tenham tomado qualquer medicamento
por pelo menos 15 dias antes da amostragem e com idade entre 18-30 anos. Convém
mencionar que as amostras que foram fornecidas, seriam descartadas pelo Hemocentro/PB.

Esse estudo foi realizado com base na resolugdo n° 196/96 do CNS/MS que
regulamenta a ética de pesquisa com seres humanos e foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Hospital Universitario Lauro Wanderley — CEP/HULW, n° protocolo 655/10,
folha de rosto n° 378119.

Para a obtencdo do PBMC foi usado uma aliquota de 3 mL de sangue e
homogeneizado com 3 mL de meio RPMI sem suplemento, em tubos estéreis, seguido da
adicdo de 4,5 mL de Ficoll-Histopaque (GE Health care, Brasil). Realizou-se a centrifugacéo
de 400 x g a ~ 20 °C por 30 min sendo o plasma descartado cuidadosamente. O anel de
células PBMC foi retirado e adicionado em um tubo do tipo falcon, realizando-se duas
lavagens com 12 mL de meio RPMI incompleto, seguido de centrifugacdo a 400 x g por 10
min. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado agitado no vértex com 10 mL de meio
RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal. Posteriormente, as celulas foram
avaliadas quanto a sua viabilidade seguindo-se entdo para 0s experimentos, quando a
viabilidade obtida foi igual ou superior a 90% (FAHEINA-MARTINS, 2009).
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3.3.4 Ensaio De Redugdo do MTT

A reducdo do MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium) é
um ensaio colorimétrico utilizado para avaliar a citotoxicidade de muitos compostos (KIM et
al., 2009). O MTT é um sal de tetrazélio soltvel em agua, o qual é convertido em cristais de
formazan de cor purpura, insoliveis em &gua, ap6s clivagem do anel de tetrazolio por
desidrogenases mitocondriais e outras enzimas lisossomais (LIU et al., 1997). Na verdade, o
MTT ndo interage diretamente com as desidrogenases e sim com os seus subprodutos, NADH
e NADPH (LIU et al., 1997). Os cristais de formazam podem ser entdo dissolvidos e
quantificados espectrofotometricamente (FREIMOSER et al., 1999). O valor da absorbancia
desse composto guarda uma proporcdo com o nimero de células viaveis (SERRANO et al.,
2004).

Metodologia experimental

As células foram semeadas na concentracéo de 5 x 10° células/mL em placas com 96
pocos, utilizando-se meio RPMI, suplementado com 10% de soro bovino fetal e 1% de
antibioticos (penicilina/estreptomicina). O meio RPMI ndo continha vermelho de fenol. As
células foram tratadas com concentracfes crescentes dos AMBH, sendo as placas mantidas
em estufa com 5% de CO, e a 37°C por periodos que variaram entre 24 e 72 horas. Apés 0
tempo de incubacdo, retirou-se 110 uL. do sobrenadante e colocou-se 10 pL de MTT (5
mg/mL, Sigma Aldrich, EUA). Apoés 4 horas, acrescentou-se 100 pLL de uma solugdo de 10%
de dodecil sulfato de sodio (SDS) e 0,01% de &cido cloridrico (HCI) para solubilizar os
cristais de formazam. A leitura da placa foi feita com 12 hs, a 570 nm, em leitor tipo ELISA
(Biotek Instruments EL800, EUA) (SILVEIRA, 2007).



®Bomfim, C.C.B, 2013 46

3.3.5 Captacdo Do Vermelho Neutro (CVN)

Ao nivel subcelular, o sistema lisossomal tem sido identificado como um alvo dos
efeitos toxicos de certas substancias (SVENDSEN et al., 2004). A técnica de CVN baseia-se
no uso do vermelho neutro, um fraco corante catiénico que se liga por ligacdes hidrofébicas
eletrostaticas em sitios aniénicos e/ou grupos fosfato na matriz lisossomal das células vivas
(MELDO, et al., 2000; THORNTON et al., 1995). A exposi¢cdo a um agente tdxico que altere a
superficie celular ou a membrana lisossomal diminui a reten¢do desse corante em seu interior
(RENZI et al., 1993). A quantidade de vermelho neutro, retida no lisossomo, é entdo
determinada espectrofotometricamente. Este ensaio tem sido extensivamente utilizado, por ser

simples, sensivel e econdmico (MELO, et al., 2003).

