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RESUMO

A auséncia de resposta ao tratamento do cancer esta relacionada com diversas
causas, resultando na incapacidade do quimioterapico em induzir a morte da célula
tumoral. O principal obstaculo é o fendbmeno conhecido como resisténcia a multiplos
farmacos (MDR), que resulta do aumento da extrusdo de uma variedade de
compostos quimioterapicos, com consequente redugao do seu acumulo no interior
da célula. Dentre os fatores que podem originar o fenétipo MDR, encontra-se a
ativacao ou superexpressao de proteinas exportadoras de farmacos, que pertencem
a familia de transportadores ABC (ATP Binding-Cassette), como, por exemplo, a
proteina de resisténcia associada a multiplos farmacos 1 (MRP1). Varios trabalhos
demonstraram que a expressao de MRP tem sido relacionada como um fator de
prognoéstico desfavoravel, em diferentes neoplasias hematolégicas nao tratadas e
refratarias a quimioterapia, incluindo as leucemias linfoblasticas agudas. Além disso,
as MRPs, como a MRP1 e a MRP2, transportam compostos quimioterapicos para
fora das células conjugadas a GSH. No entanto, a interagdo entre GSH e MRP1 é
complexa e nao esta completamente esclarecida. Por outro lado, esta demonstrado
que a reducdo da concentracdo de GSH diminui a resisténcia mediada pela MRP1,
contra alcaldides da vinca e antraciclinas. Demonstramos, anteriormente, que o NO
promoveu a diminuicdo da concentracdo de GSH e a morte celular, em células
linfoblasticas leucémicas CEM, e esses efeitos foram potencializados pelo BSO (L-
butionina-[S,R]-sulfoximina), um inibidor da y-glutamilcisteina sintetase, enzima
chave na sintese de GSH de novo. Como a GSH é importante para o transporte
mediado pela MRP1, no presente trabalho investigamos o envolvimento da deplegao
da GSH, induzida pelo NO, na atividade e expressao da MRP1, em células de
linhagem linfoblastica leucémica L-1210. Nossos resultados demonstraram que a
MRP1 esta ativa nas células L-1210, e esta atividade foi inibida pelo NO na
presenca ou auséncia de BSO. A associagcdo do NO e BSO resultou em um efeito
sinérgico sobre a inibicdo da atividade e redugdo da expressao da MRP1. Estes
resultados nos permitem sugerir que um dos provaveis mecanismos de inibicdo da
atividade da MRP1 pelo NO, em células linfoblaticas leucémicas L-1210, seja de
forma indireta, através da deplecdo de GSH e inibigdo da sintese de novo de GSH.
Dessa forma, concluimos que doadores de NO poderiam ser usados, associados
aos quimioterapicos que fazem parte do protocolo de tratamento terapéutico da
leucemia linfoblastica, como uma nova estratégia de inibicao da MRP1.
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ABSTRACT

The lack of response to cancer treatments is related to several causes, resulting in
chemotherapy inability to induce tumoral cell death. The major obstacle is the
multidrug resistance (MDR) phenomenom that is the extrusion of chemotherapy
drugs variety from the cells. The principal factor wich can promote MDR phenotype is
the activation or superexpression of drugs exporter proteins, including ABC
transporters (ATP Binding-Cassette) family, for example, multidrug resistance
associated protein 1 (MRP1). Several works confirm that MRP expression have been
related as an unfavorable diagnosis factor in diferent hematological neoplasias non
treated and refractaries to chemotherapy, incluiding murine lymphoblastic leukemia.
In fact, MRPs, like MRP1 and MRP2 transport chemotherapy agents out of cells
when conjugated to glutathione (GSH). However the interaction between GSH and
MRP1 is complex and not yet completely understood. On other side, it was
demonstred that decreasing intracellular GSH levels reduces the resistance related
to MRP1 against vinca alkaloids and anthracyclines. It was showed that NO induced
GSH decrease and cellular death in lymphoblastic leukemia cells (CEM) and these
effects was enhanced by BSO (L-butionina-[S,R]-sulfoximina). BSO is an v-
glutamilcisteina sintetase inhibitor, a key enzyme in GSH synthesis. Since GSH is
important for the drugs transport related to MRP1, in this work we studied the
involvement of NO-induced GSH depletion on MRP1 activity and expression in
murine lymphoblastic leukemia L-1210 cell line. These results demonstred that MRP1
is active in this cell line and its activity was inhibited by NO in the presence or
absence of BSO. The association of NO and BSO resulted in a synergistic effect on
inhibition and expression reduction of MRP1. The results suggest that the probably
inhibition mechanism of MRP1 activity by NO is indirectly through the GSH depletion
and inhibition of de novo synthesis in murine lymphoblastic leukemia L-1210 cell line.
Thus we suggest that NO can be used in association with treatments protocols
chemotherapy of lymphoblastic leukemia, like a new MRP1 inhibition strategy.



1. INTRODUCAO

Cancer € uma denominagéao utilizada para descrever um grupo de doengas,
que se caracteriza pela proliferagao desordenada de células e pela incapacidade de
diferenciacao celular (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

O cancer é diagnosticado em mais de 11 milhdes de pessoas por ano e causa
a morte de cerca de sete milhdes de pessoas, neste mesmo periodo, em todo o
mundo (WHO, 2007). No Brasil, o cancer € a segunda causa de morte,
representando 12% do total de obitos registrados (KLIGERMAN, 2001). Segundo
dados do Ministério da Saude, a estimativa de novos casos de cancer, para o ano de
2006, foi de 472.050 (INCA 2006). Em Santa Catarina, a estimativa de novos casos
de leucemias, para o ano de 2006, foi de 7,35 para 100.000 homens e 5,27 para
100.000 mulheres (INCA 2006). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
0 numero de novos casos de cancer aumentara 50% nos proximos 20 anos, sendo
que 60% ocorrerao nos paises menos desenvolvidos. A quantidade de novos casos
de cancer em um ano, no Brasil, € maior do que a de casos acumulados de AIDS,
em 24 anos (INCA 2006). Esta incidéncia justifica novos investimentos em pesquisa
na area de biologia tumoral, no que se refere ao tratamento e a definicdo dos fatores
de risco para estabelecer prioridades na prevengao, planejamento e gerenciamento
dos servigos de saude (INCA 2006).

As leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas, caracterizado
pela proliferacdo descontrolada de células hematopoiéticas na medula 6ssea e nos
tecidos linféides, que, posteriormente, atingem a circulagdo periférica e podem
infiltrar-se em outros sistemas organicos (DIPIRO et al., 2002, BAIN, 2003). A
proliferacdo descontrolada de células leucémicas inibe a producdo das células
sanguineas normais, como o0s leucdcitos, os eritrocitos e as plaquetas. Em
decorréncia da nao-funcionalidade das células leucémicas, os individuos afetados,
além de sofrerem de anemia e de desordens hemorragicas, estdo mais sujeitos a
infecgbes (BAIN, 2003, BASSAN et al., 2004, GUIMARAES, 2004). Diversas formas
de terapia vém sendo utilizadas no tratamento de leucemias, como: radioterapia,
quimioterapia, imunoterapia e transplante de medula éssea. No entanto, embora o
transplante de medula 6ssea seja eficaz na remissao completa das leucemias,

apresenta restrigdes clinicas e socio-econdmicas para o paciente. Por isso, a



quimioterapia ainda é a forma de tratamento mais utilizada (GOLAB et al., 2001). A
utilizacado de compostos anticancer visa a inibir a proliferagcao celular (HERR &
DEBATIN, 2001), induzir a apoptose, ou diferenciacdo celular, o que,
invariavelmente, induzira a apoptose (LESZCZYNIECKA et al., 2001).

Pelo menos dois fatores podem ser responsaveis pelo insucesso no
tratamento de leucemias agudas (LA): a morte precoce do paciente ou a resisténcia
ao tratamento (ESTEY, 2001). Diversos trabalhos mostram mecanismos celulares
relacionados com a resisténcia das células leucémicas a apoptose, induzida por
quimioterapicos e/ou outros compostos (ZAMAN et al., 1995; BALLATORI et al.,
2005; OZBEN, 2006). O estudo desses mecanismos permite-nos desenvolver
compostos antineoplasicos, com citotoxicidade mais especifica para as células
tumorais e com menos efeitos adversos para o paciente.

A resisténcia adquirida ou intrinseca a multiplos quimioterapicos ¢ o maior
obstaculo clinico no tratamento de neoplasias hematolégicas (GOLDIE, 2001;
OZBEN, 2006). Diferentes mecanismos estdo envolvidos no fenbmeno conhecido
como resisténcia a multiplos farmacos (MDR). Entretanto, a MDR esta
frequentemente associada a superexpressdao de uma classe de proteinas
transportadoras de membrana, conhecidas como ABC-transportadoras (bombas de
efluxo de drogas dependentes de ATP), como a glicoproteina P (Pgp/ABCB1) e a
proteina associada a resisténcia a multiplos farmacos 1 (MRP1/ABCC1), as quais
levam a diminui¢do da concentragao intracelular de varios compostos (KRISNHA &
MAYER, 2000; LEITE, et al., 2006).

A familia das proteinas associadas a resisténcia a multiplos farmacos (MRP)
€ composta por nove membros: MRP1, MRP2, MRP3, MRP4, MRP5, MRP6, MRP7,
MRP8 e MRP9 (HOOIJBERG, et al., 2006). A mesma esta amplamente distribuida
nos tecidos normais (KRISHNA & MAYER, 2000; LESLIE et al., 2005; HOOIJBERG,
et al.,, 2006). Porém, em células tumorais, ha um aumento da expressao de MRP,
que pode ser responsavel pela resisténcia celular contra muitos agentes. Contudo, a
relagao entre a expressao da MRP e a resposta das células tumorais a quimioterapia
tem sido objeto de muitos estudos (HOOIJBERG et al.,, 2006). Sabe-se que a
expressdo da MRP1 foi detectada em varios tumores sélidos, como, por exemplo,
cancer de mama, ovario, prostata, melanomas etc. (HOOIJBERG, et al., 2006) e,
também em tumores hematolégicos, como na leucemia linfoblastica aguda
(SAUERBREY et al., 2002; STAM et al., 2004).



Varios trabalhos tém demonstrado que as proteinas associadas a MDR, como
a MRP1 e a MRP2 transportam compostos quimioterapicos para fora das células
conjugadas a GSH (glutationa reduzida), (O'BRIEN & TEW, 1996; BORST et al.,
2000). No entanto, a interacdo entre GSH e MRP1 é complexa e ndo esta
completamente esclarecida. Além disso, esta demonstrado que a diminuicido da
concentracdo de GSH diminui a resisténcia mediada pela MRP1, contra alcaléides
da vinca e antraciclinas (ISHIKAWA et al., 1996; KUO et al.,1998; BORST et al.,
2000, SOUZA, 2006). A GSH é fundamental na defesa contra varios agentes toxicos
e, além disso, € um dos alvos intracelulares mais importantes do éxido nitrico (NO).
A diminuicdo da concentracdo de GSH, pelo NO, aumenta a sensibilidade da célula
a acdo terapéutica de alguns compostos quimioterapicos (WINK & MITCHELL,
1998).

