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RESUMO

A busca por novos farmacos antitumorais € uma necessidade principalmente devido
aos tratamentos atuais apresentarem alta toxicidade, baixa efetividade e
aparecimento de resisténcia em alguns tipos de canceres. No processo de
descoberta de farmacos, compostos de diferentes classes quimicas sao avaliados
em modelos preditivos para selecdo dos mais ativos. Estes sdo submetidos a
melhoramento quimico e estudos da relagdo estrutura-atividade (REA) para
obtencdo dos candidatos mais promissores. Neste trabalho, realizamos uma
investigacdo do potencial antitumoral e elucidagdo do mecanismo de acédo de duas
substéncias: uma hidrazona (E6) e um nitrocomposto (EBAC). Essas substancias
demonstraram baixa toxicidade em modelos de células normais como Vero e de
sangue periférico humano (PBMC). A avaliagdo do mecanismo de agao foi realizada
na linhagem humana leucémica (HL60) através de cinética de tempo por
microscopia de contraste de fase e liberacdo de LDH, sendo possivel verificar que
as células HL60 apresentavam aspectos compativeis com apoptose apds tratamento
com as duas substancias. Fragmentagdo de DNA foi confirmada apds 24 horas de
tratamento por citometria de fluxo com marcagdo com PI, analise em gel de agarose
e por observacdo dos nucleos apdés marcacdo com Hoescht 33342. Ensaios com
inibidor de caspases Z-VAD-FMK, Anexina V e PIl, quantificacdo de espécies
reativas de oxigénio, ativacdo de caspase-3 confirmaram morte por apoptose
induzida pelas duas substancias.Perda do potencial de membrana mitocondrial e
deteccdo de caspase -9 sugerem apoptose por meio de ativagado da via mitocondrial
nessa linhagem leucémica. Diferengas no mecanismo de morte foram observadas
para a EBAC que induziu acumulo de vacuolos autofagicos apds analise com
alaranjado de acridina e aumento da quantidade de células viaveis apos utilizagéo
do inibidor de autofagia Bafilomicina A1. Estes resultados sdo sugestivos de que
EBAC induziu autofagia e apoptose simultaneamente, o que nao foi observado para
E6. Os resultados em conjunto demonstram que as substancias EBAC e E6 sao
substancias promissoras com potencial antitumoral e se justifica a continuidade de

estudos de relagao estrutura-atividade para obtencao de derivados mais ativos.

Palavras Chave: atividade citotoxica, apoptose, hidrazona, nitrocomposto.



ABSTRACT

The search for new antitumor drugs is a necessity mainly due to current treatments
present high toxicity, low effectiveness and emergence of resistance in some types of
cancers. In the process of drug discovery, compounds of different chemical classes
are assessed in models predictive and selected for chemical optimization and studies
of structure-activity relationship (SAR) to obtain the most promising candidates. We
carried out an investigation of mechanism of action and the antitumor potential of two
substances: a hydrazone (E6) and nitrocomposto (EBAC). These substances
showed low toxicity for normal cells such as human peripheral blood mononuclear
cell (PBMC). The evaluation of the mechanism of action was performed on leukemic
cell line (HL60) by phase contrast microscopy and LDH release, being able to verify
that HL60 cells had features consistent with apoptosis after EBAC and E6 treatment.
DNA fragmentation was confirmed after 24 hours of treatment by cell cycle, DNA
electrophoresis and fluorescence microscopy after Hoechst 33342-staining. The use
of pan-caspase inhibitor (Z-VAD-FMK), Annexin V and PI, quantification of reactive
oxygen species and caspase-3 activation confirmed apoptosis. Loss of the
mitochondrial membrane potential and caspase -9 detection suggest mitochondrial
pathway activation in this cell line. Differences in the mechanism of death were
observed for EBAC that induced accumulation of autophagic vacuoles analysis after
acridine orange and increasing the amount of viable cells after use of the autophagy
inhibitor bafilomycin A1. These results suggest that EBAC induced autophagy and
apoptosis simultaneously, which was not observed for E6. The results together show
that EBAC and E6 are promising substances with anti-tumor potential and justify the
continuation of studies of structure-activity relationship for obtaining more active

derivatives.

Keywords: cytotoxicity, apoptosis, hydrazone, nitrocompounds.
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1.  INTRODUGAO

11 CANCER

Céncer é o termo utilizado para se referir as neoplasias que sao
caracterizadas por uma proliferacdo desordenada e com capacidade de invadir
outros tecidos e 6rgaos (ALMEIDA et al., 2005). Cancer é o nome genérico dado a
um conjunto de mais de 100 doengas que sédo correspondentes aos diversos tipos
celulares do nosso organismo e s&o nomeadas de acordo com o 6rgédo atingido ou
tecido onde se inicia a lesdo. As principais categorias de cancer sao carcinoma
(derivados de mucosas e células epiteliais), sarcoma (tecido conjuntivo, 6sseo,
muscular ou cartilaginoso), linfoma (sistema linfatico) e leucemia (tecido sanguineo)
(“INCA - Instituto Nacional de Cancer, 2016”).

A carcinogénese, ou seja, a formagao do cancer € um processo multifatorial e
€ marcada por alteragdes no DNA as quais geram uma transformagao progressiva
de células saudaveis em células malignas ou cancerigenas (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Essas alteragdes genéticas ocorrem com ativagdo de proto-
oncogenes (genes que estdo inativos nas células normais) ou inibicdo de genes
supressores de tumores, o que resulta em proliferacdo celular descontrolada. As
células malignas ao se multiplicarem ilimitadamente perdem sua funcionalidade e
acabam formando um conjunto de estruturas celulares irregulares que recebe o
nome de tumor. O crescimento do tumor evolui até o aparecimento das
manifestagdes clinicas (ALMEIDA et al., 2005).

Tumores podem ser classificados como benignos ou malignos, sendo que
somente o0s malignos sado designados como cancer. Tumores benignos sao
caracterizados por taxa de proliferacdo lenta, alto grau de diferenciagdo e
apresentarem delimitacido. Dependendo da localizagcédo, esses tumores podem ser
retirados por cirurgia e apresentam um melhor progndéstico. Os tumores malignos ou

cancer, ao contrario dos benignos, tém baixa diferenciagao e sofrem um processo de
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vascularizagdo, chamado angiogénese, que promove rapido crescimento. Canceres
também perdem fatores de adesdo e desenvolvem fatores de migragdo, adquirindo
assim capacidade de invadir outros tecidos e formar novos tumores, fendmeno
denominado como metastase (ALMEIDA et al.,, 2005). As metastases tornam o
tratamento mais dificil e as recidivas mais frequentes. Portanto, os marcadores
classicos do cancer (em inglés, hallmarks) sao a auto-suficiéncia em relagdo aos
sinais de crescimento, evasao a morte celular programada (apoptose), potencial
ilimitado de replicagdo, angiogénese, a invaséo tecidual e metastase (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Os fatores de risco relacionados ao aparecimento de cancer podem ter
causas internas ou externas. As causas externas sao fatores ambientais, tais como
substancias quimicas, irradiacdo, virus e fatores comportamentais. De todos os
casos de cancer, entre 80% e 90% estédo associados a fatores ambientais. Cerca de
1/3 de todas as mortes por canceres sao decorrentes do estilo de vida, tais como
obesidade, baixa ingestdo de frutas e verduras, sedentarismo, uso de tabaco e
alcool (“WHO | 2016”7, 2016).

As causas internas sdo, na maioria das vezes, geneticamente
predeterminadas e estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressdes externas. Apesar de o fator genético exercer um importante papel na
oncogénese, sdo raros 0s casos de cancer que se devem exclusivamente a fatores
hereditarios, familiares e étnicos. Todavia, alguns tipos de céncer como, por
exemplo, os canceres de mama, estdbmago e intestino parecem ter um forte
componente familiar. Existem ainda alguns fatores genéticos que tornam
determinadas pessoas mais susceptiveis a agado dos agentes cancerigenos
ambientais e isso parece explicar por que algumas delas desenvolvem cancer e

outras ndo, quando expostas a um mesmo carcindégeno (ABC do Cancer, 2011).

A leucemia é um tipo de céncer do sistema sanguineo que geralmente
acomete os glébulos brancos (leucdcitos). Os principais sintomas da leucemia
decorrem da acumulagédo de células jovens anormais na medula 6ssea (SALEH et
al., 2015). Existem quatro tipos principais de leucemia leucocitaria e sua

classificagao considera a rapidez de sua evolucao e o tipo de leucécito afetado. Elas
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sdo divididas em crénicas com desenvolvimento mais lento e em aguda com rapido
agravamento da doenga. Também se podem classificar as leucemias pelo tipo
celular que é acometido as que afetam os linfécitos sdo chamadas de linfoide,
linfocitica ou linfoblastica. A leucemia que afeta os mielécitos sdo chamadas

mieloide ou mieloblastica. (INCA - Instituto Nacional de Cancer - Estimativa 2016”).

Cancer é uma das maiores causas de mortes no mundo e de grande impacto
em saude publica em especial nos paises desenvolvidos, onde é esperado que o
impacto dessa doenca na populagao corresponda a mais de 80% dos 20 milhdes de
novos casos estimados para 2025 (“INCA - Instituto Nacional de Cancer, 2016”).
Baseado nas estimativas do GLOBOCAN, realizado pelo International Agency for
Research on Cancer (IARC), houve no ano de 2012 cerca de 14,1 milhes de novos
casos e 8,2 milhdes de morte no mundo. Os tipos de cancer mais incidentes no
mundo foram pulméo (1,8 milhdo), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4 milhdo) e
préostata (1,1 milhdo), sendo que os mais comuns entre as causas de morte foram:

cancer de pulmao, figado e estbmago (FERLAY et al., 2015).

De acordo com as informacdes de mortalidade do Ministério da Saude do
Brasil as neoplasias ou tumores representam a segunda causa de O6bito na
populagdo, o que representa mais de 14,6% do total de mortes ocorridas no pais
(ABC do cancer, 2011). A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, aponta a
ocorréncia de cerca de 600 mil novos casos de cancer. Os tipos mais incidentes sao
(2 excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma) préstata (28,6%), pulméo
(8,1%), intestino (7,8%), estébmago (6,0%) e cavidade oral (5,2%) nos homens. Nas
mulheres, os canceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do utero (7,9%),
pulméao (5,3%) e estdmago (3,7%) estardo entre os principais. (INCA, 2016). Em
relagdo as leucemias, estimam-se 5.540 casos novos de leucemia em homens e
4.530 em mulheres no Brasil no ano de 2016. Esses valores correspondem a um
risco estimado de 5,63 casos novos a cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100

mil mulheres (“INCA - Instituto Nacional de Céncer - Estimativa 2016”).

Para o Brasil, no ano de 2016, estimam-se 5.540 casos novos de leucemia

em homens e 4.530 em mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado
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de 5,63 casos novos a cada 100 mil homens e 4,38 para cada 100 mil mulheres
(“INCA - Instituto Nacional de Cancer - Estimativa 2016”).

Atualmente, o tratamento do cancer pode ser feito por meio de diferentes
abordagens, dependendo do tipo e do estagio de desenvolvimento do tumor. Os
tratamentos mais realizados s&o a remogao cirurgica dos tumores (no caso de
tumores sélidos), radioterapia e quimioterapia, que podem ser realizados de forma
isolada ou combinados. Além desses existem ainda outros tipos de tratamento que
incluem a terapia-alvo, hormonioterapia, imunoterapia, entre outros. Além disso, em
alguns tipos de céncer, como as leucemias, podem ser tratadas por transplante de
medula 6ssea (PCDT oncologia, 2016). A escolha da abordagem terapéutica
depende da meta do tratamento, podendo ser a cura, prolongamento da vida e/ou

melhoria na qualidade de vida.

Em tumores solidos localizados, geralmente, a remocgado cirurgica e
posteriormente a radioterapia tém apresentado grande eficacia (ALMEIDA et al.,
2005). A radioterapia se baseia em um feixe ondas eletromagnéticas que incide
sobre a area do tumor e promove ionizagao de moléculas, como agua e as cadeias
de DNA. Os danos sofridos pelo DNA promovem uma incapacidade de divisao
celular e provocam a ativagao de apoptose das células tumorais (LOWE; LIN, 2000).
Dependendo do tipo de tumor e do risco de recidiva, o tratamento podera ser
complementado, por quimioterapia, hormonioterapia, imunoterapia e/ou terapias-alvo
(PCDT oncologia, 2016).

Os atuais tratamentos de radio- e quimioterapia geralmente atuam no ciclo
celular, uma vez que células tumorais se proliferam mais rapido que células normais,
e tém por objetivo induzir a morte das células cancerigenas por apoptose (ALMEIDA
et al., 2005). A quimioterapia € a utilizacdo de farmacos com atividade antitumoral
administrados via endovenosa ou via oral. O objetivo é destruir completamente as
células tumorais, que apresentam alta taxa de proliferagdo. Entretanto, alguns
tecidos humanos normais, como mucosas e epiderme, também apresentam rapido
crescimento e ficam suscetiveis a agao dos quimioterapicos (“Types of Cancer
Treatment: Chemotherapy - National Cancer Institute”, 2015). A maioria das drogas

utilizadas na quimioterapia antineoplasica age diretamente no DNA celular, sendo
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que a maioria atua nas etapas da divisdo celular. Os agentes antineoplasicos que
exercem sua agao sobre as células que se encontram no ciclo celular sao
denominados farmacos ciclo-celular especificos, dentre os quais se encontram, por
exemplo, agentes antimetabdlitos, alcaldides e hormodnios. J& os agentes que
apresentam a capacidade de exterminar as células tumorais que nado estdo se
dividindo sdo denominados ciclo-celular n&do especificos, como € o caso dos

antibidticos, complexos de platina e agentes alquilantes (ALMEIDA et al., 2005).

A quimioterapia pode ser usada exclusivamente em alguns tumores, como
certos tipos de leucemias e linfoma, com finalidade curativa. Em outros tipos de
tumores, principalmente os solidos, a quimioterapia pode ser usada no momento
pré-cirurgia, sendo denominada neo-adjuvante e que tem como objetivo diminuir o
tamanho do tumor ou no momento pés-cirurgia (adjuvante) a fim de destruir células
tumorais que ainda permaneceram no local, bem como as metastaticas (PCDT
oncologia, 2016). Além disso, a quimioterapia pode ser usada em combinagdo com
outras estratégias e frequentemente é usada para tratar as metastases (“Types of

Cancer Treatment: Chemotherapy - National Cancer Institute”, 2015)

Por conta dos amplos impactos gerado pela doenga, sendo tanto sociais
quanto econdbmicos (JEMAL et al., 2011) e a alta toxicidade e efeitos adversos
causados pelos atuais tratamentos, se faz necessaria a busca por novos farmacos
antitumorais que apresentem duas caracteristicas principais — eficacia e seletividade
(MCKIM, 2010).

1.2 DESCOBERTA DE NOVOS FARMACOS ANTITUMORAIS

A pesquisa e o desenvolvimento de novos compostos, candidatos a novos
farmacos, € um processo complexo, duradouro e dispendioso. Estima-se que todo
este processo demanda cerca de 10 anos e seja necessario um bilhdo de dolares e
ainda assim somente um dentre dez mil compostos testados consegue chegar ao
mercado (MCKIM, 2010). Este processo abrange diversas etapas, desde a

identificacdo do alvo até a sua aplicagcdo terapéutica e pode ser dividida
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funcionalmente em duas estratégias: descoberta e desenvolvimento. Sendo que a
fase da descoberta pode ser dividida em inicial e tardia e a fase do desenvolvimento

€ marcada pelos ensaios pré-clinicos e clinicos.

Historicamente, a descoberta de uma ampla de novos farmacos tem sido
relacionada ao uso de produtos de origem vegetal de forma empirica e mais
recentemente, de forma planejada. Como consequéncia do processo de pesquisa e
da busca por produtos mais eficazes, a sintese organica tem contribuido
significativamente com os avangos da industria farmacéutica (HOELDER; CLARKE;
WORKMAN, 2012).

A descoberta de novas drogas nos ultimos anos também tem sido possivel
gracas a introducdo de modelos de “screening” ou triagem de compostos de origem
sintética ou natural através do método de “high-Throughput Screening (HTS)”. HTS é
um processo de alto desempenho baseado em ensaios bioquimicos que permite
testar milhares de compostos em um curto periodo de tempo principalmente em
culturas celulares (HOELDER; CLARKE; WORKMAN, 2012). Estes ensaios podem
utilizar um alvo unico bem definido, como enzimas ou receptores, ou multiplos alvos
como organismos integros (parasitas, bactérias, fungos, etc) e cultura de células.
Durante esses ensaios sao identificadas substancias ativas que sao conhecidas
como “hits” e podem ser usadas como modelo para sintese de analogos que s&o
identificados como “lead compounds”. Esses compostos lideres podem ser
otimizados de maneira a aumentar seletividade, poténcia e outras caracteristicas

para serem entdo encaminhados para fases pré-clinica e clinica (MCKIM, 2010).