Metodologia experimental

As células foram semeadas em placas com 96 pocos na concentracdo de 5 x 10°
células/mL, utilizando-se meio RPMI sem vermelho de fenol, e tratadas com concentracdes
crescentes do A2CN. As placas foram mantidas em estufa com 5% de CO, e a 37°C por 24
horas. ApoOs esse periodo, retirou-se 100 uL do sobrenadante e colocou-se 100 pL de
vermelho neutro (50 g/mL, Sigma Aldrich, EUA), previamente incubado por 12 horas e
filtrado em embrana esterilizante. Apds 4 horas, o sobrenadante foi removido e 0s pocos
foram lavados com solucdo salina PBS - Dulbeccopara eliminar o excesso de corante
extracelular. Em seguida foi acrescentada a solucdo de lise (1% acido acético e 49% etanol
absoluto), com a finalidade de extrair o vermelho neutro incorporado nos lisossomos. A placa
foi agitada por 30 minutos e a absorbancia foi mensurada a 540 nm, em leitor tipo ELISA
(Biotek Instruments EL800, EUA) (SILVEIRA, 2007).
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3.3.6 Avaliacdo do Padrdo de Morte Celular: Coloracdo Diferencial por Brometo de Etideo
(Be)/ Laranja de Acridina (LA)

O método de coloracdo pelo brometo de etideo e laranja de acridina permite
diferenciar as células vidveis daquelas em processo de morte celular por apoptose ou necrose,
pela coloragdo diferencial por fluorescéncia com base em alteracfes morfoldgicas nucleares e
citoplasméaticas (MCGAHON et al.,, 1995). A laranja de acridina consegue atravessar
membranas celulares intactas e se liga ao DNA, conferindo uma aparéncia verde ao nucleo
das células. O brometo de etideo € incorporado principalmente por células com a membrana ja
danificada (ndo vidveis), ligando-se ao DNA e corando-o de laranja. As células vidveis com
membrana intacta apresentam nucleo uniformemente corado de verde pela laranja de acridina.
As celulas em apoptose inicial (membrana ainda intacta) apresentam manchas verdes
brilhantes no ndcleo (condensacdo da cromatina) e ndo sdo marcadas por brometo de etideo.

Morfologicamente, observam-se alteracbes da membrana em ocorréncia da formacao
de corpusculos apoptoticos. As células em necrose, caracterizadas pela perda da integridade
da membrana plasmatica, apresentam um padrdo de coloracdo uniforme, laranja-avermelhada
e ndo ha formacédo de corpos apoptédticos (Fig. 10). Possivelmente, as membranas plasmaticas
permanecam intactas durante o fenémeno apoptotico até os ultimos estagios quando se tornam

permeéveis aos solutos normalmente retidos (MAGALHAES, 2009).

Metodologia experimental

Inicialmente, 5 x 10* células/poco foram tratadas com o A2CN por um periodo de 24 h
em concentracdes distintas. Apds o tempo de incubacdo as células foram concentradas por
centrifugacao a 2000 rpm por 5 min, o sobrenadante foi descartado, e o precipitado celular foi
ressuspenso em 50 puL de PBS. Em seguida 1 uL de uma solugdo de brometo de etideo e
laranja de acridina foi adicionada a cada tubo, sendo uma aliquota retirada e adicionada em
lamina coberta com laminula. Em seguida as laminas foram analisadas no microscopio de
fluorescéncia. As células foram observados num aumento de 400x.

Foram contadas 300 células em campo aleatério, em duplicata, para quantificacdo do
percentual de cada evento celular (vidveis, apoptoticas e necréticas) para cada concentracao
testada. Os dados foram comparados por analise de variancia de uma via (ANOVA) seguido

do pds-teste de Newman Keuls, sendo considerada diferenca significativa quando p < 0,05.
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Figura 10: Células coradas com Brometo de etideo e laranja de acridina. Em A observamos células viaveis
coradas pela laranja de acridina. Em B visualizamos células apoptéticas (seta brancas) mostrando o nucleo

fragmentado, e células necréticas coradas em laranja pelo brometo de etideo (seta vermelha).

Fonte: FAHEINA-MARTINS, 2009.
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3.3.7 Andlise do Potencial Mitocondrial com Tetrametilrodamina (W)

A apoptose pode ser ativada por duas vias, extrinseca e intrinseca. A via intrinseca
envolve a participacdo da mitocondria, sendo também denominada de via mitocondrial. Essa
via mitocondrial € ativada pela saida do citocromo C da intermembrana mitocondrial para o
citosol (BARNARD et al., 2007). A permeabilidade da membrana mitocondrial para o
citocromo C é determinada pela formacdo de um poro de membrana que altera o potencial
mitocondrial. Dessa maneira, deteccdes de alteragcdes no potencial de membrana mitocondrial

resultam da ativagdo da via intrinseca da apoptose.

