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RESUMO

A leucemia ¢ uma desordem clonal de células hematoldgicas que se origina na medula
ossea. A Leucemia Promielocitica Aguda (LPA) em especial, sem tratamento, tem sua
evolugcdo desfavoravel por causar sindrome hemorragica intensa. O tratamento
quimioterapico, portanto, ¢ uma das alternativas para melhorar a sobrevida dos pacientes.
Nesse contexto, a busca por novos compostos com potencial acdo quimioterapica ¢é
justificada e relevante. O presente trabalho avaliou a atividade citotoxica de 16
substancias semissintéticas analogas de alcaloides 3-alquilpiridina (3-APA). Os perfis
citotoxicos foram determinados pelo ensaio in vitro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-
difenil-tetrazolio (MTT) para linhagens de leucemia promielocitica aguda com PML-
RARa (NB4), leucemia promielocitica aguda com PML-RARa e resistente ao Acido
transretindico (NB4-R2), leucemia promielocitica aguda (HL-60) e PBMC (célula
mononuclear do sangue periférico). A avaliacdo da apoptose, assim como analise de
parada do ciclo celular, foi realizada por citometria de fluxo; investigacdo do mecanismo
de acdo, por andlise do ciclo celular; as alteragdes da expressdo génica de genes da
apoptose (TP53, p21, BAK, Bcl-2, AKT) e estresse oxidativo (NOXI, NOX2, NOX4,
P47phox) foram realizados por RT-qPCR. A fim de aprimorar a investigagdo sobre
interacao das substancias, uma andlise trivial de similaridade quimica foi realizada pelo
ChEMBL para predizer provaveis alvos das substincias. As substincias 6 e 7 foram as
mais ativas e seletivas para NB4 (ICso de 38,81uM e 37,40uM respectivamente), as
substancias 1 e 10 mostraram-se mais ativas para 0 NB4-R2 (ICsode 42,40uM e 41,05uM)
e as substancias 1,2,3, e 4 foram mais citotoxicas para HL60 (ICso de 18,02 uM; 9,90
uM; 25,40 uM; e 31,42 uM, respectivamente). Todas essas substincias induziram a
apoptose nas linhagens testadas. No que se refere a investigagcao do potencial mecanismo
de a¢do dos compostos, observou-se que hd um predominio da diminuicao de expressao
de genes da antiapoptose (p21, Bcl-2 e AKT) na inducao do processo de morte celular.
Notou-se uma tentativa de sobrevivéncia celular por genes de estresse oxidativo por
aumento da expressao de NOX2 e p47phox na linhagem NB4. Ja o aumento de expressao
de NOX1 e NOX4 na linhagem NB4-R2 pode estar relacionada ao dano celular. A busca
por similaridades quimica no banco de dados ChEMBL retornou ROS1 ¢ PARP1 como
possiveis alvos para as substancias estudadas neste trabalho. Os dados deste trabalho
indicam os analogos do alcaloide 3-alquilpiridina como classe potencial de compostos

com agao citotoxica (in vitro).

palavras chave: leucemia promielocitica aguda; novos quimioterapicos; analogos de

alcaloides 3-alquilpiridina.



ABSTRACT

Leukemia is a malignant disease of clonal disorder that originates in the bone marrow,
where blood cells are produced. Acute Promyelocytic Leukemia (APL) in particular,
without treatment, has an unfavorable evolution because it causes an intense hemorrhagic
syndrome. Chemotherapy treatment, therefore, is one of the alternatives to improve
patient survival. In this context, the search for new compounds with potential antitumor
action is justified and relevant. The present work evaluated the cytotoxic activity of 16
synthetic analog molecules of 3-alkylpyridine alkaloids (3-APA). Cytotoxic profiles were
determined by in vitro assay of 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
(MTT) against acute promyelocytic leukemia with PML-RARa(NB4); acute
promyelocytic leukemia with PML-RARo and ATRA-resistant (NB4-R2) and acute
promyelocytic leukemia (HL-60) and PBMC (peripheral blood mononuclear cell).
Assessment of apoptosis, as well as analysis of cell cycle arrest, was performed by flow
cytometry; investigation of the mechanism of action, by analyzing the cell cycle; gene
expression alterations of apoptosis genes (7P353, p21, BAK, Bcl-2, AKT) and oxidative
stress (NOX1, NOX2, NOX4, P47phox) were performed by RT-qPCR. In order to enhance
the investigation on substance interaction, a trivial chemical similarity analysis was
performed by ChEMBL to predict probable targets of the substances. Substances 6,7 were
the most active and selective for NB4 (ICso of 38.81uM and 37.40uM respectively),
substances 1 and 10 were more active for NB4-R2 (ICso of 42.40uM and 41.05uM ) and
substances 1,2,3, and 4 were more cytotoxic for HL60 (ICso of 18.02 uM; 9.90 uM;
25.40uM; and 31.42 pM, respectively). All these molecules induced apoptosis in the cell
lineages tested. With regard to the investigation of the mechanism of action of the
compounds, it was observed that there is a predominance of decreased expression of anti-
apoptosis genes (p21, Bcl-2, and AKT) inducing the cell death process. An attempt at cell
survival by oxidative stress genes was noted by increasing the expression of NOX2 and
p47phox in the NB4 lineage. The increased expression of NOXI and NOX4 in the NB4-
R2 lineage could be related to cell damage. Trivial ChEMBL chemical similarities search
returned ROS1 and PARP1 as possible targets for molecules studied in this work. The
data presented in this work indicate that the 3-alkylpyridine alkaloid analogues are a

potential class of compounds with cytotoxic action (in vitro).

keywords: acute promyelocytic leukemia; new chemotherapic ; analog molecules of 3-

alkylpyridine alkaloids.
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1. INTRODUCAO

Leucemias sao desordens clonais de células sanguineas. Sio comumente classificadas,
de acordo com o curso clinico, como aguda ou crénica, baseado na porcentagem de
blastos ou células leucémicas na medula dssea ou no sangue periférico, sendo
classificadas como mieloide ou linfoide, com base na linhagem predominante das
células malignas (BAGHERI-NESAMI et al., 2016). Tendo em vista que as
classificagdes visam melhor manejo terapé€utico, atencdo especial ¢ dada a leucemia
promielocitica aguda (LPA), que é detectada em aproximadamente 7% das criancas e
15% dos adultos jovens com leucemia mieloide aguda (LMA) de novo, e é rara em
individuos acima de 45 anos. Sem tratamento, sua evolucdo ¢ desfavordvel por causar
sindrome hemorréagica intensa (ERICHSEN, 2009). O processo de leucemizagao envolve,
por meio de alguma modificagdo e/ou mutacdo genética, tanto a multiplicagdo celular
exacerbada quando a resisténcia a apoptose, justificando o acumulo de células notado
nesses pacientes (MEHDIPOUR; SANTORO; MINUCCI, 2015). Por isso, o
desenvolvimento de quimioterdpicos tem interesse em acdes citotoxicas e/ou citostaticas
que induzam a morte celular. Nesse contexto, ndo apenas o desenvolvimento de novos
compostos interessa para a clinica, mas a elucidacao de seus mecanismos também. Apesar
da grande melhoria nas taxas de sobrevida global, os pacientes com LMA ainda sofrem
recaidas e morrem por causa da doenca (GUPTA, et al., 2012). Nessa circunstancia,
andlogos semi-sintéticos de alcaloides do tipo 3-alquilpiridina (3-APA) sdo bons
candidatos para uma atividade antileucémica, uma vez que apresentam atividade pro-
apoptotica, antiangiogénica, antiproliferativa e agdes citotoxicas em linhagens tumorais
humanas (SUZUKI et al., 2017). Baseado nesses desenvolvimentos recentes, neste
estudo, metodologias cléssicas foram aplicadas para avaliar a viabilidade celular, a
inducdo de alteracdes de expressao genética no desencadeamento do processo apoptotico
em linhagens celulares de leucemia promielocitica aguda. Foram selecionadas linhagens
classicas da LPA e linhagens com algum tipo de resisténcia para evidenciar o modo de
acao molecular de andlogos de 3-APA. Além disso, a similaridade quimica foi investigada
para hipotetizar qual provéavel alvo das substancias a fim de elucidar mecanismo de
sinalizagdo envolvidos nos efeitos celulares encontrados. Muitos dos alcaloides da classe

dos 3-APA foram isolados de esponjas marinhas da ordem Haplosclerida. Esses
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compostos sdo caracterizados pela presenca de pelo menos um anel piridinico e uma
cadeia alifatica diversamente funcionalizada ligada ao anel piridinico no carbono da
posicdo 3 (GONCALVES et al., 2014b; ILANGOVAN et al., 2012). Neste trabalho, essas

substancias analogas de 3-APA sdo inéditas nesse contexto da LPA.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leucemia Mieloide Aguda

A leucemia ¢ uma doenga que atinge as células do sangue cuja principal caracteristica é
o acumulo de blastos na medula dssea que substituem as células sanguineas normais. A
estimativa mundial mostra que a leucemia ¢ o décimo tipo de cancer mais incidente entre
todos os canceres (BRAY et al., 2018; FARLEY et al., 2017). No Brasil, a taxa de
incidéncia ¢ de aproximadamente 2,6%, ¢ também se classifica entre os 10 tipos de cancer
mais incidentes. Em relagdo a mortalidade, em 2019, ocorreram no Brasil 7370 6bitos por
leucemia e para o triénio 2023-2025 estima-se 1% de Obitos para esta neoplasia dentre os
704 mil novos casos de cancer previstos anualmente. Nas neoplasias infanto-juvenis, as

leucemias representam 28 % de predominancia (INCA, 2017; INCA 2022).

A incidéncia desses casos diagnosticados e estimados demonstraram a necessidade de
uma boa articulagdo da clinica médica com a pesquisa laboratorial e os procedimentos
terapéuticos corretos. Além de evitar a oneragao do Sistema de saude, uma conduta bem
fundamentada aumentaria a sobrevida dos pacientes acometidos. A classificacdo correta
do tipo e subtipo de leucemia ¢ imprescindivel para o melhor tratamento de cada caso.
No entanto, além das caracteristicas imunofenotipicas, que ja estdo estabelecidas para
orientagdo na clinica médica, muitas outras mutacdes e progndsticos distintos t€ém sido

correlacionados.

Leucemias sao comumente classificadas como aguda ou cronica, baseado na
porcentagem de blastos ou células leucémicas na medula 6ssea ou no sangue; € sao
classificadas como mieloide ou linfoide, com base na linhagem predominante das
células malignas(INCA, 2019). A leucemia mieloide aguda (LMA) ¢ retratada como um
grupo de doencas clonais do tecido hematopoiético com proliferagdo anormal de células
progenitoras da linhagem mieloide (Figura 1), portanto pode acometer as linhagens
granulociticas, monocitica e eritrocitica. A contagem global de leucocitos nas LMAs
geralmente ¢ da ordem de 500 leucocitos/uL, no entanto, pode ultrapassar os 800.000
leucocitos/uL. A LMA ¢ a leucemia aguda mais comum em adultos e também
compreende cerca de 25% das leucemias infantis. Existe o conceito de perfil em “J” nos

graficos de incidéncia para LMA no mundo, com um pico antes dos 5 anos de idade e
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outro pico entre 70 e 74 anos de idade (SHARMA; JANI, 2022). A média de idade
predominante de diagndstico € de 65 anos, acometendo portanto, mais os idosos, sendo o
percentual de cura para esses pacientes de 5 a 15%, enquanto em pacientes com menos
de 60 anos a taxa de cura aumenta para 35 a 40% (DOHNER, 2008; EYTAN M, et al.,
2019; F. LORENZI, 2006; FAILACE, 2009).

Tendo em vista que as classificagdes visam melhor manejo terapéutico, atencao especial
¢ dada ao subtipo Leucemia Promielocitica Aguda (LPA), que ¢ detectada em
aproximadamente 7% das criancas e 15% dos adultos jovens com LMA de novo, e ¢ rara
em individuos acima de 45 anos. Sem tratamento, sua evolugao ¢ desfavoravel por causar
sindrome hemorragica intensa (ERICHSEN, SANTIAGO, 2009). O gene de fusdo nesse
tipo de leucemia resulta na proteina de fusdio PML RARa, devido a uma translocagao
cromossdmica entre cromossomos 15 e 17 t(15;17) e leva aum bloqueio de diferenciagao,
com acumulo de células granulociticas em fase promielocitica na medula dssea e no
sangue periférico. A desintegragdo destas células com a liberagdo de proteinas pro-
coagulantes causa uma coagulopatia grave, e ha risco de vida com a coagulacdo
intravascular disseminada, bem como o risco de fibrindlise primaria (JIMENEZ et al.,

2020; THOMAS, 2019).
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Figura 1-Células progenitora (blasto) comumente vistas nas Leucemias Mieloides Agudas.
Campo da microscopia de LMA. A célula marcada (seta) é exemplo de blastos no campo de uma
LPA, contendo granulagdes “azurdfilas”, cromatina frouxa e nucléolos evidentes. A outra célula
nucleada no campo ¢ um neutro6filo. J4 as células anucleadas e abundantes sdo as hemacias. Fonte:
Atlas of Haematological Cytology [online]. 2016 [cit. 2023-2-05]. www:http://www.leukemia-

cell.org/atlas.

2.2 Diagnostico de LMA

A primeira classificagdo importante sobre leucemias agudas foi publicada pelo grupo
FAB em 1976 (BENNETT et al, 1976). A sigla FAB foi originada pelos paises
envolvidos: Franceses, Americanos e Britanicos (do inglés French-American-British). O
grupo FAB propds a classificagdo da LMA baseados em critérios morfoldgicos e
citoquimicos das células e, com isso, classificou oito subtipos distintos
morfologicamente: LMA MO a M7 (Tabela 1). Subsequentemente, o desenvolvimento
da técnica de imunofenotipagem forneceu uma base mais sélida para o diagndstico das
leucemias agudas. Atualmente, o diagnoéstico e a classificagdo das leucemias agudas
baseiam-se, em grande parte, em técnicas de citomorfologia, imunofenotipagem,

citogenética e biologia molecular e a tendéncia das futuras revisdes dessas classificacdes
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pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS) continuard a se afastar dos descritores
morfoldgicos e se aproximar cada vez mais das etiologias genéticas. Essa transi¢do
ocorre, pois, apesar da classificagdo morfoldgica ser importante no contexto histérico do
diagnostico de leucemias, o avanco das tecnologias acabou demonstrando que essa
técnica ¢ pouco especifica. Ao longo do tempo, foi observada a falta de convergéncia
entre as descobertas das alteragdes genéticas e a classificagdo FAB (OYEKUNLE et al.,
2011; PERCIVAL et al., 2018; SANZ et al., 2019).
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Tabela 1-Sistema FAB: Caracteristicas Morfolégicas e Caracteristicas Citoquimicas
Principais nas Células Predominantes na LMA

Tipos Caracteristicas Morfologicas Caracteristicas Citoquimicas
MO LMA com diferenciagdo minima MPO-; SBB-; esterases-.
M1 LMA sem maturagao; MPO/SBB+ em > 3% das células
Blastos representam mais de 90% das células
nucleadas da MO
M2 LMA com maturagio; MPO+; SBB+

Blastos >30% e <90% das células nucleadas da MO
Componente monocitico

M3 Leucemia promielocitica aguda; MPO-++; SBB++
Predominio de promieldcitos anormais

M4  Leucemia mielomonocitica aguda; MPO+; SBB+; esterase inespecificat
Blastos >30% e <90% das células. Componente com inibigdo pelo NaF; ANAE+
monocitico> 20%
e <0% nao eritroides

M5 Leucemia monocitica aguda; MPO-; esterase++
Componente monocitico >80% das células ndo
eritroides

M6 Leucemia eritroide aguda; MPO-; SBB-; ANAE++

Eritroblastos >50% das células nucleadas da MO;
Blastos >30% das células ndo eritroides

M7 Leucemia megacariocitica aguda; MPO-; SBB-; ANAE+ na zona de Golgi
Megacariblastos >30% das células nucleadas da
MO;(por método imunoldgico ou ultra estrutural)

LMA: Leucemia Mieloide Aguda; MPO: mieloperoxidase; SBB: suddo negro B (Sudan black B),
MO: medula ossea ;ANAE: alfa-naftil acetatoesterase; NaF: fluoreto de sodio, (+): positivo, (-):
negativo. (C. DA SILVA, 2006; ERICHSEN, SANTIAGO, 2009; F. LORENZI, 2006)

De uma maneira geral, o diagndstico clinico de LMA requer a presenca de >20% de
blastos na medula dssea, e caracterizagdo imunofenotipica de células mieloide jovens com
predominio de moléculas de superficie como CD13, CD33, CD123, CD45, CD34, CD38,
CD64, MPO entre outros (FANG et al., 2022; PRADA-ARISMENDY; ARROYAVE;
ROTHLISBERGER, 2017). Em certos casos, a presen¢a de anormalidades citogenéticas
recorrentes, como as translocagdes caracteristicas (8; 21 ou 15;17) definem LMA mesmo
em uma contagem de blastos mais baixa (SANZ et al., 2019).

A 5% edicdo da Classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude de Tumores
Hematolinféides: Mieldides e Histiociticos/Neoplasias Dendriticas, em 2022, enfatiza
uma base genética para definir doencas substituindo cada dia mais as andlises
morfoldgicas. Mas nessa edicdo, os especiaslistas mantiveram os requisitos de

classificagdo para LPA, dentre as chamadas “Leucemia mieloide aguda com
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anormalidades genéticas definidoras”. A LPA, ¢ definida pela presenga do gene de fusdo
PML-RARa. Notadamente, ha outras translocagdes que se comportam fenotipicamente
como PML-RARa , chamadas de PML-RARao-Like, por isso, a orientacao de buscar o gene

de fusdo e ndo apenas a translocagao cromossomica (KHOURY et al., 2022).