Durante a ultima década, muita énfase foi dada a avaliacdo de métodos in
vitro para redugdo da toxicidade sistémica in vivo. O uso de ensaios in vitro, que
mimetizam especificamente o ambiente in vivo, como o ensaio de formacdo de
coloénias em soft-agar, pode levar a uma predicdo de maior acuracia no processo de
descoberta de drogas (ZIPS; THAMES; BAUMANN, 2005). Testes em animais s&o
indispensaveis, entretanto devido a impossibilidade de se testar uma grande
quantidade de agentes in vivo, é necessario que sejam feitos experimentos in vitro
com o objetivo de selecionar candidatos promissores e obter dados do mecanismo
de acéo intracelular.
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1.2.1 ALVOS TERAPEUTICOS E VIAS DE MORTE CELULAR

Os agentes antineoplasicos atualmente utilizados afetam, em sua maioria, o
processo de divisdo celular. Esses agentes ndo exercem nenhum efeito inibitorio
especifico sobre o poder invasivo, a perda da diferenciacdo ou o poder metastatico.
Além disso, como seu efeito principal &€ exercido sobre a divisdo celular, eles afetam
tecidos normais que se dividem rapidamente, produzindo entdo, em maior ou menor
grau, os conhecidos efeitos adversos de uma quimioterapia. Apés os avangos da
biologia molecular e celular foram conhecidos diversos fenbmenos envolvidos no
processo de formacdo do tumor se tornaram alvos potenciais para terapia
antitumoral. Dentre os principais alvos estdo os inibidores de angiogénese, das
metaloproteinases, de fatores de crescimento, agentes diferenciadores, inibidores
imunogénicos e indutores de apoptose (BERNARDI; CAROLINE JACQUES-SILVA,;
LENZ, 2003).

Farmacos indutores de apoptose apresentam um interessante potencial de
tratar eficazmente alguns tipos de canceres (FESIK, 2005). E sabido que em varios
tipos de tumor o processo normal de resposta a indugao de morte por apoptose esta
desregulado, o que leva ao crescimento do tumor e desenvolvimento de resisténcia.
A avaliacdo de novas substancias com atividade pré-apoptética e um menor
potencial de toxicidade para células normais tém sido o principal foco das pesquisas
e tem aberto perspectivas para a identificagcédo e desenvolvimento de novos agentes
farmacologicos na terapia do cancer. A maioria das substancias quimioterapicas em
uso clinico induz a apoptose das células malignas, tais como inibidores de
topoisomerases, antimetabdlitos, glicocorticdides e agentes alquilantes (HICKMAN,
1992).

Além da inducado de apoptose, outro mecanismo de morte que vem sendo
estudado é a ativagdo de autofagia. Autofagia é um processo de degradacéo
lisossomal e sob condicbes normais € essencial para a homeostase celular.
Entretanto, sua desregulacdo esta sendo implicada em diversos processos
patolégicos, tais como doengas metabdlicas, neurodegenerativas, infecciosas,

inflamatdrias e no cancer (LIU et al., 2013a). Por isso, moduladores de autofagia tém
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recebido muita atencdo e podem ser uma oportunidade para descoberta e

desenvolvimento de novos farmacos antitumorais.

Autofagia atua de forma dual e complexa na regulagdo de genes supressores
de tumor e nos oncogenes, atuando ambiguamente como pro-sobrevivéncia e pro-
morte do tumor. Além disso, ha uma complexa relagao entre apoptose e autofagia
(WANG et al., 2012). Proteinas da familia BCL-2 podem interagir com proteinas
envolvidas no processo de autofagia como ATG ou BECLIN-1 e ativar ou desativar
autofagia (BANJERDPONGCHAI; KHAW-ON, 2013). Outro fator importante a se
considerar € a inativacdo de apoptose frequentemente encontrada em células
tumorais, portanto, a ativagdo de autofagia poderia funcionar como uma forma

primaria de morte celular nessas células.

Por conta do seu papel ambiguo, € necessario que se defina o papel
especifico da autofagia em cada contexto para que se possa ponderar a intervengao
terapéutica adequada (YOKOYAMA et al., 2008; LEE et al., 2014; WANG et al.,
2012). Nos casos em que a autofagia atua na promogao da sobrevivéncia, inibidores
de autofagia podem ser uteis. Entretanto se a autofagia age provocando a
eliminagao das células tumorais, indutores como rapamicina e cloroquina, pode ser

vantajosa terapeuticamente (LI et al., 2013).

Apoptose e autofagia sdo mecanismos de morte celular programada que
compreendem processos altamente regulados e envolvem diversas alteragdes

morfolégicas e bioquimicas descritas a seguir.

1.2.2 APOPTOSE

O termo apoptose foi definido por KERR; WYLLIE e CURRIE(1972)para
representar um tipo de morte celular especifico, que € marcado por caracteristicas
morfologicas e bioquimicas e pode ser comparada metaforicamente a um "suicidio
celular". Neste processo de morte ocorre ativacdo de proteases enddgenas
(caspases), as quais comprometem a integridade do citoesqueleto, levando a

contracdo do volume citoplasmatico e inversdao do posicionamento dos lipidios da
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membrana plasmatica, como € o caso da fosfatidilserina, que se encontra na face
intracelular das células normais, mas em células apoptéticas se encontra na camada
externa. Durante a apoptose ocorrem também alteracbes caracteristicas no nucleo
como condensagao da cromatina e ativagdo de endonucleases que degradam o
DNA, resultando fragmentacdo do nucleo. Simultaneamente, as bolhas que se
formam no citoplasma separam a célula em fragmentos circundados por membrana,
contendo partes do nucleo e organelas intactas formando os corpos apoptoéticos, que
serdo fagocitados pelos macrofagos teciduais ou células adjacentes in vivo
(ELMORE, 2007).

Mesmo que morfologicamente similares, a apoptose pode ser ativada por
duas vias bioquimicas diferentes: via extrinseca (via dos receptores de morte ou via
caspase -8) e intrinseca (via mitocondrial ou via caspase -9) (Figura 1). Estas vias
podem ocorrer de maneira independente ou correlacionada culminando na ativagao
de caspases, principalmente -3, que possuem um papel fundamental neste tipo de
morte celular (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

Na via extrinseca, a sequéncia de eventos comega quando sinais de morte
ligam-se aos receptores presentes na membrana da célula conhecidos como TNF
tipo 1 e os receptores Fas. O complexo formado pelo ligante/receptor de morte leva
a ativagao das caspases iniciadoras-8 e -10 que ativam a caspase -3 (TAYLOR;
CULLEN; MARTIN, 2008).

A via intrinseca ou via mitocondrial (Figura 1) é iniciada por meio de
estimulos internos, como danos ao DNA, estresse oxidativo, predominancia de
estimulos pro-apoptoticos (KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Esses
estimulos internos podem induzir perda do potencial de membrana mitocondrial
(PMM) tornando a membrana mitocondrial mais permeavel e liberagdo para o
citoplasma de moléculas pro-apoptoéticas, como o citocromo C. A liberagdo desses
fatores pré-apoptoticos leva a célula a apoptose independentemente da ativagao das
caspases (apoptose nao classica) ou através da ativagcdo de caspase -3 e -9
(ELMORE, 2007). Este processo € bastante complexo e outros mecanismos também
estao envolvidos como, por exemplo, a familia de proteinas BCL-2, que se dividem

em: pro-apoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim e Hrk) e anti-apoptoticas
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(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 e Mcl-1) (BORUTAITE, 2010). O balango entre as
proteinas pro- e anti-apoptoéticas determinam o inicio da apoptose (ELMORE, 2007).

O citocromo C ao ser liberado da membrana interna para o citoplasma se liga
ao Apaf-1 (apoptosis protease-activating factor1) e essa ligagdo, na presenga do
ATP, forma o apoptossomo juntamente com a caspase -9. Este apoptossomo € o
responsavel pela ativagao da caspase efetora caspase-3 (KROEMER; GALLUZZI,
BRENNER, 2007). E importante ressaltar que citocromo C pode ser liberado também
apds ativacdo da via extrinseca, via Bid, levando posteriormente a ativacdo de
caspase -9.As caspases também podem ser ativadas pelas Smac/DIABLO ou
Omi/HtrA2, que se ligam as proteinas inibidoras da apoptose (IAPs) fazendo com

gue essas rompam a interagdo com as caspases -3 e -9 (BORUTAITE, 2010).

A caspase -3 induz a clivagem de proteinas do citoesqueleto e proteinas de
reparo do DNA. Como consequéncia, a morfologia da célula e o ciclo celular sao
alterados e sao formados os corpos apoptéticos, que sao rapidamente englobados

pelos fagocitos que reconhecem a fosfatidilserina exposta (WONG, 2011).
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Figura 1: Esquema representativo das vias intrinseca e extrinseca da apoptose. Apoptose é um
tipo de morte celular programada que pode ser ativada com ativagdo de caspases pela via intrisenca
e extrinseca. Na via intrinseca ha liberagdo pela mitocéndria de moléculas pré-apoptoéticas, como o
citocromo C, que resulta na formagéo do apoptossomo e ativagdo de caspase -9. A via extrinseca é
ativada por ligagdo em receptores especificos localizados na membrana plasmatica e ocorre com
ativacdo de caspase -8. Caspase -9 e -8 provocam a ativagdo de caspases, como a -3, resultando em
morte celular

Fonte: YUAN; FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, (2012)

Células tumorais podem adquirir resisténcia a apoptose por meio do
desequilibrio do balango das proteinas pro- e anti-apoptéticas, reducdo da fungao
das caspases, prejuizo na sinalizagdo dos receptores de morte, aumento a
expresséo de IAPs ou por mutagao do p53 (HUANG; OLIFF, 2001). Desta maneira,
e tendo em vista que a evasado a morte celular € uma das caracteristicas classicas
do cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011), a compreenséao de outros tipos de morte
celular se faz necessaria na busca por novas abordagens que superem,

principalmente, a resisténcia a apoptose induzida por determinados quimioterapicos.
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1.2.3 AUTOFAGIA

O termo autofagia é derivado do grego "Auto" (auto) e "fagia" (comer) e
refere-se @ um processo evolutivamente conservado e dinamicamente catabdlico
que € essencial para a sobrevivéncia, desenvolvimento, diferenciacdo e homeostase
celular. O papel principal da autofagia € na degradagcdo e reciclagem de
componentes e organelas celulares danificadas, porém este processo pode levar a
morte autofagica ou morte celular programada tipo Il. Este tipo de morte é
morfologicamente definido quando ha auséncia de condensacédo da cromatina e é
marcada por grande vacuolizagdo autofagica no citoplasma (KROEMER; LEVINE,
2008).Existem trés vias principais de degradacao, as quais diferem essencialmente
nos meios de entrega dos constituintes células para o lisossomo. S&o eles:
macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por chaperonas (TSUJIMOTO;
SHIMIZU, 2005).

A indugdo de macroautofagia (vulgarmente conhecida por autofagia) ocorre
com eventos celulares ordenados e € iniciada pela formagado de uma membrana em
torno de proteinas e organelas, designada de fagdforo, que pode ser uma extensao
da membrana citoplasmatica, do reticulo endoplasmatico ou da membrana
mitocondrial externa e proteinas de cadeia leve associadas ao microtubulo (LC3)
s&o também recrutadas nesta etapa. A fusdo das extremidades do fagoforo origina a
formagdo de uma estrutura fechada com dupla membrana, o autofagossomo. Os
autofagossomos, onde estdo englobados diversos constituintes celulares, fundem-se
aos lisossomos para juntos formarem os autolisossomos, onde ocorre a digestao
dos componentes celulares sequestrados (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2005). Na
microautofagia, os componentes citosolicos sao incorporados através de
invaginagdes da membrana lisossomal diretamente para o interior do lisossomo e a
autofagia médiada por chaperonas é médiada por chaperonas especificas, que
permitem a translocacdo de determinadas proteinas para o interior do lisossomo,

resultando no desenrolamento das proteinas e sua degradacéo.

Autofagia € regulada familia Atg (autophagy genes), que s&o genes

conservados e indispensaveis pela indugdo de autofagia. As proteinas Atgb,
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Atg6/Beclin, Atg8/LC3, Atg10 e Atg12 sdo as primeiras a serem recrutadas e atuam
no processo de formagdo do autofagossomo (GONZALEZ-POLO et al., 2005).
Atg6/Beclin tem um papel central regulador da autofagia e na oposi¢cao ao processo
de morte por apoptose (CAO; KLIONSKY, 2007). Essa proteina interage com varios
co-fatores e a sua clivagem pelas caspases promove um crosstalk entre autofagia e
apoptose. Além disso, atua também como supressor tumoral e sua delecao é
encontrada em diversos tipos de tumores (KANG et al., 2011). Outra proteina
importante, principalmente na investigagcao de autofagia, € a Atg8/LC3, que existe
em duas formas: LC3-l, localizada no citoplasma e LC3-Il, localizada na membrana
do autofagossomo. A LC3-Il é usada como um marcador especifico nas avaliagdes
de ativagao de autofagia (KLIONSKY et al., 2008).

Definicdo de morte celular por autofagia atualmente € um desafio, pois
existem poucos recursos experimentais de investigagdo dos mecanismos ativados
através da autofagia (TSUJIMOTO; SHIMIZU, 2005). Além da marcagado das
proteinas da familia Atg, uma outra alternativa é a supressdo da autofagia, através
da utilizagdo de inibidores farmacologicos ou abordagens genéticas. A supressao da
autofagia pode ser util para avaliar, se houve resgate ou prevenir a morte celular
(WILSON et al., 2011). Dentre os inibidores especificos da autofagia, a Bafilomicina
A1 atua na fase mais tardia ao impedir a acidificacdo dos lisossomos ao inibir
ATPase do tipo vacuolar e, consequentemente, a fusdo dos mesmos aos
autofagossomos (KANEMATSU et al., 2010).

1.3 NITROCOMPOSTOS E HIDRAZONAS COMO “HITS” UTEIS NA
DESCOBERTA DE NOVOS ANTITUMORAIS.

1.3.1 NITROCOMPOSTOS

Haletos de nitrobenzila constituem uma importante classe de compostos com

potencial atividade antitumoral e o seu mecanismo de acgédo esta relacionado a



31

biorreducdo do grupo nitro com consequente formacdo de espécies altamente
eletrofilicas capazes de alquilar o DNA, atuando, portanto como agentes alquilantes.

Os agentes alquilantes sdo os agentes antineoplasicos mais antigos e mais
usados na quimioterapia. S&o0 compostos capazes de ligar covalentemente um
radical alquil a uma biomolécula, como o DNA, em condi¢des fisiologicas (solugao
aquosa, 37 °C, pH 7,4). Ao se ligarem ao DNA impedem a separagao dos dois
filamentos da dupla fita espiralar, fenbmeno este indispensavel para a replicagao. A
alquilacdo além de impedir a replicacdo provoca a fragmentagcdo do DNA por
reacdes hidroliticas. Os agentes alquilantes afetam as células em todas as fases do
ciclo celular de modo inespecifico (KOSTOVA, 2006). Os principais farmacos
utilizados como agentes alquilantes incluem as mostardas nitrogenadas,
ciclofosfamida e ifosfamida, o bussulfam, as nitrosuréias, a cisplatina e seu analago
carboplatina (BRUCE; LIN, 1969).

APICELA SOARES e colaboradores (2010) estudaram diversas substancias
sintéticas, sendo uma delas o acido 4-bromometil-3-nitrobenzoico (ANB). O ANB
demonstrou atividade contra linhagens tumorais UACC e Jurkat. Além disso, esse
nitrocomposto induziu fragmentacdo de DNA e ativagdo de caspase -3 em células

Jurkat (concentragao a 100 uM) apés 18 horas de tratamento.

Com base nos efeitos pré-apoptoéticos e da atividade citotoxica apresentada
pelo ANB, planejou-se a sintese de novos analogos do ANB, variando-se os
substituintes no anel aromatico de forma a melhorar as caracteristicas fisico-
quimicas e otimizar a interacdo com o DNA. A molécula EBAC (Figura 2) foi
sintetizada a partir do ANB e foi planejada com o intuito de otimizar a atividade anti-
proliferativa dos analogos obtidos, devido a sua associagdo com uma molécula de

acido butirico via a formagao de um grupo éster (LOPES et al., 2015).

O acido butirico é um acido graxo de cadeia curta, sendo um produto natural
encontrado em alguns alimentos, que induz apoptose e diferenciagdo celular de
varias linhagens tumorais in vitro (AVIRAM et al., 1994). O acido butirico foi testado
na clinica e nao foram verificados efeitos téxicos, entretanto também apresentou

baixa poténcia devido ao seu rapido metabolismo e excre¢édo (ZIMRA et al., 1997).
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Testes clinicos demonstraram remissao parcial e temporaria da doenca em criancas
com leucemia mieldide aguda, mas n&o foram observados efeitos em adultos
(REPHAELI et al., 1991). O mecanismo de ac&do do acido butirico n&o foi
completamente compreendido, embora se saiba que promove uma hiperacetilagcao
de histonas, o que pode acarretar em mudancas na atividade transcricional e
levando a inibigdo da proliferacao por facilitar quebra do DNA (AVIRAM et al., 1994).
Devido aos baixos efeitos em testes in vivo, uma das estratégias adotadas € o
planejamento de um pré-farmaco que seja capaz de contornar as limitagdes do
sistema in vivo e produzir efeitos citotdéxicos nas células tumorais (NUDELMAN et al.,
1992 e REPHAELI et al., 1991). EBAC é um composto nitroaromatico conjugado ao
acido butirico e pode ser considerado também um pré-farmaco e foi testado in vivo
com o objetivo de se avaliar se o efeito antitumoral seria potencializado apds a
liberagao do butirato (LOPES et al., 2015).