Metodologia experimental

As células HL-60 foram plaqueadas em placas com 24 pocos na concentracdo de 5 X
10° células/poco e tratadas com o A2CN (5, 10 e 20 puM). Como controle positivo desse
ensaio foi utilizado o proton6foro CCCP (carbonil cianeto m-clorofenildrazona), na
concentragdo de 50 uM, por 15 min. Apds 24 h de incubagdo com a substéncia, as células
foram lavadas com meio de cultura e marcadas com 150 nM de Tetrametilrodamina (Sigma).
Em seguida, elas foram encubadas por 20 min a 37°C, no escuro. Apos esse tempo, as celulas
foram centrifugadas e ressuspensas em PBS para posterior andlise em citémetro FACS
Calibur (Becton Dickinson, Lincoln Park, NJ, USA) no filtro FL-2.
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3.3.8 Anédlise do Ciclo Celular

Esse ensaio baseia-se no uso do iodeto de propideo (PI), um corante catidnico que
entra nas células cuja membrana esta rompida e liga-se aos acidos nucléicos. Quando ha
remocdo do RNA pelo tratamento da amostra com RNAse ou pelo uso de solugOes
hipotbnicas, a emissdo do Pl é proporcional ao contetldo de DNA e entdo o percentual de
células em cada fase do ciclo celular pode ser quantificado por citometria de fluxo. As células
apoptéticas possuem um conteudo hipodiploide (sub-G1), podendo ser discriminada daquelas
que possuem conteddo normal de DNA (diploide), sendo este um método indicativo de
fragmentagdo do DNA (RICCARDI; NICOLETTI, 2006).

Metodologia experimental

As células HL-60 foram plaqueadas em placas com 24 pocos na concentracdo de 5 x
10° células/poco e tratadas com 0 A2CN (5, 10 e 20 uM). Apos 24h de exposicio, as amostras
foram centrifugadas (1.500 rpm, 5 min) e ressuspensas em uma solucao hipotdnica contendo
0,1% de citrato de sodio, 0,1% de triton X-100 e 50 mg/L de PI (Sigma Aldrich, EUA). As
amostras foram incubadas 30 min, sob refrigeracdo e no escuro. A leitura no citdmetro de
fluxo (FASC Calibur BD, EUA) foi feita em FL- 2.
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3.3.9 Analise de Dados

Os dados experimentais de citotoxicidade foram obtidos a partir de trés ensaios
independentes, onde cada concentracdo foi testada em triplicata. Os graficos obtidos
expressam a absorbancia em porcentagem em funcdo da concentracdo das substancias, onde
os dados mostram a média = o erro padrdo da média (EPM) e analisados por Anélise de
Variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram considerados
significantes quando p < 0,05. Também foi determinada a Clsy (concentragdo capaz de inibir
50% dos resultados) a partir da regressdao nao linear. O programa estatistico utilizado para
analise dos dados e producdo dos gréficos foi o Prism versdo 5.1 (GraphPad Software
Incorporated, EUA).

Os dados dos experimentos em citometria de fluxo foram obtidos por meio de trés
ensaios onde cada concentracdo foi testada em duplicata, sendo feita a aquisi¢édo de 10.000
eventos por amostra. Os dados foram analisados primeiramente usando-se o software
WinMDI para producdo dos histogramas. Os dados analisados estatisticamente foram
expressos como média + erro padrdo da média e comparados por Andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Newman-Keuls. O nivel de significancia foi de 5%. O
programa estatistico utilizado foi o Prism versdo 5.1 (GraphPad Software Incorporated,
EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE DOS AMBH

O potencial citotoxico dos adutos arométicos de Morita-Baylis-Hillman foi
primeiramente avaliado na linhagem HL-60 com periodo de incubacdo de 24 horas pelo teste
de reducdo do MTT em concentragdes que variaram de 3,125 a 100 uM. A tabela 2 mostra a
Clso (concentracdo capaz de inibir 50% da viabilidade celular) de trinta substéancias diferentes.

Os compostos A2CN, A3CN e A4CN (isomeros de posicdo), e A7CN, A13CN,
Al4CN, A2CO2CH3, A3CO2CH3, A4CO2CH3, A13C0O2CH3 e A14CO2CH3 apresentaram
alto potencial citotéxico. Por estarem entre 0s compostos mais potentes avaliados, 0s trés
isbmeros (A2CN, A3CN e A4CN) foram escolhidos para dar continuidade aos estudos de

citotoxicidade frente outras linhagens leucémicas e células ndo tumorais, como PBMC.
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Tabela 2: Atividade citotoxica de AMBH na linhagem HL-60 num periodo de 24 horas de incubacao
determinado pelo ensaio do MTT. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da média de trés
experimentos em triplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni.