Pode-se avaliar, de uma maneira geral, as principais alteracdes moleculares nas LMA de
acordo com a anormalidade que causam nas células: alteragdes relacionadas ao bloqueio
da diferenciagdo, com destaque para proteina de fusdo PML-RARa, resultado de
translocagdes entre cromossomos 15 e 17; auto renovagado limitada; proliferacao celular
aumentada; resisténcia a apoptose, em especial alteragdes no gene 7TP53; instabilidade
genética e instabilidade epigenética. Percebe-se, portanto, que o processo de
leucemizacao envolve, por meio de alguma modificacdo e/ou mutacdo genética, tanto a
multiplicagdo celular exacerbada quando a resisténcia a apoptose, justificando o acimulo
de células notado nesses pacientes (KORSOS; MILLER, 2022; MEHDIPOUR;
SANTORO; MINUCCI, 2015). Por isso, o desenvolvimento de quimioterapicos tem

tanto interesse em agoes citotoxicas e/ou citostaticas que induzam a morte celular.
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2.3 Morte Celular

A morte celular pode ocorrer de varias formas em resposta a diferentes estresses. A
observagao cientifica da morte celular regulada (MCR) historicamente comegou em 1842
quando Karl Vogt notou células morrendo em sapos. No entanto, o aumento na pesquisa
de MCR s6 comecou quando John Kerr et al. (1972) trouxeram o termo “Apoptose” em
1972. Nessa ocasido, a apoptose ficou definida como uma forma de Morte Celular
Programada (MCP) com mudangas morfologicas que diferem da necrose (KERR, et al,
1972). A apoptose e sua desregulacdo estdo subjacentes a varios processos patologicos e
fisiologicos, incluindo homeostase celular, remodelacdo do tecido e tumorigénese

(SINGH, 2019).

Atualmente sdo conhecidos varios tipos de MCP que sdo diferenciadas com base em suas
caracteristicas moleculares. MCP pode ser classificada em varios subtipos, alguns ja com
relacdo fisioldgica claramente descrita, como, a apoptose, necrose, necroptose € morte
celular dependente de autofagia, enquanto outros, como ferroptose e piropotose sdo
menos bem estudados e estdo associados as respostas celulares as toxinas especificas que

ndo refletem fisiologia normal (TANG et al., 2019).

2.3.1 Necrose

A necrose celular ou morte celular necrotica engloba uma ampla variedade de processos
de morte celular com um denominador comum: a perda da integridade da membrana
plasmatica seguida de vazamento citoplasmatico. A necrose pode ocorrer simplesmente
como consequéncia de um dano tdo extenso que a integridade da célula € interrompida -
por exemplo, em alta temperatura, apos o congelamento-descongelamento ou sob estresse
mecanico. Nesses casos, a morte celular ¢ passiva e ndo requer a ativagdo de nenhuma
via de sinalizacdo especifica. No entanto, a morte celular necrdtica nem sempre ¢ um
processo acidental ou passivo e também pode ser o resultado de uma cascata de
sinalizacdo direcionada como ¢ o caso da necroptose. (GREEN; LLAMBI, 2015) A
necrose acontece em situagdes de estresse intenso, no qual envolve um processo de
destrui¢do desregulada, resultado de uma catastrofe bioenergética, incompativel com a
sobrevivéncia celular. Morfologicamente ¢ caracterizada pela presenca de vactiolos no
citoplasma, pela perda da integridade da membrana plasmatica, pelo aumento do volume

celular e por indugdo de inflamagao nos tecidos vizinhos, em decorréncia da liberagao do
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conteudo celular e de moléculas inflamatérias (TUMMERS; GREEN, 2017; MASGRAS
et al., 2017)(Figura 2).

2.3.2 Apoptose

A apoptose ¢ caracterizada pelo formato celular redondo preservado, condensagao
nuclear ¢ entdo formacdo de bolhas na membrana celular culminando com formagao de
corpos apoptoticos que serdo fagocitados. Na apoptose, destaca-se ativagdo da via das
caspases, fragmentacdo do DNA e exposi¢do da membrana celular com fosfatidilserina.
Sdo importantes reguladores da apoptose, a via das caspases, familia de genes
antiapoptoticos BCL-2 e pro-apoptoticos TP53 (SINGH, 2019). A apoptose pode ocorrer
por quatro vias distintas, sendo duas na intrinseca ¢ duas na extrinseca.
A apoptose intrinseca ¢ uma forma de MCP iniciada por uma variedade de perturbacdes
microambientais, incluindo (mas ndo se limitando a) retirada do fator de crescimento,
dano ao DNA, estresse do reticulo endoplasmatico (ER), sobrecarga de espécies reativas
de oxigénio (ROS), estresse de replicacdo, alteragdes microtubulares ou defeitos
mitoticos (ROOS; THOMAS; KAINA, 2016). A etapa critica para a apoptose intrinseca
¢ irreversivel: a permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial. No entanto, esse
processo ¢ controlado por membros pro-apoptoticos e antiapoptdticos da familia de
proteinas BCL2. Em resposta a estimulos apoptoticos, a permeabilizacdo da membrana ¢
associada a um regulador de apoptose, o gene BAK que esta entre os inicos membros da
familia BCL2 caracterizados até agora em células de mamiferos por sua capacidade de
formar poros através da membrana mitocondrial externa. Essa alteragdo promove
diretamente a liberagdo citosolica de fatores apoptdticos que normalmente residem no
espaco intermembranar mitocondrial. Dentre as interagdes consequentes, a ativacdo da
caspase 9 pode catalisar a ativacdo proteolitica de caspases 3 e 7, que sdo amplamente
percebidas como as enzimas responsaveis pela demolicao celular durante a apoptose em
células de mamiferos e, portanto, sdo comumente conhecidas como caspases executoras

(GALLUZZI et al., 2018) (Figura 2).

A apoptose extrinseca ¢ uma modalidade de MCP iniciada por perturbacdes do
microambiente extracelular, sendo principalmente conduzida por receptores da
membrana plasmatica. Apds esse estagio inicial de indugdo do processo por um receptor
de superficie, ocorre ativacdao das caspases iniciadoras, sendo a mais importante na via

extrinseca a caspase 8. A caspase 8 (caspase iniciadora), por sua vez, ativa as caspases
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executoras (3, 6 e 7), que ativam as endonucleases que fragmentardo o DNA (SINGH,

2019).

2.3.3 Necroptose

A necroptose ¢ caracterizada pelo inchago celular com ruptura da membrana plasmatica
e moderada condensagdo da cromatina. Neste mecanismo, ocorre a formacdo de

necromossoma no citosol (WEINLICH et al., 2017)(Figura 2).

A necroptose ¢ independente da caspase e controlada por RIPK1(Proteina quinase 1 de
interagdo com receptor), RIPK3(Proteina quinase 3 de interagdo com receptor) e MLKL
(tipo de dominio quinase de linhagem mista). Anteriormente, a necrose era considerada
um processo aleatdrio e passivo que nao exigia eventos moleculares especificos. No
entanto, um tipo regulado de necrose (chamada necroptose) foi recentemente descoberto
por meio da identificacdo de inibidores quimicos da morte celular necrotica
(necrostatinas), o que ressalta sua natureza regulada. A RIPK1 ¢ um regulador critico da
necroptose, ja a RIPK3 atua como um mediador intermedidrio na cascata de RIPK1, e
dominio da quinase semelhante ao de linhagem mista (MLKL) ¢ considerada o fator-
chave na execucdo da necroptose. Outra caracteristica importante das células
necroptoticas € a liberagdo de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e
citocinas/quimiocinas devido a permeabilizagdo da membrana plasmatica, que pode
posteriormente desencadear uma inflamagao robusta e uma resposta imune. Em contraste,
as células apoptoticas e/ou corpos apoptdticos sdo engolfados e entdo dissolvidos por
meio de fagocitose por células apresentadoras de antigeno (APCs) ou por células vizinhas,
que normalmente nao induzem uma forte resposta imune. Na necroptose cléssica, os
necrossomas sao formados por meio do modelo de ativagdo RIPK1-RIPK3 por meio do
dominio RHIM (dominio respectivo de interacdo homotipica). A fosforilagdo de RIPK1
e RIPK3 no dominio quinase induz interacdes mediadas por RHIM, que resultam na
formagdo de complexos de sinalizagdo filamentosos semelhantes a amiloide e culminam
com necroptose. Além de RIPK1/3, outras proteinas, como TRIF (interferon-f§ indutor de
adaptador contendo dominio TIR); também conhecido como TICAMI, molécula
adaptadora contendo dominio TIR 1), DAI (ativador de DNA de interferon; também
conhecido como ZBP1, Proteina de ligacdo de Z-DNA 1) e ICP6 (subunidade grande da

ribonucleotideo redutase viral) também tém dominios RHIM. Essas proteinas contendo o
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dominio RHIM podem funcionar como uma plataforma que permite a oligomerizagao,
autofosforilacdo e ativacao de RIPK3 por meio de um mecanismo independente de RIPK 1
que frequentemente envolve uma interagdo RHIM-RHIM. Apds a estabilizagdo do
complexo RIPKI1-RIPK3, MLKL ¢ recrutado para formar um necrossomo funcional.
Normalmente, MLKL permanece inativo como um mondémero no citosol. Uma vez que
o necrossomo se¢ forma, o RIPK3 ativado recruta e fosforila o MLKL na cascata de
reagoes, o que resulta em uma mudanca conformacional aberta de MLKL e exposi¢do de
seu dominio de feixe helicoidal. A desestabilizagdo da estrutura promove a
oligomerizagdo de MLKL, resultando na translocagdo do oligdmero de MLKL do citosol
para as membranas plasmaticas (bem como para as membranas intracelulares), onde
compromete a integridade da membrana para promover a morte necroptdtica. Os
oligobmeros de MLKL também tém como alvo a membrana mitocondrial e induzir
alteracdo da transi¢do da permeabilidade mitocondrial, que pode subsequentemente
causar ruptura mitocondrial. A ruptura mitocondrial induz a deplecdo de trifosfato de
adenosina (ATP) e a producdo excessiva de ROS para contribuir para a morte celular.
ROS sdo importantes efetores durante a morte celular necroptotica e podem matar células
em um ciclo de feedback positivo. Embora tenhamos listado varios mecanismos de
execug¢do na cascata dos necrossomas, o processo de morte celular necroptotica completa
ainda precisa ser elucidado (KLIONSKY et al., 2016; WU; DONG; SHENG, 2020;
ZHANG et al., 2017).

Diferentes linhagens de células cancerosas variam em termos de sua sensibilidade a
necroptose devido a diferentes ambientes, como a disponibilidade de oxigénio ou
nutrientes. Por exemplo, as células do carcinoma colorretal humano sdo mais sensiveis a
necroptose sob as circunstancias de hipdxia ou na auséncia de glicose em comparagao
com aquelas na presenga de oxigénio ou glicose abundantes, possivelmente por causa da
eliminacdo do piruvato de radicais livres mitocondriais. Além disso, o nivel de expressdo
de RIPK3 ¢ fundamental para induzir a necroptose. Numerosas linhagens de células de
cancer, como a linhagem de células de adenocarcinoma de mama humano MCF-7, a linha
de células renais humanas HEK293 e a linhagem de células de adenocarcinoma de colo
humano HeLa, sdo inadequadas para terapia baseada em necroptose devido ao baixo nivel
de expressdao de RIPK3. Portanto, a quimioterapia baseada em necroptose so € eficaz em

linhagens de células tumorais limitadas (HUANG et al., 2018).
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Necrose

Figura 2-Exemplo de caracteristicas microscopicas eletronicas de diferentes tipos de morte
celular. (a) Uma célula viavel com grandes goticulas de lipidios, organelas de células normais,
bem como plasma intacto e membranas nucleares. (b) Célula apoptotica mostrando encolhimento
nuclear, condensag@o da cromatina (triangulo) e formagdo de corpo apoptotico (seta). (¢) Célula
necroptotica mostrando nucleo inchado (seta), volume celular aumentado, membrana celular
rompida integridade e organelas inchadas (tridngulo). (d) Célula necrética mostrando sinais de
nucleo rompido e membrana plasmatica, perda de contetido intracelular (seta) e organelas
rompidas (triangulo). A barra de escala ¢ 2 u m (TTAN et al., 2016).

2.3.4 Piroptose

A piroptose pode ser identificada por inchago citoplasmatico, ruptura da membrana por
indugdo da formacdo de poros, e formagcdo de bolhas na membrana com moderada

condensacdo da cromatina) (FINK; COOKSON, 2005) (Figura 3).
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Figura 3-Imagem de piroptose por microscopia confocal com lapso de tempo. A piroptose
foi induzida em células THP-1- diferenciadas com Lipopolissacarideo bruto. Linha superior;
imagens de fluorescéncia representando a formagao do piroptossoma citoplasmatico. Linha
inferior; ruptura da membrana plasmatica foi observada rapidamente (seta preta) (Adaptada de
(LABBE, 2011).

A piroptose ¢, portanto, um tipo litico e inflamatdrio de morte celular regulada que requer
proteinas gasdermina que danificam a membrana, caracterizada pelo inchaco e lise das
c€lulas e liberagdo de muitos fatores pro-inflamatdrios. Os complexos citoplasmaticos
que direcionam a resposta inflamatéria, a familia da caspase e da gasdermina
desempenham papéis importantes na piroptose. A piroptose, suas vias de sinalizagdo
associadas e¢ a liberagdo de varios mediadores inflamatorios estdo intimamente
relacionadas a tumorigé€nese e resisténcia aos medicamentos quimioterapicos. A piroptose
pode ser induzida por meio das vias inflamatorias que ativam a caspase-1. Na piroptose
candnica, uma gama de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) ou
DAMPs, incluindo peptidoglicanos bacterianos, ATP, RNA viral e o nivel elevado de
ROS, ativam os complexos citoplasmaticos que direcionam a resposta inflamatoria. A
caspase-1 ativada ¢ entdo capaz de levar a maturacdo e secregdo de IL-1P e IL-18. Ao
mesmo tempo, a caspase-1 ativada também cliva a gasdermina D em dois fragmentos: o
dominio N-terminal e o0 dominio C-terminal. O fragmento N-terminal se transloca para o

folheto interno da membrana plasmatica e forma poros de membrana com um diametro
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interno de 10-15nm. Os poros da membrana promovem ainda mais a descarga de fatores
inflamatoérios, edema celular, ruptura da membrana e, eventualmente, levam a piroptose

(WANG, YAN YANG; LIU; ZHAO, 2019).

A tumorigénese esta relacionada a varios fatores, incluindo a atividade de proto e
antioncogenes, microambiente imunologico, estresse oxidativo e inflamagdo cronica. A
exposicao de longo prazo de tecidos e/ou células ao ambiente inflamatério aumenta o
risco de cancer. A ativacdo da piroptose leva a liberagao dos mediadores inflamatorios
IL-1 e IL-18, que poderiam promover a ocorréncia de cancer de varias maneiras. Estudos
mostraram que camundongos sem complexos citoplasmaticos que direcionam a resposta
inflamatoéria ativos sao mais sensiveis ao cancer de colon associado a colite induzido por
azoximetano / dextrano sulfato de s6dio do que os camundongos controle. Esses estudos
indicaram que a piroptose pode desempenhar um papel duplo na promocao e inibigdo do
crescimento de células tumorais em diferentes células tumorais. No entanto, o mecanismo
especifico da piroptose e sua relacdio na tumorigénese merecem um estudo mais

aprofundado (XIA et al., 2019).

2.3.5 Ferroptose

A ferroptose ¢ determinada por alteracdes mitocondriais que levam a ruptura de sua
membrana. Nesse evento celular percebe-se acumulo de ferro e peroxidacao lipidica

(BATTAGLIA et al., 2020)(Figura 4).

A ferroptose € definida por trés marcas essenciais: oxidagao de fosfolipidios de membrana
contendo acidos graxos poli-insaturados; disponibilidade de ferro redox ativo; e perda da
capacidade de reparo do hidroperdxido lipidico. A fungdo fisiologica da ferroptose, bem
como seu envolvimento em vérias doencas humanas, como lesdo de 6rgao isquémico,
neurodegeneracao e cancer, tem sido investigada. Ao contrario das outras mortes
celulares programadas, a ferroptose parece mais uma “sabotagem” celular do que um
mecanismo proativo de “suicidio”. Enquanto a via do "suicidio" (ou seja, apoptose,
necroptose e piroptose) € ativamente desencadeada por um mecanismo molecular pro-
morte dedicado, o mecanismo de "sabotagem" ocorre quando a inativagdo ou
hiperativagao de processos fisiologicos causa um desequilibrio metabolico letal com um

envolvimento até agora indefinido de proteinas pro-morte. Durante a ferroptose, as
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células sdo ‘“sabotadas” por seu proprio metabolismo continuo. No cancer, esse
desequilibrio metabdlico promove a remocdo de células tumorais, sugerindo que a
ferroptose ¢ um tipo de resposta adaptativa que exerce uma fungdo supressora de tumor.
Nesta perspectiva, a modulacdo da ferroptose pode representar uma abordagem
terapéutica potencial para as chamadas células cancerigenas "persistentes", resistentes a

quimioterapia padrdo ou terapias direcionadas a moléculas.

Figura 4-Exemplo de células em ferroptose. Alteragdes mitocondriais sdo sinais classicos da
ferroptose (Nas pontas de setas vermelhas: mitocondrias encolhidas; pontas de flechas brancas:
cristas reduzidas / desaparecendo; e nas pontas de flechas pretas: ruptura da membrana externa.
(DIXON et al., 2012).
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2.3.6 Autofagia

Na autofagia, ha uma vacuolizagdo autofagica e aumento do fluxo lisossomal causando
morte celular e reciclagem dos nutrientes intracelularmente (KROEMER; MARINO;
LEVINE, 2010).

A autofagia ¢ uma via vesicular através da qual os componentes celulares sao
sequestrados em uma vesicula de membrana dupla chamada autofagossomo e, em
seguida, entregue aos lisossomas para degradacao. A autofagia ¢ induzida em resposta a
uma variedade de estresses intrinsecos e ambientais, incluindo nutrientes e condig¢des
limitantes de energia, estresse do reticulo endoplasmatico e niveis de ROS. Evidéncias
indicam que os blastos de LMA primarios mostram niveis baixos de genes de autofagia
em comparacao com células ndo leucémicas ou em diferenciagdo na LMA. Durante a
autofagia, varios materiais intracelulares, incluindo agregados de proteinas e organelas
danificadas, s3o sequestrados dentro de vesiculas de membrana dupla (chamadas
autofagossomos) e, em seguida, entregues ao lisossoma para degradacdo e reciclagem. A
autofagia € orquestrada por um conjunto de genes relacionados a autofagia que estao sob
o controle de varias vias de sinalizac¢do, incluindo o alvo da rapamicina em mamifero
(mTOR) e eixos da proteina quinase ativada por AMP (AMPK). O processo de autofagia
ocorre por meio de um processo de varias etapas envolvendo inicia¢do, alongamento e
maturacdo. A etapa de iniciacdo ¢ a formagao da membrana de iniciagdo ou fagoéforo que
requer a assisténcia de dois complexos, o unc-51 como autofagia ativando quinase 1
(ULK1) / proteina de interagdao da familia de quinase de adesao focal de 200 kD (Fip200)
e o complexo de classe II fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/BECN 1. Isso resulta na
geracdo de fosfato de fosfatidil inositol 3, que subsequentemente se liga a proteina de
repeticdo WD interagindo com os efetores de proteinas de fosfoinositideos (WIPI),
permitindo o recrutamento de varios complexos de multiproteinas. Esta etapa ¢
fundamental para a expansdo e fechamento da membrana autofagossomica. A ultima
etapa ¢ a degradacdo do conteudo do autofagossomo pelas hidrolases acidas lisossomais
apos a fusdo autofagossomo-lisossoma, que permite a produgdo de energia e reciclagem
de biomateriais (por exemplo, aminoacidos, d4cidos graxos livres e

monossacarideos)(MOOSAVI; DJAVAHERI-MERGNY, 2019a) (Figura 5).