Unidade
nitroaromatico

: A . butirato
. ’ | ! {(promotor de diferenciacao celular)

Figura 2 — Representagao da férmula estrutural EBAC. O nitrocomposto EBAC sintetizado a partir
do acido 4-bromometil-3-nitrobenzéico (ANB) com adicdo de um grupo butirato a unidade
nitroaromatica.

Fonte: LOPES et al. (2015)

1.3.2 HIDRAZONAS

As hidrazonas s&o uma importante classe de compostos para
desenvolvimento de novas drogas (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007). Elas pertencem

a classe das azometinas e sao sintetizadas por uma reagdo, em meio acido, entre



33

um aldeido/cetona e uma hidrazina e também apresentam um significante papel
como agente antitumoral (NASR; BONDOCK; YOUNS, 2014).

Esta classe é muito estudada devido as suas propriedades quimicas e
bioldgicas (PILO et al, 2015). Muitos estudos demonstram que suas propriedades
quimioterapéuticas incluem atividade anticonvulsivante, antidepressiva, analgésica e
antiinflamatdria, antimicrobiana, antiviral, vasodilatadora e antitumoral (ROLLAS;
KUCUKGUZEL, 2007).

Um farmaco ja bastante utilizado na clinica pertencente a essa classe é a
isoniazida, que é usado como tuberculostatico. As hidrazonas podem formar ligagao
coordenada com metais por meio do atomo de nitrogénio da azometina. Essa
capacidade € aumentada se houver grupos doadores de elétrons ligados ao carbono
da fungdo azometina. Essa caracteristica estrutural das hidrazonas faz com que elas
se comportem como agentes quelantes. Alguns analogos de hidrazonas também
tém sido investigados pelo seu poder quelante para tratamento de doencgas
genéticas tal como a talassemia (DESPAIGNE et al., 2009).

Diversos estudos tém mostrado que a presencga do metal aumenta a atividade
desses compostos (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007). Alguns complexos com metais
e galio tem alto efeito citotoxico em linhagens de canceres humanas e atividade
antimicrobiana, outros estudos mostram que complexos com antiménio aumentam a
atividade antifungica de hidrazonas (FERREIRA et al., 2016)

A substancia E6 (Figura 3) pertence a classe das hidrazonas e sua estrutura
molecular e sintese ja sdo conhecidas (DESPAIGNE et al., 2009). E6 demonstrou ter
atividade antifungica bem como seu complexo antiménio(PILO et al., 2015). Além
disso, ja foi testada sua atividade contra linhagens de canceres cerebrais U87 e T98.
E6 foi mais citotoxica em células U87 (IC50= 26,1 + 14,6 nM) que em células T98
(IC50= 415 = 31 nM) e ndo se mostrou citotoxica em linhagem de células normais
(MRC5), com IC50 maior que 700 nM (DESPAIGNE et al., 2012).
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cl

Figura 3 - Representagdo da formula estrutural da E6. A substancia E6 pertence a classe das
hidrazonas, que s&o substancias sintetizadas por uma reagcdo, em meio acido, entre um
aldeido/cetona e uma hidrazina.

Fonte: DESPAIGNE et al. (2009)
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2. JUSTIFICATIVA

A descoberta de novos farmacos antitumorais € uma necessidade devido a
baixa efetividade e seletividade dos tratamentos quimioterapicos atuais, visto as
altas taxas de Obito em pacientes diagnosticados com cancer e o aparecimento de
varios efeitos adversos, como imunossupressao, queda de cabelo e outros. Além
disso, ja é sabido que alguns tipos de cancer ja tém demonstrado resisténcia e nao
respondem a quimioterapia utilizada na clinica. Dentro deste contexto, nosso grupo
tem realizado a prospeccédo de substancias sintéticas de varias classes, extratos
naturais e peptideos derivados de venenos com objetivo de identificar novos
potenciais compostos bioativos para o tratamento do cancer. Como modelo preditivo
sdo utilizadas seis linhagens de células tumorais e como modelo de células n&o

tumorais, € utilizada uma linhagem de células de rim de macaco — Vero.

Desta prospecgdo algumas substancias inéditas promissoras foram
identificadas e selecionadas para caracterizacdo de seu mecanismo de
citotoxicidade. Duas destas incluem uma substéncia da classe das hidrazonas,
denominada E6, que foi sintetizada pelo grupo da Prof?. Dr? Heloisa Beraldo
(Departamento de Quimica da UFMG) (FERREIRA et al., 2016) e um nitrocomposto
EBAC, sintetizada pelo grupo da Prof?. Dra®? Renata Barbosa (Faculdade de
Farmacia da UFMG) (LOPES et al., 2015).

Na presente dissertacdo, foi realizada a caracterizagcdo inicial de
citotoxicidade dessas duas substancias em linhagem de células tumorais leucémicas
por meio da avaliagdo dos mecanismos de morte celular por apoptose e autofagia.
Esta investigagdo permitira, portanto, a identificagcdo de substancias bioativas com
potencial citotoxico que poderdo ser utilizadas para a descoberta e desenvolvimento

de agentes farmacoldgicos contra o cancer.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar a atividade citotoxica, por avaliacdo do mecanismo de ag¢ao, de um
nitrocomposto (EBAC) e hidrazona (E6) em células tumorais humanas com vistas a

descoberta e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer.

3.2 Especificos

1. Avaliar o efeito de EBAC e E6 na capacidade clonogénica de linhagens
celulares de tumor sélido (MCF-7 e HCT-116) em modelos bidimensional (2D) e
tridimensional (3D).

2. Avaliar a seletividade de EBAC e E6 por meio da determinacdo de sua
concentragdo inibidora de 50% da viabilidade celular (ICs0) em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC)

3. Investigar o tipo de morte celular desencadeada por EBAC e E6 em células
HL60 por fotografias em microscopia de campo claro e da liberagcado de LDH.

4. Avaliar a ativacédo de apoptose em células HL60 tratadas com EBAC e E6 por
meio da avaliacdo de fragmentagcdo de DNA, exposicdo de fosfatidilserina e a
ativacao de caspase -3

5. Investigar a ativagao da via classica da apoptose através do efeito no ciclo
celular das células HL60 apds pré-tratamento com o inibidor geral de caspases Z-
VAD-fmk.

6. Caracterizar a ativacao da via intrinseca e/ou extrinseca por meio da ativagao
de caspase -8 e -9; perda de potencial de membrana mitocondrial e formagao de
especies reativas de oxigénio.

7. Investigar o envolvimento de autofagia em células HL60 tratadas com EBAC
através da detecgcdo de compartimentos acidicos marcados com o corante

alaranjado de acridina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Substancias sintéticas

A substédncia EBAC foi sintetizada e fornecida pela Prof?. Dr?. Renata
Barbosa. As amostras foram mantidas a temperatura de 2 a 8 °C e solubilizadas na
concentracao final de 20 mM em DMSO imediatamente antes dos experimentos. A
sintese da EBAC e outros nitrocompostos analogos foi descrita por LOPES et. al.
(2015).

A substancia EG6 foi sintetizada e fornecida pela Prof.? Dr.2 Heloisa de Oliveira
Beraldo. As amostras foram mantidas a temperatura ambiente e preparadas a 20
mM em DMSO imediatamente antes dos experimentos. A sintese de diversas
hidrazonas, incluindo E6, foi descrita por DESPAIGNE et al. (2009).

4.1.2 Linhagens celulares

As linhagens celulares HLG0 (leucemia promielocitica humana) foram doadas
pelo Dr. Gustavo Amarante-Mendes (Universidade de Sao Paulo). A linhagem MCF-
7 (carcinoma de mama humano) foi gentilmente doada pelo Prof. Dr. Alfredo Goes
(Departamento de Bioquimica - UFMG) e as células Vero (células de rim de macaco
verde africano) foram doadas pela Prof.? Dr.2 Erna Kroon (UFMG). Células HCT-116

(carcinoma coloretal humano) foram adquiridas do ATCC.

As células HL60 foram mantidas em meio RPMI (Sigma Aldrich, USA),
enriqguecido com 10% de soro fetal bovino (GIBCO BRL, Grand Island, NY) e 2mM
de L-Glutamina (GIBCO UK, Grand Island, NY); contendo 1% de solugao antibiética
(100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island,
NY) e 60 ug/mL de gentamicina (Garamicina®, Schering-Plough). Células MCF-7,
HCT-116 e VERO foram mantidas em meio DMEM (Sigma Aldrich, USA),
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enriquecido com 5% de soro fetal bovino (GIBCO BRL, Grand Island, NY), contendo
1% de solugado antibiotica (100 Ul/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina -
GIBCO BRL, Grand Island, NY) e 60 ug/mL de gentamicina (Garamicina®, Schering-
Plough).Todas as linhagens foram mantidas em garrafas de cultivo em estufa a 37°C

com atmosfera saturada de COza 5% (v/v).

As células HL60 € uma linhagem promielocitica de sangue periférico e foi
selecionada a partir de leucécitos do sangue periférico obtidos de uma mulher
caucasiana, de 36 anos, com leucemia mieldide aguda (GALLAGHER et al., 1979).
Essa linhagem faz parte de um subtipo que corresponde a 10% de todos os casos
de leucemias mieldides agudas (AML), sendo ideal para investigagao de potenciais
farmacos contra AML (SALEH et al., 2015).

4.1.3 Células de Sangue Periférico Humano

As células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) foram
obtidas a partir de doadores saudaveis. Foi coletado em tubos heparinizados cerca
de 30 mL de sangue de cada individuo. Este projeto foi aprovado pelo CEP, parecer
numero 666.658.

4.2 METODOS

4.2.1 Ensaio de clonogenicidade em células MCF-7 e HCT-116 tratadas com
EBAC e E6.

O ensaio clonogénico foi avaliado com modificagdes conforme descrito
previamente por MORDANT et al. (2010). Células MCF-7 e HCT-116 foram
plaqueadas na densidade de 400 células por poco em 2 mL de meio DMEM
suplementado em placas de 6 pogos. Apds 6 horas de incubagcdo em estufa
contendo 5% de CO, a 37°C, as células foram tratadas com DMSO 0,5% V/V ou
com as substéncias durante 24 horas. A substancia EBAC foi testada nas

concentracdes correspondentes a IC50 e IC90 em células MCF-7. A substancia E6
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foi testada em células MCF-7 e HCT-116, nas respectivas IC50. Nao foi realizado
avaliacdo em concentracdo maior (IC90) devido a insolubilidade da substancia.
Depois de 24h, o meio foi substituido (a fim de parar o estimulo do tratamento) por 4
ml/poco de meio DMEM suplementado. A placa voltou a ser incubada em estufa
contendo 5% de CO; a 37°C por 14 dias. Ao final desses dias, o meio de cultura foi
cuidadosamente removido e os pogos foram lavados com tampao salina fosfato
(PBS). As colbnias foram, entdo, fixadas adicionando a cada pogo 2 mL de solugao
de alcool 70% (v/v) e posteriormente coradas com solugdo a 0,5% (p/v) de cristal
violeta em agua por 30 min. A solucdo de cristal violeta foi entdo removida e as
placas foram lavadas cuidadosamente com agua corrente e mantidas a temperatura
ambiente até secagem completa. Neste ensaio, somente foram contadas as colbénias

com mais de 50 células apds avaliagdo em microscoépio de luz invertida.

O numero de colbnias formadas no pogo controle foi usado para o calculo de

eficiéncia de plaqueamento (PE) de acordo com a equagao abaixo:

PE = numero de colonias formadas x 100%

numero de células plaqueadas

O valor de PE e o numero de colbnias formadas nos pocos tratados com as
substancias em teste foram usados para o calculo da fragdo de sobrevivéncia (FS)
de acordo com a equacdo abaixo. O valor de FS corresponde diretamente a

quantidade de coldnias contadas.

FS = Numero de colénias formadas apds o tratamento

Numero de células plaqueadas x PE

4.2.2 Determinagao da concentracao inibitéria de 50% do crescimento celular
em linhagem HCT-116 e MCF-7 cultivadas em soft-agar, um modelo de cultura

3D in vitro.

O cultivo das células tumorais em um modelo tridimensional foi realizado de

acordo com ANDERSON et al. (2007) com modificagbes. Foi realizado um
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plagueamento das células HCT-116 ou MCF-7 em duas camadas. A camada inferior
foi preparada com 70 yL de uma mistura de agar a 0,6% em meio de cultura DMEM
suplementado em cada pog¢o com a finalidade de formar a camada base que ira
impedir a aderéncia e formagao da monocamada celular de placas de 96 pocos. A
camada superior foi preparada com uma suspensdo de células na densidade de
5000 células por pogo em 80 pyL de uma mistura de agar a 0,4% com meio DMEM
suplementado. As placas foram entdo incubadas por 24 horas para estabilizacao.
Apods este periodo, as substancias foram adicionadas empregando-se sete diluicbes
decimais (100 — 0,0001 uM) para determinagao da IC50 e as placas incubadas
durante 7 dias em estufa com saturacdo de 5% de CO,. A substancia EBAC foi
testada somente em células MCF-7 enquanto E6 foi testada nas duas linhagens
celulares, HCT-116 e MCF-7. A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada pelo
método de resazurina conforme item 4.2.2. O valor da IC50 foi determinado atraves
de uma regressao nao linear utilizando software GraphPadPrism® Version 5.01
(GraphPad Software Inc., La Jolla,CA, EUA).

4.2.3 Avaliagao da atividade citotéoxica em células mononucleares do sangue
periférico humano tratadas com EBAC e E6.

Leucécitos do sangue periférico foram isolados de acordo com protocolo
descrito por GAZZINELLI et al., (1990) com modificagdes. As células de sangue
foram transferidas delicadamente por pipeta em tubo graduado contendo
Histopaque® 1077 (Sigma Aldrich, USA), na propor¢ao 2 mL de Histopaque: 1 mL

de sangue. Posteriormente foram centrifugadas durante 40 min, 500 x G a 20°C.

Apo6s centrifugacdo, a camada de células mononucleadas foi retirada com
auxilio de pipetas de Pasteur e transferida para tubos falcon. Em seguida as células
foram lavadas em meio RPMI 1640, para a retirada de residuos do Ficoll. A
viabilidade celular foi avaliada pelo corante azul de tripan € o numero de células
contado em cdmara de Neubauer. As células foram adicionadas em placas de
cultura celular de 96 pogos na proporcao 200.000 células viaveis/poco/180 uL de
meio e incubadas em estufa de CO,; a 37°C por 24 horas para estabilizagcdo. As
células foram cultivadas em meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino
(GIBCO BRL, Grand Island, NY), 2 mM de L-Glutamina (GIBCO UK, Grand Island,
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NY) e 3% de solugdo antibidtica/antimicética (100 Ul/mL de penicilina e 100 pg/mL
de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island, NY).

Apss 24 horas, as substéncias EBAC e E6 foram submetidas a diluices
decimais em PBS de forma que as concentracdes finais na placa variaram entre 100
e 0,0064 uM. As substancias em sete concentracdes diferentes foram adicionadas
nos pogos contendo previamente as células mononucleares do sangue humano. As
placas foram, entdo, mantidas em estufa durante 72 horas. Para determinacéo da
IC50, a viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de resazurina, conforme
descrito abaixo. As curvas concentragcao-resposta foram obtidas através de uma

regressao nao linear utilizando software GraphPadPrism® Version 5.01.

4.2.4 Avaliagao da viabilidade celular pelo ensaio de resazurina.

O ensaio de viabilidade celular foi realizado de acordo com O’BRIEN et al.,
(2000) com modificagées. A resazurina possui cor azul e quando adicionada a
cultura de células é reduzida pelas mitocondrias a resofurina, composto de cor rosa
e fluorescente, que pode ser medida por calorimetria ou fluorimetria. A reacao de
resazurina a resorufina € proporcional a respiragdo aerobica (BUNEL et al., 2014)
Na realizacdo do experimento, foi adicionado em cada pogo, apdés tempo de
tratamento com as drogas, 20 pyL da solugdo de resazurina a 0,6 mM. As placas
ficaram incubadas em estufa de CO, a 37°C durante 24 horas. A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em dois comprimentos de onda -
570 e 600 nm - em leitor de placas (Spectramax —Molecular Devices®). O numero
de células viaveis e que sédo capazes de reduzir a resazurina, correlaciona-se com o
aumento da absorbancia em 570 nm (cor rosa). O numero de células viaveis foi

expresso como % de inibicdo segundo o seguinte calculo:

% de inibicdo = 100- (Abs amostra 570 nm — Abs amostra 600 nm)
(Abs DMSO 570 nm — Abs DMSO 600 nm)

Nesta formula, os valores de absorbancias das amostras e do DMSO devem
ser diminuidos do valor da absorbancia do branco correspondente.
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4.2.5 Analise de alteragoes morfolégicas em células HL60 tratadas com EBAC
e E6 por meio de microscopia de contraste de fase.

A analise das alteragbes morfolégicas foi realizada conforme descrito por
CHENG et al., (2012), em microscépio de contraste de fase. Células HLG60 foram
plaqueadas na densidade de 200.000 células por po¢o em placas de 24 pocgos e
incubadas overnight em estufa de CO, a 37°C. Apds esse periodo as células foram
tratadas com as substancias EBAC e E6 ou veiculo (DMSO, 0,5%) durante 6, 24 e
48 horas. Apos este periodo, as células foram fotografadas em microscopio EVOS®
FL Color Cell Imaging System (Thermo Fisher) sem filtro para fluorescéncia em
aumento de 40X a fim de se observar alteracdo no volume celular e presenca de
fragmentos celulares. As fotografias apresentadas sado representativas de trés

experimentos independentes.