O NO é um mediador enddgeno, envolvido em uma ampla variedade de
funcdes celulares, incluindo regulagdo da pressao arterial, neurotransmissédo e
neuromodulagao, respostas imunoldgicas e atividade citotoxica (MONCADA et al.,
1991; NAPOLI & IGNARO, 2003). Esta ultima fungéo esta relacionada com o papel
do NO na indugdo a apoptose. Porém, seu papel continua contraditorio, pois ele
pode exercer efeito pré ou anti-apoptético (WINK & MITCHELL, 1998; KOLB, 2000;
BLAISE et al.,, 2005). Como efeito pro-apoptotico, estudos indicam que o NO é
citotoxico para células de linhagem humana de pacientes com leucemia e linfoma
(FILEP et al., 1996). Portanto, a resposta da célula ao NO depende de um complexo
sistema de interagdes moleculares, que é dependente do tempo e da dose, e pode
também ser especifico do tipo celular (BLAISE et al., 2005).

Santos-Silva et al. (2006) domonstraram anteriormente que o NO promoveu a
diminuicdo da concentracdo de GSH e a apoptose, em células linfoblasticas
leucémicas CEM, e esses efeitos foram potencializados pelo BSO (L-butionina-[S,R]-
sulfoximina), um inibidor da y-glutamilcisteina sintetase, enzima chave na sintese de
GSH de novo. Como a GSH é importante para o transporte mediado pela MRP1, no
presente trabalho investigamos o envolvimento do NO e da GSH sobre a atividade e

expressado da MRP1, em células de linhagem linfoblastica leucémica L-1210.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER E LEUCEMIA: PRINCIPIOS GERAIS

O cancer, ou neoplasia, refere-se a um conjunto de mais de 100 doencas em
que as células apresentam alteragbes genéticas, que culminam numa desordem no
processo de morte celular, o que resulta em crescimento celular anormal,
capacidade de invadir tecidos e 6rgaos e perda de suas fungdes originais
(ROBBINS, 2000; FENECH, 2002).

As causas primarias do cancer sao variadas e ainda nao estdo muito bem
explicadas, mas as neoplasias originam-se a partir de mutagbes genéticas
espontaneas ou induzidas por agentes patogénicos, as quais promovem desordem
no ciclo celular e, como consequéncia, elevagao na taxa de proliferacao e deficiéncia
de morte celular. Este processo leva a formacgao de clones de células neoplasicas.
Em geral, a formagéo do cancer da-se lentamente e é o ponto final de um processo
que passa por varias etapas antes de formar a massa tumoral, como: (a) fase de
iniciacdo, quando as células sofrem o efeito do agente carcinogénico, que provoca
alteragdes em alguns genes, sem detecgédo clinica do tumor; (b) fase de promogéo,
em que a célula transformada é modificada em célula maligna, lenta e gradualmente;
(c) fase de progressdo, caracterizada pela multiplicagdo descontrolada e
irreversibilidade do processo. Nesta fase, o cancer ja esta instalado e evolui até o
aparecimento das primeiras manifestagdes clinicas da doenga (ROBBINS, 2000,
ALMEIDA, et al., 2005).

Os mecanismos de transformagdao de uma célula normal em neoplasica
envolvem varios eventos genéticos e moleculares. Existem, basicamente, dois
grupos de genes que desencadeiam a formagdo do cancer: os proto-oncogenes
ativados, que promovem o crescimento celular e impedem sua diferenciagdo, e os
genes supressores de tumor desativados, responsaveis pela diferenciagéo e
limitacdo da proliferagao celular. O desequilibrio na regulacdo desse complexo
sistema, por meio da ativagdo dos proto-oncogenes ou por perda da fungdo dos
genes supressores de tumor, leva a proliferagao celular descontrolada, e também ao
acumulo de sucessivas anormalidades genéticas, caracteristicas das células
neoplasicas (ROBBINS, 2000, DIPIRO et al., 2002, BAIN, 2003).



Em algumas formas de céancer, a origem celular, o local do organismo e a
variabilidade genética de cada individuo podem influenciar nas caracteristicas
tumorais. Contudo, em alguns tipos, como nas leucemias, o crescimento tumoral é
difuso (FRANKS & TEICH, 1998; HANAHAN & WEINBERG, 2000; SANTOS-SILVA,
2002).

Leucemias constituem um grupo de neoplasias malignas, caracterizado pela
proliferacdo descontrolada de células hematopoiéticas na medula 6ssea e/ou nos
tecidos linfoides, que se originam a partir de uma mutagdo somatica em uma unica
célula-tronco ou célula primordial (stem cell), a qual forma o clone leucémico. As
células clonais atingem a circulagdo periférica e podem se infiltrar em outros
sistemas organicos (DIPIRO et al., 2002, BAIN, 2003).

A transformacao leucémica pode ocorrer em diferentes fases da diferenciagao
de precursores linféides ou mieldides, o que a caracteriza como uma doencga
heterogénea, sob o aspecto biolégico e morfolégico. Por constituirem um grupo
heterogéneo de doengas, as leucemias diferem-se quanto a etiologia, patogénese,
progndstico e resposta ao tratamento (BAIN, 2003; PUI & EVANS, 1998).

As leucemias sao divididas em linféides e mieldides, e em agudas e crbnicas
(BAIN, 2003). Nas leucemias agudas ha predominio de progenitores da linhagem
linféide ou mieldide, que recebem a denominagdo de blastos leucémicos. Esses
blastos sao incapazes de se diferenciar em células maturas, devido a um bloqueio
de maturagcdo, o que consiste no marco fisiopatolégico das leucemias agudas
(WANG, 2000, BENE et al., 2001). Entretanto, nas leucemias crbénicas quase todas
as ceélulas sdo maturas. Em geral, os pacientes com leucemias agudas tém pior
progndstico e, se ndo forem tratados adequadamente, podem ir a ébito em dias ou
semanas (PEJOVIC, 2002, BAIN, 2003).

Durante muitos anos, a classificacao para leucemias proposta pelo grupo FAB
(French-American-British Coooperative Group), em 1976 (Bennett, 1976), modificada
em 1988 e 1991 (Bennett, 1988, Bennett, 1991), foi utilizada. Nessa classificacao,
baseada no aspecto morfolégico e nas caracteristicas citoquimicas dos blastos
leucémicos, as leucemias mieldides agudas (LMA) foram divididas em oito subtipos
(MO a M7) e as leucemias linfoides agudas (LLA), em trés subtipos (L1 a L3). No
entanto, com a finalidade de superar as limitagdes da classificacdo FAB,
considerando as caracteristicas morfolégicas, imunofenotipicas e genético-

moleculares dos blastos, em 2001, a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), em



conjunto com a Sociedade de Hematologia Americana e a Associagao Européia de
Hematologia, publicou uma nova classificagdo para neoplasias do sistema
hematopoiético e linféide. Nessa classificagdo, foram criadas quatro subcategorias
para a LMA, como segue: LMA associadas a anormalidades genéticas recorrentes;
LMA com displasia de multiplas linhagens; LMA/SMD associada a tratamento e LMA
nao categorizada nos itens anteriores. Nesta categoria, segundo os critérios
citogenéticos, a LMA pode ser classificada, de acordo com o cari6tipo, em favoravel,
intermediario e desfavoravel. A LLA foi subdividida, conforme a marcacao
imunofenotipica, em linhagem B (Pré-B, Comum, Pré-B e LLA-B) e em linhagem T
(Pré-T e LLA-T), (JAFFE et al., 2001).

A LLA é uma doenga heterogénea, que varia de acordo com a linhagem
celular dos linfoblastos leucémicos, com os diferentes graus de diferenciagédo e com
as alteragcbes genéticas moleculares, representando mais de 90% das
anormalidades cromossOmicas encontradas (LOPES, 2000). Segundo o Grupo
Europeu para a Classificagdo Imunolégica das Leucemias (EGIL), os blastos da
linhagem B expressam antigenos especificos para anticorpos monoclonais (CD19,
CD79a e CD22), e os blastos de linhagem T, para o anticorpo CD3. Deve-se
observar que o antigeno de histocompatibilidade de classe 2 (HLA-DR) é expresso
na grande maioria dos casos de LLA de linhagem B, independente do grau de
maturagcdo da célula, ao passo que na LLA-T a expressdo do HLA-DR esta
relacionada com um imunofendtipo mais maduro (SZCZEPANSKI et al., 2003).

A LLA ¢é a leucemia mais comum na infancia, e corresponde a
aproximadamente 30% das formas de cancer que acometem criangas (LOPES,
2000, BASSAN et al.,, 2004). Atualmente, cerca de 80% dos casos de LLA
diagnosticados em criangas atingem remissdo completa, apds o tratamento
quimioterapico. Entretanto, 20% a 25% destes pacientes podem apresentar recidiva
da doenca durante esse periodo. Nos pacientes que apresentam recidiva da doenga,
a sobrevida global diminui para apenas 25% a 30%, nos melhores centros de
tratamento. Em adultos, a cura € em torno de 40% menor (BAIN, 2003). A LLA
representa cerca de 80% de todos os casos de leucemia em pacientes com até 15
anos de idade. O pico de incidéncia da doenga esta entre dois e cinco anos de idade
(LOPES, 2000, BASSAN et al., 2004). No Brasil, de cada dez a quinze casos de
cancer em pacientes com até 15 anos, quatro sdo de LLA (GUIMARAES, 2004). Nos

adultos, a LLA representa aproximadamente 15% das leucemias, sendo que metade



dos casos ocorre entre 15 e 50 anos, e € rara sua ocorréncia em pessoas com idade
superior a 70 anos (BASSAN et al., 2004). Sua freqiéncia em pessoas com idade
superior a 15 anos é um tergco da infantil, com um pico de incidéncia aos 50 anos
(HARRISON, 2001). Acomete mais homens do que mulheres e ha uma maior
incidéncia em pessoas brancas do que em pessoas negras (BAIN, 2003, BASSAN et
al., 2004, GUIMARAES, 2004).

A proliferagdo descontrolada de células leucémicas inibe a producédo das
células sanguineas normais, tais como: os leucocitos, os eritrocitos e as plaquetas.
Em decorréncia da nado-funcionalidade das células leucémicas, os individuos com
diagnodstico de LLA freqientemente apresentam sintomas, como: fadiga, astenia e
palidez, em virtude da anemia; sangramento gengival e outras manifestagcbes
hemorragicas, resultantes da plaquetopenia e febre, devido a complicagbes
infecciosas associadas a neutropenia ou a liberagao de citocinas secretadas pelas
células leucémicas (BAIN, 2003, BASSAN et al., 2004, GUIMARAES, 2004). Nesses
pacientes, pode-se observar linfadenopatia generalizada, esplenomegalia e
hepatomegalia, devido a infiltragdo das células leucémicas nos diferentes tecidos do
organismo (PEJOVIC, 2002).