Figura 5-Sinais de autofagia celular. Diferentes vacuolos autofagicos observados apds fratura
por congelamento em células de osteossarcoma cultivadas apos tratamento com o indutor de
autofagia. (A) Autofagossomo inicial delimitado por uma membrana dupla. (B) Monocamada
interna de uma membrana autofagossdmica privada de particulas de proteina. (C) Auto lisossomo
delimitado por uma unica membrana rica em particulas de proteina. Na por¢ao capturada (a
direita), o perfil da membrana unica e o material digerido interno sao facilmente visiveis
(KLIONSKY et al., 2016).

Na verdade, no percurso do dano celular, varias vias de sinalizagdo sdo recrutadas, seja
para sobrevivéncia, seja para a morte celular. O equilibrio desses fatores € que resultardo
em apoptose ou sobrevivéncia celular. Por exemplo, hd ativagcdo de genes como AKT e
Bcl-2 para sobrevivéncia celular enquanto genes como 7P53, p21 e BAK atuam no sentido
da morte celular nas LMAs (GREEN; LLAMBI, 2015). Além disso, apesar de varios
trabalhos descreverem morte celular como eventos independentes, alguns estudos
sugerem que exista, na verdade, a natureza da sobreposicdo dos processos no evento da
morte celular. Multiplos tipos de morte, e vérias vias de sinalizagdo podem ser observados
simultaneamente em cultura de células expostas aos mesmos estimulos
(ANKARCRONA et al., 1995; KORNBLAU et al., 2006; TANG et al., 2019). Nesse
contexto, ndo apenas desenvolvimento de novos compostos interessam para clinica, mas
a elucidacdo de seus mecanismos também, como compreender o nivel de dano celular
e/ou genético que causam para resultar no evento citostatico ou citotoxico desejado. No
contexto das alteracdes em células leucémicas, dois processos ganham especial atengdo
por conterem maiores elucidacdes: a apoptose, com mecanismo de programacao de morte

celular e a necrose.
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2.4 Ciclo Celular

O ciclo celular ¢ um processo que leva a divisdo celular. Ele desempenha um papel critico
no crescimento, desenvolvimento e regeneragao de tecidos de organismos multicelulares.
O ciclo de divisao celular ¢ um evento sequencial no qual uma série de etapas
precisamente orquestradas ocorrem. O ciclo celular ¢ dividido nas fases GO/ G1, S, G2 ¢
M (mitose). Durante essas quatro fases principais, as células saem de um estado
quiescente (G0) mediante estimulos de fatores de crescimento, entrando em um estado
ativo (G1); as células entdo progridem para a fase S, na qual ocorre a sintese para
duplicacdo de DNA; apo6s as fases G1 / S estdo as fases G2 e M, dentro dos quais eventos
mitoticos ocorrem. Ha duas fases mais criticas: a fase S, em que a célula replica o seu
DNA, ¢ a fase M, onde se divide em duas células descendentes (mitose). Apos a divisdo,
as células descendentes geralmente entram novamente no ciclo celular e retornam a fase

Gl. (MURA et al., 2019).

Para promover a progressao do ciclo celular, as ciclinas se agrupam sequencialmente e
ativam uma familia de proteinas quinases serina-treonina, CDKs. CDK4 e CDK6 formam
complexos com ciclinas do tipo D e funcionam na fase G1 em resposta a fatores de
crescimento. CDK2 em complexo com ciclina E ou ciclina A2 ¢é essencial para a transi¢cao
G1 /S e replicagdo de DNA, enquanto a ciclina B1 / CDK1 promove a transi¢ao de fase
G2 / M. As ciclinas e suas cinases parceiras CDK4 / 6 tém propriedades proto-
oncogénicas e sua atividade ¢ cuidadosamente regulada em varios niveis, incluindo o
controle negativo por duas familias de inibidores de CDK. Enquanto as proteinas membro
da familia INK4 (p16, p15, p18, p19) interagem especificamente com CDK4 e CDK®6, os
inibidores p21, p27 e p57 inibem um espectro mais amplo de CDKs. A ligagdo das
ciclinas aos CDKs leva a fosforilagdo da proteina supressora de tumor, a proteina
retinoblastoma (pRb). O pRb controla o progresso da fase Gl para a fase S. A
hiperfosforilacdo de pRb comega no final do G1 e permanece alta até o final da fase M.
A entrada na mitose ¢ determinada pela atividade do complexo ciclina B/ Cdkl1, que ¢
fortemente regulado por seu status de fosforilacdo. As fosfatases Cdc25B e Cdc25C que
pertencem a familia de proteinas do ciclo de divisdao celular 25 (Cdc25) sdo entdo
ativadas. Cdc25B e Cdc25C desfosforila o complexo CDK1 / ciclina B removendo as

fosforilagdes inibitérias em CDKI1, o que leva ao inicio da mitose. A inativacdo, por sua
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vez, se da por fosforilagdes por inibidores de quinase ativadora de CDK (CAK)

(JOHANSSON; PERSSON, 2012; ROOS; THOMAS; KAINA, 2016).

A proteina p53 tem papel importante no ciclo celular. Em muitas células, a resposta inicial
mediada por p53 ao dano agudo do DNA ¢ a indugao da parada transitoria do ciclo celular
na fase G1, que permite a detec¢do e reparo do dano ao DNA antes da replicagdo do

genoma na fase S e subsequente divisao celular (AUBREY; STRASSER; KELLY, 2016).

Acredita-se que o mediador chave da parada do ciclo celular G1 induzida por p53 seja
p21, que, portanto, contribui para a supressio do tumor mediada por p53.
Isso apoia a noc¢do de que a instabilidade gendmica ¢ o principal impulsionador do
desenvolvimento do cancer na auséncia ou mutacdo da proteina p53. A p21 por sua vez,
tem papel dual, pois revisdes recentes apontam que p21 ndo estd atuando apenas como
um supressor de tumor, ao atuar como um inibidor do ciclo celular, indutor de senescéncia
e supressor de tumor, mas também como um oncogene dependendo do contexto celular.
Foi proposto um modelo no qual o equilibrio entre a expressao de p21 e o dano ao DNA
¢ crucial para a decisdo entre o reparo do DNA ou a inducio da apoptose. Baixo dano ao
DNA tende a provocar uma inibicao da apoptose dependente de p21, permitindo o reparo
do DNA, enquanto o dano grave ao DNA causa a indug@o de apoptose, provavelmente
por meio da clivagem de p21 por caspase-3 (KREIS; LOUWEN; YUAN, 2019b) (Figura
6).
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Figura 6-Regulacio do ciclo celular. Interacdo de ciclinas e outras proteinas de controle da
progressao da divisdo celular. A fase GO depende de fatores de crescimento e outros estimulos
para entrar na fase G1, importante para conduzir a fase S, na qual ocorre a sintese e duplicagido
do DNA. Em G2 ha uma verificacao da qualidade da duplicagdo do DNA para prosseguir a fase
M, onde ocorre a divisao celular propriamente dita. (Adaptado de (JOHANSSON; PERSSON,
2012)

2.4.1 O evento patognomonico

Muitos processos celulares atuam como mecanismos de defesa que impedem a
perpetuacdo da transformagao celular, sendo a morte celular programada por senescéncia
um exemplo. A proteina PML ¢ sensivel a essa sinalizagdo de estresse celular sendo
recrutada pela via de sinalizacdo da p53, no entanto, células com funcdo PML
comprometida, como na LPA, demonstram resisténcia ao processo de senescéncia e
apoptose mesmo em um evento de ativagdo de p53. (AUBREY; STRASSER; KELLY,
2016)

A proteina quimérica PML-RARa mantém o bloqueio aos dominios de ligacao ao RAR,
sendo assim considerada o evento oncogénico critico que leva a patologia da LPA. Dois
mecanismos principais sdo propostos: promover resisténcia a apoptose e interromper a
transcricdao de alvos do RAR, como a diferenciagdo celular epigenética. A proteina p53
j& tem sua importancia no ciclo celular muito bem caracterizada. Fundamentalmente, essa
proteina causa a parada do ciclo celular por meio da sinalizagdo de dano celular,

interrompendo a mitose na célula da fase G1 para reparo celular antes da fase S e divisao
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celular. Notavelmente, o ciclo celular em G2/M ¢ verificado novamente pela p53, pois
nesta fase a replicacdo do DNA j4 est4 concluida e as células estdo prontas para a divisao
celular, mas se for notada, a falta de reparo celular a celula pode ser induzida a apoptose.
Esse mecanismo elucida a nogao de como as instabilidades gendmicas sdo eventos chave
para a tumorigénese ao interferir no mecanismo de a¢do da p53, seja por uma mutagdo na
propria proteina ou nos complexos que ela recruta, como os que contém PML. Em relacdo
a LPA, o complexo PML-RAR« interage com o mecanismo da p53 e tem agao negativa
dominante na transcri¢ao, inibindo a ativagao por ligantes fisiologicos, causando parada
na maturagdo no estagio de promielocito. (KREIS; LOUWEN; YUAN, 2019a;
NOGUERA et al., 2019)

Apesar da compreensdo da atuacdo da PML-RARa, a LPA parece ser causada pela
associacao de fatores genéticos, e ndo apenas por um Unico evento de mutagdo. Um
exemplo disso é o desenvolvimento de LPA impulsionado por PML-RARo em tumores
murinos que requerem eventos oncogénicos secundarios, como tumor de Wilms 1 (WT1),
KRAS(Homologo do oncogene viral do sarcoma do rato de Kirsten),mutacbes NRAS
(homélogo do oncogene viral RAS do neuroblastoma) e ativacdo de tirosina quinase 3
semelhante a FMS(FLT3) (MOOSAVI; DJAVAHERI-MERGNY, 2019b).

2.5 Tratamento de Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

O tratamento da LMA no Sistema Unico de Saude brasileiro ocorre em duas fases, a
inducdo da remissdo e a consolida¢do da remissdo, que interferem com a divisao celular,
seja por mecanismos intercalantes ao material genético, seja por causar alteragdes
significativas o suficiente para as células entrarem em apoptose. Geralmente, sdo
utilizados para pacientes pediatricos, os farmacos antraciclina, citarabina, e etoposido na
primeira fase e daunorrubicina ou idarrubicina, associado a citrabina para segunda fase.
Para pacientes adultos, a terapia de inducdo consiste em trés dias de antraciclina (ou
daunorrubicina ou idarrubinia ou mitoxantrona) e sete dias de citosina arabinosidio
(protocolo “7 + 37). Ja a terapia de consolidagdo que tem o objetivo de retardar ou
prevenir a recidiva do paciente jovem, tem-se preconizado a terapia pos-remissao, que
consiste em ciclos repetitivos (pelo menos trés ciclos) de citosina arabinosidio em altas
doses (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). O padrio do tratamento, tanto para adultos

como criangas com LPA, ¢ considerado ser a indu¢do concomitante com ATRA e
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quimioterapia baseada em antraciclinas (por exemplo: idarrubicina/mitoxantrona ou
danorrubicina). Esta conduta terapéutica resultou na primeira remissao completa em mais
de 90% dos casos e sobrevida livre de doenga em cinco anos de aproximadamente 80%
(HU, 2011). A ligagdo de ATRA induz mudangas conformacionais que causam a
dissociacdo de correpressores ¢ a indugdo da ativacdo transcricional de genes em
disfun¢do pela formagdo da proteina de fusdo PML-Rara, reativando a diferenciagdo
celular. O mecanismo de acao pioneiro do do ATRA esté relacionado a sua capacidade
de ligacdo ao receptor que direciona as células para a diferenciagdo, removendo-as do
estagio de promielocito. Outro importante tratamento complementar ao ATRA ¢ o uso
de ATO (Trioxido de Arsénio), que por sua vez, ativa cascatas de apoptose ou
diferenciagdo parcial das células. Portanto, a combinacdo de ATRA/ATO tem sido
largamente utilizada no contexto da LPA. Elucidacdes em modelos animais e exames de
medula 6ssea de pacientes com LPA demonstraram que altas concentragcdes de ATO
induzema apoptose ativando os mecanismos via mitocondria. Por outro lado, em baixas
concentragdes, 0 ATO promoveu diferenciacdo. Ao longo dos anos, a atividade pro-
apoptdtica do ATO tem sido investigada a nivel molecular e seu impacto em genes e
proteinas tem sido descrito. Avaliado criticamente, o ATO ndo ativa a transcri¢do
dependente de RAR, embora possa induzir a sindrome de diferenciagdo em pacientes com
LPA. Pesquisas subsequentes mostraram que a eficacia da terapia com ATO ¢ devido ao
seu efeito na porcdo PML da proteina de fusdo PML-RARa. A ligagdo de ATO ao
componente PML via dois residuos de cisteina induz sua oxidagao e a formagao de uma
ligacao dissulfeto. Na etapa final, o ATO faz a mediagdo do recrutamento do proteassoma
11S, um processo essencial para a degradagdo de PML e proteinas PML-RARa
(RABELLINO; SCAGLIONI, 2013; STAHL; TALLMAN, 2019a) (Figura 7).



39

Legend
[Co-R | Co-repressors

0 Co-activators

transcriptional
activation

Nucleus '

Figura 7-Correpressores de ligacao e dissociacdo de ATRA e ATO levando a diferenciacao
celular. A Terapia alvo de LPA desativa o complexo de repressdo causado pela proteina PML-
RARa e retoma a transcricao genética para diferenciacdo celular. Isso leva as células de volta a
capacidade de responder a morte celular provocada pelos mecanismos da quimioterapia.
degradation: degradac¢do;, Co-repressors: correpressores, co-activators. coativadores;
granulocitic differentiation: diferenciagdo dos granulocitos, transcriptional activation: ativagdo
da transcrigdo,; nucleus:nucleo. Fonte: (DE ALMEIDA; EVANGELISTA; SABINO, 2023)
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Por sua vez, a diferenciacdo celular em pacientes com global de leucocitos elevada leva
a Sindrome de Diferenciacdao (SD). Essa sindrome ocorre entre 50% dos pacientes com
LPA tratados com ATRA, dentro de 2 a 21 dias apds o inicio do tratamento (WATTS;
TALLMAN, 2014). Patogénese da SD ndo foi bem definida; a hipotese derivada de
pesquisas em cultura primaria e utilizando linhagens celulares sugere uma resposta
inflamatoéria sistémica impulsionada pela liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, com
dano endotelial, extravasamento capilar e alteragdes na expressao de moléculas de adesao
celular levando a infiltragao tecidual por células leucémicas e oclusdo da microcirculagao.
(LABELLA et al., 2022; STAHL; TALLMAN, 2019).

Aqui a terapé€utica esbarra em um novo desafio, o principal quimioterdpico especifico
torna-se fator de diminui¢ao de sobrevida desses pacientes e a interrupg¢ao do tratamento
com ATRA ¢ obrigatoria. Assim, nessa necessidade de diminui¢do de celularidade,
moléculas citotoxicas mais especificas se tornam cada vez mais necessarias. Além disso,
foi relatado que cerca de 20% dos pacientes tiveram recidiva apés ATRA e regimes de

quimioterapia (THOMAS, 2019).

Além dessas recomendacfes, o National Comprehensive Cancer Network- NCCN-
(Diretrizes de Pratica Clinica da NCCN em Oncologia (NCCN Guidelines®, 2020)

incluem também nesse mesmo protocolo de tratamento, a cladribina, clofarabine e
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methotrexato. H& também o Vyxeos™ que se trata de um lipossoma de citarabina e
daunorrubicina. A grande diferenga no protocolo do NCCN sé&o as recomendacOes de
terapias alvo especificas ou terapia direcionada. A terapia direcionada € uma terapia
medicamentosa que se concentra em caracteristicas especificas ou unicas das células
cancerosas. A terapia direcionada pode ser usada sozinha ou em combinagdo com a
quimioterapia. Suas maiores vantagens sdo a especificidade e reducdo de efeitos
colaterais. J& aprovadas pelo Food and Drug Administration (FDA), alguns exemplos sdo
gemtuzumabe midostaurina, gilteritinibe, sorafenibe, venetoclax, enasidenibe e
ivosidenibe (RUBNITZ; GIBSON; SMITH, 2020).