4.2.6 Avaliagao da liberagao da enzima lactato desidrogenase em células HL60
tratadas com EBAC e EG6.

O ensaio de atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH) foi feito
conforme descrito por RACHER; LOOBY; GRIFFITHS, (1990) com algumas
modificagdes. Para esse ensaio, as células HL60 foram plaqueadas conforme ja
descrito em item 4.2.5 e avaliado o efeito das substancias EBAC e E6 na liberagao
da enzima LDH por 3, 6 e 24 horas ap0s o tratamento. A producdo de lactato foi
determinada utilizando a formagdo de NADH e piruvato, a partir do lactato na
presenca de excesso de NAD+. A reagdo € catalisada pela lactato desidrogenase,
sendo a concentracdo de lactato calculada a partir do coeficiente de extingdo do
NADH a 340nm (MEIRA et al., 2005).

Foi preparado um tampéo fosfato de sédio 50 mM (pH 7,4) com piruvato de
sodio a 0,6 mM. A solucdo de NADH 6,3 mM foi preparada na hora do uso e
protegida de luz e adicionada imediatamente antes da leitura. A reacdo da LDH foi
acompanhada ap6s 30 minutos da adicdo de NADH com leitura das absorbancias a
340 nm em espectrofotdmetro Varioskan™ Flash (Thermo Scientific). Como controle
positivo foi utilizado Triton X-100 (0,4%) e como controle negativo, DMSO (0,5%).
Para o calculo de porcentagem de lise, foi considerado como 100% de lise as
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células tratadas com Triton X-100 e 0% para DMSO (CHAN; MORIWAKI; DE ROSA,
2013).

4.2.7 Avaliagao do efeito de EBAC e E6 no ciclo celular e no conteudo de DNA

fragmentado em células HL60 por citometria de fluxo

O efeito das substancias no ciclo celular foi avaliado pela fluorescéncia
emitida pelo iodeto de propideo e quantificagcdo do conteudo de DNA subdiploide
(DNA fragmentado) foi realizada em citometria de fluxo de acordo com o método
descrito por NICOLETTI et al. (1991). As células HL60 foram cultivadas, em placas
de 24 pocos, na densidade de 200.000 células/poco, e incubadas overnight estufa
de CO, a 37°C. Apb6s estabilizagdo, células HL60 foram incubadas com as
substéncias a serem testadas (EBAC e EG), Etoposideo (controle positivo) e DMSO
(controle negativo) por 24 e 48 horas. Apds o periodo de tratamento, as células
foram transferidas para tubos de 1 mL e centrifugadas a 400xG durante 3 minutos
em micro centrifuga (Denver Instrument Company, USA). O sobrenadante foi
desprezado e nos tubos contendo o precipitado de células foi adicionado 300 pL de
uma Solugdo Fluorocrémica Hipotonica (HFS), contendo 50 pg/ml de lodeto de
Propidio - Pl (Sigma, Saint Louis, Missouri USA), 0,1% de triton X-100 (Sigma, Saint

Louis, Missouri USA) e citrato de sodio a 0,1% (Sigma, Saint Louis, Missouri USA).

As placas foram incubadas por periodo entre 1 e 4 horas em geladeira de 2°C
a 8°C. Apds este periodo, os nucleos foram analisadas em citbmetro de fluxo
FACSCan (Becton Dickinson, USA), com registro de 10.000 eventos para cada
amostra. As aquisigdes foram realizadas conforme KANG et al. (2010). A tenséo FL2
foi ajustada de modo que as fases GO/G1 e G2/M formaram picos de valores,
respectivamente, de 200 e 400 em FL2-A. Os valores de FSC-H, SSC-H, FL2-A e
FL2-W foram adquiridos para analises de histogramas e estatisticas no programa
FlowJo 7.6.4® (Tree Star, Inc®). Foram realizados, no minimo, quatro experimentos

independentes em triplicata.

4.2.8 Perfil da fragmentacao nuclear através de eletroforese em gel de agarose

em células HL60 apods tratamento com EBAC e E6.
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O perfil de fragmentacdo do DNA foi verificado por eletroforese em gel de
agarose 1,5% para observar o perfil tipico de apoptose com a formagao de bandas
contendo multiplos de 180-200 ("padrédo em escada" ou ladder) (WLODKOWIC et al.,
2011). Células HL60 foram cultivadas em placa de 24 pogos com concentragao de
200.000 ceélulas/pogo durante 24 horas. Posteriormente, adicionaram-se as
substancias EBAC (40uM) e E6 (10uM) e incubou-se a placa novamente por 24
horas em estufa de CO, a 37°C. A extracao do DNA foi realizada, apds este periodo
de tratamento, conforme descrito no protocolo ja bem estabelecido (GRIMBERG et
al., 1989) e a concentracdo de DNA foi determinada por leitura da absorbancia a 260
nm em aparelho NanoDrop (ThermoScientific). Foi utilizado 2 ug de DNA por
canaleta. A eletroforese foi conduzida em tampado TAE-1X a 100V e 500 mA e
posteriormente o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL) e

fotografado em transiluminador.

4.2.9 Analise de alteragées nucleares por microscopia de fluorescéncia apés

marcagao com Hoechst 33342 em células HL60 tratadas com EBAC e EG6.

Para alteragdes morfolégicas nucleares se observar, realizou-se
procedimento conforme descrito por CABRERA et al. (2015), por meio de
microscopia de fluorescéncia. Células HL60 foram plagueadas na densidade de
200.000 células por poco em placas de 24 pogos e incubadas overnight em estufa
de CO; a 37°C. ApoOs esse periodo as células foram tratadas com EBAC (40 pM) e
E6 (10 uM) ou veiculo (DMSO a 0,5%) durante 6, 24 e 48 horas. Ap0s este periodo
as células foram marcadas com Hoechst 33342 (Sigma) na concentragao final de 1,0
mg/mL, durante 15 minutos ao abrigo de luz. Apdés marcagéo, as células foram
analisadas no microscoépio de fluorescéncia (EVOS® FL Color, Life technologies)
com filtro DAPI. As imagens apresentadas sao representativas de trés experimentos
independentes. Os dados foram interpretados conforme LEE et al. (2014): nucleos

das células foram classificados como normais ou condensados e/ou fragmentados.
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4.2.10 Avaliagao da exposigao de fosfatidilserina por Anexina-V e marcagao de
DNA com iodeto de propideo por citometria de fluxo em células HL60 tratadas
com EBAC e E6

A externalizagcdo de fosfatidilserina e a marcagdo de DNA foi avaliada em
citometria de fluxo de acordo com VERMES et al. (1995) na linhagem mais
susceptivel — HL60. Para esta avaliagao foi utilizado o kit de detecgao FITC Annexin
V (BD USA).

Células HL60 foram cultivadas na densidade de 200.000 células por pogo em
placas de 24 pocgos e incubadas overnight em estufa de CO, a 37°C. As células
foram tratadas com as substancias EBAC (40uM) e E6 (10uM) por 3 e 24 horas.
Apos esse periodo, as células foram transferidas para tubos FACS e centrifugadas a
200xG durante 5 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. O precipitado de
células foi lavado duas vezes com 500 pyL de PBS e ressuspenso em 100 pL na
solugdo de tampéao de ligacao contida no kit (0,1 M Hepes/NaOH (pH 7.4), 1,4 M
NaCl, 25 mM CaCl,). Adicionou-se 3 uLde Anexina V FITC (BD Biosciences) em
cada tudo e incubou-se a temperatura ambiente durante 15 minutos ao abrigo de
luz. Posteriormente, foi adicionado mais 200 yL da solugdo de tampao de ligagéo e 2
ML de solucdo iodeto de propideo (BD Biosciences) imediatamente antes da leitura,
conforme instru¢cdes do fabricante. As células marcadas foram, entdo, analisadas
em citbmetro de fluxo FACSCan (BectonDickinson,USA), registrando-se 30.000

eventos para cada amostra.

Os resultados foram apresentados em graficos “dot-plot’. As marcagdes foram
analisadas com base na intensidade de FL1-H (Anexina V) e FL2-H (PI). Os dados
obtidos foram analisados em software FlowJo 7.6.4® (Tree Star, Inc) e as
porcentagens de células agrupadas em cada quadrante foram calculadas, onde Q1=
Anexina V-, Pl+; Q2 = Anexina V+, Pl+; Q3 = Anexina V-, Pl-; Q4 = Anexina V+, PI.

Foram realizados, no minimo, dois experimentos independentes em duplicata.

4.2.11 Bloqueio da ativagcao de caspases por Z-VAD-FMK em células HL60.

Para se verificar a participacdo das caspases no processo de morte

provocado pelas amostras EBAC (40 uM) e E6 (10 uM), realizou-se o experimento
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de progresséao de ciclo celular apos bloqueio inespecifico de caspases com Z-VAD-
FMK. Células HL60 foram cultivadas na densidade de 100.000 células/pogo em
placas de 96 pocos e incubadas overnight em estufa de CO, a 37°C. Apds esse
periodo as células foram pré-incubadas com 40 uyM de Z-VAD-FMK (Biomol
International LP, UK) durante 40 minutos (SOUZA-FAGUNDES et al., 2003). As
substéancias foram adicionadas em pogos ja tratados ou n&do com o bloqueador.
Posteriormente, as placas foram incubadas durante 24 horas e entdo processadas e

os contelidos de DNA foram mensurados conforme item 4.2.7.

4.2.12 Deteccao de caspase -3 ativa por citometria de fluxo em células HL60

apos tratamento com EBAC e E6.

A quantificacdo de caspase-3 foi feita com o kit FITC Active Caspase-3
Apoptosis Kit (BD Pharmigen) que contém um anticorpo para reconhecer
especificamente a forma ativa da caspase -3. O procedimento experimental esta

descrito resumidamente a seguir e foi feito conforme instrugdes do fabricante.

Células HL60 foram plagueadas na densidade de 200.000 células por pogo
em placas de 24 pocgos e incubadas overnight em estufa de CO; a 37°C. Apds esse
periodo, as células foram tratadas com as substancias EBAC e E6 durante 3 horas.
O meio com células foi centrifugado a 200xG a 4°C durante 5 min. O precipitado de
células foi lavado duas vezes com PBS-W e ressuspendido em 500 pL de
paraformaldeido 2% gelado. As células foram incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e lavadas por mais duas vezes com PBS-W e por fim,
ressuspendidas em 100 uL de PBS-P. Adiciou-se 10 uL de anti-caspase -3 ativa
FITC (BD Pharmingen, No 51-68654X) por poco e entdo a placa foi incubada por 40
minutos em estufa de CO,. As células foram lavadas mais duas vezes e
ressuspendidas em 300 uL de PBS-W. A leitura foi realizada em citometria de fluxo
(FASCan, BectonDickson). A porcentagem de células com caspase -3 ativa foi
determinada por meio do programa FlowJo 7.6.4® (Tree Star, Inc) e representadas
em histogramas que apresentam o numero de eventos em fungdo da fluorescéncia
ou em graficos dot-plot de SSC-H (granulosidade) em funcdo de FL1-H-FITC

(fluorescéncia).
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4.2.13 Deteccao de caspases -8 e -9 ativa por leitura espectrofotométrica em
células HL60 apés tratamento com EBAC e E6.

A quantificagao das caspases -8 e -9 foram feitas com os kits especificos da
Invitrogen. Para detecgdo de caspase -9, utilizou-se o kit Caspase9/Mch6/Apaf-3
Colorimetric protease assay (Invitrogen) e para detecc&o de caspase -8 foi utilizado
o kit Caspase-8 Protease Assay (Invitrogen). Os kits contém um substrato IETD-pNA
(para caspase -8) e substrato LEHD-pNA (para caspase -9). Esses substratos sao
compostos por um grupo cromoforo, p-nitroanilida (pNA) e um tetrapeptideo sintético
(IETD ou LEHD). Quando ha clivagem do substrato pela caspase correspondente,

pNA livre € quantificado em espectrofotdbmetro a 400 ou 405 nm.

O kit foi utilizado conforme instrugbes do fabricante. As células HL60 foram
plaqueadas a 200.000 células/poco em placa de 24 pocos e posteriormente
incubadas overnight em estufa de 37°C. As células foram tratadas por 3 horas com
as substancias em estudo ou controles positivo (Etoposideo) e negativo (DMSO).
Centrifugou-se as células a 200xG por 5 minutos em microcentrifuga (Denver
Instrument Company, USA) e foi descartado o sobrenadante. As células foram
lisadas com 50 yL de Cell lysis Buffer (solugao do kit) e incubadas por 10 minutos
em banho de gelo. O sobrenadante foi recolhido em outro tubo de plastico e mantido
em banho de gelo enquanto se mensurava a concentragao proteica. A medida da
quantidade de proteina foi feita pelo método de Bradford. Diluiu-se o extrato
citosdélico a uma concentracdo de proteina de 100 pg por 25 uyL de tampéo.
Posteriormente adicionou-se 25 uL do extrato com DTT 10mM e o substrato LEHD-
pNA a 4mM (quando foi detectada caspase -9) e IETD-pNA (quando detectado
caspase -8), diluidos conforme recomendagao do fabricante. Incubou-se a placa em
estufa de CO, a 37°C por duas horas e posteriormente fez-se a leitura em
espectrofotdmetro (Spectramax —Molecular Devices®) em comprimento de onda 405
nm. A quantidade de caspase -9 ou -8 ativa foi determinada comparando-se a

absorbancia do controle com a absorbancia dos tratados.

4.2.14 Determinacgao de variagoes no potencial de membrana mitocondrial em

células HL60 apés tratamento com EBAC e E6
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A avaliagdo de mudangas no potencial de membrana mitocondrial foi
realizada com o kit MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit (Invitrogen), que contém o
corante DilC1(5) (1,1',3,3,3',3"-hexamethylindodicarbo - cyanineiodide) e CCCP
(carbonylcyanide 3- chlorophenylhydrazone). Células HL60 foram plaqueadas na
densidade de 200.000 células por pogco em placas de 24 pocgos e incubadas
overnight. Apos esse periodo as células foram tratadas com as substancias durante
3 horas. As células também foram incubadas com um agente despolarizante como
controle positivo CCCP. Ao final do tratamento, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e incubadas por 30 minutos em estufa de CO, a 37°C com meio RPMI
1640 contendo 25 nM DilC1(5). Posteriormente, as células foram novamente lavadas
em PBS gelado e apds serem ressuspendidas em PBS foram analisadas em
citometria de fluxo (BD LSRFortessa utilizando o filtro APC).

4.2.15 Deteccao da producgao de espécies reativas de oxigénio em células HL60
tratadas com EBAC e E6.

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelular foi
mensurada em citometria de fluxo conforme descrito por ERUSLANOV e
KUSMARTSEV (2010)com modificagdes.Células HL60 foram plagueadas na
densidade de 200.000 células por pogco em placas de 24 pocgos e incubadas
overnight. ApOs esse periodo as células foram tratadas com as substancias em
estudo durante 1, 3 e 6 horas. As células foram centrifugadas a 200xG a 4°C
durante 5 minutos em microcentrifuga (Denver Instrument Company, USA),
ressuspendidas em 300 pL de solugao de PBS contendo 1 uM de DCFH-DA e
incubadas durante 1 hora em estufa de CO, a 37°C ao abrigo de luz. Apds esse
periodo, a suspensao de células foi lavada mais trés vezes com PBS e entao fixadas
em 300 uL de paraformaldeido 2% gelado. A intensidade média de fluorescéncia em
FL1 (DCF) corresponde ao total de EROS. Para a determinagdo desses valores, a

leitura foi feita em citdmetro de fluxo (FASCan, BectonDickson).

4.2.16 Avaliagcao da inducao de autofagia em células HL60 tratadas com EBAC

Para avaliagado da indugao de autofagia foi utilizada a marcagao das células

HL60 com o corante alaranjado de acridina conforme protocolo descrito por
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YOKOYAMA et al. (2008). Células HL60 foram plagueadas na densidade de 200.000
células/pogo em placas de 24 pogos e incubadas em estufa de CO, a 37°C
overnight. Apés este periodo, foi realizado o tratamento com EBAC ou veiculo por 24
h. As células foram lavadas com PBS gelado, em seguida, foram marcadas com
solugdo de alaranjado de acridina (Sigma Aldrich) a 10 yg/mL preparada em agua
miliQ. Apoés 10 minutos de incubacdo, a temperatura ambiente, as células foram
levadas para leitura em citbmetro de fluxo (FASCan, BectonDickson). A analise dos
resultados foi realizada pelo programa FlowJo 7.6.4® (Tree Star, Inc) e as células
foram classificadas em de acordo com a quantidade de vacuolos acidos detectados.
Células autofagicas emitem as fluorescéncias verde e vermelho (FL1+ FL3+) e
células nao-autofagicas emitem somente fluorescéncia verde (FL1+FL3-)
(KANEMATSU et al., 2010).

4.2.17 Bloqueio de autofagia em células HL60 por Bafilomicina A1

Células HL60 foram cultivadas na densidade de 100.000 células/pogo em
placas de 96 pocgos e incubadas em estufa de CO, a 37°C overnight. Apds esse
periodo, adicionou-se 10 nM de Bafilomicina A1 (Sigma aldrich, USA), inibidor
especifico das fases tardias da autofagia (KANEMATSU et al., 2010). A substancia
EBAC 40 pM foi adicionada em pocos imediatamente apds a adicao da Bafilomicina
A1. Realizou-se esse experimento somente com EBAC, pois foi somente com esta
substéncia que foi observado aumento de vacuolos acidos no ensaio com alaranjado
de acridina. Procedemos as etapas referentes ao item 4.4.16 para avaliar alteragao
na quantidade dos vacuolos autofagicos e ao item 4.2.7 para avaliagao do conteudo
de DNA subdipléide.