Existem varias formas de terapia sendo utilizadas para combater as
leucemias, tais como: radioterapia, quimioterapia, imunoterapia e transplante de
medula 6ssea. A quimioterapia ainda é a forma mais utilizada, apesar dos efeitos
téxicos (GOLAB et al., 2001).

O objetivo do tratamento terapéutico, baseado na utilizacdo de compostos
anticancer (quimioterapicos), € promover a morte celular por apoptose ou modificar
processos intracelulares que convergem a ela. A apoptose, induzida por
quimioterapicos, tem a finalidade de danificar o DNA, os componentes lipidicos de
membranas celulares e as proteinas celulares, bem como causar desequilibrio na
homeostase celular, comumente designado de estresse celular (HERR & DEBATIN,
2001). Assim, o entendimento da sinalizagao intracelular, que conduz a apoptose, é
de fundamental importancia para o esclarecimento dos possiveis alvos para
intervengao terapéutica e para a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia aos

farmacos.



2.2 NECROSE E APOPTOSE

O fenbmeno de morte celular foi negligenciado por muitos anos, em beneficio
de outros processos bioldgicos, tais como: ativagdo, proliferacédo e diferenciagéo
celular. Somente em 1972, Kerr, Wyllie e Currie propuseram uma classificagéo
bioquimica e morfolégica fundamental para definir o papel fisiolégico deste processo
(REED, 2003).

A morte celular afeta todos os tipos de células e pode ser dividida em duas
classes, necrose e apoptose (Esquema 1). A necrose, tradicionalmente chamada de
morte celular passiva, representa o resultado final de um amplo disturbio energético,
provocado pela deplegao de ATP (adenosina trifosfato) a niveis incompativeis com a
sobrevivéncia celular, como resultado de estimulos exdgenos que ocorrem apos
situacdo de estresse (EDINGER & THOMPSON, 2004). A necrose é caracterizada
morfologicamente por vacuolizagdo citoplasmatica, perda da integridade da
membrana plasmatica e uma inflamagcdo em redor da célula morta, atribuida a
liberagdo de conteudos celulares e moléculas pré-inflamatérias (COTRAN et al.,
1996; EDINGER & THOMPSON, 2004).

A apoptose, conhecida também como morte celular programada ou ativa, é
um mecanismo altamente regulado por uma variedade de vias sinalizadoras
celulares (EDINGER & THOMPSON, 2004). Este processo é importante para um
correto desenvolvimento embrionario € manutengcdo da homeostase dos tecidos,
através do controle do numero de células, pois é responsavel pela eliminagdo normal
de populagdes indesejadas de células, durante a embriogénese, em varios
processos fisiologicos (COTRAN et al., 1996; ARANTES-GONCALVES et al., 2004,
DANIAL & KORSMEYER, 2004). Entretanto, a apoptose também ocorre sob
condigdes patologicas, nas quais, as vezes, € acompanhada de necrose (COTRAN
et al., 1996). Para a morte celular ser classificada como apoptose, deve-se observar
a condensagao da cromatina, a fragmentagdo do DNA (acido desoxirribonucléico) e
o “empacotamento” das células mortas em corpos apoptdéticos, sem a quebra da
membrana plasmatica, evitando, assim, o0 extravasamento do conteudo
citoplasmatico. Os corpos apoptoéticos sao reconhecidos e removidos pelas células

fagociticas, sem que ocorra resposta inflamatéria em redor da célula morta



(COTRAN et al., 1996; EDINGER & THOMPSON, 2004). A morte celular por
apoptose requer energia na forma de ATP (NAKAMURA & WADA, 2000).

Ha quatro eventos bioquimicos comuns que parecem ser importantes na
mediagcdo da lesdo celular e na morte celular: oxigénio e espécies reativas de
oxigénio; calcio intracelular e a perda da homeostase de calcio; deplegao de ATP e
defeitos na permeabilidade das membranas. (COTRAN et al., 1996).

A concentracao intracelular de ATP parece ser critica na selecdo do processo
de morte celular (LOS et al., 2002; BRAS et al., 2005). A alta concentragdo de ATP
favorece a apoptose, enquanto a baixa concentracdo estimula a morte celular por
necrose (LOS et al., 2002). Isto pode ser observado no estudo realizado por Liest et
al. (1997), no qual foi demonstrado que a diminuicdo da concentragao celular de
ATP, por um inibidor da geragcdo de ATP mitocondrial (oligomicina), mediou a
mudanca do processo de morte de apoptose para necrose, em células leucémicas.
Contraditoriamente, Garland (1997) mostrou que a deplecao intracelular de ATP,
pelo desacoplamento da ATPase mitocondrial, induziu a morte celular por apoptose,
exibindo fragmentacdo do DNA em células de linhagem pré-B, dependentes de
interleucina-3. Portanto, pode-se verificar que a deficiéncia energética, ou deplegao
de ATP, induz a morte celular por apoptose ou necrose (BRAS et al., 2005;
SKULACHEYV, 2006). O entendimento do mecanismo de apoptose pode contribuir
para o esclarecimento do processo de morte, uma vez que ha o envolvimento de
varias moléculas sinalizadoras deste processo. Por exemplo, as caracteristicas
morfolégicas da apoptose resultam da ativacdo das caspases, pela ligagdo a
receptores de morte ou pela liberacdo de mediadores apoptéticos da mitocédndria
(EDINGER & THOMPSON, 2004).
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Esquema 1: Alteragdes morfologicas observadas na apoptose e na necrose.

A apoptose € um processo fisioldgico de morte celular programada, que
desempenha um importante papel na manutencdo da homeostase e na remoc¢ao de
células obsoletas ou indesejadas, como, por exemplo, daquelas com mutacdes
potencialmente prejudiciais ou com altera¢gées no ciclo celular (FESIK, 2005). A
apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais: intrinseca e extrinseca
(Esquema 2). Ambas as vias resultam na ativagcdo de membros de uma familia de
cisteino-aspartato proteases, denominadas caspases, 0S quais Sa0 responsaveis
pelo processo apoptotico. As caspases sdo divididas, basicamente, em dois
importantes grupos: grupo das iniciadoras, formado pelas caspases 8, 9 e 10 e,
possivelmente, a 2, cujo papel principal € ativar as caspases executoras; grupo das
executoras, formado pelas caspases 3, 6 e 7, responsaveis pela execugao do
processo propriamente dito. A caspase 3 € o principal membro deste grupo que,
entre outras fungdes, cliva ligagdes peptidicas de substratos importantes, como a

laminina, proteinas do citoesqueleto e o inibidor de DNAse ativada por caspase
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(ICAD; inhibitor of caspase-activated DNase), o que contribui para o aparecimento
das modificagdes morfoldgicas das células em apoptose (IGNEY & KRAMMER,
2002; GHOBRIAL et al., 2005; BLAISE et al.; 2005).

Via intrinseca Via extrinseca

Sinais de morte extracelular

 ~ 900
Membrana Celular : [ :[ I ]
@ O Fas
@ﬁ = 1\ ; \ FADD
i ,U:___ :
DEE - |
Mitocondria |_-
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p53 M

/6
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Apoptossoma
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[
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Esquema 2: Duas principais vias da apoptose: intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (receptores de
morte).

Bax, Bad, Bid, Bik, Bim, proteinas da familia Bcl-2 apoptéticas; Bcl-2, Bcl-x,. Proteinas da familia Bcl-
2 antiapoptéticas; p53, proteina p53; AlF, fator indutor da apoptose; Smac/DIABLO, ativador
secundario da caspase derivado da mitocéndria; IAP, proteina inibidora da apoptose; Apaf-1, fator
ativador de caspase; FLIP, proteina inibitéria associada a Fas; Fas, receptor de superficie celular;
FasL, ligante de Fas; FADD, proteina associada ao Fas com um dominio de morte.

A via extrinseca € ativada pela ligagao de receptores localizados na superficie
celular, chamados receptores de morte (DR; death receptor), cuja familia € composta
pelas moléculas Fas/CD95, TNFRI, DR3, DR4, DR5 e DRG6. Tais receptores, quando
ativados, recrutam proteinas adaptadoras, como, por exemplo, a proteina
adaptadora associada a proteina Faz, com um dominio de morte (FADD; Fas-
associated death domain protein), que se unem a caspase 8 ou 10, constituindo o
complexo conhecido como complexo sinalizador iniciador da apoptose (DISC; death-

inducing signalling complex). Nesse ambiente molecular, as caspases iniciadoras
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sdo estimuladas e, consequentemente, podem ativar, de forma direta, as caspases
executoras ou gerar sinais que convergem a via intrinseca, resultando em alteragdes
mitocondriais (IGNEY & KRAMMER, 2002; SHIOZAKI & SHI, 2004; GHOBRIAL et
al., 2005; BLAISE et al.; 2005).

A via intrinseca é ativada pela acao de diferentes sinais intracelulares, tais
como: radiagdao ultravioleta, agentes quimioterapicos, baixa quantidade de
nutrientes, auséncia de fatores de crescimento celular, niveis elevados de espécies
reativas de oxigénio, os quais podem gerar sinais de estresse, que sdo detectados
pelas mitocdndrias e induzem a translocacdo de citocromo ¢, e de outros fatores
apoptogénicos, como o ativador secundario de caspases, derivado da mitocéndria
(Smac; second mitochondrial-derived activator of caspases) e o fator indutor da
apoptose (AIF; apoptosis-inducing factor), para o citosol. O citocromo c
citoplasmatico liga-se ao fator ativador de protease — 1 (Apaf-1; apoptotic protease
activating factor - 1) e resulta num complexo que, na presenca de ATP, ativa a
caspase 9 e €& chamado apoptossoma executor (IGNEY & KRAMMER, 2002;
GHOBRIAL et al., 2005; BLAISE et al.; 2005).

O processo de autodestruicao da célula por apoptose € altamente regulado e
varios componentes-proteinas, fatores de transcricédo, etc., regulam este processo
apoptotico em diferentes niveis.

As FLIPs (FADD-like interleukin-1b converting enzyme-like protease inhibitory
protein) sdo proteinas que interferem com o inicio da apoptose, diretamente em nivel
de DR (KRUEGER et al., 2001). Foram identificadas em células humanas e,
estruturalmente, sdo semelhantes a procaspase-8. Permitem a ligagdo ao DISC e,
assim, inibem o processo e ativagédo da caspase-8 iniciadora (IGNEY & KRAMMER,
2002).

Os membros da familia Bcl-2 constituem um grupo de proteinas que exercem
funcdes opostas, pois algumas protegem a célula da morte, por atuar como

proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, BcI-xL, Bcl-w, Mcl-1 etc), e outras conduzem a

célula a apoptose, por atuar como proteinas pro-apoptoticas (Bax, Bak, Bad, Bid
etc) (BORNER, 2003). Dessa forma, sao capazes de integrar sinais de sobrevida ou
morte celular, em funcdo da supressdao ou promog¢ao de mudangas na

permeabilidade da membrana mitocondrial, através do controle da liberacdo do
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citocromo c¢ para o citosol, gerados nos meios intra e extracelulares (BORNER,
2003).