O gemtuzumabe ¢ um conjugado de anticorpo-farmacodirigido para o CD33, ou seja, um
anticorpo monoclonal dirigido para CD33, covalentemente ligado ao agente citotoxico
N-acetil-y-caliqueamicina. A sua eficacia estd enraizada na natureza ubiqua do CD33
como um marcador de antigeno em pacientes com LMA, pois esta presente em blastos de
90% dos pacientes de LMA. Isso o torna um marcador alvo potente para opcdes

imunoterapéuticas para LMA (GBADAMOSI; MESHINCHI; LAMBA, 2018) (Figura 8).
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Figura 8-Gemtuzumab-Ozogamicina direcionado a CD33. Uma vez que o receptor CD33
conduz as moléculas a endocitose e degradacdo, o agente citotoxico causa danos ao DNA e
promove a morte celular. Internalization: internalizagdo; Degradation of acid labile linker:
degradacgdo acida do ligante; Cytoplasmatic release: libera¢do citoplasmatica, Binding to DNA:
ligagdo ao DNA; DNA damage: dano ao DNA,; Cell apoptosis: apoptose celular Endosome:
endossomo,; Lysosome: lisossomo. Fonte: (DE ALMEIDA; EVANGELISTA; SABINO, 2023)

O FLT3 ¢ um receptor tirosina quinase e importante regulador precoce da hematopoiese,

em que mutagdes sdo vistas em aproximadamente um ter¢o dos pacientes com LMA.
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Mutagdes de duplicagdes em tandem internas de FLT3 (ITD), observadas em
aproximadamente 25% dos pacientes com LMA, resultam na ativa¢ao constitutiva de vias
e suas cascatas de sinalizacdo que promovem a sobrevivéncia e proliferacao celular,
incluindo as vias MAPK/ERK, PI3K/AKT e JAK/STAT, compreensivelmente,
conferindo um prognoéstico ruim. A inibi¢do direta de FLT3 ¢, portanto, uma via
terapéutica promissora, com alguns agentes ja disponiveis para uso imediato. A
midostaurina, um inibidor multiquinase de primeira geracao, foi aprovada pela FDA dos
Estados Unidos em abril de 2017 para uso em pacientes recém-diagnosticados com LMA
com mutagdo em FLT3, em combinacdo com citarabina 7 + 3 padrdo e indu¢do com
daunorrubicina e consolidagdo de citarabina. No entanto, em pacientes com mais de 60
anos e aqueles com outras comorbidades, a quimioterapia 7 + 3 nao ¢ bem tolerada devido
as suas extensas toxicidades e efeitos colaterais graves. J4 o Gilteritinibe foi aprovado
pelo FDA dos EUA em novembro de 2018 para uso em pacientes adultos com LMA com
mutagdo em FLT3 recidivante ou refrataria. Sorafenibe também ¢ um inibidor de quinase
FLT3. Estes inibidores de multiplas quinases direcionam nao apenas FLT3, mas também
outras quinases, incluindo PKC, AKT, PKA, KIT, FGR, SRC e PDGFRa/b. Os efeitos
antileucémicos desses inibidores nao especificos provavelmente derivam ndo apenas da
inibicdo de FLT3, mas também da inibicao de alvos nessas vias paralelas (KENNEDY
SMITH, 2020; MA et al., 2019) (Figura 9).
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Figura 9-Mecanismo de Gilteritinib e Midostaurina através da inibicdo da FLT3 quinase.
As mutagdes do FLT3 levam as células a proliferagdo, sobrevivéncia e falta de diferenciagdo.
Gilteritinibe, midostaurina, e sorafenibe sdo ligantes intracelulares para receptores de quinase que
bloqueiam esse efeito cascata, devolvendo metabolismo para a divisao celular e controle da morte
celular. Extracellular space: espaco extracelular, Cell membrane: membrana celular,; Tyrosine
kinase domains: dominios tirosino-quinases, Nucleus: nucleo; Cell proliferation, survival and
differentiation: proliferacdo , sobrevivéncia e diferenciacdo celular. Fonte: (DE ALMEIDA;
EVANGELISTA; SABINO, 2023)

O venetoclax € um inibidor oral de BCL-2, mediador da sobrevivéncia da célula tumoral,
sendo associado a resisténcia a quimioterapia. O venetoclax liga-se diretamente a proteina
BCL-2 e inibe seletivamente BCL-2 ao realocar as proteinas pro-apoptoticas, restaurando

a apoptose (KUCUKYURT; ESKAZAN, 2019) (Figura 10).
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Figura 10- O mecanismo de Venetoclax por meio da inibicio de BCL-2.
BCL-2 associado a proteina X (BAX) ¢ uma proteina pro-apoptotica que € recrutada pelo
Venetoclax. Na presenca de um sinal apoptotico, a BAX ¢ translocada do citoplasma para as
proximidades da mitocdndria, onde sofre ativagdo e modificagdo conformacional antes de aderir
a membrana mitocondrial externa. Pequenas unidades de proteinas BAX ativadas formam
oligobmeros que eventualmente penetram na membrana mitocondrial externa e liberam o
Citocromo C, que ativa a cascata celular para a apoptose via caspases. Cytocrome C: Citocromo
C, Caspase activation: ativacdo de caspases, apoptosis: apoptose Fonte: (DE ALMEIDA;
EVANGELISTA; SABINO, 2023).

Aproximadamente 8% a 19% dos pacientes com leucemia mieloide aguda (LMA)
apresentam mutagdes na isocitrato desidrogenase-2 (IDH2), que ocorrem nos residuos de
arginina do sitio ativo R140 e R172. As mutac¢des IDH2 produzem um oncometabdlito, o
2-hidroxiglutarato (2-HG), que leva a hipermetilacio do DNA e das histonas e a
diferencia¢do hematopoiética prejudicada. O enasidenibe ¢ um inibidor oral das proteinas
IDH2 mutantes. Enasidenib foi bem tolerado e induziu remissdes moleculares e respostas
hematoldgicas em pacientes com LMA para os quais os tratamentos anteriores falharam

(EYTAN M, et al, 2019).

A isocitrato desidrogenase 1 (IDHI) ¢ uma enzima metabolica que catalisa a
descarboxilagdo oxidativa de isocitrato para a-cetoglutarato (a-KG). Mutacdes em IDH1
ocorrem em; 6% a 10% de pacientes com LMA. A IDH1 mutante (mIDHI) catalisa a
reducdo neomorfica de a-KG ao oncometabdlito D-2-hidroxiglutarato (2-HG). 2-HG
inibe competitivamente a-KG-dependente de enzimas, levando a alteragdes epigenéticas
e diferenciacdo hematopoiética prejudicada. Além disso, a 2-HG também podem exercer
acdo leucemogénica induzindo mutagdes em BCL-2. mIDH1 foi associada a prognostico
adverso em pacientes com LMA e o ivosidenib ¢ uma pequena molécula oral direcionada
inibidor de mIDH1. A monoterapia com ivosidenib tem sido bem tolerada e induziu

remissoes duraveis e independéncia de transfusdo em pacientes recém diagnosticados
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com LMA (ROBOZ et al., 2020). Recentemente em dezembro de 2022, o FDA também
aprovou o oluatasidenib recomendado para pacientes adultos com leucemia mieloide

aguda (LMA) recidivante ou refrataria com uma mutagao IDH1 suscetivel na arginina

(R)132 (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2022).

Os estudos e aprovagdes continuas tem modificado a estratégia, e a “quimioterapia 3+7
“citarabina mais daunorrubicina tem sido atualizada para pacientes com LMA, uma vez
que estudos recentes mostram que a inclusdo de combinagdes alternativas com terapias-
alvo substituiu a quimioterapia classica nesses casos com taxas interessantes de sobrevida
livre de doenca. A terapia-alvo combinada estd despontando no que se refere as
tendéncias das estratégias terapéuticas emergentes para a LMA (Liu, 2021). Para
pacientes recém-diagnosticados, resultados promissores foram relatados para uma
combinagdo do agente hipometilante azacitidina (AZA), venetoclax e decitabina.
Enquanto a combinac¢do de AZA e ivosidenib ou enasidenib relatou remissdo completa

para complicacdes de IDH1/2 (DINARDO et al., 2019, 2020).

Apesar da grande melhoria nas taxas de sobrevida global, os pacientes com LMA ainda
sofrem recaidas e morrem por causa da doenga. A maioria dos 6bitos ¢ decorrente da
doenga progressiva, mas 5% a 15% dos pacientes morrem por complicacdes relacionadas
ao tratamento, como infecgdes ocorrentes no momento do diagndstico e tratamento, além
de outros efeitos colaterais que se manifestam a longo prazo devidos ao tratamento de
alta intensidade. Portanto, ¢ importante identificar a base genética correlacionada a clinica
da doenca, de modo que estratégias de tratamento alternativas possam ser desenvolvidas.
As melhorias nas taxas de sobrevida de pacientes com LMA irdo requerer a introdugao
de terapias individualizadas, em que medicamentos-alvo mais especificos para a leucemia
sejam utilizados na tentativa de erradicar a leucemia, em combinagdo com o melhor
tratamento de suporte, para prevenir Obitos, principalmente, aqueles relacionados ao

tratamento (GUPTA, SUMIT et al., 2012).

Neste contexto, analogos semi-sintéticos de 3-APA sao bons candidatos para uma suposta
atividade antileucémica, uma vez que apresentam atividades pro-apoptotica,
antiangiogénica, antiproliferativa e acdes citotoxicas frente as linhagens tumorais
humanas (SUZUKI et al., 2017). Esses compostos sdo caracterizados pela presenca de
pelo menos um anel de piridina e uma cadeia alifatica funcionalizada diversa anexada ao

anel de piridina no carbono da posi¢do 3 (EVANGELISTA et al., 2019). Os alcaloides
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marinhos sdo uma das principais classes de metabdlitos secundarios isolados de diferentes
organismos marinhos tais como cianobactérias, tunicados, ascidios, anémonas e esponjas.
Esses compostos possuem diferentes atividades bioldgicas descritas na literatura tais
como anti-inflamatoria, antimicrobiano e antimalarica (SUGUMARAN; ROBINSON,
2010). No entanto, os alcaloides, bem como os seus analogos sintéticos, destacam-se pela
sua marcante citotoxicidade, o que os torna atraentes para o desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento do cancer. Analogos semi-sintéticos de alcaloides do tipo 3-
APA ja apresentaram atividade pro-apoptética em linhagens tumorais de carcinoma de
c6lon humano (RKO-AS-45-1) (BARBOSA et al., 2018; GONCALVES et al., 2014b;
PEREIRA et al., 2012).Varios outros estudos, confirmaram a atividade citotoxica dos
analogos sintéticos de alcaloides marinhos, relatando ac¢des antiangiogénica (LOPES et
al., 2009) , antiproliferativa(SUZUKI et al., 2017), inibicio da atividade da
topoisomerase (NITISS, 2009), polimerizacao da tubulina (JORDAN; WILSON, 2004),
inducdo de apoptose (ROSENKRANZ; WINK, 2007)e citotoxicidade (WANG, X., et al.,
2016).
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3. JUSTIFICATIVA

A estimativa mundial ¢ de que ocorreram 249 mil casos novos de leucemias em 2018, e
aproximadamente 334 mil mortes em 2019 (BRAY etal., 2018; SHARMA, 2022). Nesse
cenario, a quimioterapia apresenta-se como uma importante estratégia de tratamento, que
vem proporcionando aumento da expectativa de vida de pacientes com cancer. A busca
de novos compostos com potencial atividade citotdéxica que possam substituir ou
melhorar os atuais tem sido uma necessidade e prioridade em pesquisa. Além do
surgimento de resisténcia aos farmacos que representa um grande obstaculo para a
melhoria da resposta ao tratamento e sobrevida dos pacientes (VADAKEKOLATHU et
al., 2020)

As formas convencionais de encontrar novos compostos citotoxicos dependem de
técnicas de triagem que empregam bibliotecas de compostos sintéticos e naturais. No
entanto, essas técnicas de triagem ndo geraram o arsenal de produtos quimicos necessario
para combater as heterogéneas manifestacdes de tumores hematologicos. Portanto, uma
estratégia sistematica diferente poderia ser mais eficiente, como usar dados estruturais
conhecidos em grupos especificos de compostos bioativos que foram isolados de
invertebrados marinhos para identificar provaveis compostos bioativos e, em seguida,
usar produtos de modificagdes quimicas e sintese para aumentar a poténcia da molécula

(SUGUMARAN; ROBINSON, 2010).

Nessas circunstancias, uma série de novos analogos oxigenados de alcaloides marinhos
de 3-alquilpiridina foram preparados a partir de 3- piridinopropanol com bons
rendimentos e demonstraram potencial anticancer frente as linhagens de tumor solidos e
também leucemias mieloides (EVANGELISTA et al., 2019; GONCALVES et al.,
2014b).

Baseado nesses desenvolvimentos recentes, neste estudo, metodologias classicas foram
aplicadas para avaliar a viabilidade celular, a indugao alteracdes de expressao genética no
desencadeamento do processo apoptdtico em linhagens de LPA apos o tratamento com
alguns alcaloides sintéticos para evidenciar o modo de a¢ao molecular de analogos de 3-

APA.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o mecanismo de acdo citotoxica (in vitro) das substancias semi-sintéticas,
analogas ao alcaloide 3-alquilpiridinico, em células leucémicas humanas do tipo

promielocitica aguda.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar o indice de seletividade in vitro destes compostos comparando sua

acdo em células normais mononucleares do sangue periférico (PBMC);

e Avaliar a inducdo de apoptose in vitro nas linhagens celulares submetidas aos

tratamentos;

e Avaliar alteracdes no ciclo celular nas linhagens celulares submetidas aos

tratamentos;

e Comparar as expressoes dos genes da sinalizacao de apoptose TP53, p21, BAK,

AKT e Bcl-2 nas linhagens celulares submetidas aos tratamentos;

e Avaliar o perfil de expressdao génica de NOX-1, NOX-2, NOX-4 e p47-phox nas
linhagens submetidas aos tratamentos para marcadores da via de estresse

oxidativo,

e Avaliar os potenciais alvos moleculares das substancias selecionadas por

similaridade quimica.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Sintese dos analogos de 3-Alquilpiridinicos (3-APA)

A sintese das substincias nomeadas 1 a 16 foi realizada previamente pelo grupo
colaborador, coordenado pelo Prof. Gustavo Viana, da Universidade Federal de Sao Jodo
Del Rei: 1) substancias 1 a 8, (GONCALVES et al.,, 2014a) ii) compostos 9 a
12(BARBOSA et al., 2018) iii) composto 13, (OTAVIO et al., 2015) iv) compostos 14 e
15, (BARBOSA et al., 2018) e v) composto 16, (HILARIO et al., 2011). O nicleo
progenitor do alcaloide marinho de 3-alquilpiridina (3-piridinopropanol) foi adquirido
junto a Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) (nimero de catdlogo: P71207).

A estrutura dos anéalogos de 3-APA s3o mostradas na Figura 11.
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Figura 11 -Estrutura dos anidlogos alcaloides de 3-alquilpiridina 1 a 16 e do nucleo
progenitor 3-piridinopropanol.

5.2 Cultura celular

As linhagens celulares humanas utilizadas para andlise de citotoxicidade foram:
Leucemia promielocitica aguda com PML-RARa(NB4) (DSMZ® ACC 207); leucemia
promielocitica aguda com PML-RARa e resistente ao ATRA (NB4-R2)( NB4-LR2
(RRID:CVCL_U081)) e Leucemia promielocitica aguda (HL-60 (ATCC® CCL-240™)
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(ATCC, Manassas, Virginia, EUA). As células leucémicas foram mantidas em garrafas
plasticas de cultura, contendo meio RPMI 1640 (Cultilab, Campinas, SP, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, SP, Brasil), 100 U/mL
de penicilina (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), 100 pg/mL de estreptomicina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA) e 10 mM HEPES, pH 7,4 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, EUA), em estufa umidificada, a 37°C e com 5% de CO,. Antes da
realizacdo de todos os experimentos, o numero de células vidveis foi avaliado pelo
método de Azul de Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA)(DEVITA; CHU,

2008)e a contagem realizada na cdmara de Neubauer.

5.3 Obtencao das células mononucleares do sangue periférico

Para obten¢do das células mononucleares do sangue periférico (PBMC), seguiu-se
rigorosamente as recomendacdes do fabricante do Ficoll® (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA), que consiste em um polissacarideo ramificado que promove a separacao
por gradiente de densidade celular. Foram coletadas amostras de sangue periférico de
individuos saudéaveis (alunos da Universidade Federal de Minas Gerais), os quais
possuem hemograma dentro da faixa de referéncia e relatam ndo ter nenhuma doenca. Foi
aplicado o termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1), de acordo com o
projeto aprovado no COEP-02177612.0.0000.5149 (ANEXO 2).

O pellet de células obtido pela técnica de PBMC foi ressuspendido em meio de cultura
RPMI 1640 a 10% de soro fetal bovino e transferido para as garrafas de cultura celular
mantido na estufa umidificada, a 37°C e com 5% %CO,.

Primeiramente, obteve-se a curva de sobrevida com o objetivo de avaliar a viabilidade
em funcdo do tempo das células mononucleadas em meio de cultura. Isto foi essencial
para determinar o melhor intervalo de tempo para aplicacao dos tratamentos propostos.
Para obtencdo da curva, as células (PBMC) foram cultivadas 1x10°8 células por pogo em
placas de 6 pocos com meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
contagens das células foram realizadas diariamente pelo método de Azul de Trypan.
Posteriormente as contagens, realizou-se o calculo de viabilidade celular (%). Os dados
de viabilidade em fung¢do do tempo foram plotados em um grafico conforme

representacao da figura Figura 12.
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Figura 12-Viabilidade celular (%) das células normais mononucleadas do sangue
periférico.

5.4 Tratamento celular

Os compostos foram dissolvidos em uma solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) e
armazenados a 4°C. Essas solugdes estoques foram diluidas em meio de cultura para
atingir as concentragdes desejadas nos experimentos (0,01; 0,1; 1,0; 10,0 e 100,0 uM).
As linhagens leucémicas e as células PBMC foram incubadas com os alcaloides 3-
alquilpiridinicos sintéticos em placas de 96 pocos, com diferentes concentragdes e
tempos. Foram utilizados controles de células sem tratamento e com tratamento com
DMSO, diluido em meio de cultura, na mesma propor¢do utilizada para dissolver os

compostos. A concentracdo maxima de DMSO adicionada as cé€lulas foi de 0,1%.

5.5 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular dos compostos semi-sintéticos em linhagens celulares e nas células
PBMC foi avaliada pelo ensaio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazol (MTT).
Este método ¢ baseado na atividade da enzima mitocondrial succinato desidrogenase que
se encontra ativa apenas em células metabolicamente funcionais. Essa enzima reduz o sal
de tetrazolio soltivel de cor amarela em um produto insoluvel de cor violeta, cristais de
formazan (CARMICHAEL et al., 1987; PARK et al., 1987) cuja quantidade pode ser

determinada por espectrofotometria, sendo a intensidade da cor resultante da dissolugao
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dos cristais proporcional a atividade enzimatica e, por conseguinte ao numero de células

viaveis.

As células leucémicas e PBMC sdo células em suspensao. Desta forma, foram transferidas
para uma placa de 96 pocos em concentragio de 1x107células/pogo. Apos a realizagio
dos tratamentos (compostos de 1 ao 16 e citarabina) em diferentes concentragdes
(conforme 5.4), a placa foi incubada em estufa de CO2, a 37°C por 48 horas. O tempo de
48 horas foi escolhido baseado no controle ex-vivo de PBMC no qual a partir de 72 horas
ha uma diminui¢ao significativa na viabilidade celular (Figura 12), sendo, portanto, esse
intervalo de 48 horas uma escolha segura sobre a viabilidade celular. Apos esses periodos
foram adicionados 100 pL do sal tetrazolico MTT (Sigma-Aldrich, EUA) na
concentracdo de 5 mg/mL. A placa foi incubada por 3 horas e, apos esse tempo, foi
centrifugada por 5 min a 320 xg. Entdo, retirou-se o sobrenadante ¢ aplicou-se 50 puL de
DMSO em cada pocgo para solubilizar os cristais de formazan. Para célculo da viabilidade
celular faz-se a leitura da absorbancia a 550 nm em um leitor de microplacas SpectraMax

plus 384. Os dados foram analisados a partir de trés experimentos independentes.

A concentragao que reduziu 50% da viabilidade das células (ICso) na presenga dos
compostos testes, foi determinada em comparagdo com células cultivadas sem a presenca

de compostos (considerada 100% de viabilidade).