4.2.18 Delineamento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em duplicata ou ftriplicata, sendo os
resultados expressos como a média * desvio-padrao. As diferencas estatisticamente
significativas ou ndo dos tratamentos em relacdo aos controles, foram avaliadas
através de teste T de student ou analise de variancia (ANOVA) e pods-teste Turkey,
utilizando o programa GraphPadPrism®. Valores de p menores que 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliagcao do efeito de EBAC e E6 no ensaio de clonogenicidade em
monocamada e em modelo de cultura 3D (Soft-Agar) em células MCF-7 e HCT-
116

A avaliacdo da capacidade de EBAC e E6 em inibir a formagao de coldnias foi
realizada em monocamada (2D) e em microambiente tridimensional (3D). As
substancias foram avaliadas contra linhagens tumorais sensiveis. O nitrocomposto
EBAC foi testado em células MCF-7 e a hidrazona EG6 foi testada em células MCF-7
e HCT-116.

A Figura 4 representa a curva para determinagdo de IC50 da EBAC em
células MCF-7 cultivadas em soft-agar. A IC50 calculada nesse modelo foi igual a
16,34 pM (intervalo de confianga 95%: 14,03 uyM - 19,03 pM). Esse valor é
aproximadamente metade (1,8 x) do encontrado para IC50 em modelo 2D (29,6 +
29 uM). Portanto, em um ambiente tridimensional, EBAC apresentou

aproximadamente o dobro da atividade.

IC50 = 16,34 uM

100+

% inibigdo da proliferagdo

Log Concentragao (uM)

Figura 4 - Curva dose-resposta de células MCF-7 cultivadas em soft-agar e tratadas com EBAC.
Células MCF-7 foram cultivadas em soft-agar e tratadas com sete concentragées diferentes de EBAC
por sete dias. Grafico representativo da determinagao de IC50 de EBAC em células MCF-7 cultivadas
em soft-agar. Resultado referente a cinco experimentos independentes realizados em duplicata.
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A substancia E6 também apresentou aumento da atividade citotoxica no
modelo 3D. Houve aumento de 15 e 68x em relacdo aos valores de IC50 em

monocamada (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores de IC50 e indice de seletividade (IS) da amostra E6 em

diferentes linhagens celulares cultivadas em modelo bidimensional e em soft-agar.

E6 MCF-7 HCT-116
6,84 217
IC50 (uM) (2D) (5,28 - 8,40)* (1,35 - 2,99)
0,4507 0,03916
IC50 (uM) (3D) (0,1869 t0 1,087) | (0,02519 to 0,06087)
Aumento de atividade 15X 68X

*Dados da IC50 em 2D foram publicados por FERREIRA et al. (2016).

Em relagcdo ao ensaio de clonogenicidade em monocamada, o resultado para
as substancias EBAC e E6 esta representado na Figura 5. O tratamento com EBAC
30 uM (valor aproximado da IC50 em MCF-7) foi capaz de reduzir significativamente
a fracdo de sobrevida das células tumorais. A fragdo de sobrevida se relaciona
diretamente com a quantidade de coldnias contadas apds 24 horas de tratamento
com a substancia. A substancia E6 no valor aproximado de sua IC50 para MCF-7 (7
puM) e HCT-116 (2 pM) também foi capaz de inibir praticamente 100% do

crescimento de colbnias.
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Figura 5 - Inibigcao da formagao de coldnias de células MCF-7 e HCT-116 tratadas com EBAC e
E6. Tratamento com EBAC e E6 durante 24 horas foi capaz de diminuir significativamente a formagao
das colbnias nessas linhagens tumorais celulares apds 14 dias. A) Imagem e grafico representativos
da determinagdo de IC50 de EBAC em células MCF-7 cultivadas em soft-agar. B) Imagens
representativas e grafico de barras dos resultados encontrados em células MCF-7. C) Imagens
representativas juntamente com grafico de barras em células HCT-116. Os resultados foram
apresentados como média * desvio padrao de pelo menos trés experimentos independentes
realizados em duplicata.

5.2 Avaliagoes da atividade citotoxica e seletividade em células mononucleares

do sangue periférico humano

A seletividade das substancias foi avaliada apds determinagdo da IC50 em
células mononucleares de sangue periférico humano (PBMC), que foi usada para o
calculo de indice de seletividade (IS), que é um indicador que permite avaliar a
toxicidade do composto e pode ser usado como padrao de comparagao entre duas
substancias (MULLER; MILTON, 2012). O IS foi calculado da seguinte forma:
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IS = 1C50 em células normais (PBMC)/ IC50 Células tumorais

Em trabalho prévio, EBAC foi avaliada contra sete linhagens tumorais e em
células Vero e os valores de IC50 ja haviam sido determinados (LOPES et al., 2015).
O valor de IC50 para a linhagem HL60 é igual a 16,6 + 7,6 uM (Tabela 2). No
presente trabalho, foi avaliado o efeito de EBAC em células PBMC, sendo que na
concentracdo de 100 uM houve inibicdo 42,3 + 16,7% da viabilidade celular.
Portanto, o valor de IC50 determinado foi maior que 100 uM (concentragdo maxima
testada). O valor de IS calculado para EBAC utilizando-se a IC50 em HL60 e PBMC

foi aproximadamente igual a 6.

A substancia E6 também apresentou citotoxicidade para as células HL60 com
IC50 igual a 2.56 + 1.55, conforme publicado por Ferreira e colaboradores (2016)
(Tabela 2). Nao foi possivel determinar com exatidao o valor da IC50 em PBMC
devido a insolubilidade da E6 nas concentracbes maiores que 10 yM. Portanto, a
concentracio utilizada para o calculo de IS foi 10 uM. No ensaio usando as células
PBMC, a substancia E6 provocou 9,55 £ 7,41% de reducéao da viabilidade celular. O

valor de IS para E6 foi aproximadamente igual a 4.

Tabela 2 - Valores de IC50 e indice de seletividade (IS) das substancias EBAC e E6
em células HL60 e PBMC

EBAC E6
HL60 - IC50 (uM) 16.6 +7.6" | 2.56 + 1.55°
PBMC - IC50 (uM) >100 >10

IS 6 4

' Dados publicados por LOPES et al (2015)
%Dados publicados por FERREIRA et al. (2016).

Os ensaios para avaliagdo de mecanismo de acao foram realizados em duas
concentragcbes de EBAC: a IC50 (valor aproximado igual a 20 puM) e uma
concentracdo mais alta, sendo escolhida a IC90 (concentragdo que inibe 90% do
crescimento celular). O calculo da IC90 foi feito no programa GraphPadPrism 5
utilizando os valores de IC50 e de inclinagdo da curva. O valor calculado pelo
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programa foi igual a 39,5 uyM, sendo que o valor utilizado nos experimentos foi o
valor aproximado igual a 40 pM.

Para a substancia E6 também se utilizou duas concentracdes, entretanto, o
valor 1C90 nao foi utilizado devido a insolubilidade da substancia em meio aquoso. A
maioria dos ensaios foi realizada utilizando-se o valor de 10 uM (concentragao
maxima soluvel) e alguns experimentos foram realizados na concentragdo de 5 uM

(1/2 do valor da concentragdo maxima soluvel - 10 uM).

5.3 Alteragoes morfolégicas em células HL60 provocadas apés tratamento com
EBAC e E6

As alteragbes morfolégicas induzidas pelo tratamento com EBAC foram
analisadas por microscopia em campo claro. Apdés o estimulo por diferentes
intervalos de tempo, foram detectadas alteragbes morfolégicas em todas as
situagdes experimentais quando comparadas ao grupo controle (Figura 6). O efeito
da substancia é tempo-dependente e em todos os tempos de tratamento é possivel
notar alteragdo do formato das células, diminuigdo do volume celular e a presenca

de fragmentos celulares.
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Figura 6 - Alteragdes morfolégicas em células HL60 induzidas pelo tratamento com EBAC.
Microscopia em campo claro de células HL60 apos tratamento com EBAC a 40 uyM. A: controle,
células tratadas somente com DMSO a 0,05%, B: células fotografadas apos 6h de tratamento com
EBAC, C: células apos 24h de tratamento, D: células apos 48h de tratamento. Todas as imagens
foram registradas em aumento de 40 vezes e escala de 100 um.

Assim como para EBAC, o estimulo com a hidrazona E6 por 6h induziu
poucas alteragcbes na morfologia das células. Entretanto, apés 24 e 48 horas é
possivel observar tais como diminuicao do volume celular, perda da morfologia

tradicional das células e formagao de debris celulares (Figura 7).
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Figura 7 — Tratamento com E6 provoca mudangas morfolégicas em células HL60. Microscopia
optica de células HL60 apds tratamento com E6 a 10 uyM. A: controle, células tratadas somente com
DMSO a 0,05%, B: células fotografadas apds 6h de tratamento, C: células apds 24h de tratamento,
D: células apds 48h de tratamento. Todas as imagens foram registradas em aumento de 40 vezes e
escala de 100 ym.

Para avaliagdo das alteragdes morfométricas foi realizada uma analise por
citometria de fluxo nos parametros FSC e SSC light scatter, que permitem avaliagéao
das células por tamanho e complexidade intracelular, respectivamente (Figura 8).
Apds 6h de tratamento com EBAC, pode-se observar um deslocamento de uma
populagao celular condizente com a redugéo do tamanho (eixo FSC) bem como um
aumento da granulosidade (SSC) quando comparada a cultura controle (DMSO
0,05%). Esse efeito observado foi dependente do tempo de tratamento.

A avaliagao dos parametros morfométricos apds tratamento com a substancia
E6 foi realizado e o resultado foi bastante parecido com o provocado por EBAC
(Figura 8).
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Figura 8 - Alteragbes nos parametros morfométricos FSC e SSC de células HL60 apés
tratamento com EBAC. Células HL60 apdés tratamento com EBAC 40 uM foram analisados por
citometria de fluxo e foi construido graficos dot-plot FSC (tamanho) por SSC (granulosidade). Na
ordem: controle (células tratadas somente com DMSO a 0,05%), apds 6h de tratamento e apds 24h
de tratamento com EBAC. Imagens representativas de trés experimentos independentes realizados
em triplicata.

5.4 Avaliagcdo da liberagcdao da enzima lactato desidrogenase (LDH) apés
tratamento com EBAC e E6 em células HL60.

O ensaio de atividade da enzima lactato desidrogenase foi utilizado para
quantificar as células com perda de integridade de membrana, caracteristica comum
de células em processo de morte por apoptose tardia ou necrose. O tratamento com
EBAC (40 pM) em todos os tempos de tratamento provocou aumento na
porcentagem de liberacdo de LDH em relagdo ao controle de DMSO (Figura 9).
Apos 3 horas de tratamento, 36,97 + 8,5% das células tratadas com EBAC
apresentavam perda de viabilidade da membrana. Em nenhum dos tempos
avaliados observou-se percentual de lise celular maior que 60%. Células tratadas
com DMSO, que apresentam baixa liberacdo de LDH, foram consideradas como
controle negativo. O tratamento com Triton X-100 foi realizado durante 3 horas como
controle positivo e foi considerado como 100% de liberagdo de LDH.
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Figura 9 — Efeito da liberagdao de LDH apds tratamento com EBAC 40 uM em células HL60.
Quantificagéo da liberagdo da enzima lactato desidrogenase por células HL60 apds tratamentos de 3,
6 e 24 horas com EBAC. Dados representativos de dois experimentos independentes realizados em
triplicata, apresentados como média * desvio padrdo (**p<0,001 indicam resultados
significativamente diferentes).

Tratamento com E6 provocou um aumento gradativo na porcentagem de lise
com a passar do tempo de tratamento (Figura 10). Apos 3 horas de tratamento, é
possivel observar que 17,69 £ 11,91% das células ndo apresentavam integridade de
membrana. Tratamento apds 6 e 24 horas provocou 80,53 * 5,66% e 84,99 + 13,0%
das células apresentando atividade de lactato desidrogenase (LDH),
respectivamente. Nao houve diferenca estatistica entre os valores encontrados para
6 e 24 horas de tratamento.
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Figura 10 - Efeito da liberagao de LDH apés tratamento com E6 10 pM em células HL60.
Quantificagcéo da liberacdo da enzima lactato desidrogenase apos tratamentos de 3, 6 e 24 horas com
E6. Dados representativos de dois experimentos independentes realizados em triplicata,
apresentados como média + desvio padrdo. Resultados significativamente diferentes em relagao ao
controle de DMSO (***p<0,001).
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5.5 Analise do ciclo celular e determinagao do conteudo subdipléide de DNA
apos tratamento com EBAC e E6 em células HL60.

Investigaram-se os efeitos da substancia EBAC na distribuicdo das fases do
ciclo celular e no aparecimento de populagdo na regido sub-G1 durante 24 e 48
horas. Apos o periodo de tratamento, as células HL60 foram marcadas com uma
solugao hipoténica fluorocrémica (HFS) contendo iodeto de propideo (PI), ja que
este composto se intercala entre os pares de bases da dupla fita de DNA resultando
em uma intensidade de fluorescéncia diretamente proporcional ao conteudo de DNA
celular. A analise realizada por citometria de fluxo gera histogramas de intensidade
de fluorescéncia (FL2) por numero de eventos adquiridos. O histograma classico,
(pode ser observado no histograma do controle de DMSQO) apresenta o primeiro pico
referente ao numero de células na fase G1 (conteudo de DNA = 2N) e o segundo
nas fases G2/M (conteudo de DNA = 4N), enquanto que o intervalo entre os dois
picos representa a fase de sintese de DNA (S). O conteudo de DNA na regido sub-
G1 foi considerado como fragmentacdo do DNA e foi avaliado como um indicativo de
morte por apoptose (GONG; TRAGANOS; DARZYNKIEWICZ, 1994).

Nos histogramas referentes aos tratamentos com EBAC nas duas
concentragdes testadas, observam-se alteragdes dos perfis dos histogramas, em
relacdo ao controle. Apds 24 horas de tratamento com EBAC 20 uM (Figura 11),
observou-se um aumento significativo do numero de células na fase G2/M e uma
diminuicdo de células em G0/G1 e S. Estes resultados sugerem que a substancia
induz parada no ciclo celular na fase G2/M. Houve também aumento significativo na

populagdo em sub-G1.

O aumento da concentragao (40 uM) provocou aumento no conteudo de DNA
fragmentado (70,12 £ 7,26 %) com valores préximos aos provocados por etoposideo
a 40 uyM (87,48 + 12,58 %). Houve também diminuicdo da populagdo de células em
todas as fases do ciclo celular e ndo houve parada em G2/M. O perfil provocado por
EBAC 40 pM ficou bem parecido com o perfil provocado pelo controle positivo de

etoposideo.
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Apds 48 horas de tratamento com EBAC, os perfis de ciclo celular nas duas
concentragbes sdo praticamente iguais € ha diminuicdo do numero de células n as
fases GO/G1, S e G2/M, mas houve aumento significativo das células em sub-G1.
EBAC a 20 pMe a 40 uM provocaram fragmentagdo de DNA de 73,25 + 16,133% e

81,71 + 12,135% das células, respectivamente.
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Figura 11 - Efeito da substancia EBAC sobre o ciclo celular das células HL60. Células HL60
foram tratadas por 24 horas com DMSO (controle negativo), etoposideo (40 uM) ou tratadas com a
substancia EBAC nas concentracées de 20 e 40 uM . Posteriormente foram marcadas com solugao
de HFS contendo PI e entdo analisadas por citometria de fluxo. A) Histogramas representativos do
perfil de ciclo celular provocado pelas substancias. B) Representagdo grafica da quantificagdo da
populagdo de células em cada fase do ciclo celular. Dados referentes a quatro experimentos
independentes realizados em ftriplicata apresentados como média + desvio padrdo e ***p<0,001 em

relagdo ao controle (DMSO).

Células HL60 também foram tratadas durante 24 e 48 horas com a substancia
E6 nas concentracdes de 5 e 10 uM e posteriormente marcadas com PIl. Apds as

primeiras 24 horas, o tratamento com 5 uyM induziu um aumento na populagdo em
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G0/G1 e pouco acumulo na regiao sub-G1. Controle positivo de etoposideo
provocou populagédo equivalente a 87,48 £ 12,58 % das células na regidao sub-G1.
Com o aumento da concentragao o perfil se modificou e houve aumento na regido
de sub-G1 devido a diminuicdo de G2/M, ja que n&o houve modificagdo na
quantidade de células que se encontrava na fase G0O/G1 (Figura 12). Portanto, o
tratamento com a concentragcédo de 10 uM foi capaz de induzir fragmentagcao de DNA
e o tratamento com as duas concentragdes testadas provocaram um acumulo na

regidao G0/G1, sendo este mais proeminente com o tratamento a 5 yM.
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Figura 12 - Efeitos da substancia E6 sobre o ciclo celular de células HL60 apés 24 horas de
tratamento. As células foram incubadas por 24 horas sem tratamento (controle negativo) ou tratadas
com o EB, nas concentragdes de 5 e 10 uyM. Posteriormente, as células foram coletadas e marcadas
com iodeto de propideo e analisadas por citometria de fluxo. A) Histogramas representativos de ciclo
celular da linhagem celular HI60 apés tratamentos com DMSO ou E6. B) Representagédo grafica da
quantificacdo de células distribuidas em cada fase do ciclo celular. Dados representativos de quatro
experimentos independentes realizados em triplicata, apresentados como média + desvio padrao
(***p<0,001 em relagéo ao controle - DMSO).
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Apos 48 horas, o perfil foi praticamente idéntico nas duas concentracdes
testadas. Houve aumento significativo da regidao sub-G1 e redugdo na populagao de

células em todas as outras fases do ciclo celular (Figura 13).
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Figura 13 - Efeitos da substancia E6 sobre o ciclo celular da linhagem HL60 apdés 48 horas de
tratamento. As células HL60 foram incubadas por 48 horas sem tratamento (controle negativo) ou
com o E6 5 e 10 uM, posteriormente as células foram coletadas e marcadas com PI e analisadas por
citometria de fluxo. Representagéo grafica da quantificagao de células distribuidas em cada fase do
ciclo celular.Dados representativos de quatro experimentos independentes realizados em ftriplicata,
apresentados como média + desvio padréo.