A via mitocondrial também é susceptivel a regulagédo negativa pelas proteinas
inibidoras da apoptose (IAPs; inhibitor of apoptosis proteins), as quais constituem
uma familia (c-IAP-1 e c-IAP -2, X-IAP e Survivina) e podem inibir diretamente as
caspases, como, por exemplo, as caspase 3 e 9, mas cuja atividade, por sua vez,
pode ser bloqueada por proteinas mitocondriais, tal como Smac (HUANG, 2002;
SHI, 2002).

Um importante elemento regulador da apoptose, pela via intrinseca, é a
ativacao do fator de transcricdo p53, em resposta ao extenso dano no DNA, que
codifica a proteina supressora de tumor p53. O mecanismo capaz de desencadear a
apoptose € a fosforilacdo e ativagdo desta molécula (p53) subsequente a lesdo do
DNA. A proteina p53 ativada tem a capacidade de estimular genes pré-apoptéticos,
como, por exemplo, o Bax, que ocasionarao alteragdes no potencial da membrana
mitocondrial, e libera para o citoplasma o citocromo ¢, capaz de ativar a caspase 9 e
induzir ao processo apoptotico. Um dos moduladores deste mecanismo é o gene
Bcl-2, que pode alterar a liberacdo do citocromo c, pela membrana mitocondrial
(SCHMITT & LOWE, 1999; BLAISE et al., 2005).

Um fator fundamental que influencia ndo somente a apoptose, mas também
outros processos celulares (inflamagao, proliferagéo celular e regulagcéo da resposta
imune), é o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) (BOURS et al., 2000;
HERR & DEBATIN, 2001; SHISHODIA & AGGARWAL, 2004; VIATOUR et al., 2005,
GHOSH et al., 1998). Normalmente, o NF-kB encontra-se no citoplasma, ligado a
uma proteina inibitéria, o IkB. Entretanto, uma variedade de estimulos externos,
incluindo citocinas, patdgenos, estresse e agentes quimioterapicos, pode estimular a
fosforilagdo do NF-«xB, ubiquitinagdo e subsequente degradacao do I«B, que, entéo,
permite a translocagdo do NF-«B livre para o nucleo e ativa a expressao de genes.
Dependendo do estimulo e do contexto celular, o NF-kB pode ativar genes pro-
apoptéticos e anti-apoptéticos (MAYO & BALDWIN, 2000, IGNEY & KRAMMER,
2002; LIN & KARIN, 2003; SHISHODIA & AGGARWAL, 2004).

Além desses componentes intracelulares, a apoptose pode ser regulada por
outras moléculas sinalizadoras. Um exemplo desta molécula é o 6xido nitrico (NO).

O NO possui duplo papel em tecidos e células especializadas. E uma molécula
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sinalizadora fisioldgica essencial, ndo somente por mediar varias fungdes celulares,
mas também por induzir efeitos citotoxicos e mutagénicos, quando presente em
excesso (BAKAN et al., 2003).

2.3 OXIDO NITRICO: IMPORTANCIA BIOLOGICA E ENVOLVIMENTO NO
CANCER E NA LEUCEMIA

Furchgott e Zawadzki (1980) descobriram que células endoteliais, estimuladas
com diferentes agonistas, liberavam um vasodilatador que foi denominado de fator
de relaxamento derivado do endotélio (EDRF, endothelial-derivated relaxing factor).
Poucos anos depois, foi identificada a sua natureza e passou a ser denominado
como oxido nitrico (NO) (PALMER et al., 1987).

O radical livre gasoso NO é uma molécula sinalizadora capaz de passar
facilmente pelas membranas celulares, modulando respostas fisiolégicas, incluindo
manutengdo do tbnus vascular, regulagdo génica, apoptose, fungdo plaquetaria,
neurotransmissdo, memoaria, estimulagdo imune e regulagdo da pressdo sanguinea
(NAPOLI & IGNARO, 2003; DUSSE et al., 2003). Todavia, o descontrole na sintese
do NO esta implicado na patogénese de doengas cardiovasculares, auto-imunidade,
rejeicao de transplantes, sépsis (NATHAN, 1992), doengas cerebrais degenerativas
(CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997; HALLIWELL, 2001), indugdo de cancer
(SCHMIDT & WALTER, 1994), genotoxicidade (WINK et al., 1998) e na inflamacgao
(FLORA FILHO & ZILBERSTEIN, 2000).

O NO é produzido por uma familia de isoenzimas, denominadas oxido nitrico
sintases (NOS), através da oxidacdo enzimatica do grupamento guanidina do
aminoacido L-arginina, que gera um composto intermediario, N-hidroxi-L-arginina, e
subsequentemente NO e citrulina (MURAD, 1999, BOGDAN, 2001), (ver Esquema
3). Todas as isoformas de NOS s&o enzimas homodiméricas, que requerem alguns
co-substratos, tais como: oxigénio molecular e nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADPH), e varios co-fatores, tais como: mononucleotideo de flavina (FMN),
dinucleotideo de flavina e adenina (FAD), tetrahidrobiopterina (THB4), heme e
calcio/calmodulina (MAYER & ANDREW, 1998, MURAD, 1999, BOGDAN, 2001).
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Esquema 3: Etapas bioquimicas envolvidas na biossintese de dxido nitrico pela éxido nitrico sintase
(DUSSE et al., 2003).

Trés variedades de isoformas de NOS tém sido purificadas em diferentes
tecidos de mamiferos e muitos ja tiveram seus genes clonados (BOGDAN, 2001). A
clonagem e o sequenciamento dessas enzimas revelaram a existéncia de trés
isoformas de NOS: tipo | (NOS1, NOS neuronal, nNOS), tipo II (NOS2, NOS
induzida, iINOS) e tipo Il (NOS3, NOS endotelial, eNOS). As isoenzimas tipo | e tipo
[l formam a classe de NOS que sao referidas como forma constitutiva (cNOS). A
cNOS esta continuamente presente na célula e sua ativagcao depende de ions calcio
(Ca?*), de calmodulina e de outros co-fatores. A segunda classe é a forma induzida
(iINOS ou tipo Il), que pode ser induzida por macréfagos e outras células ativadas por
citocinas (WINK & MITCHELL, 1998, KOLB, 2000; BOGDAN, 2001) (ver Tabela 1).
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Tabela 1: Propriedades bioquimicas, regulacéo e fungdo das trés isoformas de 6xido nitrico sintases
(BOGDAN, 2001).

Isoformas
NOS1 NOS2 NOS3
Sin6nimos NOS tipo I, NOS NOS tipo II, NOS NOS tipo Ill, NOS
neuronal (NNOS), NOS macrofagico endotelial (eNOS,
cerebral (bNOS) (macNOS), NOS ecNOS)
induzida (iNOS)
Peso molecular (kDa) 155 125 135
Localizacao Citosol: ligada ao Citosol: vesiculas Membrana plasmatica
intracelular citoesqueleto ou (“caveolae”)
receptores de
membrana
Dependentes Ca** e Sim N&o Sim
calmodulina
Regulagao por Fraca Forte Fraca
citocinas
Producao de NO Baixa Alta Baixa
Exemplos de células Neurdnios, células do Macréfagos, microglia, Células endoteliais e
encontradas musculo esquelético. hepatécitos, etc. algumas células
epiteliais
Principais fungdes Neurotransmissao, Atividade Vasodilatagao,
Neuroprotecao, antimicrobiana e regulacédo da pressao
neurodegeneragao. citostatica, sangliinea, inibicao
imunoregulacéo, da agregagao
imunossupressao, plaquetaria,
dano tecidual. hipotenséo.

As células contendo cNOS produzem pequenas quantidades de NO, por
curtos periodos de tempo e, desta forma, podem ocorrer os efeitos diretos do NO
(WINK & MITCHELL, 1998). Baixas concentragdes do NO sao requeridas para
preservar fungdes celulares normais, como, por exemplo, vasodilatagao fisiolégica e
neurotransmissao (KIM et al., 1999). Entretanto, para a iINOS, a produgédo de NO é
muito maior e por periodos prolongados, o que contribui para os efeitos indiretos do
NO, tais como: nitrosilagao, nitracao e oxidagao (WINK & MITCHELL, 1998). Em
outras palavras, altas concentragdes de NO, produzidas pelas iNOS, usualmente
sdo citotéxicas e podem interagir com grupamentos tidis ou proteinas contendo
metais e, assim, alterar fungdes protéicas ou iniciar um processo de expressao
génica (BRUNE et al., 1998). Além disso, o NO pode causar dano celular ou
promover a morte celular (MONCADA et al., 1991; BRUNE et al., 1998, WINK &
MITCHELL, 1998; KONOVALOVA et al., 2003).

O classico papel do NO geralmente reflete a ativagdo direta da guanilato
ciclase, o que resulta na formagdo de guanosina monofosfato ciclica (GMPc),

seguida da transdugao de sinais, mediada por proteinas quinases (NAPOLI &
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IGNARO, 2003). Entretanto, varias outras atividades relacionadas ao NO sao
independentes de GMPc (CHUNG et al., 2001). Espécies reativas de oxigénio
derivadas do NO (RNOS) podem alterar a bioatividade de certas moléculas, tais
como: proteinas, lipideos e acidos nucléicos (WINK & MITCHELL, 1998; EISERICH
et al., 1998). De fato, radicais de oxigénio podem intensificar a bioreatividade do NO,
através da formacao de RNOS, como, por exemplo, a reacao do NO com radical
superoéxido (O2'), que resulta na produgdo do anion peroxinitrito (ONOO?), um agente
altamente oxidante, capaz de induzir a peroxidacao lipidica e de danificar proteinas
e DNA (MURPHY, 1999; HOGG & KALYNARAMAN, 1999; SZABO, 2003), e,
consequentemente, alterar fungdes de varias moléculas sinalizadoras importantes
envolvidas na proliferacédo celular e na apoptose (ZHUANG & SIMON, 2000; ZOUKI,
et al., 2001).

Outro alvo do NO é o DNA, onde pode interagir direta e indiretamente. Cita-
se, como exemplos de interacao direta, a troca de nucleotideos ou a quebra da fita
de DNA, em consequéncia da N-nitrosilagdo de desoxirrionucleotideos, e de
interacao indireta, a quebra da fita de DNA, em fungdo da formagao de peroxinitrito e
N-nitrosaminas ou estimulo, ou inibicdo de enzimas fundamentais para a
homeostase nuclear (KRONCKE et al., 1997). Diversas conseqliéncias biologicas
ocorrem em resposta ao dano causado ao DNA, como inducdo de mutacdes e a
parada na replicagdo e na transcrigdo de genes. O reconhecimento do DNA
danificado é realizado por sistemas de reparo celular, os quais envolvem enzimas de
reparo do DNA e outros fatores nucleares, como a proteina supressora de tumor p53
(KRONCKE et al., 1997; MURPHY, 1999). Em resposta ao dano no DNA, provocado
pelo NO, hd uma elevagdo da expressédo de p53 e ativagdo da poli (ADP-ribose)
polimerase (PARP), (MURPHY, 1999), a qual pode levar a célula a morte por
deplecao energética (KIECHLE & ZHANG, 2002; EDINGER & THOMPSON, 2004).
Além disso, o NO pode reagir com complexos Fe-S de varias proteinas importantes
para a fisiologia celular, e alteram suas fungdes, como as enzimas da cadeia de
transporte de elétrons na mitocondria (HIBBS et al.,, 1990, CADENAS, 2004). A
inibicdo dessas enzimas leva a diminuicdo dos niveis de ATP e, subsequente, a
morte celular, devido ao déficit energético (BROWN, 2001).