Substancias Clso (uM) + Desvio Padrao
A2CN 22,39 +4,2 (18,19 a 26,59)
A3CN 17,28 +3,9 (13,38 a 21,18)
AACN 24,28 + 4,2 (20,08 a 28,48)
A7TCN 27,16 +3,9 (23,26 a 31,06)
A10CN > 100
A11CN 88.10 +4,2 (83,9 a 92,3)
A12CN 73,7 +4,2 (69,5 a 77,9)
A2CO2 29,14 + 2,9 (26,24 a 32,04)
A3CO2 39,35 +3,4 (35,95 a 42,75)
A4CO2 45,65 + 3,9 (41,75 a 49,55)
A7CO2 73,76 + 3,1 (70,66 a 76,36)
A10CO2 >100
Al11C0O2 > 100
A12CO2 63,44 +4,2 (59,24 a 67,64)
BzCN 103,5 +2,6 (100,9 a 106,1)
4FCN 74,12 +26 (71,52 & 76,72)
4CICN >>100
PIPCN 103,9 +2,9 (100,5 a 107.3)
Al1CO2Me >>100
4FCO2Me 105,9 +2,9 (103 a 108.8)
4CICO2Me 40,29 +2,9 (37,39 a 43,19)
PIPCO2Me >>100
A14CN 25,47 + 3,3 (22,17 a 28.77)
A14CO2CH3 30,31 + 2,9 (27,41 a 33,21)
A13CN 16,42 3,2 (13,22 a 19,62)
Al13CO2Me 30,6 2,7 (27,9 a 33,3)
P(OCH3)CO2CH3 >>100
P(CH3)CO2CH3 >>100
P(CH30) CN >>100
P(CH3)CN >>100
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A citotoxicidade dos trés isomeros (A2CN, A3CN e A4CN) testada nas linhagens de
leucemia aguda, HL-60 e MOLT-4, durante 24 h de incubagéo, apresentaram efeito bastante
semelhante como mostrado na figura 11. Os trés compostos foram capazes de reduzir a
viabilidade celular de maneira dependente da concentragéo.

Nas linhagens de leucemia cronica, K562 e K562-Lucena, as substancias também
apresentaram atividade citotoxica (Fig. 12), reduzindo a viabilidade de ambas as linhagens.
No entanto, sua poténcia foi menor do que a observada nas linhagens de leucemia aguda.
Dentre os trés isdmeros avaliados nessas duas linhagens, pode-se notar também que o
composto A2CN apresentou-se mais potente do que o0 A3SCN e A4CN.

Nos testes realizados apds 72 horas de incubacdo com os isdmeros nas linhagens HL-
60 e MOLT-4 (Fig. 13), evidencia-se que 0s resultados obtidos foram bastante préximos dos
observados com 24 horas de incubacdo, indicando que o efeito maximo € alcancado com 24
horas de incubacdo nas linhagens de leucemia aguda. O A4CN, entretanto, foi o Unico
composto que apresentou uma diferenca consideravel na linhagem MOLT-4, com redugéo da
Clso de 32,12 uM, ap0ds 24 horas de incubagdo, para 13 uM, ap0s 72 horas, mostrando um
efeito dependente da concentracdo e do tempo dessa substancia frente esta linhagem.

Nas linhagens K562 e Kb562-Lucena observa-se que houve um aumento da
citotoxicidade dos trés compostos quando incubados por 72 h. Os valores de Clsy foram
reduzidos, se comparados com os resultados de 24 horas, de 58,38 uM para 32,28 uM
(A2CN); 73,42 M para 38,02 uM (A3CN) e de 95,53 uM para 49,33 pM (A4CN) em K562.
Na linhagem K562-Lucena, esses valores passaram de 60,79 uM para 27,49 uM (A2CN);
75,09 uM para 27,99 uM (A3CN) e de 122,3 uM para 27,79 uM (A4CN), revelando que essas

substancias atuaram de forma concentracdo e tempo dependente frente estas linhagens.
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Figura 11: Atividade citotdxica dos compostos A2CN (A, B), A3CN (C, D), A4CN (E, F) nas linhagens MOLT-
4 (A, C, E) e HL-60 (B, D, F) determinada pelo ensaio do MTT num periodo de incubacdo de 24 horas. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em triplicata e foram analisados
por ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. * p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001.
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Figura 12: Atividade citotdxica dos compostos A2CN (A, B), A3CN (C, D), A4CN (E, F) nas linhagens K562
(A, C, E) e K562 Lucena (B, D, F) determinada pelo ensaio do MTT num periodo de incubacdo de 24 horas. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em triplicata e foram analisados
por ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 13: Atividade citotoxica dos compostos A2CN (A, B), A3CN (C, D), A4CN (E, F) nas linhagens HL-60
(A, C, E) e MOLT-4 (B, D, F) determinada pelo ensaio do MTT num periodo de incubacdo de 72 horas. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em triplicata e foram analisados
por ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 14: Atividade citotdxica dos compostos A2CN (A, B), A3CN (C, D), A4CN (E, F) nas linhagens K562
(A, C, E) e K562-Lucena (B, D, F) determinada pelo ensaio do MTT num periodo de incubacdo de 72 horas. Os
dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em triplicata e foram analisados

por ANOVA seguido do pds-teste Bonferroni. * p<0,05; *p<0,01; ***p<0,001.
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Para comprovar a poténcia citotoxica da substancia avaliada pelo ensaio do MTT,
outra ferramenta de citotoxicidade foi usada, o teste de Captagdo do Vermelho Neutro. Pode-
se notar que o resultado obtido em HL-60 pelo CVN (Fig. 15), cuja Cls, foi igual a 31,02 +
3,7 , assemelhou-se ao observado no ensaio do MTT (Clsp = 22,39 * 4,2), confirmando o
potencial citotdxico da substancia.