5.6 Eletroforese e marcagao com Hoechst 33342 do DNA celular de células
HL60 apés tratamento com EBAC e E6.

Os resultados da analise de ciclo celular por citometria de fluxo demonstraram
que EBAC e E6 induziram aumento da populacao de células em sub-G1. O nucleo
de uma célula apoptdtica € marcado por intensa condensacdo da cromatina e
fragmentacao de DNA em padrédo de escada ou em 200 bp (BUNEL et al., 2014).
Para se avaliar essas caracteristicas tipicas, foi feita a marcacdo dos nucleos com
Hoechst 33342 e visualizagdo por microscopia de fluorescéncia e eletroforese de
DNA em gel de agarose.

As imagens dos nucleos das células HL60 apés tratamento com EBAC 40 uM
por 6, 24 e 48 horas (Figura 14) sao representativas de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. E possivel observar que o aumento do

tempo de tratamento provocou aumento da quantidade de nucleos com cromatina
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condensada e/ou nucleo com particulas (fragmentado). Na mesma figura, também
foi possivel observar que no campo do controle (DMSO, 0.05%) ha predominancia

de células com poucas alteragdes nucleares (nucleos corados em azul e aspecto

homogéneo).

Figura 14 - Andlise da morfologia nuclear das células HL60 tratadas com o nitrocomposto
EBAC. Células HL60 foram tratadas com EBAC 40uM por 6, 24 e 48 horas e posteriormente
marcadas com Hoechst 33342. Setas indicam nucleos condensados ou fragmentados. Imagens
representativas de trés experimentos realizados independentemente. Todas as imagens estdo em
aumento de 400 vezes.

Células HL60 também foram tratadas durante 6, 24 e 48 horas com E6 10 uM
e coradas com Hoechst 33342. As analises qualitativas das imagens de trés
experimentos independentes mostram o aparecimento de nucleos condensados
apods 6 horas de tratamento. Apds 24 e 48 horas, € possivel observar pelas setas a

condensacgao e os nucleos em particulas ou fragmentados (Figura 15).
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Figura 15 - Analise da morfologia nuclear das células HL60 tratadas com a hidrazona E6.
Células HL60 foram tratadas com E6 10uM por 6, 24 e 48 horas e posteriormente marcadas com
Hoechst 33342. Setas indicam nucleos condensados ou fragmentados. Imagens representativas de
trés experimentos realizados independentemente. Aumento de 400 vezes.

A Figura 16 apresenta o resultado da eletroforese em gel de agarose apos
extracdo do DNA das células tratadas por 24 horas com as substéncias a serem
testadas. E possivel observar que o perfil provocado por EBAC e E6 é parecido com
o perfil do padrdo com repeticdes de 200 pb do controle positivo de Etoposideo 40
uM. Esse perfil € conhecido como “padrdo em escada” ou ladder. E importante frisar

que o controle de DMSO né&o apresenta nenhum trago de fragmentacgéo.
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Figura 16 — Eletroforese de DNA das células HL60 tratadas com EBAC e E6. Células HL60 foram
tratadas com as substancias EBAC e E6 por 24 horas. Apds extragdo do DNA, cerca de 2 ug de DNA
foram colocados por canaleta e entdo submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%. A) Perfil de
fragmentagdo do P - padrao de 200bp, D - DMSO, ET - etoposideo e EB - EBAC (40 uM)
respectivamente. B) Perfil de fragmentagéo do P - padrao de 200bp, D - DMSO, ET - etoposideo e E6
(10 uM) respectivamente.

5.7 Avaliagao da exposicao de fosfatidilserina e marcagao de DNA com iodeto

de propideo em células HL60 por citometria de fluxo

Uma vez que a citotoxicidade induzida pelas substancias em células HL60
estd associada a fragmentacdo de DNA, foi realizado um ensaio de marcagdo com
Anexina-V conjugada ao fluorocromo FITC que tem uma forte afinidade e
seletividade pela fosfatidilserina, que € um fosfolipideo presente na face interior da
membrana plasmatica em células normais e quando entram em apoptose passam a
expor a fosfatidilserina (PS) (GALLUZZI et al., 2009). Simultaneamente foi realizada
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a marcagao com Pl que cora o DNA de células que perderam a integridade da

membrana.

Os resultados foram interpretados em quatro quadrantes: células no
quadrante inferior esquerdo (Anexina V-/Pl-) foram consideradas como células
viaveis; células no quadrante inferior direito (Anexina V+/PI-) foram consideradas em
apoptose precoce; células no quadrante superior direito (Anexina V+/Pl+) foram
consideradas células em apoptose tardia e células no quadrante superior esquerdo

(Anexina V -/Pl+) foram consideradas células necréticas ou apoptose muito tardia.

O ensaio foi realizado ap6s 3 e 24 horas de tratamento com EBAC (40 uM) e
E6 (10 pM). Os dados apresentados na Figura 17 mostram que houve um
significativo da quantidade de células marcadas Anexina V+/ PIl- apés 3 horas de
tratamento com EBAC e E6. A populagdo em apoptose precoce apoés tratamento
com EBAC foi igual a 5,657 £+ 2,449% e a porcentagem das células apos tratamento
com EG6 foi igual a 3,243 £ 1,146 %. O tratamento com EBAC, ao contrario de EG,
também provocou aumento das células duplamente marcadas (6,245 + 1,989%)
indicando que em trés horas ja haviam células em apoptose tardia/necrose. Estes
resultados indicam que as células HL60 tratadas com EBAC entram em processo de
apoptose apds trés horas, uma vez que elas ja apresentam exposi¢cdo de
fosfatidilserina (PS).

Apods 24 horas de tratamento, houve aumento significativo nas porcentagens
de células duplamente marcadas (Anexina V+/ Pl+), marcadas com Pl (Anexina-
/PI1+) e com anexina V (Anexina V+/ Pl-) apos tratamento com etoposideo, EBAC e
E6.
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Figura 17 - Avaliacdo da morte celular, através da marcagao com Anexina V-FITC e lodeto de
propideo (Pl) por citometria de fluxo. Células HL60 tratadas por 3 e 24 horas com DMSO,
etoposideo 40 uyM, EBAC 40 uM e E6 10 uM foram marcadas com anexina V e Pl e analisadas por
citometria de fluxo. A) Graficos dot- plots representativos gerados em citbmetro FACSCan. B)
Representacao grafica da populacdo das células marcadas somente com Anexina V apés 3 horas de
tratamento. C) Representacao grafica da quantificacdo das células duplamente marcadas apds 3
horas de tratamento. D) Representacdo grafica da populagdo das células marcadas somente com
Anexina V apods 24 horas de tratamento. E) Representagédo grafica da quantificacdo das células
duplamente marcadas apés 24 horas de tratamento. Todos os graficos sdo representativos com
media + desvio padréo de, no minimo, dois experimentos independentes realizados em duplicata.
(*p<0,05; **p<0,01 versus o grupo controle - DMSO).
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5.8 Avaliagao da associacao da ativagao de caspases na fragmentacao de DNA
induzida pelo tratamento com EBAC e E6 em células HL60.

Além da exposicao de fosfatidilserina, outra caracteristica importante da
apoptose € a ativagdo de caspases. Por isso, avaliou-se o efeito do bloqueio geral
das caspases na fragmentagdo de DNA. Células HL60 foram pré-incubadas com um
inibidor geral de caspases Z-VAD-FMK e posteriormente tratadas por 24 horas com

EBAC 40 pMe o conteudo de DNA mensurado por citometria de fluxo.

Como demonstrado na Figura 18, o tratamento com o inibidor reduziu
significativamente a quantidade de células em sub-G1 apds tratamento com
etoposideo (controle positivo para apoptose), indicando que Z-VAD-FMK foi capaz
de inibir as caspases e consequentemente a fragmentacdo de DNA induzida por esa
substancia. Da mesma forma, o pré-tratamento com Z-VAD-FMK provocou
diminuicdo na quantidade de DNA fragmentado apds tratamento com EBAC e EG6.
Esse resultado indica que a fragmentacdo de DNA esta diretamente relacionada

com a participacao e ativagao de caspases.
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Figura 18 - Inibicdo da fragmentagido de DNA induzida por EBAC por Z-VAD-FMK em células
HL60. Células HL60 foram pré-incubadas com Z-VAD-FMK e posteriormente tratadas com
etoposideo (40 uM), EBAC (40 uM) e E6 (10 uM) por 24h e avaliadas por citometria de fluxo. A)
Imagens representativas das andlises do ciclo celular realizado no software Flowjo 7.6.5. B) Analise
das porcentagens do conteudo de DNA subdiploide representados como média + desvio padrao de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata (***p< 0,001 versus o grupo sem a presenca
de Z-VAD-FMK).

5.9 Avaliagdo da ativagdo de caspase-3 em células HL60 induzida pela
substancia EBAC e E6.

Como a fragmentagcdo de DNA foi inibida com o bloqueador Z-VAD-FMK,
investigou-se a ativagado de caspase — 3 (caspase efetora de morte por apoptose).
Caspase -3. é frequentemente ativada apds sinalizagdo das caspases iniciadoras,
sendo essencial no processo de formacgdo de corpos apoptoticos e de outras
carateristicas morfologicas tipicas associadas a apoptose (TAYLOR; CULLEN;
MARTIN, 2008). A quantificacdo da ativagao de caspase -3 foi feita apdés marcagao

das células com anti-caspase-3 conjugado ao fluorocromo FITC e mensuradas em
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citometria de fluxo. Os resultados apresentados na figura 19 mostram que o
tratamento com EBAC e E6 por 3 horas aumentou significativamente a ativacéo de
caspase -3 em células HL60 quando comparadas ao controle DMSO. O perfil
provocado pelo controle positivo de etoposideo foi parecido com o perfil provocado
por EBAC.
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Figura 19 - Efeito de EBAC e E6 na ativacao de caspase -3 em células HL60. Células HL60 foram
tratadas durante 3 horas com DMSO, etoposideo (40 uM), EBAC (40 pM) ou E6 (10 pM) e entédo
marcadas com anti-caspase-3 ativa-FITC e analisadas por citometria de fluxo. A) Histogramas
representativos do aumento da intensidade de fluorescéncia para FITC por nimero de células. B)
Representacdo grafica da quantidade de células que apresentam caspase -3 ativa. Dados
representativos da média + desvio padrdo de dois experimentos independentes realizados em
triplicata (**p< 0,001).

5.10 Avaliacao da ativacao das caspases -8 e -9 em células HL60 apéds

tratamento com EBAC e E6.

Este ensaio foi realizado com o intuito de verificar o efeito das substancias na
clivagem de substratos da caspase -8 e -9, evento que distingue a morte celular

apoptética associada as caspases em via intrinseca e via extrinseca. A clivagem do



71

substrato especifico associado ao croméforo (LEHD-pNA pela caspase -9 e IETD-
pNA pela caspase -8) ocasiona a liberagdo do cromodforo, produzindo coloragéo
passivel de quantificacdo por espectrofotometria, uma vez que as absorbancias
medidas sio diretamente proporcionais a atividade enzimatica.

Conforme representado na Figura 20, o tratamento das células HL60 com
EBAC e EG6 provocou ativacao de caspase -9. Em relagao a caspase -8, nao houve

aumento significativo dos valores de absorbancia comparado ao controle de DMSO.
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Figura 20 - Avaliagao da ativacdo da caspase -8 e -9 por clivagem do substrato especifico. As
células HL60 foram incubadas por 3 h sem tratamento (controle negativo), etoposideo (50 uM), E6
(10 uM) ou EBAC (40uM). A) Resultados referentes a ativacdo de caspase -9. B) Resultados
referentes a ativagdo de caspase -8. A analise espectrofotométrica foi realizada a 405 nm. As barras
representam a média+desvio padrao de, no minimo, trés experimentos independentes realizados em
duplicata (*p<0,05 em relag&o ao controle).

5.11 Alteragdes no potencial de membrana mitocondrial apés tratamento com
EBAC em células HL60.

Perda de potencial de membrana mitocondrial (PMM) é outra caracteristica
importante para se avaliar via intrinseca da apoptose e esta relacionada a ativacao
de caspase -9. Para avaliar alteragdes no PMM, foi utilizado a sonda DilC1 (5), que
penetra no citoplasma de células eucariéticas e se acumula primariamente em
mitocéndrias com potenciais de membrana ativos. A intensidade de fluorescéncia
emitida pelo DilC1(5) diminui quando as células sdo tratadas com reagentes que
rompem o potencial de membrana mitocondrial, como o CCCP (controle positivo).
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A curva que representa o tratamento com EBAC e E6 esta colorida de preto
na Figura 21; as curvas de DMSO e CCCP estao representadas pelas cores azul e
vermelha, respectivamente. A porcentagem de células com perda de PMM foi
calculada com base na quantidade de células que emitiram fluorescéncia menor que
a do controle DMSO. O tratamento com EBAC provocou 43,70 £ 2911 % e o

tratamento com E6 provocou 38,28 + 3,537% das células com perda de PMM.
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Figura 21 - Diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial de células HL60 tratadas com
EBAC e E6. Células HL60 foram tratadas por 3 horas com DMSO, etoposideo, EBAC ou EB,
posteriormente marcadas com DilC1(5) e entdo analisadas por citometria de fluxo. A) Histogramas
representativos da intensidade de fluorescéncia apds tratamento com CCCP (vermelho), DMSO
(azul), etoposideo (50 uM), EBAC 40 uM e E6 10 uM (preto). B) Representacao grafica das células
HL60 que apresentam diminuicdo de PMM. Resultados foram expressos como médiat desvio padrao.
Valores significativamente diferentes do controle de DMSO (**p<0,001 e ***p<0,0001).

5.12 Avaliacdao da geragcao de espécies reativas de oxigénio apoés tratamento
com EBAC e E6 em células HL60.

Espécies reativas de oxigénio (EROS) sao importantes moléculas

sinalizadoras, e tem sido reportado como tendo um importante papel nos
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mecanismos de morte em células tumorais, incluindo morte por apoptose com
ativacao de caspases (SANCHEZ et al., 2010). Para a quantificagdo da produgao de
espécies reativas de oxigénio (EROS), utilizou-se por citometria de fluxo a sonda
DCFH-DA em células HL60 tratadas com EBAC 40uM durante 1, 3 e 6 horas. A
atividade de esterases celulares clivam DCFH-DA em DCFH2 (2V-7V-
Dichlorodihydrofluorescein diacetate). Peroxidases, citocromo C e Fe2+ na presenga
de peroxido de hidrogénio oxidam DCFH2 a DCF (2V-7V-dichlorodihydrofluorescein)

que é um composto fluorescente.

Os resultados apresentados na Figura 22 mostram que o tratamento de
células HL60 com EBAC (40 pM) aumentou significativamente a geragdo de
espécies reativas de oxigénio apds 3 e 6 horas de tratamento. O aumento produzido
apos 1 hora de tratamento ndo foi significativo estatisticamente. Etoposideo né&o
induziu aumento de EROs significativamente maior que DMSO em nenhum dos

intervalos de tempo avaliados (dados nao mostrados).
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Figura 22 - Alteracdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio em células HL60 tratadas
com EBAC. Células HL60 foram tratadas com DMSO e EBAC (40uM) por 1, 3 e 6 horas e marcadas
com DCFH-DA. A quantidade de fluorescéncia foi analisada em citdbmetro de fluxo FACSCAnN. A)
Histogramas representativos do aumento da intensidade de fluorescéncia FL1 ap6s1, 3 e 6 horas de
tratamento. B) Representagéo grafica do aumento da produgdo da EROs. Resultados apresentados
como média + desvio padrao (**p<0,01 em relagdo ao controle de DMSO).
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A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) foi avaliada apés o
tratamento de células HL60 com E6 (10 uM) por 1, 3 e 6 horas (Figura 23). O
tratamento com E6 induziu formagao de EROS apds 1 hora de tratamento. Apds 3 e

6 horas ndo houve aumento significativo da formagao dessas espécies.
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Figura 23 - Alteracdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio em células HL60 tratadas
com E6 em células HL60. Células HL60 foram tratadas com E6 10 uM e etoposideo por 1, 3 e 6
horas e marcadas com DCFH-DA. A quantidade de fluorescéncia foi analisada em citdmetro de fluxo
FACSCan. A) Histogramas representativos do aumento da intensidade de fluorescéncia. B)
Quantificagdo do aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio esta representada como
média + desvio padrao. (***p<0,001em relagdo ao controle de DMSO)
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5.13 Avaliagao da indugao de autofagia por EBAC em células HL60.