Numerosas pesquisas tém sido realizadas para analisar a agcao do NO na
morte celular. Porém, os resultados ainda sao contraditérios, pois, em determinados

casos, o NO é capaz de estimular vias de transdugao de sinais que induzem a
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apoptose (efeito pro-apoptoético), ao passo que em outros casos o NO parece
proteger células, da apoptose (efeito anti-apoptético) (KRONCKE et al., 1997; KIM,
et al., 1999; KOLB, 2000; BLAISE et al., 2005). O NO pode prevenir a apoptose em
varias linhagens celulares, tais como: células endoteliais, linfomas, foliculos
ovarianos, mioécitos cardiacos e hepatécitos (BLAISE et al., 2005). Todavia, as
células de leucemias, mastocitomas, sarcomas e melanomas sofrem apoptose
quando expostas ao NO (SANTOS-SILVA et al., 2001; WINK et al., 1998).

Varios trabalhos descrevem o efeito do NO na proliferacédo e diferenciacao de
células leucémicas. Magrinat et al. (1992) demonstraram que o envolvimento do NO
€ capaz de induzir diferenciacdo em células leucémicas monociticas humanas HL60
e alterar a expressédo génica dessas células. O NO também tem sido relacionado
com a indugao a apoptose, em varios tipos de células leucémicas, que pode ocorrer
por diversas formas: por ativagao das caspases (YABUKI, et al., 2000), por redugao
dos niveis de Bcl-2 (ZHONG et al., 2004), por ativagcao da PARP (KUO et al., 1996),
pela formacéo de peroxinitrito (ZHUANG & SIMON, 2000), pela deple¢cdo de GSH e
inibicao de NF-kxB (SANTOS-SILVA et al., 2006).

Por outro lado, o NO pode desempenhar uma atividade anti-apoptética. A
primeira observacgao desse efeito foi sugerida no trabalho realizado por Genaro et al.
(1995), na qual o NO protegia os linfocitos B da apoptose, através de um mecanismo
dependente de GMPc (ativacdo da guanilato ciclase). Atualmente, sabe-se que o NO
pode proteger diversos tipos de células normais ou neoplasicas da apoptose e que,
além do mecanismo descrito acima, outros provaveis mecanismos podem estar
envolvidos, como, por exemplo, a inibicdo da ativagao de caspases (LI et al., 1999;
LIU & STAMLER, 1999), através da S-nitrosilacdo da cisteina, do sitio ativo da
enzima e/ou oxidagao (LI et al., 1997; LI et al., 1999). Além desses mecanismos, 0
NO pode apresentar outro mecanismo protetor, pela inibicdo da liberacdo do
citocromo ¢ da mitocéndria, o qual € um fator fundamental na sinalizagao apoptética,
pela ativagao da caspase 9 (KIM et al., 1999).

A acao ou inibicdo antitumoral do NO é dependente da quantidade de NO
gerado e da interacdo das células do hospedeiro com as células neoplasicas
(O’'SULLIVAN & LEWIS, 1994; MURTA et al., 1999). Portanto, essa ampla variedade
de efeitos do NO parece estar relacionada as concentragdes de NO geradas, a
suscetibilidade individual das células e a permanéncia do fenébmeno (BLAISE et al.,
2005).
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Observamos que a importancia do NO, no ambiente tumoral, € complexa,
pelo fato das células normais e tumorais poderem produzir NO com o potencial de
regular e proteger, bem como de promover a morte de células (KONOVALOVA et al.,
2003; BLAISE et al.,, 2005). A sensibilidade das células tumorais ao NO é
particularmente aumentada, quando as células tumorais sao expostas a
determinados compostos, que diminuem as concentragdes intracelulares de GSH.
Esses compostos potencializam o efeito citotoxico mediado pelo NO
(KALYANARAMAN et al., 2002; YANG et al., 2002, FRIESEN et al., 2004, SANTOS-
SILVA, 2006).

A glutationa reduzida (GSH) é um dos alvos intracelulares mais importantes
do NO. Demonstrou-se que o NO reage com a GSH intracelular para formar S-
nitrosoglutationa (CLANCY et al., 1994). Além disso, a deplecdo de GSH pelo NO
aumenta a sensibilidade de células a acao terapéutica de determinados compostos
(WALKER et al., 1995), como demonstrado por Santos-Silva et al. (2006), em que o
NO causou diminuicdo da concentracgao intracelular de GSH e potencializou o efeito

citotdxico do taxol em células linfoblasticas leucémicas.

2.4 GLUTATIONA: DEFINICAO, SINTESE, DEGRADACAO E IMPORTANCIA
FISIOLOGICA E PATOLOGICA

A glutationa reduzida é um tripeptideo (GSH, L-glutamil-L-cisteinil-glicina),
sintetizado em todas as células de mamiferos (MEISTER & TATE, 1976), e é o tiol
(sulfidrila, -SH) mais abundante no meio intracelular (O'BRIEN & TEW, 1996,
DRINGEN, 2000, WANG & BALLATORI, 1998). Sua capacidade redutora é
determinada pelo grupamento —SH, presente na cisteina. Ou seja, o grupamento —
SH é importante para o desempenho das fun¢des da GSH. A GSH é considerada um
dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante nao-enzimatico da
célula.

A GSH ¢ sintetizada intracelularmente pela agao de duas enzimas citosélicas.
A gama-glutamilcisteina sintetase (y-GCS), que utiliza glutamato (Glu) e cisteina
(Cis) como substratos, que forma o dipeptideo yGluCis, o qual passa a ser

combinado a glicina (Gli), numa reacgao catalisada pela glutationa sintetase (GSH
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sintetase), para gerar GSH. O ATP é um co-substrato para ambas as enzimas. Apds
sua sintese, a GSH ¢ liberada para outros compartimentos intracelulares, incluindo
mitocondria e reticulo endoplasmatico, e para o espacgo extracelular para a utilizagcao
por outras células e tecidos (BALLATORI et al., 2005). Todavia, a sintese de GSH
ocorre intracelularmente, porém, a sua degradagao ocorre exclusivamente no
espago extracelular e somente sobre a superficie de células que expressam as
enzimas gama-glutamil transpeptidase (y-GT) e dipeptidase (WANG & BALLATORI,
1998, BALLATORI et al., 2005), (Esquema 4).

-GlUCIS+GIICING e————-

& N
ADP+Pi ATP ADP+Pi
v-GluCisGli
L-cisteina
L-glutamato
Glicina

CisGli+Glu

Nucleo

Dipeptidase

Cis+Gli
Membrana plasmatica

Esquema 4: Sintese e degradacao da glutationa (adaptado de WANG & BALLATORI, 1998).
Glu, Glutamato; Cis, Cisteina; Gli, Glicina; y-GT, gama-glutamiltranspeptidase.

Durante o metabolismo aerdbico, sao formados alguns compostos
intermediarios de oxigénio, incluindo superdxido e peroxido de hidrogénio. Essas
espécies quimicas podem levar a produgcao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
e especies reativas de oxigénio derivadas do nitrogénio, que causam peroxidagéo
lipidica, modificacbes em proteinas e DNA, com consequentes alteragdes no
metabolismo celular (WANG & BALLATORI, 1998).

A GSH é predominantemente a primeira defesa antioxidante intracelular
contra os produtos toxicos de oxigénio, particularmente na mitocéndria, local onde
ocorre a maior sintese desses radicais (DELEVE & KAPLOWITZ, 1991). Apds a

exposicao da GSH (forma reduzida) ao agente oxidante, como, por exemplo, aos
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compostos intermediarios de oxigénio e de nitrogénio, ocorre sua oxidacdo a GSSG
(forma oxidada), cuja reacdo € catalisada pela glutationa peroxidase (GPx). A
recuperacdo da GSH é feita pela enzima glutationa redutase (GR), na presenga de
NADPH, constituindo um ciclo redox essencial para manutengédo da integridade do
sistema protetor celular. Sob condigdes fisioldgicas, a GR mantém mais de 98% da
GSH intracelular na forma reduzida (WANG & BALLATORI, 1998), (Esquema 5).

H,0, 2 GSH NADP* + H*

GPx GR

H,0 GSSG NADPH

Esquema 5: Ciclo redox da glutationa (adaptado de DRINGEN, 2000).

GSH. Glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; GPx, glutationa peroxidase; GR, glutationa
redutase; NADPH, nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida; H,O,, peréxido de
hidrogénio; H,O, agua.

Em situagcbes em que o sistema de Oxido-redugdo esta integro, havera
recuperacado da GSH. Entretanto, sob condi¢des de excesso de agentes oxidantes
e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e
a producado de GSSG, o que caracteriza o estresse oxidativo (SHAN et al., 1990,
GILBERT & McLEAN, 1990, HALLIWEL, 1993). Assim, a intensidade do estresse
oxidativo pode ser monitorada pela razdo GSSG/GSH. A GSSG em excesso pode
resultar em um ambiente mais oxidante, que beneficia a formacdo de pontes
dissulfeto (-SS-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH), o que prejudica
suas funcdes (GILBERT, 1990). Portanto, quando ha uma sobrecarga de moléculas
reativas em comparacdo com a capacidade das defesas antioxidantes, elas se
estabilizam e danificam biomoléculas importantes, como: o DNA, as proteinas e os
lipideos.

A glutationa reduzida (GSH) exerce um importante papel em varios processos
bioquimicos. Porém, disturbios no seu estado redox estdo implicados na origem e
progressao de inumeras doengas. A GSH é importante na sintese de DNA e de

proteinas estruturais, na ativagao transcricional de genes especificos, na regulagao e
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manutencado do estado redox da célula, na regulacédo do ciclo celular, na prote¢cao
contra danos oxidativos e nitrosativos, para a metabolizagdo de compostos toxicos
eletrofilicos (quimioterapicos), pois participa de reacdes de detoxificagdo e na
manutengao da fungédo imune (WANG & BALLATORI, 1998; RAHNMAN & MACNEE,
2000; BALLATORI et al., 2005). Além disso, a GSH é essencial na regulacdo da
proliferacédo celular e da apoptose. Os niveis de GSH sao importantes para suprimir
a apoptose, mediada por diferentes compostos oxidantes, inclusive o NO (GHIBELLI
et al., 1998). Sabe-se que a GSH exerce uma importante agao na resisténcia aos
farmacos, pois a reducdo da concentracdao de GSH diminui a resisténcia mediada
pela MRP1, contra varios compostos derivados de produtos naturais (ZAMAN et al.,
1995).