A2CN
125+

% viabilidade celular

C 3,1256,25 12,5 25 50 100 200
Concentracdo em pM

Figura 15: Atividade citotoxica do composto A2CN em HL-60 determinada pelo ensaio do CVN num periodo
de incubacdo de 24 horas. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em
triplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pos-teste Bonferroni. * p <0,05; ** p<0,01; ***p<
0,001.
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No ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico humano
(PBMC), que sdo células ndo tumorais, 0 A2CN apresentou Clso igual a 71,90 uM, com 24
horas de incubacdo (Fig. 16). Desse modo, na relagdo comparativa dos valores da Clsg de
PBMC com as linhagens leucémicas, foi observada uma maior seletividade do composto
A2CN para as linhagens de leucemia. Pode ser constatado também um maior indice de
seletividade frente as linhagens de leucemia aguda, HL60 (3,2 vezes) e MOLT-4 (3,3 vezes),
do que as leucemias cronicas, K562 e K562-LUCENA, com 1,2 e 1,1 vezes respectivamente
(Tabela 3).
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Figura 16: Atividade citotdxica do composto A2CN em PBMC determinada pelo ensaio do MTT num periodo
de incubacdo de 24 horas. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos em
triplicata e foram analisados por ANOVA seguido do pés-teste Bonferroni. * p < 0,05; **p<0,01; ***p<
0,001 . A Clg, foi expressa como a media + o desvio padrao.

Linhagem Clso (nM) indice de
seletividade
HL-60 22,39 3,2
MOLT-4 21,43 3,3
K562 58,38 1,2
K562-LUCENA 60,79 1,1
PBMC 71,90 -

Tabela 3: Avaliacdo citotoxica do composto A2CN na linhagem HL-60, MOLT-4, K562, K562-LUCENA e em
PBMC ap6s 24 horas de incubacdo. A tabela apresenta os valores de Cls, e 0 indice de seletividade, que foi
calculado tomando como base os dados obtidos das linhagens leucémicas (Clso em PBMC / Clso em linhagem
leucémica).



Bomfim, C.C.B, 2013 62

4.2 COLORACAO DIFERENCIAL POR LARANJA DE ACRIDINA E BROTETO DE ETIDEO
(LA/BE)

A coloracdo das células com BE/LA, observadas em microscopio de fluorescéncia,
permitiu calcular a porcentagem de células viaveis, necréticas e apoptéticas. O resultado desta
analise pode ser observado na figura 17. Percebemos neste gréfico que no controle mais de
90% das células sdo viaveis. Apo6s o tratamento com 5 pM com A2CN, identificou-se uma
reducdo significativa no namero de células vidveis, com conseqiente aumento de células
apoptéticas, ndo ocorrendo aumento significativo de células necréticas. Apos o tratamento
com 20 uM observamos que a quantidade de células apoptdticas ultrapassou a porcentagem
de células viaveis, ndo ocorrendo elevacdo do nimero de células necréticas em niveis

significativos.
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Figura 17: Efeito do A2CN na linhagem HL-60 analisado pela coloragdo diferencial com brometo de
etideo/laranja de acridina, apds 24 horas de tratamento. Os dados sdo expressos como média * erro padréo da
média de trés experimentos em duplicata e foram analisados por ANOVA seguido Student Newman-keuls. * p <
0,05; *p<0,01; ***p<0,001.
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4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL TRANSMEMBRANA MITOCONDRIAL (W)

Para verificar se a via mitocondrial estava envolvida no processo de inducdo da morte
celular, foi avaliada a variagdo do potencial transmembrana mitocondrial (A¥,) induzido pelo
composto A2CN, com o fluorocromo TMRM em citometria de fluxo. O composto A2CN
causou despolarizacdo da membrana mitocondrial significativa a partir da concentragdo de 10
MM com periodo de incubacdo de 24 horas (Fig. 18).
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Figura 18: Analise da variagdo do potencial transmembranico da mitocéndria (A¥,,) por citometria de fluxo em
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por M2 ¢ a populagdo de células com membrana mitocondrial polarizada e alta emissdo de fluorescéncia, o0s
resultados analisados com o software WinMDI. O gréafico (F) corresponde a média + erro padrdo de trés