5.6 Analise da apoptose/necrose pelo método da Anexina-V/iodeto de propidio

Para avaliar as células em apoptose foi utilizado o kit Annexin V-FITC Apoptosis
Detection (BD biosciences, cat # 556547, EUA) seguindo-se rigorosamente as instrugdes
do fabricante, pelo método de citometria de fluxo. Neste teste, células apoptdticas sdo
marcadas com Anexina V-FITC que se liga a fosfatidilserina externalizada destas células
enquanto células com rompimento de membrana coram com o iodeto de propidio (IP).
Portanto, IP ¢ usado frequentemente como indicador da viabilidade celular, uma vez que
células vidveis conseguem excluir o fluoréforo e células em estagio inicial de apoptose
ainda tem suas membranas plasmaticas integras. Diferentemente da apoptose tardia e
necrose nas quais as integridades das membranas plasmatica e nuclear diminuem,
permitindo que o IP intercale com 4cidos nucleicos e emita a fluorescéncia. Desta forma,

quando se expde as células simultaneamente a Anexina V e IP podemos identificar e
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quantificar as células apoptoticas (Anexina V positivas), as células necroticas (IP
positivas), as células em apoptose tardia (Anexina V e IP positivas) e as células vidveis
(Anexina V e IP negativas).

Os tratamentos foram realizados em 48 horas em todas as linhagens, e foram levadas para
leitura no citdmetro o equivalente a uma quantidade de 1x10° células/tubo. Apds os
tratamentos (compostos mais ativos na concentracao de ICsp expostos por 48 horas) as
células foram lavadas 2 vezes com salina tamponada com fosfato (PBS-phospate buffered
saline) a 4°C e ressuspendidas em 0,15 mL de tampao de ligagdo de anexina (1x). As
células foram marcadas com mix de marcacgao contendo anexina V-FITC e IP (3 mM) e
incubadas por 15 minutos a 4°C no escuro. 20.000 eventos foram utilizados para a
quantificagdo celular em citometro de fluxo (LSR Fortessa BD biosciences). Foram
utilizadas como controle, as células da mesma linhagem sob mesmas condigdes de
cultivo, porém sem exposi¢cdo a nenhuma das substdncias em estudo. Controles ndo
corados foram utilizados para avaliar a autofluorescéncia das células e controles de
células nao tratadas foram marcadas com anexina e iodeto de propidio para avaliar a
morte celular das células sem tratamento. A necrose foi induzida pelo calor (60 C°) por

10 minutos. A populacdo de células em cada quadrante foi determinada usando o software

FlowJo x10.0.7 (CHEN et al., 2014).

5.7 Avaliacio de ciclo celular

Foram utilizadas como controle, as células da mesma linhagem sob mesmas condicdes de
cultivo, porém sem exposi¢do a nenhuma das substancias em estudo. Dessa maneira,
foram selecionadas as caracteristicas para aquisicdo dos dados no citdometro de fluxo
conforme tamanho, granulosidade e a fluorescéncia do marcador para material genético
por IP de células em cada quadrante determinada usando o software FlowJo x10.0.7 . A
intensidade de fluorescéncia € proporcional a quantidade de DNA, definindo as células
em diferentes fases do ciclo celular, e células apoptoticas, com menos DNA marcado do
que as células vidveis em G0/G1. Assim, células na fase G2M do ciclo t€ém o dobro de
DNA do que as células na fase G0/G1, representadas pela intensidade de fluorescéncia
Citometria de Fluxo em escala linear. Isso ¢, DNA normal (classificado regidao GO/G1,
antes da sintese DNA), DNA em processo de duplicagdo (regido S) e DNA duplicado

(polipoide regido G2/M ). Este protocolo ¢ referente a placa com 12 pogos, € volumes
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podem ser ajustados conforme a placa. Células plaqueadas nas condi¢des estabelecidas
(com ou sem tratamento) na quantidade de 4x103 células/pogo, entdo o meio de cultura
foi retirado e as células lavadas com 600mL de PBS. O PBS foi entdo removido até 50
ml de volume final, ¢ como ndo se tratava de células aderentes, ndo foi necessario
incubagdo com tripsina. As células em seguida foram centrifugadas 5 minutos a 1500rpm,
seguindo da remocao do sobrenadante. O pellet de células foi ressuspendido com Iml de
PBS 1X e centrifugado a 1500rpm por 5 minutos. As células entdo foram fixadas com
Iml de etanol (70% em PBS 1X) gelado e gotejando-o enquanto as células eram agitadas
no vortex. Entdo as células foram centrifugadas por 6 minutos a 1500rpm. Esse pellet foi
ressuspendido em 1ml de PBS 1X e centrifugado a 1500rpm por 6 minutos. Por fim, o
pellet foi ressuspendido em 200ul de PSSI (Triton-X, RNAse, lodeto de Propideo e PBS)
e incubado por pelo menos 15 minutos a 37°C. Todas concentragdes de ICso e substancias
selecionadas para os testes nas linhagens foram realizados em triplicatas e em dois

experimentos independentes.

5.8 Analise da expressao génica

5.8.1 Extra¢do de RNA

Os compostos semi-sintéticos foram incubados juntamente com 1x107 células/pogo nas
concentragdes de ICso por 48 horas. Posteriormente, as células foram centrifugadas a
400xg por 10 minutos e o RNA total foi extraido com 0,1 mL de Trizol LS (Invitrogen,
EUA). Apos incubagao a 4°C, as amostras foram adicionados 200 pL de clorofoérmio e as
mesmas foram agitadas e incubadas por 10 minutos a 4°C. As amostras foram
centrifugadas por 15 minutos a 12000 x g (4°C). A fase aquosa foi coletada e transferida
para um novo tubo onde adicionou-se mais 0,1 mL de alcool isopropilico (Merck,
Alemanha). Agitou-se, incubou-se por 10 minutos a 4°C e centrifugou-se por 10 minutos
a 12000 x g. O sobrenadante foi removido, o pellet foi lavado com etanol (Merck) 75% e
posteriormente centrifugado por 5 minutos a 7500 xg (4°C). O sobrenadante foi removido
novamente e o pellet foi seco a temperatura ambiente e o RNA total foi dissolvido em
30uL de 4gua livre de nucleases.

O RNA extraido foi quantificado por leitura espectrofotométrica em equipamento Nano
drop Lite Spectrophotometer (Thermo Scientific) a pureza foi avaliada por meio da razdo

260/280 e 260/230, e foram aceitas amostras com razao 260/280 entre 1,6 € 1,8. Os RNAs
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foram tratados com DNAse (Invitrogen, EUA) segundo protocolo do fabricante. Assim
foi obtido um volume final de 20 uL. de RNA(100 ng/uL) armazenado a -20°C até sua
utilizagdo para as reagdes de amplificagdo por reacdo em cadeia da polimerase

quantitativo (qPCR).

5.8.2 Sintese de cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi realizada utilizando-se o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). A
obtencdo do cDNA foi realizada utilizando-se cerca de 10 uL de RNA total (100 ng/uL)
e o seguinte programa de ciclagem: 25 °C por 10 min; 37 °C por 120 min; 85 °C por 5
min; sendo finalizado a 4 °C, em Termociclador convencional (Amplitherm TX25, Sao
Paulo). Assim, foi obtido um volume final de 20 pLL de cDNA (100 ng/uL) armazenado
a -20°C até sua utilizacao para as reagdes de amplificagdo por reacao em cadeia da

polimerase quantitativo (RT-qPCR).

5.8.3 Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR)

A andlise da expressdo génica foi realizada por meio da quantificacdo relativa de cada
gene alvo, normalizada em relagdo a expressdao de um gene enddgeno de referéncia. A
quantificagdo relativa descreve mudangas de nivel de expressao de um gene de interesse
em uma amostra teste, relacionando esses valores a uma amostra utilizada como
calibrador. Esta amostra de referéncia trata-se de uma amostra que ndo recebeu o
tratamento em estudo, ou uma amostra no tempo zero de tratamento. A partir destes

critérios, aplicou-se o método comparativo 244¢t

para comparagao relativa dos niveis de
expressdao entre os genes alvo das amostras tratadas e o calibrador (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001).

A expressdo dos genes TP53, p21, BAK, Bcl-2, AKT, NOX-1, NOX-2, NOX-4 e p47-phox
foi quantificada por meio do método de PCR quantitativo (QPCR) utilizando-se 0o GAPDH
como gene endogeno, as sequéncias dos pares de oligonucleotideos podem ser vistas no
Quadro 1. Foi utilizado reagente Brillant III Ultra Fast SYBER® Green QPCR (Agilent

Technologies, Texas, USA) para essa andalise de expressdo, conforme indicacdes do

fabricante.
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O ensaio de PCR em tempo real foi realizado em termociclador StepOne Real-Time PCR
System (Applied Biosystems®), nas seguintes condigdes: 95 °C por 3 minutos, 40 ciclos
de 15 segundos a 95 °C e 60 °C por 1 minuto. Para término do processo acrescentou-se o
estagio da curva de dissociagdo (95 °C por 15 segundos).

Ap0s o processo de amplificacdo, as amostras foram submetidas a curva de dissociag@o
(curva melting) dos amplicons que representa a temperatura na qual a metade das fitas de
cDNA esta na forma de fitas simples e a outra metade na forma de dupla hélice (Figura
13). A curva de dissociagdo permite verificar a formag¢ao de dimeros de
oligonucleotideos, amplificacdes inespecificas e contaminacdes. Os dados foram
analisados a partir de dois experimentos independentes, em que as amostras sdo avaliadas

em duplicata.
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Figura 13-Curva melting da quantificacao da expressao do gene GAPDH.
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GAPDH senso 5"GAA GGT GAA GGT CGG AGT 3°
GAPDH antisenso 5"GAA GAT GGT GAT GGG ATT 3
p21 senso 5'TGA GCC GCG ACT GTG ATG 3’

p21 antisenso

5'GTC TCG GTG ACA AAG TCG AAG ¥

BAK senso 5 TCT GGC CCT ACA 3

BAK antisenso 5> ACA AACTGG CCCAACTGA Y

AKT senso 5 TTA CTG CTC GCT GGA TTC ATC 3’
AKT antisenso 5°GTC TCT TGA TAA CCG TCT CTG 3
TP53 senso 5 TGC AGC TGT GGG TTG ATT 3’
TP53 antisenso 5> AAA CAC GCA CCT CAAAGCTGT 3
NOX-1 senso 5’-GCCTGTGCCCGAGCGTCTGC-3’
NOX-1 antisenso 5-ACCAATGCCGTGAATCCCTAAGC-3’
NOX-2 senso 5’-GGAGTTTCAAGATGCGTGGAAACTA-3’
NOX-2 antisenso 5-CCAGACTCAGAGTTGGAGATGCT-3’
NOX-4 senso 5’-GTCATAAGTCATCCCTCAGA-3’
NOX-4 antisenso 5’-TCAGCTGAAAGACTCTTTAT-3’
P47-phox senso 5"-TTGAGAAGCGCTTCGTACCC-3’
P47-phox antisenso 5’-CGTCAAACCACTTG GGAGCT-3’

Quadro 1-Oligonucleotideos utilizados na reacio de RT-qPCR. Genes cuja expresséo foi
avaliada. Gene GAPDH como controle de gene endogeno, genes P21, BAK. AKT e TP53
relacionados a apoptose. Genes NOX-1, NOX-2, NOX-4 e p47-phox relacionados ao estresse

oxidativo

5.9 Analises estatistica

Os resultados de viabilidade celular, e andlise de apoptose e necrose foram expressos
como a média + desvio padrdo (teste de normalidade Shapiro-Wilk) e cada experimento
foi realizado em triplicata e repetido pelo menos trés vezes. Os valores de ICso foram
calculados usando-se o programa OriginPro 8.0 (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, USA). Os resultados da expressao génica foram analisados utilizando-se o programa
GraphPad Prism, Versdo 6.01 (GraphPad Software, 2012). Para os dados que
apresentaram distribuicdo normal foi empregada analise de variancia (ANOVA) seguida
de teste de comparacdo multipla de Tukey. Para aqueles que nao apresentaram

distribui¢do normal, foi aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do
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teste de comparacdo multipla de Holm-Sidak. Foi considerado significativo valor de

p<0,05.

5.10 Avaliagao de alvos moleculares por similaridade quimica das substancias

selecionadas

ChemMapper Server (GONG et al., 2013) ¢ um servidor que permite realizar calculos de
similaridade molecular 3D utilizando o algoritmo SHAFTS, um método que combina a
sobreposi¢do de moléculas usando a forma molecular e a correspondéncia de grupos
quimicos.

Foram selecionadas moléculas com pelo menos 75% de similaridade quimica com as
substancias avaliadas neste trabalho. Com o intuito de avaliar potenciais alvos das
moléculas previamente selecionadas nos testes in vitro, inicialmente, os dados dos
compostos com acao citotoxica foram obtidos no banco de dados ChEMBL v24 (BENTO
et al., 2014). Foram selecionados os compostos com concentragdo de inibigdo do
crescimento de 50% das células ICso e Glso (do inglés, Growth inhibitory dose 50%). O
banco de dados obtido foi filtrado para remover entradas sem atividade experimental
determinada moléculas inativas, e misturas de compostos. Todas as substancias com ICs

e Glso determinados experimentalmente foram consideradas.

A fim de simplificar a compreensdo das etapas, as metodologias foram organizadas no

Fluxograma 1 abaixo.
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Analogos de 3-APA #
(Cedidos pela UFSJ)

Cultivo Celular

PBMC

(Controle 48Hs de sobrevida )

NB4
(LPA-PML-RARQ)

NB4-R2
(PML-RARa e resistente ao
ATRA)

HL60
(LPA)

Ensaio de viabilidade celular

(Selecdo de substancias pelo indice de seletividade e IC50)

Andlises
estatisticas

<

<+

<~

Analises
estatisticas

Andlise de morte por apoptose/ necrose

(Anexina V e iodeto de propidio (IP) -Citémetro de fluxo )

Andlise de ciclo celular

(iodeto de propidio (IP) / nimero de células-Citémetro de fluxo )

Extracdo de RNA-> Obtenc¢do de cDNA-> qPCR

Genes apoptose

Genes stress oxidativo

Av4

Similaridade quimica

(predizer alvos das substancias)

Fluxograma 1. Organizacio das etapas de métodos e materiais. A partir da exposicdo
das linhagens celulares as 16 substancias andlogas de 3-APA, foram selecionadas as substancias
com melhor indice de seletividade e ICso. A partir dessa triagem inicial, as células submetidas ao
tratamento com substancias selecionadas foram avaliadas quanto ao tipo de morte predominante
quanto a apoptose e necrose. Entdo, por citometria de fluxo, foram avaliadas quanto a fase de
parda de ciclo celular. Posteriormente, as linhagens expostas as substancias selecionadas também
foram avaliadas quanto a expressdo de genes da sinalizagdo da apoptose e do estresse oxidativo.
Por fim, a partir das informacdes das provaveis vias alteradas e estrutura quimica, as substancias
selecionadas foram triadas quanto a similaridade quimica para hipotetizar provaveis alvos de

interacao.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Ensaio de Viabilidade Celular

A fim de avaliar a atividade citotoxica (in vitro) dos compostos, foram realizados ensaios
de MTT nas linhagens celulares humanas NB4, NB4-R2 ¢ HL60 (linhagens tumorais) e
PBMC (nao tumoral), utilizando como composto citotdéxico padrao o quimioterapico
citarabina e acido transretinoico (ATRA). Na Tabela 2 estao apresentados os dados dos
testes de citotoxicidade e de seletividade. Foi calculada a citotoxicidade do DMSO, no
qual ndo se obteve diferenga significativa (p>0,05) com o controle de tratamento (o
controle de vida das células sem tratamento). Considera-se o indice de Seletividade a
propor¢ao entre valor de ICso na linhagem normal sobre valor de ICso da linhagem

neoplasica (EVANGELISTA et. A/, 2019).
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Tabela 2-Citotoxicidade e seletividade dos 3-Alquilpiridinicos (3-APA).

ICso (uM) = DP * IS
Substancias HL60 NB4 NB4 R2 PBMC HL60 NB4 NB4R2

1 18,02+0,85 >300 42,40+4,15 126,06£4,64 7 ND 297

2 9,90+ 1,80 62,93+£5,27  93,97£7,90  42,8543,57 4,33 0,68 0,46

3 25,40+0,98 52,40£8,80  56,21+590 136,34+5,10 5,37 2,6 2,43

4 31,42+3,95 >300 >300 225,14+10,55 7,17 >x >X

5 250+13,90 21,80+2,50 >350 >350 >X >X >X

6 165,50+13,30  38,81£2,20 >350 192,37+6,54 1,16 496  >x

7 120,90+13,15  37,4043,10  65,1046,30 215,93+6,50 1,79 577 332

8 >400 >400 >400 246,86+10,62 >x  >x >X

9 107,15+8,45 >350 >350 77,10+4,84 0,72 >x >X
10 81,25+5,10 >400 41,05+4,70  148,61+£5,76 1,83 >x 3,62
11 34,40£1,90 120,65+12,10 74,40+6,35  72,21+4,73 2,1 0,6 0,97

12 115,22+15,12  100,12+7,30  65,25+4,52  194,63+4,59 1,69 1,94 2098

13 162,40+12,44 >400 >400 156,78+¢10,41 0,97 >x >X
14 20,25+2,82 40,70+4,11  43,80+3,75  75,47+5,10 3,73 1,85 1,72
15 320,24£13,05  52,68+4,92  120,60+9,50 81,37+9,69 0,25 1,54 0,67
16 175,50+ 8,95 284,35+13,77 105,30+12,05 48,51+5,61 0,27 0,17 0,46
Citarabina  28,50+2,15 ND ND 180,72+10,45 6,34 ND ND
ATRA ND 60,00+£2,98 60,00+9,8 210,20+13,15 ND 3,5 3,5

Valores apresentados como média + desvio padrdo. >X — maior que limite de calculo .ND- Nao

determinado. IS- Indice de Seletividade
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O principal objetivo de um ensaio de viabilidade e citotoxicidade celular ¢ selecionar as
substancias com maior potencial de causar morte celular, com a menor dose, e entdo
estudar seus provaveis mecanismos citotoxicos. Neste trabalho foram consideradas
seletivas as amostras com IS maior que 2, apontando que esta atividade ¢ duas vezes mais
seletiva para células tumorais. Observou-se, conforme a tabela 2, que para a linhagem
HL60 em 48 horas, as substancias 1, 2, 3 e 4, cujos valores de ICso foram 18,02; 9,90;
25,40; e 31,42 uM, respectivamente, foram comparaveis em relagdo a citarabina (20,50
uM), composto ja utilizado como quimioterapico (p<0,05). J& na linhagem NB4 as
substancias mais efetivas foram 6 (38,81 uM) e 7 (37,40uM) (p<0,05), em comparagio
ATRA (60,0 uM), em 48 horas. Enquanto na linhagem NB4-R2 os compostos mais
efetivos foram 1 (42,40 uM)e 10 (41,05 uM), em comparagdo ATRA (60,0 uM). Assim,
essas substancias que demonstraram um melhor potencial citotoxico nos modelos
celulares estudados no presente trabalho foram selecionadas para que suas provaveis vias

de sinalizagdo envolvidas nesse processo fossem investigadas (Tabela 2).