Muitos agentes terapéuticos usados na clinica atual foram desenvolvidos
empiricamente, a fim de identificar agentes que fossem tdxicos para as células
tumorais ou inibissem sua proliferagdo. Atualmente, esta bem estabelecido que a
maioria dos agentes tem seu papel, eventualmente, pela ativagdo da apoptose em
células tumorais, por diferentes mecanismos, os quais envolvem dano ao DNA,
ativacdo de resposta ao estresse celular e, finalmente, ativacdo de vias de
transducdo de sinais de apoptose. Desde que agentes com distintos alvos
intracelulares podem iniciar a apoptose, com mecanismos similares, defeitos no
programa de apoptose podem produzir resisténcia a multiplos farmacos. A
desregulacdo do processo de apoptose, em favor da sobrevivéncia das células,
pode desequilibrar o delicado balangco entre a proliferacdo e a morte celular,
contribuindo para o desenvolvimento e persisténcia de doengas, como o cancer
(REED, 2003; FESIK, 2005).

2.5 DESREGULACAO DA APOPTOSE E RESISTENCIA

As células tumorais podem adquirir resisténcia a apoptose por varios
mecanismos, como podem ser vistos na tabela 2, os quais interferem em diferentes
niveis da sinalizagdo apoptética e acarretam defeitos nas vias indutoras desse
processo, que podem, eventualmente, levar a expansao de populacdes de células
neoplasicas. Além disso, a quimioterapia e radioterapia agem primariamente nas

células, com a finalidade de induzir a apoptose e, se ocorrem defeitos na via
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apoptética, as células neoplasicas podem tornar-se resistentes a terapia (IGNEY &
KRAMMER, 2002).

Tabela 2: Mecanismos de resisténcia a apoptose (adaptado de IGNEY & KRAMMER, 2002).

Expressao de moléculas anti-apoptéticas

Membros da familia BCL2 BCL2
BCL-X,

FLIP

Receptor soluvel para ligante de morte CD95 solavel

IAPs Survivina
clAP2

Alteracfes na via p53

p53

Downregulation e mutacdo de moléculas pro-apoptoticas

BAX

APAF1

Caspase-8

Receptores de morte CD95
TRAIL-R1
TRAIL-R2

XAF1

Qutros mecanismos

Alteragdes na via NF-kB

Expressao de transportadores MDR1/glicoproteina P
MRP

Varios trabalhos demonstram diferentes mecanismos de resisténcia a
apoptose, como seguem:

Células de linfoma B, cuja translocagdo do cromossomo 14:18 resulta no
aumento da expressao da Bcl-2 e resisténcia da célula a apoptose (TSUJIMOTO et
al., 1985; REED et al., 1988); Também tem sido mostrada a relagdo entre os altos
niveis de expresséo da Bcl-2, com um progndstico desfavoravel nos pacientes com
leucemia aguda (RUVUOLO et al., 2001).

A expressao de altas concentragdes de FLIP foi observada em linfoma de
células-B murina e em células de melanoma humano, interferindo na apoptose em
receptores de morte (MUELLER & SCOT, 2000; KRUEGER et al., 2001).

Outro mecanismo, pelo qual a célula tumoral interfere na apoptose, envolve a
expressao de receptores soluveis, como, por exemplo, expressdo do receptor
soluvel CD95. Altas concentragbes desse receptor foram encontradas no soro de
pacientes com melanoma e podem estar associadas com um pior progndstico
nesses pacientes (UGUREL et al., 2001).
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A expressao da survivina, uma proteina da familia das IAPs, estda aumentada
em determinados tumores (AMBROSINI et al., 1997). Varios trabalhos
demonstraram que a survivina suprime a apoptose induzida por Fas, Bax, caspases
e drogas anticancer (TAMM et al., 1998). Além disso, altos niveis de expressdo
estdo relacionados a mau prognostico e diminuicdo da sobrevida em varios tipos de
cancer humano (ITO et al., 2000; XING et al., 2001; TANAKA et al., 2000; ADIDA et
al., 2000).

Além da expressdo de genes anti-apoptoticos, certos tipos de células
tumorais podem adquirir resisténcia pela downregulation ou mutagées em moléculas
pré-apoptéticas, como Bax, e resultar em perda da funcédo (IGNEY & KRAMMER,
2001). O APAF1, o qual forma uma parte integral do apoptossoma, freqientemente
nao esta expresso em melanomas metastaticos, “escapando” da apoptose mediada
pela mitocdndria (SOENGAS et al., 2001). A delecéo da leucina 62 na caspase 8 foi
observada em células de carcinoma humano e alterou a fungcédo pro-apoptotica da
caspase 8 (LIU et al., 2002). Portanto, mutagbes na caspase 8 evitam a ocorréncia
de morte celular mediada por tal caspase (ZHIVOTOVSKY & ORRENIUS, 2003).

Uma dessas vias de resisténcia envolve a participacao do fator de transcricao
NF-xB. Varios trabalhos demonstram que a regulacéo aberrante da ativacdo do NF-
kB estd associada a varias doencas, inclusive o cancer (MERCURIO et al., 1999). A
atividade constitutiva do NF-xB tem sido observada em cancer de mama, de
prostata, de coloretal e de ovario, bem como em alguns tipos de leucemias e
linfomas (BALDWIN, 2001; KARIN et al.,, 2002), a qual parece suprimir a morte
celular causada por quimioterapicos e levar a resisténcia (BALDWIN, 2001). Sugere-
se que esta atividade € essencial para o crescimento e/ou sobrevivéncia dessas
células cancerosas (FURMAN et al., 2000, SANTOS-SILVA et al., 2001).

O exato mecanismo de acdo do NF-xB na modulacdo do processo de
apoptose nao esta totalmente elucidado, pois ha controvérsias se sua ativacado é
benéfica ou ndo, em casos de neoplasias malignas, ja que alguns fatores de
transcricdo podem, dependendo das circunstancias, participarem tanto da
proliferagdo quanto da apoptose. Por exemplo, o NF-«B pode regular a expressao
tanto das proteinas pré-apoptéticas quanto das anti-apoptéticas, como ocorre com a
transcricdo de proteinas da familia Bcl-2 (SHISHODIA & AGGARWAL, 2004).

Santos-Silva et al. (2001) demonstraram que a inibigdo do NF-xB, pelo NO e pelo



25

taxol, induz a apoptose células linfoblasticas leucémicas. A inibicado do NF-xB pode
resultar também em aumento da sensibilidade das células tumorais a apoptose,
induzida por quimioterapicos ou radiagao-y (WANG et al., 1999).

Numerosos estudos clinicos tém examinado o efeito de mutacdes na proteina
p53 sobre a resposta a quimioterapia e a radioterapia, consequentemente, sobre a
resisténcia a apoptose. Mutagcdes em p53 conferem resposta desfavoravel a
quimioterapia, pelo menos em alguns tipos de cancer e em resposta a algumas
drogas (GASCO & CROOK, 2003). Esta evidéncia é provavelmente mais observada
no cancer de mama, onde varios estudos relatam que a resposta a antraciclina é
menos favoravel naqueles pacientes contendo mutagbes em p53 (GEISLER et al.,
2001; RAHKO et al., 2003). A mutacao do gene p53 também pode estar relacionada
ao aumento da expressao de proteina associada a resisténcia a multiplos farmacos
1 (MRP1), e, dessa forma, contribuir com o fenbmeno de resisténcia a drogas
(TSANG et al., 2003).

A resisténcia aos farmacos é um fendémeno multifatorial, que pode ser
classificada como intrinseca ou extrinseca. A primeira revela o estado no qual a
caracteristica responsavel pela resisténcia é inerente a propria célula, que se
originou durante um processo evolutivo. A dultima, também denominada de
resisténcia adquirida, caracteriza-se pelo desenvolvimento de resisténcia da célula
tumoral, durante o tratamento quimioterapico (GOLDIE, 2001; HOOIJBERG, et al.,
2006). A identificagdo dos mecanismos que levam a resisténcia intrinseca ou
adquirida € importante no desenvolvimento de terapias mais efetivas.

Um dos grandes obstaculos para o sucesso do tratamento nos pacientes com
cancer € o desenvolvimento do fendbmeno conhecido como MDR (resisténcia a
multiplos farmacos), o qual se caracteriza pela habilidade das células tumorais de
desenvolverem resisténcia simultdnea a diferentes agentes quimioterapicos,
estruturalmente e funcionalmente néo relacionados (HOOIJBERG, et al., 2006;
KRISHNA & MAYER, 2000).

O termo MDR tem sido amplamente usado para descrever diferentes
mecanismos de resisténcia. Destes, os mecanismos celulares de resisténcia podem
ser classificados em dois grandes grupos: (1) os que apresentam o fenétipo de MDR
nao-classico; (2) os que apresentam o fendtipo de MDR classico ou tipico,
relacionado com transporte (KRISHNA & MAYER, 2000).
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(1) Fendtipo de MDR néo-classico: ndo esta relacionado com os mecanismos
de transporte. Este tipo de resisténcia pode ser causado por alteragcdes na atividade
de sistemas enzimaticos especificos, como, por exemplo, o sistema das
topoisomerases, que podem diminuir a atividade citotoxica de farmacos,
independente da sua concentracao intracelular, a qual permanece inalterada. Além
disso, como citado anteriormente, alteragbes das proteinas que controlam a
apoptose, por exemplo, aquelas envolvendo as proteinas da familia Bcl-2 e p53,
podem também reduzir a quimiosensibilidade, desde que a maioria dos compostos
antineoplasicos exerga seus efeitos citotdxicos, via processo apoptotico (KRISHNA &
MAYER, 2000).

(2) Fenotipo de MDR classico: resulta da superexpressao de determinadas
proteinas nas células malignas, tais como, as proteinas transportadoras na
membrana celular. Estas proteinas funcionam como bombas de efluxo, capazes de
exportar os agentes citotoxicos para fora da célula, e diminuem sua concentracao
intracelular (OZBEN, 2006).

Um dos primeiros experimentos responsaveis pela identificagdo dessas
proteinas e, consequentemente, do fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos, foi
realizado por Dano (1973), em experimento em que células asciticas de
camundongo com tumor de Ehrlich foram capazes de diminuir a concentragéo
intracelular de dounorubicina, pela extrusao ativa deste farmaco. Em 1976, Juliano e
Ling descobriram a glicoproteina P (gpP), nas células de ovario de hamster chinés
resistentes, com peso molecular de 170 kDa. Entretanto, somente em 1992, Cole e
colaboradores descobriram um segundo mecanismo de resisténcia, denominado
MRP. Neste mecanismo, a expressao do gene, que codifica a proteina MRP (peso
molecular de 190 kDa), também esta relacionada com a redug¢ao da concentragao de
quimioterapico intracelular, semelhante aquele mediado pela gpP (KRUH &
BELINSKY, 2003).