L

20

A2CN (uM)

experimentos independentes. * p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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4.4 ESTUDO DO CICLO CELULAR E FRAGMENTACAO DO DNA

A progressdo das células nas fases do ciclo celular foi avaliada em citometria de fluxo
usando o fluoréforo lodeto de Propideo (PI). A linhagem HL-60 tratada com A2CN por 24
horas apresentou uma parada na fase S do ciclo celular com a concentracdo de 5 uM. Nas
concentra¢des maiores (10 e 20 uM) houve reducdo no contetdo de DNA nas fases G, S e
G2/M, como conseqliéncia do aumento significante da fragéo hipodiploide (sub-G1) (Fig. 19).
Este € um indicativo de que esta ocorrendo a fragmentacdo do DNA, que representa uma
caracteristica do processo de morte por apoptose.
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Figura 19: Efeitos no ciclo celular e no contetdo de DNA da linhagem HL-60 avaliadas por citometria de fluxo.
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5 DISCUSSAO

Nos Ultimos anos a aplicacdo da quimioterapia tem conseguido éxitos notaveis na cura
de algumas formas de canceres disseminados como a leucemia aguda infantil, distintos tipos
de linfomas e alguns tipos de tumores sdlidos (LENS, 2003), no entanto as taxas de incidéncia
e mortalidade ainda permanecem elevadas. H4, portanto, uma clara e urgente necessidade de
identificar, avaliar e desenvolver novos e mais eficientes farmacos para o tratamento dessas
doencas.

A cultura de células tumorais é uma ferramenta rotineiramente utilizada para o
descobrimento de agentes que possuam potencial anticancer (BAILLY, 2009; EISENBRAND
et al., 2002). De fato, aproximadamente 75% das publicagdes na area do cancer sdo baseadas
no uso de linhagens celulares e na realizacdo de testes in vitro para avaliar a citotoxicidade e o
mecanismo de acdo em nivel celular e molecular de novos compostos (AGGARWAL et al.,
2009; FOUCHE et al., 2008; SCHROTEROVA et al., 2009).

A morte celular desempenha um papel importante no desenvolvimento e na
homeostase dos tecidos normais (BENS e YAU, 2008; JAYSON e HARRIS, 2006). Um
desequilibrio entre proliferacdo e morte celular € a ligacdo para doencas humanas, incluindo
cancer, doengas auto-imune, neurodegenerativas, infeccdes virais e AIDS (CRAGG e
NEWMAM, 2005; SASSIOTO, 2004). A interferéncia nessa desregulacao é a base da terapia
do céancer, seja pela acdo de produtos quimicos ou fisicos, tais como quimioterapia e
radioterapia.

O mecanismo de acdo de farmacos antitumorais envolve complexas vias de respostas
aos danos no DNA, que apesar de uma extensa literatura requer mais estudos com a finalidade
de melhor compreedé-las. A diversidade de resposta dos tumores, além da resisténcia
adquirida ou intrinseca a agentes citotoxicos continua sendo o principal obstaculo no
tratamento do cancer (SARKARIA et al., 2008).

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman sdo compostos sintéticos os quais tém sido
atribuidas diversas propriedades, tais como, bioatividade contra Plasmodium falciparum
(NARENDER et al.,, 2005), Biomphalaria glabrata, um hospedeiro intermediario do
Schistosoma mansoni (VASCONCELLOS et al, 2006), Leishmania amazonensis e
Leishmania chagasi (JUNIOR et al., 2010), Trypanosome cruzi (SANDES, 2010).

Estudos envolvendo a atividade anticancerigena dessas substancias tém sido
delineados mostrando que os AMBH possuem efeito citotdéxico sobre diferentes linhagens

tumorais, porém essa atividade se expressa de forma distinta de acordo com a linhagem
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testada (KOHN, 2006). Nesse trabalho Kohn observou que os adutos aromaticos eram mais
bioativos do que os alifaticos. As relages de estrutura atividade bioldgica indicaram que a
maxima atividade antiproliferativa, estava relacionada com a presenca de grupos elétron-
retiradores no anel aromatico. Por outro lado, a presenca de grupos elétron doadores
apresentaram uma atividade muito baixa ou foram destituidos de atividade citotoxica
significante (KOHN, 2006).

Considerando que os AMBH possuem atividade citotdxica frente vérias linhagens
cancerigenas, e que este efeito é diferenciado de acordo com a linhagem tumoral testada, foi
objetivo deste trabalho avaliar a atividade dessas substancias sobre cultura de células
leucémicas e células ndo tumorais in vitro ainda ndo estudadas, bem como, avaliar o tipo de
morte celular induzida por estas moléculas.