6.2 Morte celular induzida pelas substincias dos analogos de 3-APA em células
leucémicas

A fim de caracterizar a morte celular induzida pelos compostos, foi realizado o teste da
Anexina-V e do Iodeto de Propidio por citometria de fluxo, que permite a quantificacdo
das células nas diferentes fases de morte celular.

Apos a andlise das células no citometro de fluxo, foi obtido um grafico do numero de
células encontradas com cada tipo de marcacgao (anexina-V e iodeto de propidio) (Figura
14). Cada um dos quadrantes obtidos representa um estagio da analise de morte celular.
O quadrante superior esquerdo (Q1) representa as células em necrose, o quadrante
superior direto (Q2) as células em apoptose tardia, o quadrante inferior direito (Q3)
representa as células em apoptose recente, e o quadrante inferior esquerdo (Q4) as células

viaveis.

O tipo de morte celular majoritario induzido por todos os alcaloides (substancias 1, 2, 3,
4,6,7 e 10) em 48 horas foi a apoptose (Figura 14), pode-se verificar que a morte foi de
aproximadamente 50% das células por apoptose (dose de tratamento foi o ICsp ). Os
resultados expressos foram considerados estatisticamente significativos (p<0,05) quando

comparados com o grupo controle de células vidveis (sem tratamento).
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Figura 14-Analise do tipo de morte celular induzida pelos alcaloides semi-sintéticos 3-APA
nas linhagens leucémicas. A apoptose foi determinada pela analise da marca¢do com anexina V
FITC e a necrose pela marcacdo com IP, e testes realizados em triplicata. As células foram
incubadas por 48 horas com as substancias sintéticas de alcaloides nas concentragdes de ICso
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correspondentes. Substancias 6 e 7 na linhagem NB4 (A), substancias 1 ¢ 10 na linhagem NB4-
R2 (B), substancias 1,2 3 e 4 na linhagem HL60(C).

Nos primeiros estudos sobre morte celular, existia uma clara separaciao entre as duas
possiveis maneiras por meio da qual uma célula morreria, por necrose que seria
acidentalmente ou por apoptose que seria uma maneira programada. Enquanto a primeira
seria encontrada em situacdes patoldgicas e estaria ligada somente a processos lesivos, a
segunda estaria envolvida na homeostase do organismo, eliminando células nao mais
desejadas pelo sistema. Porém, este paradigma foi quebrado com o descobrimento de que
apoptose ndo ¢ a unica programac¢ao de morte existente € que varios outros mecanismos
celulares, tais como piroptose € necroptose, também sao relevantes para o funcionamento
adequado dos diferentes sistemas fisiolégicos e que as vias intracelulares estdo
interconectadas ¢ ndo sdo exclusivas entre si, isso €, podem ocorrer simultaneamente
(FISCHER et al., 2000).

Além disso, da mesma forma, tem sido sugerido que a apoptose de células cancerosas
gera espacgo para subclones mais agressivos e, portanto, poderia na verdade promover a

evolucdo do tumor (LABI; ERLACHER, 2015).

Nesse atual enquadramento, a apoptose como o Unico objetivo da terapia do cancer parece
controversa. Embora a apoptose seja utilizada no programa de desenvolvimento de um
organismo para evitar a cicatriz associada a necrose, ndo hé objetivo de evitar a necrose
tumoral na terapia do cancer. A quimioterapia pode falhar ndo porque causa necrose
tumoral, mas porque ndo causa morte celular. H4 uma necessidade urgente de aumentar
a eficacia do tratamento e reduzir a resisténcia aos medicamentos. Ao escolher agentes
terapéuticos com multiplos mecanismos de agdo, diferentes locais e vias podem ser
atacados e varios processos envolvidos na sobrevivéncia das células tumorais podem ser

inibidos simultaneamente (BLAGOSKLONNY, 2000; LABI; ERLACHER, 2015).

Neste presente trabalho a morte celular foi avaliada pelo teste da Anexina-V e do lodeto
de Propidio por citometria de fluxo que permite a quantificacdo das células nos diferentes
estagios de morte celular. Observou-se que resultados confirmam que os alcaloides
marinhos semi-sintéticos utilizados induziram as células a morte celular,
predominantemente a apoptose, e sdo, portanto, promissores para o estudo de novos
quimioterapicos. Outros autores também relataram que diferentes alcaloides marinhos
induziram a apoptose de células leucémicas (DASSONNEVILLE et al., 2000; BALLOT
et al., 2009; TOMASIC et al., 2015; WANG et al., 2016a; PALANISAMY et al., 2017)
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e de outros tipos tumorais (RAJESH; ANNAPPAN, 2015; DYSHLOVOY et al., 2017,
HABLI et al., 2017).

A cadeia carbonica costuma estar intimamente relacionada com lipofilicidade, e tem
muita interferéncia da interacao das substancias com as linhagens celulares, mas além
disso, baseando-se nas diferencas estruturais, uma andlise perfunctéria sugere uma
relagdo das estruturas e provavel seletividade entre as substancias e as células. Uma prévia
e superficial analise € sugestiva que para linhagem HL60 as substancias que possuem anel
tetraidropirano demonstraram melhor atividade (substancias 1 a 4 da Figurall).
Inclusive, esses foram os ensaios que tiveram maiores valores para necrose simultanea a
apoptose, ¢ isso pode refletir o carater agressivo da substancia, uma vez que a intensidade
aumentada das alteracdes iniciais sofridas pelas células nesses eventos citotoxicos pode
ser o estimulo para ativar diferentes mecanismos de morte celular simultaneamente
(GALLUZZI et al., 2018; LABI; ERLACHER, 2015; ZYSK et al., 2000).

Ja para células da linhagem NB4, hd uma sugestdo de que as estruturas de melhor
atividade foram das substancias 6 e 7 nas quais se destacam as hidroxilas terminais.
Curiosamente a linhagem NB4-R2, que ¢ uma linhagem com mutagdo que leva a
resisténcia ao tratamento com ATRA, apresentou resposta heterogénea com bom ICso
para substancias 1 e 10 (Figura 11), a primeira com anel tetraidropirano, mas a Unica

linhagem com seletividade para grupo aldeido na substancia 10.

6.3 Efeito dos alcaloides marinhos semi-sintéticos no ciclo celular

Buscando-se elucidar um possivel mecanismo de acao dos alcaloides semi-sintéticos 3-
APA no ciclo celular, foi avaliado neste estudo o efeito deles apos 48 horas de incubacgao,
com a concentragdo de ICso, nas diferentes fases do ciclo celular. As substancias
analisadas foram as que apresentaram maior toxicidade em menores doses, conforme
descrito no item 6.1.

Em comparacao com o grupo controle, as células NB4 tratadas com as substancias 6 € 7
mantiveram predominio de células na fase GO/G1 e um discreto aumento da parada do
ciclo na fase G2 comparadas ao controle. Entende-se por controle nessa avaliagdo, as
células de mesma linhagem celular que foram mantidas nas mesmas condi¢des de cultivo

sem exposi¢ao a nenhuma substancia em estudo. (Figura 15).
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Figura 15-Efeito dos alcaloides no ciclo celular em células NB4. Células NB4 foram incubadas
com os alcaloides semi-sintéticos (6 ¢ 7), e as células sem nenhum farmaco utilizado como
controle de tratamento, por 48 horas. As fases G0/G1, S e G2/M foram determinadas pela analise
do contetdo de DNA apds marcacdo com IP e analisadas em citometria de fluxo. A porcentagem
de células em cada fase foi quantificada pelo software FlowJo x10.0.7.

A linhagem NB4-R2 tratada com as substancias 1 e 10 mostraram um perfil com acimulo
de células nas fases S e GO/G1, e dessas, um predominio maior na fase S em relagdo ao

controle.(Figura 16).
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Figura 16-Efeito dos alcaloides no ciclo celular em células NB4-R2. Células NB4-R2 foram
incubadas com os alcaloides semi-sintéticos (1 ¢ 10) e as células sem nenhum farmaco utilizado
como controle de tratamento, por 48 horas. As fases G0/G1, S e G2/M foram determinadas pela
analise do conteudo de DNA apds marcagdo com IP e analisadas em citometria de fluxo. A
porcentagem de células em cada fase foi quantificada pelo software FlowJo x10.0.7.

A linhagem HL60 tratada com as substincias 1, 2, 3 e 4 mostraram um perfil com
predominio na fase G0/G1, e aumento da quantidade de células em G2/M para substancias

2 e4 (Figura 17).
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Figura 17-Efeito dos alcaloides no ciclo celular em células HL60. Células HL60 foram
incubadas com os alcaloides semi-sintéticos (1,2,3 e 4) e as células sem nenhum farmaco utilizado
como controle de tratamento por 48 horas. As fases G0/G1, S e G2/M foram determinadas pela
analise do conteudo de DNA apds marcagdao com IP e analisadas em citometria de fluxo. A
porcentagem de células em cada fase foi quantificada pelo software FlowJo x10.0.7.

Um tumor cresce quando a taxa de divisao total (producao/mitose) de suas células excede
sua taxa de mortalidade total. A capacidade de crescimento descontrolado dentro do
tecido do hospedeiro ¢ adquirida por meio do acimulo de mutagdes condutoras que
permitem que o tumor progrida por meio de varios pontos de controle do cancer. Por isso,
escolher as substancias que possuem indice de seletividade alto juntamente com potencial
de indugdo de morte celular passa a ser um grande objetivo no desenvolvimento de novas
substancias quimioterapicas. A compreensdo e aplicabilidade do conhecimento do ciclo
celular sdo de grande valia, uma vez que os principais pontos de controle dessa progressao

celular estdo exatamente no ciclo mitotico (ANTTILA et al., 2019).

Por isso este trabalho, apos selecionar as substancias mais potentes para morte celular
segundo técnica de avaliagdo por MTT, também avaliou a interferéncia com crescimento

celular utilizados por potenciais firmacos como os alcaloides.

O ciclo de divisao celular tem por finalidade a manutengdo dos eventos mitoticos que

incluem as seguintes agdes sequenciais: condensagdo cromossdémica, desmontagem da
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lamina nuclear e outros filamentos intermedidrios, quebra do envelope nuclear,
reorganizacdo dos microtibulos em um aparelho do fuso mitotico e rearranjos no
citoesqueleto. A progressao por meio de cada fase do ciclo celular ¢ rigidamente
controlada pelos principais reguladores do ciclo celular, incluindo ciclinas, quinases
dependentes de ciclina (CDKs) e inibidores de CDK. A superexpressao da proteina ciclina
e/ou seu mRNA ¢ observada em carcinomas de mama, pulmio, colo do tutero e
carcinomas gastrointestinais, bem como linfoma, leucemia e sarcomas, demonstrando a
importancia da compreensdo do ciclo no processo patogénico (JOHANSSON;

PERSSON, 2012).

Duas indagacdes sdo frequentes ao se estudar efeitos de interrupcao da divisao celular: A
primeira ¢ sobre qual melhor efeito para desenvolvimento de novos farmacos, efeito
citotoxico ou efeito citostatico? Entdo, a primeira indagacdo logo ¢ sucedida pela
segunda: e qual desses efeitos ¢ mais efetivo no tratamento de neoplasias? Por definigdo,
os farmacos citostaticos nao matam as células cancerosas, mas em vez disso, impedem
sua proliferacdo. Um verdadeiro agente citostatico deve interromper o crescimento de
tumores e pode prevenir o desenvolvimento de metastases sem afetar a redugao do tumor.
Enquanto o efeito citotoxico consiste em alterar estrutura ou funcdo celular a ponto de
causar a morte dessa célula e diminui¢ao dos tumores (HOUGHTON, 1996). Por alguns
anos apenas os efeitos citotoxicos eram desejados no contexto das neoplasias, no entanto,
muitas vezes esses farmacos apresentavam muita agressividade ao organismo do
paciente, e nesses mesmos casos, ao reduzirem as dosagens observou-se que na verdade
o efeito poderia ser citostatico e toleravel pelos pacientes. Portanto, a distingdo entre
farmacos citotoxicos e citostaticas ndo € clara na medicacgdo real: compostos citotdxicos
também podem induzir estase com baixas doses e em células resistentes a apoptose, € 0s
efeitos citostaticos muitas vezes também resultam em morte celular em células que
estejam em qualquer outra fase do ciclo celular que ndo a fase quiescente (ANTTILA et

al., 2019).

Por isso, ao estudarmos efeitos dos farmacos, importa que haja alguma interagcdo com o
ciclo, a exemplo os taxanos e alcaloides da Vinca, que sdo farmacos de ligacdo de
microtubulos e sdo exemplos de agentes quimioterdpicos clinicamente eficientes que
visam especificamente a mitose. A estabilizagdo de microtibulos induzida por esses
compostos faz com que as células se acumulem na prometafase como consequéncia da

sinalizacdo do ponto de verificagdo mitdtico dos cinetécoros ndo ligados. O resultado
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primario do tratamento com taxanos ¢ a parada mitdtica, que muitas vezes leva a morte
celular. Outro farmaco que ¢ utilizada no tratamento de LMA e interfere com o ciclo ¢ o
etoposideo. Trata-se de um potente inibidor da enzima nuclear topoisomerase I, uma
enzima que funciona principalmente na fase S do ciclo celular. O farmaco tem como alvo
o ponto de verificacdo do ciclo celular, como a ciclina B1, e atua como inibidor da
topoisomerase I. Esse cenario traz outra conjuntura a discussdo: o fato de que o
“momento celular” provavelmente seja mais importante que o efeito seja citostatico ou
citotoxico, principalmente para uso sinérgico de farmacos. Uma vez que farmacos, como
etoposideo, ao atuarem em células que se encontram na fase S sao 100-1000 vezes mais
sensiveis do que quando atuam em células na fase G1 ou G2 (JOHANSSON; PERSSON,
2012).

Usando uma abordagem experimental computacional e modelos matematicos,
pesquisadores tentaram discernir os efeitos citotoxicos dos citostaticos em células que
estavam na fase S no momento do tratamento e nas células que estavam em G1 e G2-M
e identificaram diferencas dependentes do ciclo celular. Eles puderam prever que a terapia
citotoxica € superior quando a metéastase ¢ o modo predominante de progressdo na

neoplasia (RIXE; FOJO, 2007).

De uma maneira geral, trabalhos anteriores concluem que o fato de que ocorra uma parada
celular em uma fase do ciclo diferente de GO nunca fez parte do projeto da natureza e
torna-se intoleravel e leva a morte celular. Portanto, ao apresentar um percentual de
parada no ciclo celular diferente de GO com todas as substancias para todas as linhagens
no presente trabalho, deixamos a sugestao de que todos derivados de alcaloides marinhos
aqui selecionados tem potencial terapéutico nessas linhagens de leucemias

promielociticas.

Na linhagem celular HL60, hd predominio das células em GO/G1 com um perfil
aumentado de parada celular nas fases G2-M e S para substancias 2 e 4, similarmente aos

efeitos das camptotecinas (BORGNE et al., 2006).

A linhagem NB4, por sua vez, apesar do predominio celular em fase G1, mostrou
diferenca para aumento da quantidade de cé€lulas na fase S e G2-M para substancia 6;
enquanto para substancia 7 uma quantidade maior de células demonstrou um aumento da
parada do ciclo em G2-M, do mesmo modo de agentes alquilantes como clorambucil (AL-

SAWAF et al., 2020).
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J& a linhagem NB4-R2, manteve o predominio em fase G1, mas com acumulo de células

na fase S em relagdo ao controle de tratamento, principalmente para substancia 1.

De uma maneira geral, os resultados sugerem uma interferéncia na divisao celular. Essa
interrupcdo parece ser similar as substancias com estrutura quimica parecida, os
alcaloides da Vinca que sdo classificados como antimitéticos (BRANDAO, HUGO
N.JUCENI P. DAVID, 2010)

Para complementar informagdes encontradas nos resultados de ciclo celular e desvendar
melhor o mecanismo de a¢do dessas substincias andlogas de 3-APA, foi realizada a
analise dos transcritos dos genes relacionados a via de sinalizagdo da apoptose. A
regulacdo do ciclo celular é importante fator nas neoplasias, pois, o acimulo de células
clonais ¢ um sinal classico dessas patologias, seja por falha na indug¢ao da apoptose, seja
por exacerbagdao dos mecanismos antiapoptoticos. Dessa maneira, alteragcdes no controle
das vias que levam a apoptose podem levar a manifestagao da leucemia, porém essas
modificacdes de regulacao de ciclo e morte celular sozinhas ndo provocam aparecimento
da leucemia nos modelos animais, o que sugere que a manifestacdo ¢ multifatorial,
corroborando o perfil heterogéneo dessas malignidades hematologicas (LIAO et al.,

2001).



71

6.4 Avaliacio da expressdo génica por PCR em tempo real

6.4.1 Expressdo de genes da apoptose

A fim de avaliar as vias de sinaliza¢do envolvidas na apoptose nas células leucémicas
tratadas com os compostos selecionados, foi feito analise de expressao génica por teste
de PCR quantitativo em tempo real. Nas Figuras 18 a 20 estdo representadas as
expressoes relativas de cada gene alvo em relagdo ao controle de tratamento (células sem
tratamento (CV), consideradas como 1 - calibrador), utilizando como gene normalizador
0 GAPDH. Dessa maneira, foi utilizado o gene GAPDH como gene de controle endogeno.
Enquanto os valores relativos de expressao encontrados foram comparados entre os genes
normalizadores ¢ os genes de interesse comparativamente entre linhagem submetida a
substancia de estudo e a mesma linhagem sem tratamento nenhum, ou seja, aplicou-se o

método comparativo 244t conforme descrito no item 5.8.3.
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Figura 18-Efeito das substincias 6 e 7 na expressao dos genes alvos na linhagem NB4. RQO:
relative  quantification  (quantificacdo relativa).CV: controle de células viaveis.
As células (1 x 10°) foram incubadas com as substancias 6 € 7 por 48 horas. Cada barra representa
a Mediana + Desvio padrdo (n=4) da quantificacao relativa. Os dados foram expressos em relacdo
ao controle de células sem tratamento considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo quando comparado com o controle sem tratamento.
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Figura 19-Efeito das substincias 1 e 10 na expressio dos genes alvos na linhagem NB4-R2.
RQ: relative quantification (quantificacdo relativa).CV: controle de células viaveis.
As células (1 x 10°) foram incubadas com as substincias 1 e 10 por 48 horas. Cada barra
representa a Mediana + Desvio padrao (n=4) da quantificagdo relativa. Os dados foram expressos
em relacdo ao controle de células sem tratamento considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo quando comparado com o controle sem tratamento.
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Figura 20-Efeito das substincias 1,2,3 e 4 na expressao dos genes alvos na linhagem HL60.
RQ: relative quantification (quantificacdo relativa).CV: controle de células viaveis.
As células (1 x 10°) foram incubadas com as substancias 1, 2, 3 e 4 por 48 horas. Cada barra
representa a Mediana + Desvio padrao (n=4) da quantificacgdo relativa. Os dados foram expressos
em relagdo ao controle de células sem tratamento considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo quando comparado com o controle sem tratamento.