Tanto a gpP quanto a MRP, pertencem a superfamilia de proteinas de
membrana ATP Binding Cassete (ABC), que atuam como transportadores ativos,
também chamados de ATPases de transporte. Podem estar superexpressas em
células malignas e resultar na diminuicdo das concentragdes intracelulares de
farmacos necessarios para uma terapia efetiva (KRISHNA & MAYER, 2000; LESLIE
et al., 2005; OZBEN, 2006).
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2.6 A FAMILIA DE PROTEINAS DE RESISTENCIA A MULTIPLOS FARMACOS
MRP/ABCC

A familia das proteinas MRP é composta por nove membros: MRP1, MRP2,
MRP3, MRP4, MRP5, MRP6, MRP7, MRP8 e MRP 9 (HUANG & SADEE, 2006;
BORST et al.,, 2006; DEELEY & COLE, 2006; HOOIJBERG et al., 2006), e esta
amplamente distribuida nos tecidos normais (KRISHNA & MAYER, 2000; LESLIE et
al., 2005; HOOIJBERG, et al., 2006). Acredita-se que o papel fisioldogico dessas
proteinas esteja relacionado com a protegdo do organismo contra o acumulo de
substancias toxicas (LESLIE et al., 2005).

As proteinas MRP’s compartilham uma topologia que € comum a superfamilia
ABC, onde ha dois dominios spanning de membrana (MSD1 e MSD2) e cada uma
contém seis hélices transmembranas (BAKOS et al., 1996; KAST & GROS, 1997).
Acredita-se que a ligacao de substratos ocorra pela interacdo entre estas hélices
transmembranas (ZHANG et al., 2001; HAIMEUR et al., 2004), (Esquema 6). Na
porcao citoplasmatica da proteina, ha dois sitios de ligagdo de nucleotideos (NBDs),
(FLENS et al., 1994; COLE & DEELEY, 2006). Na MRP1, estes sitios sao
funcionalmente nao equivalentes. O NBD1 possui maior afinidade de ligagao para
ATP que o NBD2; o NBD2 possui maior capacidade de hidrolisar o ATP que o NBD1
(COLE & DEELEY, 2006). A ligacdo e a hidrdlise do ATP fornecem a forga
necessaria para bombear substratos para fora da célula. As proteinas
transportadoras MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 e MRP7 contém um terceiro dominio
spanning de membrana (MSDO0), com aproximadamente 200 aminoacidos, que
consiste de cinco hélices transmembranas, com uma regido amino (NH) terminal
(Esquema 6), (BAKOS et al., 1996; KAST & GROS, 1997; COLE & DEELEY, 2006).
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NH,

MSDO MSD1 MSD2
Meio extracet;\_\

Meio intracelular
COOH

SANTOS-SILVA, 2005 NBD1 NBD2

A. MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 e MRP7

MSD1 MSD2

Meio extracelular

Meio intracelular
NH,

L\'&-J ISQ/EOOH

SANTOS-SILVA, 2005 NBD1

NBD2

B. MRP4, MRP5, MRP8 e MRP9

Esquema 6: Topologia estrutural proposta para as proteinas MRP (adaptado de BALLATORI et al.,
2005). (A) MRP1, MRP2, MRP3, MRP6 e MRP7 conttm MSDO extra de cinco hélices
transmembranas na regido NH, terminal e MSD1 e MSD2 de seis hélices transmembranas cada,
além de NBD1 e NBD2. (B) MRP4, MRP5, MRP8 e MRP9 contém MSD1 e MSD2, bem como NBD1 e
NBD2. MSDO, MSD1 e MSD2, dominios spanning de membrana; NBD1 e NBD2, sitios de ligagéo de
nucleotideos; NH,, regido amino terminal; COOH; regido carboxila terminal.

O segundo membro da familia MRP é chamado de transportador de anion
organico multi-especifico canalicular (cMOAT, MRP2), que esta envolvido no
transporte de varios compostos anibnicos, como conjugados a GSH, aos
glucoronideos e aos sais biliares, bem como no transporte de metais pesados, como
a cisplatina. A MRP3 encontra-se expressa em altas concentragdes no figado e pode
estar envolvida no efluxo de anions organicos do figado para a circulagéo
sanguinea, na presencga de obstrucdo biliar (ZENG et al., 1999). A MRP4 e MRP5
transportam nucleosideos e conferem resisténcia aos analogos de nucleosideos
antiretrovirais (LEONARD et al., 2003). A MRP6 parece ser uma bomba aniénica
lipofilica, com um amplo espectro de resisténcia aos farmacos (BELINSKY, et al.,
2002). A MRP7 parece estar pouco relacionada com a resisténcia a vincristina, a
vimblastina e ao docetaxel e, de forma mais interessante, com a resisténcia ao
docetaxol e outros taxanos (HOPPER-BORGE et al., 2004). A MRP8 media o efluxo
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de uma ampla variedade de analogos de nucleosideos, bem como de substratos
fisiologicos (CHEN et al., 2005). Ainda ndo se conhecem substratos para a MRP9
(BORST et al., 2006; HOOIJBERG, et al., 2006).

2.7 MRP1 — PROTEINA DE RESISTENCIA ASSOCIADA A MULTIPLOS
FARMACOS 1 E SUA RELACAO COM O CANCER

A MRP1 esta expressa em concentragdes moderadas na maioria dos tecidos
normais, exceto no figado, onde se encontra em concentragdes relativamente
baixas. Na maioria dos tecidos, a MRP1 esta localizada na superficie celular
basolateral, resultando no efluxo de substratos para a circulagdo sanguinea (LESLIE
et al.,, 2005; COLE & DEELEY, 2006). No cérebro, a MRP1 encontra-se na regiao
apical da célula (GRAFF & POLLACK, 2004) e serve como uma barreira de
permeabilidade de compostos entre o sangue e o fluido cerebroespinhal (COLE &
DEELEY, 2006). Nos tecidos em que esta expressa, esta proteina serve como
protecdo pela reducdo do acumulo celular de xenobidticos e de seus metabdlitos
(TRIBULL et al., 2003; LESLIE et al., 2005).

Entretanto, o aumento da expressao de MRP em células tumorais pode ser
responsavel, pelo menos in vitro, pela resisténcia celular contra muitos agentes. A
expressdo da MRP1 foi detectada em varios tumores sdélidos, como por exemplo:
cancer de mama, ovario, prostata e melanoma (HOOIJBERG et al., 2006), e também
em tumores hematolégicos, como na leucemia linfoblastica aguda (SAUERBREY et
al., 2002; STAM et al., 2004). Em células tumorais, as MRPs parecem estar
localizadas predominantemente na membrana plasmatica, o que contribui para a
resisténcia celular (HOOIJBERG et al., 2006).

Varios trabalhos tém demonstrado que a MRP1 transporta compostos
quimioterapicos para fora das células conjugadas a GSH (ZAMAN et al.,, 1995;
BORST et al.,, 2000; BORST et al.,, 2006; COLE & DEELEY, 2006) e que ha
correlagdo direta entre 0 aumento da expressédo de MRP1 e de y-GCS em células
tumorais (ISHIKAWA et al., 1996; KUO et al.,1998). Além disso, estd demonstrado
que a reducdo da concentracdo de GSH diminui a resisténcia mediada pela MRP1,
contra alcaloides da vinca e antraciclinas (ISHIKAWA et al., 1996; KUO et al.,1998;
BORST et al., 2000).
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2.8 ENVOLVIMENTO DA GLUTATIONA NO TRANSPORTE MEDIADO PELA
MRP1

Evidéncias iniciais para o transporte da GSH sobre a MRP1 foram
sustentadas por estudos que utilizaram células que superexpressavam MRP1.
Zaman et al. (1995) observaram um aumento do efluxo de GSH em células de
carcinoma de pulmao, transfectadas com MRP1. Além disso, Lautier et al. (1996)
associaram a elevada expressao da MRP1 em células HelLa transfectadas, com
significante diminuicdo das concentracdes intracelulares de GSH, consistente com o
efluxo de GSH sobre a MRP1 .

No entanto, a interacdo entre GSH e MRP1 é complexa e nao esta
completamente esclarecida. A GSH parece interagir com a MRP1, através de pelo
menos quatro diferentes mecanismos (BALLATORI et al., 2005):

- A GSH por si so é substrato de baixa afinidade para MRP1 (Esquema 7, A);

- A GSH é requerida para o co-transporte de alguns substratos para MRP1
(Esquema 7, B);

- A GSH estimula o transporte de alguns compostos através da MRP1, mas
ela nao é co-transportada (Esquema 7, C);

- O transporte da GSH pode ser intensificado por certos compostos, que eles

préprios n&o sao substratos para MRP1 (Esquema 7, D).
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Composto

GSH

..J‘
A
Composto .

Membrana plasmatica

Esquema 7: A GSH é um substrato e um co-substrato para MRP1, porém, os mecanismos exatos de
transporte ndo estdo bem definidos (adaptado de BALLATORI et al., 2005). (A) GSH como substrato
para MRP1. (B) A GSH é requerida para o co-transporte de alguns substratos para MRP1. (C) A GSH
estimula o transporte de certos compostos pela MRP1, porém, a GSH nao é co-transportada. (D) O
transporte da GSH é acelerado por certos compostos, mas estes ndo sao transportados pela MRP1.

Essas observacbes sugerem que a MRP1 pode mediar o efluxo de ambos,
GSH e compostos, e que esses processos podem estar acoplados. Em estudos que
utilizam vesiculas enriquecidas com MRP1, o transporte de substratos, tais como,
daunorubicina, doxorubicina, etoposideos e vincristina, esta aumentado na presenga
de GSH. Porém, ndo se sabe se esses compostos sdo conjugados a GSH, o que
sugere o aumento de GSH para um possivel mecanismo de co-transporte ou se a
GSH é utilizada como um co-fator para o transporte do substrato (LOE et al., 1996).
Consistente com o mecanismo de co-transporte, a vincristina, os etoposideos e, em
menor extensdo, a vimblastina estimulam o transporte de GSH para dentro de
vesiculas enriquecidas com MRP1 (RAPPA et al., 1997, LOE et al., 1998, MAO et
al., 2000). Assim, alguns farmacos derivados de produtos naturais, que n&o sao
conjugados com a GSH, podem ser transportados por um mecanismo de co-
transporte (Esquema 7, B).

Entretanto, o mecanismo de co-transporte ndo € aplicado para todos os
substratos que requerem a GSH para o efluxo sobre a MRP1. Tal analise pode ser
verificada no estudo realizado por Zaman et al. (1995), que mostrou que a
daunorubicina requer GSH para o transporte. Entretanto, este farmaco nao estimula

o transporte da GSH, contrariando o mecanismo de co-transporte (Esquema 7, C).
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Adicionalmente, determinados bioflavondides, como a naringenina e apigenina, que
nao sao bons substratos para MRP1, estimulam a entrada da GSH em vesiculas
(Esquema 7, D) (LESLIE et al., 2003). A tabela 3 mostra alguns compostos
mencionados anteriormente e seus provaveis mecanismos de transporte sobre a
MRP1.

Tabela 3: GSH e compostos (substratos) que podem afetar o transporte sobre a MRP1 (adaptado de
BALLATORI et al., 2005).