O potencial de induzir autofagia foi avaliado apds o tratamento com EBAC 40
MM em células HL60 tratadas durante 24 horas. O corante alaranjado de acridina é
capaz de atravessar a membrana da célula e quando presente no citoplasma emite

luz verde, mas em regides de pH acido é reduzido e emite luz alaranjada. A emissao
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de luz laranja indica a presenca de vesiculas autofagicas acidas (AVOs), que estéao

relacionadas ao processo de autofagia (YOKOYAMA et al., 2008).

As células controle (DMSQO) apresentaram 3,758 + 0,7546% de vesiculas
autofagicas acidas enquanto que as células HL60 tratadas com EBAC 40 uM
apresentaram 15,91 £ 4,919 %. O aumento da quantidade de AVOs se relaciona de
forma diretamente proporcional ao aumento de emissdo de fluorescéncia FL3.
Houve, portanto, aumento significativo de vesiculas autofagicas (Figura 24). Para
confirmagédodesses resultados, foi realizado o mesmo experimento utilizando
previamente o inibidor de autofagia Bafilomicina A1 (10nM). A utilizagcdo deste

inibidor praticamente aboliu a formagao de AVOs.
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Figura 24 - Marcagdao dos agregados acidicos com alaranjado de acridina em células
autofagicas. Células HL60 foram tratadas com EBAC (40 uM) por 24 h e as vesiculas autofagicas
acidas apdés marcagdo com alaranjado de acridina foram analisadas por citometria de fluxo. A)
Histogramas representativos do efeito dos tratamentos na intensidade de fluorescéncia (FL1). B)
Graficos representativos da quantidade de células emitindo fluorescéncia FL3 (producdo de AVOs).
Resultados referentes a quatro experimentos independentes realizados em ftriplicata e expressos
como média + desvio padrao (**P<0,01 e ***P<0,001).
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5.14 Avaliagcao da utilizagcao do bloqueador de autofagia Bafilomicina A1 na

progressao do ciclo celular apés tratamento por EBAC em células HL60.

Foi demonstrado no experimento utilizando alaranjado de acridina, que o
tratamento com EBAC é capaz de aumentar a formagao de vesiculas autofagicas.
Para entender o papel que a autofagia tem no mecanismo de morte, utilizou-se o
mesmo inibidor Bafilomicina A1 juntamente com EBAC (40 uM) na avaliagdo da
populacdo na regido sub-G1. Os resultados apresentados na Figura 25 demonstram
que a utilizagao do inibidor de autofagia foi capaz de reduzir a populagdo em sub-G1
e aumentar a populagdo em G0/G1 quando comparado com o tratamento somente
com EBAC.
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Figura 25 - Inibicdo da fragmentacdo de DNA induzida por EBAC apés utilizagdo de
Bafilomicina A1 em células HL60. As células foram tratadas com Bafilomicina A1(10 nM)
juntamente com EBAC (40 uM) por 24h. Grafico representativo das porcentagens de células em
diferentes fases do ciclo celular e no conteddo de DNA subdipléide. Os resultados foram
representados como média * desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em
triplicata (**p< 0,01 e ***p< 0,001 versus o grupo EBAC).
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5.15 Resumo esquematico dos resultados obtidos em células HL60 apés
tratamento com EBAC e E6

AVALIACAO DO EFEITO ANTI-CLONOGENICO
v' Ensaio de formacao de colbnias.

v" Determinagéo de IC50 em soft-agar (3D).

AVALIACAO DE SELETIVIDADE
v' Determinacgdo da IC50 em células PBMC.

IDENTIFICACAO DO TIPO DE MORTE CELULAR
v Alteragdes morfoldégicas em células HL60 fotografadas em microscopia de
campo claro.

v Liberagao da enzima lactato desidrogenase (LDH).

AVALIACAO DE APOPTOSE

v Fragmentagcado de DNA — ciclo celular, eletroforese de DNA e marcagédo dos
nucleos com Hoechst 33342.
Exposicao de fosfatidilserina por meio da marcagao com Anexina V e Pl.
Ativacao de caspases -3, -8 € -9

Perda de potencial de membrana mitocondrial

SERNEE NN

Formacéao de espécies reativas de oxigénio

AVALIACAO DE AUTOFAGIA
v" Marcagéao de vacuolos acidicos com alaranjado de acridina.
v Uso de Bafilomicina A1 no ciclo celular.
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6 DISCUSSAO

Nosso estudo investigou os efeitos in vifro de duas substancias, EBAC
(nitrocomposto) e E6 (hidrazona) no crescimento celular, toxicidade, morfologia e
ciclo celular em células de leucemia promielocitica de sangue periférico (HL60), bem
como ensaios para determinacdo do mecanismo de morte induzido por estas duas
moléculas, principalmente avaliagdao de apoptose. Nas ultimas décadas tem sido
grande o investimento e busca por novos farmacos antitumorais, principalmente
objetivando terapias mais eficazes para os diferentes tipos de céncer. Uma
estratégia bastante conhecida e eficiente € a inducdo de apoptose (FESIK, 2005).
Entretanto, nas ultimas décadas, estudos tém mostrado a inducdo e inibicido de
autofagia como uma nova oportunidade na busca por novos farmacos antitumorais
(LIU et al., 2013a).

Um candidato a farmaco antitumoral deve apresentar efeitos interessantes em
células tumorais, dentre eles a indugdo da perda de potencial clonogénico dessas
células. Para tanto, foi realizado a determinagédo da IC50 em soft-agar e o ensaio de
contagem de coldnias. Células cultivadas em soft-agar criam uma colonia
tridimensional que é mais similar ao microambiente tumoral in vivo e mimetiza
condi¢gdes ambientais relevantes (ANDERSON et al., 2007). Esse modelo também
permite avaliar a habilidade das células tumorais continuarem vivas
independentemente de ancoragem e ajuda a predizer a formagao de metastase in
vivo (NAGASHIMA et al., 2011). O ensaio de contagem de col6nias permite avaliar a
habilidade de cada célula se dividir ilimitadamente apds exposi¢cao ao tratamento,
pois nesse ensaio cada col6nia veio virtualmente de uma unica célula (BUNEL et al.,
2014). Portanto, no processo de descoberta de farmacos, estes modelos favorecem

a identificagao de drogas antitumorais mais promissoras e com capacidade curativa.

No ensaio 3D, EBAC e E6 promoveram reducao dos valores de IC50 em soft-
agar em relagdo ao modelo 2D. Como o crescimento de células tumorais em soft-
agar € um sinal de agressividade do tipo de tumor, 0 aumento da atividade nesse

modelo pode indicar uma atividade curativa em potencial dessas substancias.
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A substancia EBAC, que age como uma pré-droga do acido butirico, provocou
uma diminuigdo de 2 x do valor de IC50 em soft-agar. Esse resultado corrobora com
o trabalho de NUDELMAN e colaboradores (1992), que descreveram os efeitos
antitumorais de outras pro-drogas em diversas linhagens tumorais com reducéo da
atividade clonogénica e dos valores de IC50 em soft-agar. A hidrazona E6 quando
testada em células MCF-7 e HCT-116 cultivadas em soft-agar apresentou ganho de
atividade de 15 e 68 vezes, respectivamente (Tabela 1). Outra hidrazona
(H2AcpNO2Ph - 2-acetylpyridine phenylhydrazone-para-nitro-phenyl) de estrutura
quimica bastante parecida com a E6 (H2BzpCLPh) apresentou valor de IC50
préoximo ao encontrado neste trabalho, entretanto o aumento de atividade em
relacdo ao ambiente 3D foi de somente 3,2x (FERREIRA et al., 2016).

Ja no ensaio de contagem de coldnias, diferentemente dos resultados
apresentados pelo ensaio de viabilidade celular usando MTT, EBAC na respectiva
IC50 reduziu mais de 50% a sobrevivéncia clonogénica e E6 reduziu mais de 80% a
sobrevivéncia clonogénica das células MCF-7 e HCT-116 (Figura 5). A aparente
diferenca na poténcia da droga pode ser explicada devido a perda de aderéncia de
algumas células ou devido ao fato que o ensaio com MTT tende a superestimar a
quantidade de células viaveis (BUNEL et al., 2014). Os ensaios de viabilidade, como
o MTT, ndo conseguem predizer a sobrevivéncia das células tumorais apos
tratamentos com farmacos antitumorais, por isso, resultados entre ensaios
clonogénicos e n&do-clonogénicos ndo podem ser substituidos. Esse ensaio também
€ importante porque para que haja cura do tumor, é necessario inativar as células
clonogénicas através da inducdo de um estado de dorméncia ou matando
efetivamente essas células (ZIPS; THAMES; BAUMANN, 2005).

Além do efeito anti-clonogénico, € essencial para uma substancia com
atividade antitumoral demonstrar seletividade em relacdo as células tumorais. Os
dados de IC50 em linhagens tumorais e Vero das substancias EBAC e E6 ja haviam
sido determinados em trabalhos anteriores (LOPES et al., 2015 e FERREIRA et al.,
2016). No presente trabalho, foram realizados os experimentos para determinagéo
de IC50 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC). Em testes in vitro,
a seletividade das substancias é avaliada em testes preditivos utilizando-se
linhagens celulares normais, como PBMC (DORATO; BUCKLEY, 2007). A baixa
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seletividade € uma das causas dos efeitos toxicos dos atuais farmacos antitumorais.
Dessa forma, substancias que possam ser citotoxicas diretamente para as células
tumorais e apresentem menor efeito para as normais sao boas candidatas para a
continuidade da investigagdo do potencial antitumoral. A seletividade das
substéncias foi comparada usando o calculo de indice de seletividade (IS). O IS é
utilizado como uma estratégia inicial e simples para determinar a utilidade de
compostos e tem o propédsito de reduzir os gastos com moléculas com
caracteristicas nao desejaveis (MULLER; MILTON, 2012).

O indice de seletividade de EBAC em relacdo as células HL60 e PBMC foi
igual a 6 (Tabela 2). EBAC pode ser considerada uma substancia promissora, pois
compostos que apresentam IS maior que 3 sao considerados seletivos para as
células tumorais (BADISA et al., 2009). Aléem disso, como a substéncia é seletiva,
pode-se inferir que ela apresenta poucos efeitos toxicos no sistema sanguineo no
ambiente in vivo. De fato, a substancia EBAC vem sendo testada em animais na
Faculdade de Farmacia (UFMG) pelo grupo da Prof?® Renata Barbosa que tem obtido
dados promissores (LOPES et al., 2015). Atualmente tém-se estudado o uso de

diferentes formulacdes para esta molécula.

Para a substancia E6 os valores de IS em relagéao as células HL60 foi igual a
4 quando comparada com a IC50 em PBMC. DESPAIGNE e colaboradores (2012),
que descreveram a sintese da E6 e outras hidrazonas, também encontrou valores
altos (1S=28) quando essa substancia foi testada em células U87 (linhagem de
glioblastoma humano) e MRC5 (linhagem de fibroblastos pulmonares humano).
Além disso, como ambas substancias sao sintéticas, pode-se trabalhar a estrutura-

atividade com o propésito de aumentar a seletividade e/ou atividade.

O efeito citotéxico de EBAC e E6 também foi avaliado pelas alteracbes
morfolégicas por fotografia em campo claro e liberagdo de LDH. Os resultados
apresentados (Figuras 6 e 7) mostram que apds 6 horas de tratamento com EBAC e
E6, uma parte das células HL60 apresenta caracteristicas de apoptose, tais como
alteracao do formato das células, presenga de fragmentos celulares e diminuigao do
tamanho e numero das células (WLODKOWIC et al., 2011). Resultados semelhantes

a esses foram observados em células U87 tratadas com E6 1 mM por 48 horas,
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quando também se observou diminuicdo do volume celular, perda da morfologia

tradicional das células e formacé&o de debris celulares (DESPAIGNE et al., 2012).

Com o objetivo de analisar as mudangas morfométricas provocadas pelo
tratamento com EBAC e EG6, utilizaram-se os parametros FSH (tamanho) e SSC
(granulosidade) da citometria de fluxo, que s&o utilizados de forma auxiliar na
determinacdo do tipo de morte celular (WLODKOWIC et al., 2011). Segundo
Carvalho e colaboradores (2015), a necrose celular € marcada por rapida perda de
integridade de membrana com drastica redugdo tanto em FSC quanto em SSC; na
apoptose, ao contrario, observa-se aumento da granulosidade e diminuigdo de
tamanho, principalmente devido a formacéo de corpos apoptdticos. Tratamento com
EBAC 40 puM (Figura 8) e E6 10 pM (dados nao mostrados) apresentou
caracteristicas consistentes com a morte celular por apoptose. Apesar de ja ser
conhecido o efeito de diferenciagao celular provocada pelo acido butirico, Zimra et
al. (1997) demonstraram que mudangas morfolégicas parecidas com as encontradas

neste trabalho em células HL60 estavam associadas a morte celular por apoptose.

A necrose é o mecanismo de morte que pode ser considerada "acidental",
uma vez que a célula é impedida de manter seus processos vitais por lesdes
causadas por fatores externos, como agentes quimioterapicos. A necrose € marcada
morfologicamente por um ganho de volume celular, inchago das organelas,
rompimento da membrana celular e consequente vazamento do conteudo
intracelular (KROEMER et al., 2009). Esta ruptura libera, no proprio tecido, o
conteudo celular que é rico em proteases e outras substancias toxicas, que atraem
células do sistema imune causando intensa reagdao inflamatdria
(NIKOLETOPOULOU ET AL, 2013).

Outra avaliagdo do processo de necrose realizada foi o ensaio de
quantificacdo da enzima LDH. Esse método se baseia no fato que as células com
danos na membrana plasmatica liberam para o meio extracelular a enzima LDH, que
reduz o NAD a NADH e esse ultimo converte um substrato colorimétrico que tem sua
intensidade de cor mensurada por espectrofotdbmetro (RACHER; LOOBY;
GRIFFITHS, 1990). Triton X-100 € um conhecido controle positivo para necrose por

provocar lise celular e liberagcdo de altos niveis de LDH apds pouco tempo de
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exposicao (KEPP et al.,, 2011). Nesse ensaio, a liberagdo de LDH provocada pelo
tratamento com Triton X-100 apo6s trés horas foi considerada como 100% de
necrose primaria (CHAN; MORIWAKI; DE ROSA, 2013). Apés o0 mesmo o periodo
de tratamento (3 horas), EBAC provocou 36,97 + 8,5% e E6 17,69 + 11,91% das
células com liberagdo de LDH, respectivamente (Figura 9 e 10). Como esses
valores sdo bem menores que os provocados pelo Triton X-100, esse resultado
podem ser considerado como consequéncia da citotoxicidade provocada por essas
drogas e nao devido a necrose primaria (YANG et al., 2008 e HAJREZAIE et al.,
2015). Essa analise permite a diferenciagdo somente nas fases iniciais do
mecanismo de morte celular, pois em um ambiente in vitro, devido a falta de um
sistema fagocitario, as células em apoptose tardia sucumbem a necrose secundaria
(KEPP et al., 2011).

Uma das caracteristicas classicas do cancer €& a proliferagdo celular
descontrolada (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Desta maneira, a capacidade de
atuar no ciclo celular de tais células (efeito citostatico ou citotoxico) € uma
caracteristica desejavel para um potencial farmaco anticancer. Para avaliagado desse
efeito foi realizado experimento em citometria de fluxo com marcagdo com iodeto de
propideo. As células HL60 foram tratadas por 24 e 48 horas com EBAC a 20 e 40
MM e E6 a 5 e 10 uM. Neste experimento, fragmentos de DNA emitem menos
fluorescéncia que o DNA integro e ocupam a regido de Sub-G1 no histograma
populacional (GONG; TRAGANOS; DARZYNKIEWICZ, 1994). Portanto, a populagao
em sub-G1 é indicativa de células com DNA com danos ou fragmentado. Nicoletti
(1991) e Cheng (2012) e colaboradores admitem que a quantificacdo de DNA
fragmentado pode ser interpretada como resultado da indugdo de morte celular

devido a necrose ou apoptose.

Tratamento com EBAC nas duas concentragdes testadas provocaram
aumento significativo no percentual de células na regiao sub-G1 quando
comparados com o controle, sendo esse perfil tempo e dose dependente (Figura
11). EBAC também interferiu de forma moderada no ciclo celular das células HL60.
Observamos ainda, que EBAC a 20 uM aumentou a subpopulagdo de G2/M.
Mecanismos moleculares de varios agentes anticancer envolvem parada em alguma
fase do ciclo celular (SALEH et al., 2015 e LIU et al., 2013b). Embora a maioria dos
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compostos apresente este efeito seguido pela inducdo de morte celular por
apoptose, o trabalho de Newman e colaboradores (2007) mostrou o efeito de uma
substancia que desencadeou morte celular por autofagia, acompanhada pelo
bloqueio da fase G2/M do ciclo celular em células tumorais de pancreas PANC-1.
Apigenina também induziu parada no ciclo celular com posterior indugado de
autofagia em células TF-1 (RUELA-DE-SOUSA et al., 2010). Além disso, estudos ja
mostraram que autofagia € um processo de morte ativado em resposta a varios
quimioterapicos (KROEMER et al., 2009).