Avaliagdo da expressdo génica congrega esclarecimentos sobre os mecanismos de morte
celular. Uma vez que houve perfil predominante de morte celular por apoptose, alguns
genes foram selecionados para elucidar se houve desvio da via para pro-apoptose ou
diminui¢do de mecanismos de antiapoptose.

A proteina p53 ¢ um importante fator de transcricdo celular envolvido na inducdo da
apoptose e também na ativagdo da proteina p21 que resulta na parada da fase G1 do ciclo
celular (SUGIMOTO et al., 1991; DENG, 2016; DYSHLOVOY et al., 2017). Ja a
ativacdo do gene BAK esta diretamente relacionada a formagao de poros mitocondriais
atuando na pro-apoptose, cuja proteina também atua na ativagdo da proteina p21 que
resulta na parada do ciclo celular. No entanto, estudos sugerem um papel antiapoptotico

para p21, sendo a evidéncia indireta para esta visao foi fornecida por Kreis et al (2019),
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que relataram que altos niveis de expressao desse gene em blastos leucémicos obtidos de
pacientes com LMA se correlacionaram com uma resposta pior a quimioterapia. Assim
como relatado no item 2.4 do presente trabalho, esse gene pode ter um papel dual na morte
celular, pois baixos danos ao DNA aumentam expressao de p21 que interrompe o ciclo
celular para reparo, inibindo a apoptose. Mas danos graves ao DNA clivam p21, ndo
permitindo reparo e favorecendo a morte celular. Uma vez que a indugdo da maturagdo
das células leucémicas demonstrou reduzir a suscetibilidade das células leucémicas a
morte celular induzida por farmacos, € possivel que a regulagdo positiva de p21 represente
um componente da resposta de diferenciagdo que antagoniza a apoptose.

J& a proteina Bcl-2 atua de maneira antiapoptotica assim como gene AK7T (HOUSMAN
et al., 2014; MA et al., 2019). O protooncogene Bcl-2 codifica a proteina BCL-2 que é
inibidora da apoptose ao prevenir a liberagao de proteinas mitocondriais que ativam vias
das caspases (BANJARA et al., 2020). AKT ¢ um mediador geral do fator de crescimento
celular, capaz de suprimir a pressdo apoptotica de morte que vao desde escape de
desequilibrios no ciclo celular a danos ao DNA por alterar mecanismos de glicolise (LIU,

JIAN et al., 2020).

A linhagem celular NB4, apresentou perfis diferentes para as substincias selecionadas.
Para substancias 6 e 7, houve aumento de expressdo significativa do gene de 7P53, e
aumento aparente na expressao de BAK e Bcl-2, havendo também, diferenga significativa
na diminui¢do no gene AKT. Ja para substancia 7, houve diminui¢do aparente de Bc/-2 e
diminui¢do significativa do gene de p21. Ha, portanto, aumento da apoptose para
substancias 6 e 7 por 7P53 e uma resposta de diminuigdo de antiapoptose para ambas
substancias 6 e 7 (Tabela 3).

Tabela 3-Balanco da expressao de genes pro e antiapoptose na linhagem celular NB4 para
substéncias 6 e 7.

Linhagem NB4
Genes Substancia 6 Substancia 7
Pro-apoptose TP53 +* 4%
BAK + ~
Antiapoptose p21 - _*
Bcl-2 + -
AKT -k -

(+):aumento na expressdo comparado com o gene calibrador; (-): diminuigdo na expressdo
comparado com gene calibrador; (*): diferenga significativa (p<0,05); (~) sem alteracdo no
padrao de expressao.
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A expressdo na linhagem NB4-R2 teve resposta de diminui¢do da antiapoptose para
substancia 1, pois houve diminuicao de expressdo significativa para os genes p21 e Bcl-
2, e aumento da inducdo da apoptose por 7P53. Enquanto para substancia 10, houve
aumento da expressdo para 7P53 e BAK, e diminui¢do para AKT aumentando expressao

portando mecanismos apoptdticos e diminuindo expressao de antiapoptoticos (Tabela 4).

Tabela 4-Balanco da expressiao de genes pro e antiapoptose na linhagem celular NB4-R2
para substincias 1 e 10.

Linhagem NB4-R2

Genes Substancia 1 Substancia 10
Pro-apoptose TP53 % 4%

BAK + e
Antiapoptose p21 _* +

Bcl-2 -k -

AKT - %

(+):aumento na expressdo comparado com o gene calibrador; (-): diminui¢cdo na expressao
comparado com gene calibrador; (*): diferenga significativa (p<0,05); (~) sem alteracdo no
padrdo de expressdo.

A na linhagem HL60 ¢ associada a auséncia de expressao de p53. No entanto, outros
oncogenes podem compartilhar funcgdes fisiolodgicas semelhantes. Portanto nao foi
apresentada expressdo de 7P53 para esta linhagem, mas se destacaram nessa linhagem as
substancias 1 e 3. Para substancia 1 se destacou a diminui¢do da expressao de p21, Bcl-2
e AKT com um perfil de diminui¢ao da antiapoptose. A substancia 3 manteve o perfil da
diminui¢do da antiapoptose, pois houve diminui¢do na expressao de Bcl-2 e AKT. Para as

substancias 2 e 4 houve aumento significativo na expressao do gene BAK. (Tabela 5).
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Tabela 5-Balancgo da expressdio de genes pro e antiapoptose na linhagem celular HL60 para
substincias 1,2,3 e 4.

Linhagem HL60
Gene Substancia  Substancia  Substdncia ~ Substancia
1 2 3 4
Pro-apoptose
BAK ~ +* ~ +*
Antiapoptose p21 ¥ ~ - +
Bcl-2 - - - -
AKT - - - -
(+): aumento na expressdo comparado com o gene calibrador; (-): diminui¢do na expressao

comparado com gene calibrador; (*): diferenga significativa (p<0,05); (~) sem alteragao
no padrao de expressao.

O processo de regulacdo do ciclo e morte celular, possui varios pontos de checagem e
interagdo entre as vias (MURA et al., 2019), mas o que define o perfil para sobrevivéncia

ou morte celular é o balango dessas expressdes dos genes pro e antiapoptdticos e suas
proteinas (Figura 21).
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Figura 21-Esquema de representacio do equilibrio de fatores pro6 e antiapoptoticos na
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No presente estudo com as substancias analogas 3-APA, ndo houve diminui¢ao da pro-
apoptose, ou aumento da antiapoptose para nenhuma substincia selecionada, em

nenhuma linhagem utilizada, fortalecendo o potencial citotdxico dessas substancias.

Uma vez que as leucemias tém tendéncia de acumular células por falhas na apoptose
(Testa, 2007), ¢ provavel que o diferencial dessas substincias derivadas de alcaloides
marinhos aqui apresentada neste trabalho, se destaquem por diminuir esse perfil da

antiapoptose.

6.4.2 Expressdo de genes de estresse oxidativo

Os agentes quimioterapicos podem induzir lesdes no DNA, expondo a células a uma
grande quantidade de agentes genotdxicos, como ROS (DAKIK et al., 2021). Desta
forma, o aumento do estresse oxidativo nas células produz lipidios oxidados, proteinas e
DNA danificados, o que consequentemente leva a morte celular. As ROS geradas pela
familia NOX de NADPH oxidases (NOX) emergiram como importantes substincias
reguladoras e de sinalizagdo que modulam o crescimento de células vasculares, migragao,
organizacdo do citoesqueleto e funcdo de barreira. Varios estudos relataram que
diferentes tipos celulares quando expostos aos tratamentos apresentaram um aumento da
expressdo e da atividade da NADPH oxidase aumentando consequentemente a produgdo
de espécies reativas de oxigénio. Em linhagens celulares de LMA, a expressao de genes
e/ou proteinas de NOX1, NOX2, NOX4 e p47phox foi relatada (HOLE et al., 2013a). A
p47phox ¢ uma subunidade reguladora citosolica de NOX, e sua fosforilacdo e
translocagdo para a subunidade catalitica NOX2 em membranas ¢ uma etapa necessaria

para a montagem e ativacdo de NOX (MARALDI et al., 2009).

As Figuras 22, 23 e 24 abaixo, representam a expressao genica de NOX1, NOX2, NOX4
e p47phox e estdo representadas as expressoes relativas de cada gene alvo em relagdo ao
controle de tratamento (cé€lulas sem tratamento (Controle), consideradas como 1 -

calibrador), utilizando como gene normalizador o GAPDH.
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Figura 22-Efeito das substincias 6 e 7 na expressao dos genes de estresse oxidativo na
linhagem NB4.Fold change: expressio relativa do gene. As células (1 x 10°) foram incubadas
com as substancias 6 e 7 por 48 horas. Cada barra representa a Mediana + Desvio padrao (n=3)
da quantificagdo relativa. Os dados foram expressos em relacdo ao controle de células sem
tratamento (Controle) considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo quando comparado com o controle sem tratamento.



80

NB4-R2 ~ NB4-R2
X 25-  E— X 1.5,
O o
z z .
2™ = is
( 4
Z £ 5. < 510
x o [ ]
ES E<
2 o 104 2o -
T = T =
oL o S 0.5
" o —
" 5+ g
g g
g o S 0.0
w Controle  Substincia 1 Substincia 10 w Controle Substincia 1 Substincia 10
p<0,05 p<0,05
NB4-R2 % NB4-R2
hi * £
»  10-  — a 1.59
o) r~
z 3
-] -
° .a 8 I Q -
<$ T B 1.04
Z c g+ < o .
x s zZ &
ES xS
32 4 Es
8= 8 5 0.5
2 24 =
g 3
: o omm [ . : - %
L Controle  Substincia 1 Substincia10 s 0.0 T
ﬁ Controle  Substancia 1 Substancia10

p<0,05

Figura 23-Efeito das substincias 1 e 10 na expressao dos genes de estresse oxidativo na
linhagem NB4-R2. Fold change: expressdo relativa do gene. As células (1 x 10°) foram
incubadas com as substancias 1 e 10 por 48 horas. Cada barra representa a Mediana + Desvio
padrdo (n=3) da quantificagdo relativa. Os dados foram expressos em relacdo ao controle de
células sem tratamento (Controle) considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi considerado
estatisticamente significativo quando comparado com o controle sem tratamento.
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Figura 24-Efeito das substincias 1,2,3 e 4 na expressao dos genes de estresse oxidativo na
linhagem HL60. Fold change: expressdo relativa do gene. As células (1 x 10°) foram incubadas
com as substancias 1 e 10 por 48 horas. Cada barra representa a Mediana + Desvio padrdo (n=3)
da quantificacdo relativa. Os dados foram expressos em relagdo ao controle de células sem
tratamento (Controle) considerado como 1. Valor de *p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo quando comparado com o controle sem tratamento.

Foi demonstrado que dependendo dos niveis de ROS, podem existir influéncia na
hematopoiese, ou na leucemogénese ou na MCP. Um baixo nivel de ROS ¢
frequentemente associado com a auto-renovagdo de células-tronco leucémicas e
diferenciagdo celular, enquanto um nivel moderado foi associado a proliferacdo de
blastos, ja o alto nivel, tolerado pela célula, pode oferecer mecanismo de resisténcia a
apoptose com envolvimento em vias de sinalizagdo de MAPK-ERK, Bcl-2 e p53 (DAKIK

etal.,2021; REDDY et al., 2011; STANICKA et al., 2015)

A expressao de NOXI ¢ mais proeminente no colon onde ¢ induzido por fatores que

representam varios efetores celulares que aumentam sua expressao génica, estimulando
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producdo de ROS. A superexpressdo de NOXI demonstrou promover a carcinogénese em
algumas linhagens, como de fibroblastos. No entanto, tem sido sugerido que NADPH
oxidase NOX1 desempenha um papel crucial apenas na iniciagdo da tumorigénese, pois
sua expressao ¢ limitada ao inicio da carcinogénese e fica desregulada em estagios
avancados de canceres, excluindo cancer de colon no qual permanece elevada sua
expressdo. (MITSUSHITA; DAVID LAMBETH; KAMATA, 2004). Nos estudos de
LMA, expressao de NOX1, bem como de NOX4 encontram-se maiores do que em células
saudaveis. O aumento dos niveis de ROS diminui a expressao de NOXI, por diminuir
ativagdo de fatores como p38M4PK que estimulam producio de NOX1 (HOLE et al.,

2013b; PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019a).

Expressdo de NOX2 depende de uma unidade citosolica o p47-phox para ativagao, esse
complexo ¢ caracteristico em leucocitos, principalmente os que possuem atividade
fagocitica. Mas no contexto das LMA, sua investiga¢do vai além das funcdes normais e
foi demonstraram que NOX2 estd envolvida na diferenciagdo celular. A diminui¢do da
sua expressao também diminuiu a viabilidade celular (IRWIN; RIVERA-DEL VALLE;
CHANDRA, 2013; MASON et al., 2021; REDDY et al., 2011). Corroboram esses
achados o fato dos componentes do complexo NOX2 serem expressos de forma ubiqua
na LMA, mas apresentam expressao inferior nos subgrupos t(8;21) e t(15;17) (DAKIK et
al., 2021)

A diferenga mais marcante entre NOX4 e outras isoformas ¢ a alta concentragao de ROS
produzido pela enzima, mais especificamente H,0,. Embora sua expressdo ndo seja
exacerbada, como relatado para NOX2, NOX4 parece permanecer constitutivamente
ativada. Sua atuagdo nas LMAs tem sido relatada favorecendo a sobrevivéncia celular,
inclusive inativacao de NOX4 demonstrou reduzir niveis de ROS em linhagens de LMAs.
Seu envolvimento com FLT3-IDT explica grande parte desses achados, uma vez que
FLT3 mutado possui um fator de transcri¢ao capaz de se ligar as regides promotoras de
NOX4, que por sua vez, contribui para inativacdo da proteina tirosina fosfatase do tipo J
cuja influéncia ¢é regular negativamente o FLT3. Portanto, NOX4 ao inativar essa proteina
tirosina fosfatase do tipo J, favorece ativacdo de FLT3 e a transformacdo de células
hematopoiéticas (AURELIUS et al, 2012; IRWIN; RIVERA-DEL VALLE;
CHANDRA, 2013; PARASCANDOLO; LAUKKANEN, 2019b; STANICKA et al.,
2015).
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Células de linhagens de LPA demonstraram p47phox como importante fonte de ROS ap6s
tratamento com ATO cuja expressdo aumentou em até 400 vezes. Da mesma forma,
PI3K-AKT pode ser ativado por niveis elevados de ROS e ativar p47phox. Portanto,
p47phox parece ser expresso como mecanismo de sobrevivéncia celular diante do
aumento de ROS. Sabe-se que células da LPA, de maneira geral assim com a maioria das
células tumorais, possui nivel elevado de NOX, e peculiarmente, a inibicdo de NOX
nessas linhagens diminuiu a sensibilidade das células ao tratamento com ATO,
demonstrando importante associagdo do mecanismo do estresse oxidativo para atuagao
dessa terapia alvo. (CHOU et al., 2004; IRWIN; RIVERA-DEL VALLE; CHANDRA,
2013; VIVAS-MEJIA et al., 2009; WANG, JIE et al., 2008; WANG, TING-YU et al.,
2007)

Como observado, ha uma variacdo na expressdo de NOX de acordo com tipo celular e
resposta celular para sobrevivéncia, diferenciagdo ou MCP. A expressao significativa de
NOX2 concomitantemente com p47phox na linhagem NB4, ¢ coerente com a coativacao
relatada dos genes. No entanto, o aumento da expressdo de NOX2 e p47phox parece
demonstrar mecanismo de tentativa de reparo celular apds exposicdo as substancias
selecionadas de 3-APA neste trabalho. Mas sabendo o desfecho de morte celular avaliado

previamente, ¢ como se os efeitos citotoxicos ja ndo pudessem ser revertidos.

Em relagdo a linhagem NB4-R2, houve aumento significativo da expressdao de NOXI e
NOX4. A expressao de NOXI foi relatada inativando gene AKT (PALETTA-SILVA;
ROCCO-MACHADO; MEYER-FERNANDES, 2013) e esse dado corrobora com nossos
achados prévios de expressdo génica com tendéncia de diminuir a antiapoptose nas

linhagens.

J& a expressdo de NOX4 tem sua atividade dependente do contexto, a sua delecdo, por
exemplo, foi relatada favorecendo a sobrevida em modelos murinos de LMA
(DEMIRCAN et al., 2022). Assim poderiamos formular uma hipotese de que o aumento
da expressaio de NOXI e NOX4 continuariam tentando aumentar nivel ROS
intracelularmente a fim de conduzir as células da linhagem NB4-R2 a apoptose triada nos

testes de citometria.

A falta de diferenga significativa na expressdo de NOX1, NOX2, NOX4 e p47phox na
linhagem HL60, orienta nossa hipdtese de que afetar apoptose para morte celular foi mais

eficiente que estimular via de produgao ROS.
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A ativagdo mais que a expressao dessas proteinas NOX ¢ a fonte primaria de regulagdo
no estresse oxidativo (IRWIN; RIVERA-DEL VALLE; CHANDRA, 2013). No entanto,
compreender os mecanismos que a célula evoca a nivel de expressao génica pode indicar
o status do nivel de estresse das células e mapear as principais vias pelas quais ela tenta

sobreviver.

Uma vez demonstrado que as linhagens celulares morreram com predominio pela via
apoptotica e principalmente por diminui¢ao da antiapoptose (capitulos 6.2 € 6.3.1), isso
suporta a suposicdo de que as substancias selecionadas neste trabalho podem interagir a
nivel celular inibindo alguma etapa nas vias de MCP. Isso se correlacionaria com a
tentativa de a célula induzir reparo e sobrevivéncia por vias alternativas que levassem ao
aumento de expressao de NOX, mas nao sendo via estresse oxidativo o principal

mecanismo de morte para essas linhagens.