Inicialmente foi avaliada a atividade citotoxica de trinta AMBH usando ensaio de
citotoxicidade basal de reducdo do MTT, sobre células leucémicas (HL-60, MOLT-4, K562 e
K562-LUCENA) e células ndo tumorais (PBMC). Essa tecnica, que avalia a capacidade
metabolica da célula, foi escolhida por ser bastante utilizada em ensaios de viabilidade
celular, sendo capazes de detectar diferentes tipos de danos na celula (HATOK et al., 2009).

Os resultados demonstram que 0s compostos com grupamento nitro ligado ao anel
aromatico (A2CN, A3CN, A4CN, A2CO2CH3, A3CO2CH3 e A4CO2CH3) e o0s que
possuem dois anéis aromaticos condensados em sua estrutura (AL13CN, AL4CN,
A13C0O2CH3 e A14CO2CH3), testadas na HL60, apresentaram maior poténcia citotoxica que
as demais substancias (tabela 2). Sendo assim, os trés isomeros (A2CN, A3CN e A4CN),
estando entre 0s mais potentes, foram escolhidos para serem testados em outros tipos de
leucemia.

Nas demais linhagens leucémicas testadas (MOLT-4, K562, K562-Lucena), 0s trés
isbmeros também apresentaram atividade antiproliferativa, sendo as linhagens de leucemia
aguda, HL-60 e MOLT-4, as mais sensiveis num periodo de 24 horas de tratamento. Ainda
pode ser observado que 0s compostos reduziram a viabilidade celular de maneira semelhante
com 72 horas de incubacdo nessas duas linhagens, revelando que o efeito citotoxico maximo é
alcancado com 24 horas de incubacéo.

Embora as células de leucemia cronica, K562 e K562-Lucena, apresentassem uma
menor sensibilidade, a atividade citotdéxica dos compostos foi maximizada com a elevacdo do
periodo de tratamento de 24 para 72 horas, evidenciando que os isbmeros atuaram de modo

concentracédo e tempo dependentes nestas linhagens.
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Devido a linhagem HL-60, de leucemia mieldide aguda, ter se mostrado uma das mais
sensiveis a acdo dos compostos, esta linhagem foi escolhida para dar continuidade aos estudos
farmacol6gicos. Como ndo foi constatado diferenca significativa entre o potencial citotoxico
dos trés isdmeros (A2CN = 22,39 + 4,2 ; A3CN = 17,28 + 3,9 e A4CN 24,28 + 4,2) nesta
linhagem, os testes posteriores foram realizados apenas com o composto A2CN.

A citotoxicidade desencadeada por determinado composto pode ser apresentado pela
alteracdo de diversas funcbes e/ou estruturas celulares, como por exemplo, reducdo da
atividade metabdlica, alteracdo dos niveis enzimaticos e danos a membranas celulares
(EISENBRAND et al., 2002; KIM et al., 2009). Dependendo do tipo celular e da natureza
quimica do composto, um método pode ser inadequado ou pouco sensivel em determinadas
condi¢des. Sendo assim, para se obter uma estimativa adequada do potencial citotoxico de um
composto, é necessario realizar ensaios que avaliem diferentes parametros celulares
(SCHROTEROVA et al., 2009).

Com esta finalidade, foi realizado o ensaio de captacdo do vermelho neutro que avalia
a integridade da membrana lisossomal. A substancia A2CN reduziu a viabilidade celular,
avaliada pela técnica do vermelho neutro (Clso = 31,02 = 3,2 uM), de modo semelhante ao
observado pelo ensaio de reducdo do MTT (Clso = 22,39 = 4 uM), comprovando a poténcia
citotoxica do composto.

Alguns dos principais problemas apresentados pelos quimioterapicos sdo os efeitos
colaterais, resultantes da baixa seletividade dos compostos utilizados no tratamento frente as
células normais, como por exemplo, as células do sistema hematopoiético (CHARI, 2008).
Para avaliar se 0 composto A2CN possuia uma possivel seletividade, a citotoxicidade desta
substancia foi avaliada na cultura ndo tumoral, células mononucleares do sangue periférico
humano (PBMC), pelo ensaio de reducdo do MTT.

Pode ser notado que o efeito do A2CN na viabilidade da cultura de células nédo
cancerigenas (Clso = 71,90 uM) foi menor do que o observado na linhagem leucémica HL-60
(22,39 uM), sendo a seletividade do composto aproximadamente 3,2 vezes maior para a
linhagem tumoral do que para as células normais. Devido as substancias com propriedades
antineoplasicas, em sua maior parte, terem como alvo moléculas e/ou processos celulares
compartilhados por células normais e tumorais, é de se esperar algum nivel de toxicidade
também nas células normais.