Da mesma forma, a hidrazona E6 induziu significativamente a fragmentagao
de DNA de maneira concentragcdo dependente em células HL60, j4 que a
fragmentacado de DNA foi significativamente maior na maior concentragao (10 uM)
(Figura 12). Pelo histograma do ciclo celular, pode-se observar redugéo significativa
do numero de células nas fases S e G2/M e parada em GO0/G1, principalmente na
concentracdo de 5 uM. A proporcdo de células em GO/G1 apesar de nao ter
aumentado em relagcdo ao controle, se manteve alta mesmo quando utilizado a
concentragdo de 10 uM. Moléculas que bloqueiam o ciclo celular tém mostrado
efeito citostatico, o que € um efeito anticancer interessante (MORLEY et al., 2007). A
interrupgéo do ciclo celular com parada em G0/G1 é um dos principais objetivos de
muitos farmacos anticancerigenos, tais como camptotecina, doxorrubicina,
cisplatina, 5-fluorouracilo (ALMEIDA et al., 2005).

A fragmentacdo de DNA provocada por EBAC e E6 foi confirmada pelas
observacboes do perfil da eletroforese e a marcacdo com Hoechst 33342. DNA
nuclear ao ser analisado por eletroforese indicou a formacéo de bandas em /ladder,
sugerindo a ativagado de endonucleases que clivam o DNA em fragmentos de 200 pb
apos o tratamento com as duas substancias (WLODKOWIC et al, 2011).
Corroborando com esses resultados, acido butirico a 1500 yM apdés 48h de
tratamento também induz fragmentagdo em /adder em células HLG60 (ZIMRA et al.
1997).

A marcagcao com Hoechst 33342 permite avaliagdo da morfologia nuclear,
como condensagdo de cromatina acompanhada de fragmentagdo nuclear e

aparecimento de corpos apoptéticos através da microscopia de fluorescéncia. No
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entanto, essa metodologia tende a ser muito subjetiva, pois para que a analise seja
feita de maneira correta, o avaliador deve ser imparcial e possuir um conhecimento
suficiente para diferenciar as morfologias celulares (LEITE et al., 1999), por isso
esse resultado € complementar aos outros ensaios de fragmentacdo de DNA. Nas
Figuras 14 e 15, é possivel verificar que células apdés 6 horas de tratamento
apresentavam condensagdo da cromatina e alguns nucleos ja entrando em
fragmentacao. Apds 24 e 48 horas de tratamento, a maioria dos nucleos das células
HL60 se encontrava fragmentado. O perfil de fragmentacdo de DNA em “escada” e a
visualizagdo da maioria dos nucleos fragmentados apds 24 horas de tratamento se

correlacionam diretamente com o pico formado na regido sub-G1.

A fragmentagcdo de DNA é indicativa de apoptose, entretanto para que se
comprove morte celular por esta via é necessario que ndo somente uma, mas varias
caracteristicas bioquimicas e morfolégicas sejam encontradas (WLODKOWIC et al.,
2011). Dentre elas estao: exposicao de fosfatidilserina e ativagado de caspases. Para
avaliagcao de exposicao de fosfatidilserina e integridade da membrana plasmatica foi
realizada marcagao com Anexina V e PIl. A exposi¢ao de PS € um evento precoce e
a permeabilidade ao Pl acontece mais tardiamente (BUNEL et al., 2014), por isso é
importante o monitoramento precoce desses eventos. Células sem marcagao foram
consideradas vivas; células marcadas exclusivamente com anexina V foram
consideradas em apoptose precoce e células duplamente marcadas foram
consideradas em apoptose tardias ou necrose. Células somente coradas com PI
apresentam membranas severamente danificadas e estdo em estagios de necrose
ou apoptose muito tardia (WLODKOWIC et al., 2011).

Neste estudo, foi observado que a partir de 3 horas de tratamento com EBAC
parte significativa da populagao de células HL60 estava marcada com somente com
anexina V, revelando células nas fases iniciais da apoptose (Figura 17). Percebe-se
também que houve um aumento discreto em dupla marcada células (Anexina V + /
Pl +), revelando a presenga de células que ja estavam em apoptose tardia, mesmo
apods 24 horas de tratamento o resultado dessas populagcdes € bastante parecido.
Apods 24 horas, houve também aumento da populacido marcada exclusivamente com
Pl, porém essa populacido provavelmente nao € indicativa de necrose primaria, pois

nao foi observado aumento apds 3 horas tratamento. Células necréticas nao se
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tornam positivas com Anexina V antes de se tornarem positivas com PI| (corante de
exclusao) (KEPP et al., 2011).

A marcacado com Anexina V e Pl também foi feita depois de 3 e 24 horas de
tratamento com a hidrazona E6. Apds 3 horas, nenhuma das populagdes presentes
em nenhum dos quadrantes estava diferente do controle. Apds 24 horas, houve
aumento no numero de células marcadas exclusivamente com Anexina V e
duplamente marcadas (Anexina V + / Pl +), revelando a presencga de células nas

fases iniciais e tardias da apoptose (Figura 17).

Esses resultados mostram que o tratamento com EBAC (40 uM) e E6 (10 uM)
em células HL60 induziu mudancas morfolégicas e bioquimicas sugestivas de
apoptose, entretanto existem dois mecanismos de indugcdo deste tipo de morte
celular e sdo denominados como apoptose classica (dependente de ativagao de
caspases) e nao-classica (independente de caspases) (OKADA; MAK, 2004). As
caspases sado enzimas aspartato-especificas, que se encontram na forma de
zimogénios inativos e sdo ativadas na ocorréncia de apoptose. Para diferenciagao
das vias, utilizou-se o inibidor geral de caspases Z-VAD-FMK (SOUZA-FAGUNDES
et al., 2003). A fragmentacdo de DNA das células HL60 induzida por EBAC e E6
envolve a ativagao da via classica ou dependente de caspase (NICHOLSON, 1996),
ja que houve diminuicdo da populagdo em sub-G1 apds o pré-tratamento com o
inibidor Z-VAD-FMK (Figura 18).

Por conta da diminuigdo da fragmentagao de DNA apds inibicdo de caspases,
foi avaliado também a ativacdo de caspase - 3, -8 e -9. Caspase -3 € uma protease
chave que ¢é ativada durante as fases iniciais da apoptose por auto-protedlise e/ou
clivagem por outras proteases (HENGARTNER, 2000). A Figura 19 demonstra o
aumento significativo da atividade de caspase -3 apds tratamento com EBAC e E6

por trés horas.

Entretanto a ativagdo de caspase -3 nao faz distingdo entre a via intrinseca e
extrinseca da apoptose, j4 que caspase -3 pode ser ativada por ambas vias
(TAYLOR; CULLEN; MARTIN, 2008). A via extrinseca ativa diretamente caspase -8
através de receptores de morte na superficie celular. A via intrinseca regula
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cascatas apoptéticas pela sinalizagdo da mitocédndria, o que resulta em liberagao de
citocromo C no citosol e a ativacdo de caspase-9. Pelo método de
espectrofotometria, foi observado que os tratamentos com EBAC (40 uM) e E6 (10
MM) aumentaram a atividade da caspase -9, mas nao de caspase -8 (Figura 20).
Esse resultado nos fornece um indicativo de ativagédo da via intrinseca. O aumento
da atividade de caspase -9 provocado pelo etoposideo € compativel com o
mecanismo de acgdo ja descrito para esta droga (MONTECUCCO; ZANETTA,;
BIAMONTI, 2015).

Um evento que comumente esta relacionado a ativacdo de caspase -9 é a
perda do potencial da membrana mitocondrial (PMM), que € um evento precoce,
transiente e tem papel-chave na decisdo se a célula morre ou Vvive
(BANJERDPONGCHAI; KHAW-ON, 2013). Células HL60 tratadas por trés horas
com EBAC 40 yM e E6 10 uM apresentaram diminuicgdo do PMM em relagdo ao
controle DMSO (Figura 21). A diminuicdo de PMM causa um aumento da
permeabilidade da membrana mitocondrial e promove a liberagao de substancias
pré-apoptéticas como citocromo C para o citoplasma (KEPP et al.,, 2011). A
presenca dessas substancias liberadas leva principalmente a ativagao das caspases
como, por exemplo, caspase -9 e iniciagdo da via intrinseca (GALLUZZI et al., 2012
e KEPP et al., 2011).

Além da variagdo do PMM, foi realizada a avaliagdo da producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Compostos citotoxicos geralmente interferem na
homeostase celular e produzem EROs, que estdo envolvidas em varios processos
celulares como apoptose, necrose, proliferacdo celular e carcinogénese. A
quantificacdo da producdo de EROs apds diferentes tempos de tratamento com
EBAC e EG6 foi realizada com utilizacdo da sonda DCFH-DA, que é usada para
mensurar a concentragcdo de peroxido de hidrogénio e superoxido, subprodutos
téxicos do metabolismo celular (ERUSLANOV; KUSMARTSEV, 2010).

Os resultados mostraram que células HL60 tratadas com EBAC apresentaram
aumento significativo da produgao de espécies reativas de oxigénio apds 3 e 6 horas
(Figura 22). No caso da EBAC, a perda de PMM pode ter levado ao aumento da
geracdo EROs. Além disso, o aumento da fluorescéncia do DCF encontrado pode
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ser reflexo do aumento da quantidade de citocromo C no citoplasma (BURKITT,;
WARDMAN, 2001). O citocromo C forma no citoplasma um complexo com a APAF-
1 e caspase-9 (apoptossomo), que promove a clivagem da pré-caspase-9, liberando
a caspase-9 ativa (HENGARTNER, 2000).

Ao contrario da EBAC, o tratamento com E6 provocou um aumento de EROs
apos 1 hora de tratamento (Figura 23). Como em trés horas ha perda de PMM e néo
ha aumento de EROs, é possivel que o aumento de EROs seja o responsavel pelo
colapso do PMM. A producdo de EROs pode ter induzido a diminuicdo do PMM ao
ativar as enzimas lisossomais que translocam moléculas pro-apoptoticas (LAURENT
et al., 2005). EROS também pode reagir diretamente com DNA e proteinas e causar
danos que aumentam o colapso do PMM, sendo que a resposta da mitocdndria ao
dano oxidativo € uma via importante no inicio da apoptose.(BANJERDPONGCHAI,
KHAW-ON, 2013).

Durante muitos anos, acreditou-se que a morte celular por apoptose
correspondia ao mecanismo de acdo da maioria dos farmacos usados na
quimioterapia do cancer. Contudo, mais recentemente, passou-se a investigar
também outras formas de morte celular, tal como a autofagia (GALLUZZI et al.,
2012). Um composto pode induzir mais de um mecanismo de morte em células
HL60, como ja relatado diversos compostos que induzem apoptose e autofagia
concomitantemente (BANJERDPONGCHAI; KHAW-ON, 2013; YOKOYAMA et al.,
2008 e SIEDLECKA-KROPLEWSKA et al.,, 2013). As mitocondrias tém papel
fundamental na autofagia e a produgcdo de EROs pode modular tanto apoptose
quanto autofagia (KIM, 2005). A ativacdo de autofagia também pode inibir ou
contribuir para indugao de apoptose (LI et al., 2013). Devido a isso, foi investigado a
ativacao de autofagia no tratamento com EBAC (40 yM).

Autofagia tem um papel ambiguo podendo tanto ser protetora e aumentar a
sobrevivéncia do tumor quanto contribuir para morte aumentando a suscetibilidade a
apoptose (KANEMATSU et al., 2010). Autofagia pode ser ativada em células HL60
como resposta adaptativa a condigcdes de estresse contribuindo para manter as
células em sobrevivéncia. Esse mecanismo de protecdo contra morte pode ser

devido ao sequestro da mitocéndria pelos lisossomos durante o processo de
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autofagia, levando a diminui¢cdo da liberagdo de citocromo C e consequentemente
diminuicdo da ocorréncia de apoptose (KIM, 2005). Apigenina em células HCT-116,
por exemplo, induz autofagia e apoptose, entretanto, o uso de um inibidor especifico
da autofagia (3-MA) aumentou a apoptose induzida por essa substancia (LEE et al.,
2014). Em outros casos, a autofagia contribui para a indugdo de apoptose, como € o
caso de alguns agentes quimioterapicos que o mecanismo de citotoxicidade é pela
via intrinseca da apoptose induzida por autofagia (BAREFORD et al., 2011). Outro
exemplo € o trioxido de arsénio (As203) que induz autofagia e apoptose em células
HL60. As,O; primeiramente induz autofagia como resposta protetiva contra o
tratamento, mas em estagios mais tardios promove amplificagdo dos efeitos da
apoptose (YANG et al., 2008).

Para avaliacdo de autofagia, foi utilizado o corante alaranjado de acridina
(AO) em citometria de fluxo e também um inibidor de autofagia — Bafilomicina A1. A
Figura 24 mostra o aumento da quantidade de células emitindo fluorescéncia
vermelha (FL3), o que corresponde a quantidade de vacuolos autofagicos (AVOs) e
a reversao apos utilizagdo da Bafilomina A1. Corantes aciddfilos, como o AO, nao
sdo recomendados para monitoramento da autofagia, pois ndo coram células nos
estagios iniciais da autofagia, quando ndo ha presenca de compartimentos acidos.
Por isso, o uso do inibidor de autofagia € um dado adicional importante para a
confirmagao da ativagao de autofagia (KLIONSKY et al., 2008). Experimentos com
marcadores mais especificos para autofagia como, por exemplo, a conversdo de
LC3 | em LC3 Il por western-blot, pode ser util para concluir o processo de morte

induzido por este nitrocomposto.

A atuagcdo da autofagia diante de um determinado tratamento pode ser
averiguada com o uso de um inibidor e sua influéncia na viabilidade celular. Se
autofagia é protetiva, o uso de supressores, tais como Bafilomicina A1, diminuiria a
viabilidade celular por acelerar outras formas de morte (SHRIVASTAVA et al., 2011).
Se autofagia contribui para a morte da célula, sua supressdo ira prevenir a morte
celular. Existe também o relato de casos em que a autofagia é ativada frente a um
tratamento, mas nao é protetiva e nem faz parte do mecanismo de agao (SHINGU et
al., 2010). Pensando nisso, utilizou-se Bafilomicina A1 juntamente com EBAC 40 uM

por 24 horas e depois determinou-se a quantidade de células com DNA fragmentado
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apo6s marcagao com PIl. Pela Figura 25, pode-se observar que a utilizacdo do
inibidor de autofagia diminuiu significativamente a quantidade de células com DNA
fragmentado, ou seja, aumentou a viabilidade celular. Dessa forma, a ativagao da
autofagia em células HL60 pode contribuir com 0 mecanismo de apoptose na morte
celular induzida por EBAC. Vitamina K em células HL60 provocou efeitos
semelhantes ao induzir simultaneamente apoptose e autofagia, sendo que o
bloqueio com 3-MA (inibidor de autofagia) provocou aumento do numero de células
viaveis (YOKOYAMA et al., 2008). Portanto, EBAC possui atividade citotoxica em
células HL60 e induz apoptose pela modulagdo da via intrinseca, com alteracdo do
potencial de membrana mitocondrial e ativagcdo de caspases -3 e -9. A substancia
EBAC também induz parada na fase G2/M do ciclo celular e formagao de vacuolos
autofagicos. A inibicdo da fragmentacdo apds uso de Bafilomicina A1 sugere
também a ativagdo de autofagia, sendo que esses dois mecanismos de morte

contribuem para a citotoxicidade geral.
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7. CONCLUSAO

O mecanismo de inducdo de morte celular provocado por EBAC em células
HL60 ocorre através da ativagdo da via intrinseca da apoptose e autofagia, sendo
que ambos os mecanismos de morte colaboram para a citotoxicidade geral

provocada pela substancia.

Mitocondria

EBAC —> Wp —_— }ii::mm" ¢ ?—>t Caspase -9
” ' 3
1 PMM l

'Caspase -3

AUTOFAGIA APOPTOSE

Figura 26 - Esquema representativo do mecanismo de indugao de morte da substancia EBAC
em células HL60. A substancia EBAC em células HL60 induz apoptose e autofagia simultaneamente
e ambos 0s mecanismos de morte colaboram para a morte celular.

As investigagbes realizadas com o composto E6 mostraram que o efeito
citotoxico observado em células HL60 se deu em razdo da parada em GO/G1 no
ciclo celular e aumento de EROs como mecanismo desencadeador da diminuicdo do
potencial de membrana mitocondrial levando a ativacdo de caspase -9 e da via

intrinseca da apoptose.
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Figura 27 - Esquema representativo do mecanismo de indugao de morte da substancia E6 em
células HL60. A hidrazona E6 provoca inducéo de apoptose através da via intrinseca apos parada
em GO0/G1 e formagao de EROS.

8. PERSPECTIVAS

e Otimizacdo da parte quimica das duas substancias, por estudos relagao
estrutura e atividade a fim de se obter substéncias analogas com maior
seletividade e poténcia.

e Avaliar alteragbes nas caracteristicas morfoldgicas celulares induzidas pelas
substancias por microscopia eletronica de transmissao;

e Investigar in vitro as outras vias moleculares envolvidas na atividade citotoxica
das substancias E6 e EBAC, tais como proteinas da familia BCL,, em células
HL60, utilizando ensaios como, por exemplo, Western Blotting;

e Avaliar marcadores especificos da autofagia induzida por EBAC em células
HL60, tais como a conversao de LC3-I1 a LC3-ll, por microscopia de

fluorescéncia;
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