A fim de tentar elucidar por qual via esse conjunto de alteracdes celulares, como ciclo,
morte, apoptose e estresse oxidativo, poderiam estar correlacionadas, a busca por

similaridade quimica se mostrou de importante ferramenta.

6.5 Avaliacao de alvos moleculares por similaridade quimica das substincias
selecionadas

Encontrar compostos para um alvo conhecido ¢ a abordagem convencional em programa
de quimica medicinal. No entanto, a descoberta de moléculas bioativas pode ocorrer por
triagens biologicas e, em muitos casos, compostos promissores podem ser identificados
e seu mecanismo de acdo pode e deve ser explorado em sequéncia. Com a quantidade de
dados de atividades bioldgicas cada vez mais disponiveis, a busca de alvos para estes
compostos pode ser auxiliada por métodos computacionais. Por exemplo, a técnica
chamada target fishing ¢ uma abordagem que visa predizer alvos biologicos de moléculas
baseado em sua estrutura quimica, um método de determinacdo in silico de alvos
moleculares (PERAGOVICS et al., 2013).

Estratégias computacionais de farget fishing sao empregadas para identificar os alvos
moleculares mais provaveis de uma substancia em estudo. Este processo permite a
identificacdo do modo de ag¢do de farmacos conhecidos, reposicionamento de farmacos
ou a predicao dos efeitos adversos de um composto. A grande quantidade de informacgdes

disponiveis sobre a bioatividade de milhares de moléculas permite o desenvolvimento
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desses tipos de estratégias. Nos ultimos anos, temos testemunhado o surgimento de
muitos métodos para target fishing. Alguns desses métodos baseiam-se no principio da
similaridade molecular, ou seja, moléculas similares podem se ligar aos mesmos alvos e
apresentarem bioatividades semelhantes. (CERETO- MASSAGUE et al., 2015a).
Utilizando como busca no banco de dados ChEMBL, as linhagens celulares NB4 ¢ HL60
tiveram associagdo com o banco de dados e foram selecionados os compostos com ICsg
e GI 50 definidos.

A similaridade estrutural foi calculada entre todos as substancias de interesse (substancias
1,2,3,4,6,7 ¢ 10) e os compostos provenientes da pesquisa no ChEMBL.

A busca inicial retornou 36 resultados com pelo menos 75% de similaridade quimica entre
as substancias estudadas e substancias ja com alvo descritas no banco de dados.

A partir dessa triagem, esses compostos foram investigados e a quantidade de alvos para

cada composto similar foi compilado no Tabela 6 abaixo.
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Tabela 6. Relacio de compostos e alvos encontrados por similaridade quimica com as substincias selecionadas

ID COMPOSTO Substancial Substancia2 Substancia3 Substancia4 Substancia6 Substdncia7 Substancia 10 Quant|dad.e de
alvos preditos
CHEMBL1972144 0,827 0,827 0,821 0,827 0,851 0,851 0,820 18
CHEMBL1977816 0,778 0,778 0,784 0,778 0,785 0,785 0,760 28
CHEMBL1994350 0,773 0,773 0,768 0,773 0,780 0,780 0,755 8
CHEMBL1974161 0,768 0,768 0,763 0,768 17
CHEMBL28072 0,760 0,760 0,755 0,760 0,792 0,792 0,765 18
CHEMBL2413763 0,759 0,759 0,755 0,759 0,788 0,788 16
CHEMBL1974649 0,759 0,759 0,754 0,759 0,779 0,779 0,752 8
CHEMBL1999074 0,756 0,756 0,751 0,756 17
CHEMBL225697 0,755 0,755 0,750 0,755 0,822 0,822 0,748 7
CHEMBL389183 0,755 0,755 0,750 0,755 0,822 0,822 0,748 6
CHEMBL2002004 0,754 0,754 0,750 0,754 0,791 9
CHEMBL173615 0,782 0,782 0,791 12
CHEMBL1965393 0,782 0,782 5
CHEMBL1984326 0,760 0,760 0,781 7
CHEMBL1992180 0,760 0,760 0,758 7
CHEMBL1985761 0,759 0,759 9
CHEMBL2375380 0,759 0,759 17
CHEMBL1977527 0,796 11
CHEMBL1869193 0,776 0,776 0,797 7
CHEMBL2001569 0,752 0,752 0,762 4
CHEMBL1905701 0,778 0,778 7
CHEMBL1995628 0,753 0,753 25
CHEMBL2006525 0,786 0,786 8

CHEMBL4170755 0,784 0,784 23



CHEMBL1964952
CHEMBL1968858
CHEMBL1443628
CHEMBL1733921
CHEMBL284742

CHEMBL1973338
CHEMBL1984075
CHEMBL1775131
CHEMBL2003274
CHEMBL4870868
CHEMBL1983507

CHEMBL259393
CHEMBL554573
(NB4)

0,712

0,712

0,708

0,712

0,781
0,752
0,735
0,750
0,755

0,750

0,755

0,741

0,781
0,752
0,735
0,750
0,755

0,750

0,755

0,741

0,793

0,758
0,690
0,753
0,685
0,760
0,755

0,750
0,728

87

As substdncias selecionadas foram triadas quanto a sua similaridade quimica, representada por numeral de 0 a 1, sendo, quanto mais proximo de 1, mais
proximo de 100%. Seguindo o critério de sele¢do de 75% de similaridade quimica entre as substdncias selecionadas e outros compostos descritos previamente
e compilados no banco ChEMBL, foram apresentados todas identificacées dos compostos encontrados (ID COMPOSTO) e a relagdo de similaridade quimica
no quadro (de 0 a 1). Predominantemente,ha mais resultados para linhagem HLG60, exceto ultima linha na qual esta resultado para linhagem NB4, embora
abaixo do critério de 75% de similaridade, retornou os mesmos alvos de maior correlagdo que HL60.
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Na busca, as substancias selecionadas na linhagem HL60 (1,2,3 e 4) apresentaram
resultado de 82% a 85% de similaridade com inibidores de Protooncogene tirosina
quinase 1 (ROS1).

A 1inibi¢ao desse receptor foi relatada aumentando eficacia do tratamento em LPA,
inclusive aumentando eficécia da terapia alvo com ATO(LI, 2018).

O ROSI ¢ ativador de vias que levam a proliferacdo e sobrevivéncia celular, sdo elas a
via JAK/STAT, a via RAS/MEK/ERK e PI3K/AKT/mTOr. O ROS1 como provavel alvo
para as substancias avaliadas nesse trabalho se correlacionaria com resultados
encontrados de diminui¢do da antiapoptose observados na expressao génica relacionada

a apoptose. (JOSHI et al., 2019; YAO et al., 2020)

Ainda para linhagem HL60, as substancias selecionadas apresentaram cerca de 78% de
similaridade com inibidor da Poli(ADP-ribose)polimerase 1 (PARP1) amplamente
conhecido como responsavel pelo reparo das cadeias de DNA quando ocorre dano celular.
A PARP-1 atua como um sensor de danos ao DNA. Ele reconhece os danos ao DNA e
facilita o reparo do DNA, recrutando a maquinaria de reparo do DNA para os locais
danificados. Se no entanto, outros sinais de danos celulares irreparaveis sao gerados e a
célula tem sinalizagdo para MCP ativada, PARP1 ¢ clivada pela caspase-3 e em vez de
reparo a célula ¢ conduzida a apoptose (WANG, YUIE; LUO; WANG, 2019). Dessa
maneira, a inibigdo de PARP1 favorece ocorréncia de apoptose, e se correlaciona ao perfil
de morte predominante avaliado neste trabalho para os 3-APA. Esse achado ¢ corroborado
por outros estudos descritos de que inibidor especifico de PARP1 niparibe ¢ eficiente no
tratamento da LPA, e olaparibe eficiente na morte celular na linhagem HL60

(AURELIUS et al., 2012; GIANSANTI et al., 2021).

Em uma busca rapida nos bancos de dados no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) ao buscar por informacgdes sobre a linhagem HL60, obtivemos 2023
resultados, j& ao pesquisar sobre linhagem NB4, obtivemos 283 resultados. Essa diferenca
na quantidade de estudos certamente impacta ao fazer a busca por similaridade no
ChEMBL, no entanto, ainda s3o muito importantes no contexto desse trabalho para

predizer alvo das substancias nessas linhagens.

Para linhagem NB4, a similaridade foi de 61% para a proteina ROS1 também. Enquanto

NB4-R2 nio retornou estudos de similaridade.
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Inibidores tirosinoquinases carregam consigo a oportunidade de terem varios alvos (como
discutido no capitulo 2.5). De mesma maneira, a expressdo de NOX parece afetar e ser
afetada por diversas vias de sinalizagdo, um exemplo ¢ como o aumento induzido de ROS
por Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) pode estar relacionado as atividades

de NOX2 e NOX4 em linhagens leucémicas (HAKIM, 2010).

Intrigantemente, a expressdao aumentada de NOXI e NOX4 nas linhagens NB4 pareceu
ser inversamente ativada em relagdo a expressao de NOX2 e p47phox em NB4-R2. Esse
achado aumenta a perspectiva de que substancias que tem como alvo tirosinoquinases

podem afetar diversos pontos do metabolismo e sinalizagao intracelular.
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7. CONCLUSOES

» A melhor atividade citotoxica (in vitro), de menor ICso € melhor indice de
seletividade, das substancias analogas ao alcaloide 3-alquilpiridinico frente a
linhagens leucémicas foram:

o as substancias 6 e 7 para linhagem de Leucemia promielocitica aguda
com PML-RARa (NB4);

o as substancias 1 e 10 para linhagem de Leucemia promielocitica aguda
com PML-RARau e resistente ao ATRA (NB4-R2) ¢;

o As substancias 1, 2, 3 e 4 para linhagem de Leucemia promielocitica

aguda (HL-60 (ATCC® CCL-240™),

» Houve um predominio de morte celular por apoptose nas linhagens;

» Nao ha uma fase tipica da interrupgdo do ciclo celular, mas todas mostraram

efeitos citotoxicos;

» O desenho quimico das substancias parece apresentar seletividade de acordo com
cada linhagem:
o Hidroxilas terminais para linhagem de Leucemia promielocitica aguda
com PML-RARa (NB4);
o Grupo aldeido e anel tetraidropirano para linhagem de leucemia
promielocitica aguda com PML-RARa e resistente ao ATRA (NB4-R2);
o Anel tetraidropirano para linhagem de Leucemia promielocitica aguda

(HL-60 (ATCC® CCL-240™);

» O mecanismo para morte demonstra ser por meio da diminui¢do da antiapoptose

e modificagdo no padrao de expressao de NOXI, NOX2, NOX4 e p47phox;

» Hauma probabilidade de as substancias selecionadas terem varios alvos celulares,

dentre eles ROS1 e PARP1 que culminam em causar apoptose nas células.



91

Para sumarizar o efeito de cada molécula nos testes realizados neste trabalho, os dados

foram compilados no Quadro 2 abaixo.

Quadro 2- Resultados encontrados compilados por molécula e linhagem estudada

Teste NB4 NB4-R2 HL60
Substancias 6 7 1 10 1 2 3 4
selecionadas
Avaliagao 54% 64% 43% 34% 27% 29% 27% 30%
apoptose/necrose apoptose apoptose | apoptose | apoptose apoptose | apoptose | apoptose | apoptose
40% 31% 54% 64% 66% 64% 67% 64%
viaveis viaveis viaveis viaveis viaveis viaveis viaveis viaveis
Ciclo celular Gl1, Gl1, Gl1, Gl1, Gl Gl
S/G2M G2M S S S/G2M S/GaM
Expressao genes | +7P53 +TP53 +TP53 +TP53 -P21 +BAK -AKT +BAK
da apoptose -AKT -P21 -P21 +BAK -AKT -Bcl-2
-Bcl-2 -AKT -Bcl-2
Expressao genes | +NOX 2 +NOX2 | + NOX1 |-NOX2 - sd -sd -sd -sd
do estresse +P47.phox | P47.phox | +NOX 4
oxidativo -NOX 1

Similaridade ROSI1 ¢ vias JAK/STAT, a via RAS/MEK/ERK e PI3K/AKT/mTOr de sobrevivéncia celular;

quimica PARP1 diretamente relacionada a apoptose

Dados finais do trabalho compilados por substancia e por linhagem celular. Apoptose: percentual de células com morte
por apoptose; Viaveis: percentual de células viaveis no ensaio; Ciclo celular em negrito demonstra predominancia das

células; (+): aumento da expressao; (-): diminuigao da expressdo; -sd: sem diferenca significativa.

As substancias 6 e 7 pareceram ser mais agressivas pelo percentual de apoptose, e
interrup¢do predominantemente em G1 onde atua a p53, cuja expressdo demonstrou
bastante aumentada. A expressdo de NOX 2 e P47-phox aumentado podem indicar
inducdo a diferenciagdo para tentativa de sobrevivéncia celular por diferenciacao. Efeito
correlacionado dos provaveis alvos, em que mesmo tentando aumentar diferenciagao para
sobrevivéncia, as vias ja estdo modificadas para diminuir a sobrevivéncia celular e entrar

em apoptose.
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As substancias 1 e 10 na linhagem NB4-R2 levaram a morte celular predominantemente
por apoptose, e interrup¢ao predominantemente em G1 onde atua a p53, cuja expressao
demonstrou bastante aumentada. Os NOX 1 e 4 estdo relacionados a aumentar os ROS
para induzir a morte celular, resultados que se correlacionam a ubiquidade tirosinoquinase
das moléculas preditas por similaridade quimica.

As substancias 1 a 4 na linhagem HL60 aparentaram ter menos acdo agressiva, por ter
menor percentual de morte e maior de células vidveis, embora a morte fosse também
predominantemente por apoptose. O aumento da expressio de BAK parece se
correlacionar com a parada do ciclo celular em S/G2M. Isso pode se correlacionar com a
falta de diferenca significativa nos genes de estresse oxidativo, como se a hipotese aqui
fosse de um direcionamento & morte menos enérgica e mais certeira como ativar apoptose
com atuag¢do direta a mitocondria, por exemplo. Situagcdo também facilitada pelos
provaveis alvos ubiquos previstos na similaridade quimica.

Conclui-se portanto que este trabalho conseguiu avaliar o potencial mecanismo de agdo
citotoxica das substancias sintéticas, analogas ao alcaloide 3-alquilpiridinico nas células

de linhagens leucémicas humanas do tipo promielocitica aguda
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9. ANEXOS
ANEXO 1

TEEMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: “Analise celular, melecular e plasmatica de biomarcadores de diagnostico,
prognostico e avaliagio m vifro de potencial terapeutico de biomeleculas sintéticas em amostras de

pacientes com neoplasias mielowdes, linfordes e muelodisplasia™

SUBPEOIETO: Avaliacio in vitre de potencial terapsutico de biomeoléculas sintéticas em

amostras humanas e lmhagens celulares

Prezado (3) Senhor (a),

O Departaments de Analises Climcas e Toxwcologicas da Faculdade de Fammacia da
Universidade Federal de Mmas Geraiz esta realizando um estudo de inferesse para o fratamento de
canceres. S5e voce guuser parficipar desse estudo como individuo controle, solicitamos que autorize a
coleta de apenas 10 mL de seu sangue para reabizarmos exames laboratonais que inclurio dosagens de
proteinas, exame:s genshicos e testes com biomoléculas, 1mportante: parimetros para o diagnostico,
avaliagio de prognostico e descoberta de novas drogas para tratamento destas doencgas. A coleta da
amostia de sangue venoso pode, as vezes, resultar na formagio de um pequeno hematoma (roxo) e leve
dor localizada. Entretanto, a coleta sera feita por profissional capacitado e com grande expenencia. Sera
ufilizado material descartavel de boa qualidade (agulhas e tubos a vacueo), visando o exito da coleta. Toda
informacio obtida nessa pesquisa € considerada confidencial. Sua participagao é totalmente voluntana e
CAZ0 VOCE N30 quelra participar ndc havera nenhum prejulzo para o seu frataments. O () Sriz) ndo fera
qualquer fipo de despesa para participar da pesquisa e ndo receberad remmumeragdo por sua parficipagio. O
parficipante & o pesquisador assinardo duas vias iguals, ficando wma via com o participants & a outra com
o pesquisador.

Chualquer outra informagdc que desejar podera ser obfida com o Professor Adnano de Paula
Sabino da Faculdade de Farmacia TFMGr, atraves do telefone 3409-6882. Informagdes sobre os aspectos
eficos da pesquiza poderdo ser obtidas com o Comuté de Efica em Pesquizsa da UFMG/'COEP, pelo
telefone 3409-4392, localizade a Av. Antomio Carlos, 6627, Umdade Adwomistratrva I, Campus
Pampulha, Belo Honzonte - MG. Desde ja agradego sua colaboragio.

Prof. Adnano de Paula Sabine (Coordenador do projeto, Professor de Hematologia da Faculdade
de Farmacia da UFMG)

Nome:

Documento de identificacio:

Aszzinatura: Drata:




ANEXO 2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERALS
COMITE DE ETICA KM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 02177612.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Adriano de Paula Sabino
Depto. de Andlises Clinicas e Toxicol6gicas
Faculdade de Farmécia - UFMG

DECISAC

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP analisou e aprovou, no
Uia 22 de abnl de 2015, 2 emenca a0 projeto de pesquisa Inttulado “Avaliagio do
mecanismo apoptético ¢ da expressao da Proteina-Tirosina Quinase Zap 70
e de micro-RNAs na LeucemiaLinfocitica Crdnica(LLC)" com as alleragoes:

o Inciusdo de pacientes com Sindrome Mielodispiasica e Leucemias
Mieldides e Linfoides;

o Subslituir o titulo corrente por: “Andlise celular, molecular & piasmatica de
biomarcadores de diagnéstico, progndstico e avaliagao in vitro de patencial
lerapéutico de blomoléculas sintéticas em amostras de pacientes com
neoplasias mieloides, linfdides e mielodisplasia”;

o Substituir: ‘estudar In vitro o efeito de diferentes quimioterdpicos”™ por
estudar in vitro o efeito de biomoléculas, uma vez qua quimioterapicosa sao
usados para comparagio de fedto de novas biomoléculas pelo grupo de

estudo; =
P AR 586 00 {efipo de execuca do projelo, com extensao do prazo para
2020.

O relaténo final cu parcial devera ser encaminhado ac COEP um
ano apos o inlcio do projeto.

-
TG Cc,-“‘}us M Jeclectcs oore K
C Profa. Dra. Telma Campos Medeiros Lorentz —
Coordenadora do COEP-UFMG
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