Apos realizar os ensaios de citotoxicidade sobre as linhagens tumorais e normais, foi
objetivo desse trabalho avaliar qual o mecanismo de morte celular induzido pelo A2CN. Os

seguintes ensaios foram realizados para avaliar se 0 A2CN induzia morte por apoptose ou
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necrose: analise morfologica por coloracéo diferencial com Brometo de Etideo e Laranja de
acridina (BE/LA), analise da fragmentacdo do DNA e alteragdo no potencial de membrana
mitocondrial.

A apoptose é um processo de fundamenta importancia para a homeostase em Varios
sistemas bioldgicos, desempenhando um papel essencial na regulacdo da resposta a farmacos
citotoxicos e na eliminacdo de células senescentes. Esse tipo de morte é identificada por uma
série de alteracbes morfoldgicas na célula: diminui¢do do volume celular, perda de contato,
condensagéo da cromatina, fragmentacdo do DNA, e alteracdo no potencial transmembranico
mitocondrial (NAKARUMA et al., 2002; SIRAKI et al., 2002; YANG et al., 2003; KUMAR
et al., 2005). Drogas que induzem morte celular por apoptose em linhagens de células
tumorais podem ser Uteis na quimioterapia (ZAMAI et al., 2001; BRADY, 2004).

Os resultados da coloracdo diferencial com BE/LA evidenciaram que células HL-60,
tratadas com o A2CN, mostraram alteracGes caracteristicas principalmente de apoptose a
partir da concentracdo de 5 uM.

Para aprofundar os estudos dos efeitos celulares do A2CN, foram realizados
experimentos em HL-60 utilizando citometria de fluxo. Nesses experimentos foram avaliados
o ciclo celular, fragmentacdo do DNA e despolarizacdo da membrana mitocondrial. A
citometria de fluxo € uma ferramenta bastante valiosa para estudos estruturais e funcionais das
células, sendo considerada rapida, precisa e com boa aplicacdo para investigacdo de
compostos com atividade antitumoral. Dentre uma serie de possibilidades pode ser usada na
pesquisa basica em biologia molecular e bioquimica da apoptose, bem como na clinica para
monitoramento de sinais iniciais da apoptose em tumor de pacientes como consequéncia de
alguns protocolos de tratamento. A utilizagcdo de fluorocromos que possuem a capacidade de
intercalacdo com o DNA (iodeto de propideo) permite identificar a viabilidade celular e a
fragmentacdo do material genético. As caracteristicas inerentes a morfologia das células
apoptoticas como condensacao da cromatina e a reducdo do volume celular sdo detectadas por
meio do desvio da luz incidida sobre a célula para frente e para o lado (DARZYNKIEWICZ
et al., 1992; RAMANATHAN, 1997; LIMA, 2005).

Os estudo realizados com citometria de fluxo revelaram uma fragmentacdo do DNA,
que seria representada pela elevacdo de um pico antes da fase G1, denominado sub-Gl1,
representando o DNA subdiploide. O DNA € fragmentado em intervalos de 180-200 pares de
base, sendo umas das caracteristicas bioquimicas mais importantes da apoptose (HANAHAN
et al., 2000). Enquanto a necrose, a fragmentacdo do DNA é randémica (BREDESEN, 2007).

Logo, estes resultados corroboram com os dados anteriores indicativos de apoptose.
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Tendo em vista que a mitocondria também desempenha um papel chave na
deflagracdo da apoptose em certas condicOes, foi realizado o ensaio de despolarizagdo
mitocondrial, afim de melhor compreender o mecanismo de morte. Na apoptose via
mitocondrial ocorre a formagéo de um poro de permeabilizacdo na membrana da mitocondria
havendo uma diminui¢do no potencial de membrana mitocondrial, que pode ser quantificado
por fluorocromos (KROEMER et al., 1997). O composto A2CN foi capaz de promover a
dissipagdo do potencial transmembranico mitocondrial com 24 horas de incubagdo,

confirmando mais uma vez que a substancia induz morte celular principalmente por apoptose.
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6 CONCLUSAO

» Os trés isomeros, A2CN, A3CN e A4CN, apresentaram atividade antileucémicas
frente as quatros linhagens avaliadas: HL-60, MOLT-4, K562 e K562-Lucena;

» As linhagens de leucemia aguda, HL-60 e MOLT-4, foram mais sensiveis a acdo dos
trés isdmeros do que as linhagens de leucemia cronica, K562 e K562-Lucena;

> Os trés compostos possuiram efeito semelhante nas linhagens de leucemia aguda;

> A substancia A2CN se mostrou ser 0 mais potente frente as linhagens de leucemia
crénica do que o A3CN e A4CN;

» Os trés compostos apresentaram menor citotoxicidade em células mononucleares do

sangue periferico humano;

» O composto A2CN induziu fragmentacdo do DNA em HL-60

» A substancia A2CN induziu despolarizacdo da membrana mitocondrial em HL-60

» A2CN reduziu a viabilidade por induzir principalmente apoptose em HL-60



it
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