Compostos Requer GSH Transportado Estimulao  Mecanismo de Referéncias

para sobre a MRP1 transporte da co-transporte
transporte GSH
Daunorubicina Sim Sim Nao Nao ZAMAN et
al., 1995
Vincristina Sim Sim Sim Sim LOE et al.,
1996
Vimblastina Sim Sim Sim Sim LOE et al.,
1998
Bioflavonoides Nao Nao Sim Nao LESLIE et
al., 2003

Os resultados apresentados indicam que a GSH pode estimular o transporte
sobre a MRP1, sem que ela prépria seja transportada (Esquema 7, C), e que o
transporte da GSH pode ser estimulado por compostos que parecem nao participar
ativamente do transporte, eles proprios ndo séo transportados (Esquema 7, D),
sugerindo que existe mais de um sitio de ligagdo do substrato sobre a MRP1
(BALLATORI et al., 2005).

Embora esses sitios de ligagdo do substrato sobre a MRP1 ndo tenham sido
identificados, tem-se sugerido que existam sitios que reconhecem substratos
aniénicos e hidrofébicos (HEIJN et al.,, 1997). O tamanho e a orientacdo de um
substrato, no seu sitio de ligacdo, podem determinar se a GSH poderia também
ligar-se ou ser transportada. A GSH pode ser requerida para preencher
completamente o sitio de ligagdo e conduzir o transporte mais eficiente de ambos,
substrato e GSH (QIAN et al., 2001).

Varios estudos de mutagéneses das hélices transmembranas (troca de
aminoacidos) foram realizados para determinar quais residuos na MRP1 s&o
importantes para a ligacao e transporte da GSH, e parece que a lisina®*? & essencial
para a ligacao e transporte da GSH sobre a MRP1 (HAIMEUR et al., 2004). Outro

fator importante que também parece afetar a eficiéncia do transporte é a
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hidrofobicidade do substrato. Derivados do verapamil que sao mais hidrofébicos sao
capazes de intensificar o transporte da GSH sobre a MRP1, mais eficientemente do
que os derivados hidrofilicos de verapamil (LOE et al., 2000).

A GSH também pode influenciar a funcionalidade da MRP1, sem interagir
diretamente com o sitio de ligagdo do farmaco, por estimular a ligagdo do ATP e a
atividade da ATPase sobre a MRP1 (CHANG et al., 1997). Além disso, a ligagao da
GSH pode levar a alteragdes conformacionais na MRP1, de tal forma que o
transporte de certos substratos s6 ocorra na presengca da GSH (MANCIU et al.,
2003).

Baseado nas informagdes acima, a GSH pode ser transportada pela MRP1 e,
independente do mecanismo envolvido, sabe-se que a diminuicdo da concentracao
de GSH tem sido relacionada com a reversao da resisténcia a certos farmacos e, por
sua vez, com o mecanismo de resisténcia mediado pela MRP1 (AKAN et al., 2004,
2005). A vincristina, por exemplo, é transportada para fora da célula pela MRP1 em
concentragdes fisiolégicas de GSH, e essa resisténcia pode ser revertida pela
deplecdo de GSH (RENES et al., 1999). Igualmente, a diminuicdo das
concentragdes intracelulares de GSH com BSO (L-butionina (S,R)-sulfoximina), um
inibidor da sintese de GSH, reduz o transporte de varios compostos, como a
daunorubicina, em células que superexpressam MRP1 (ZAMAN et al., 1995).

Akan et al. (2004, 2005) investigaram o efeito de um composto precursor de
glutationa, NAC (N-acetilcisteina) e do BSO, sobre a resisténcia da vincristina e
doxorubicina, mediada pela MRP1, em células de rim embrionario humano (HEK293)
e células 293MRP, transfectadas com MRP1. Estas duas células foram incubadas
com vincristina e doxorubicina, na presenca e auséncia de NAC e/ou BSO, e
observou-se que NAC aumentou a resisténcia destas células. Em contraste, BSO
diminuiu a resisténcia mediada pela MRP1 na presenca de NAC, indicando que a
inducdo da resisténcia, mediada pela MRP1, depende da GSH e que o BSO parece
ser um agente quimioterapico promissor em células tumorais que superexpressam
MRP1.

Além da possibilidade de reversao da resisténcia mediada pela MRP1 com,
utilizagcdo de um inibidor da sintese de GSH (BSO), realizaram-se varios estudos a
cerca do fendtipo MDR, como um todo, com o objetivo de inibir os transportadores
MDR, e consequentemente impedir o mecanismo de resisténcia. A reversao do

fendmeno MDR pode ser realizada com o uso de inibidores da atividade funcional da
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gpP e de outras bombas relacionadas. Dentre eles, podemos citar o Verapamil, a
Trifluoperazina e a Ciclosporina A. Um fator limitante do uso de reversores MDR ¢é a
alta toxicidade, devido a necessidade de usar altas doses para potencializar o efeito
dos quimioterapicos. Embora outros agentes reversores menos toxicos e mais
potentes tenham sido desenvolvidos, os estudos envolvendo a modulacao clinica da
MDR ainda n&o apresentam resultados satisfatérios (WAGNER-SOUZA et al., 2003).
Dessa forma, a investigacdo de novos compostos reversores da MDR pode abrir
novos horizontes no tratamento da leucemia.

A triagem clinica ajuda a revelar problemas associados a combinacao de
farmacos anticancer na quimioterapia, junto com um inibidor da MDR. O primeiro
fator a ser determinado antes de iniciar uma triagem clinica é identificar a proteina
transportadora ABC, envolvida na resisténcia ao farmaco, e utilizar um farmaco
anticancer que beneficiara a inibicdo da proteina transportadora. O segundo fator é
monitorar as concentracdes plasmaticas e a efetividade in vivo do inibidor da MDR,
testado para verificar que uma concentragao inibitoria efetiva foi realmente realizada
in vivo (OZBEN, 2006). Podemos citar como alguns exemplos de inibidores da
MRP1: probenecide, MK571, VX-710 (biricodar), (AOUALI et al., 2005) e MS-209
(OZBEN, 2006).

Poucos trabalhos tém demonstrado o papel do NO na MDR e, além disso,
com resultados conflitantes. Riganti et al. (2005) demonstram que o NO reverte a
resisténcia de células epiteliais de célon humano, que sao resistentes a doxorubicina
(HT29-dx), através da nitragdo de residuos de tirosina na proteina MRP3. Por outro
lado, Watts et al. (2006) mostraram que o transporte de Ferro (**Fe), em células que
superexpressam MRP1, é mediado pelo NO, através da formacédo do complexo GS-
Fe-NO, o qual requer GSH. A utilizacdo de compostos, que reduzem a concentracao
de GSH (BSO) ou de um inibidor da MRP1 (probenecide), impede o efluxo de *°Fe
mediado pelo NO.

Em trabalhos anteriores demonstramos que linhagens de células leucémicas
linfoblasticas humanas e murinas apresentam atividade constitutiva do NF-«B, e que
o NO e o taxol inibem a atividade constitutiva do NF-kB. No entanto, n&do ha
correlacdo direta entre o efeito inibitorio sobre o NF-xkB e a intensidade de morte
celular causada por esses compostos (SANTOS-SILVA et al., 2001). Posteriormente,

mostramos a importancia das concentracdes de GSH na protecao celular contra os
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efeitos citotoxicos do NO e do taxol, em linhagens de células linfoblasticas
leucémicas CEM (SANTOS-SILVA et al., 2006). Além disso, foi observado que o
taxol inibe a atividade da MRP nessas células, provavelmente indiretamente, através
da redugédo da concentragdo de GSH (SOUZA, 2006). Como visto anteriormente, os
sistemas de resisténcia das células sdo multiplos e, apesar do grande numero de
trabalhos realizados nesta area, as interrelacdes entre os fatores responsaveis pela
apoptose, e seus efeitos na resisténcia as drogas, ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Indubitavelmente, o entendimento dos mecanismos moleculares de
resisténcia das células leucémicas a apoptose, induzida por quimioterapico e/ou
outros compostos, faz-se necessario para o avango em dire¢ao ao desenvolvimento
de compostos antineoplasicos, com citotoxicidade mais especifica para as células
tumorais e com menores efeitos colaterais para o paciente. Sendo assim, o objetivo
desse trabalho foi investigar o envolvimento do NO e da GSH sobre a atividade e
expressdao da MRP1, em linhagem de células de leucemia linfoblastica murina (L-
1210).
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

Estudar o envolvimento do 6xido nitrico (NO) nos mecanismos de resisténcia tumoral

em células linfoblasticas leucémicas.

3.2 ESPECIFICOS

- Estudar o mecanismo citotéxico de doadores de NO, em células de linhagem
linfoblatica leucémica L-1210;

- Analisar se o processo de morte celular, causado pelos doadores de NO, é por
apoptose ou necrose;

- Avaliar a relagdo dos niveis de ATP com a citotoxicidade causada pelo NO, em
células de linhagem linfoblatica leucémica L-1210;

- Investigar a atividade da bomba de efluxo MRP1, em células de linhagem
linfoblatica leucémica L-1210;

- Associar o efeito do NO sobre a concentragdo intracelular de glutationa e a
atividade da MRP-1 nas células de linhagem linfoblatica leucémica L-1210;

- Estudar o envolvimento do NO na expressao da MRP-1, nas células de linhagem

linfoblatica leucémica L-1210.
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4. MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS

Os materiais e métodos utilizados, assim como os resultados obtidos,
encontram-se, majoritariamente, descritos no artigo original submetido a revista
Nitric Oxide, o qual esta precedido por um breve resumo em portugués, com a
finalidade de facilitar uma revisédo rapida das informacgcdes mais relevantes contidas
no mesmo.

Entretanto, alguns resultados importantes, para estabelecer as condicbes
experimentais, ndo foram submetidos a publicacdo. Sendo assim, apdés a
apresentacao do artigo original submetido, sdo apresentados os materiais e métodos

e resultados desses experimentos.
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4.1 ARTIGO SUBMETIDO: INVOLVEMENT OF NITRIC OXIDE ON MRP1
ACTIVITY IN L-1210 LYMPHOBLASTIC LEUKEMIA CELLS

Mirela Machado Hangai, Daniela Ferraz Pereira Leite, Samira Cardoso Ferreira’

Jamil Assreuy Tania Beatriz Creczynski-Pasa and Maria Claudia Santos-Silvar

RESUMO

INTRODUCAOQ: A proteina de resisténcia, associada a multiplos farmacos 1 (MRP1),
pertence a familia de transportadores ABC (ATP Binding-Cassette). A MRP1 esta
relacionada a extrusdo de compostos quimioterapicos, conjugados a glutationa
(GSH), reduzindo seu acumulo no interior da célula. A ativagado ou superexpressao
da MRP1 é capaz de conferir um fendtipo de resisténcia a multiplos farmacos
(MDR), o que representa um obstaculo para o tratamento do cancer. A GSH ¢é
fundamental na defesa contra varios agentes téxicos e, além disso, € um dos alvos
intracelulares mais importantes do oxido nitrico (NO). Esta demonstrado que altas
concentracdes de GSH sao importantes para a resisténcia a apoptose, induzida por
diferentes compostos, inclusive o NO, e que a diminuigdo da concentragcao de GSH
pelo NO aumenta a sensibilidade da célula a agao terapéutica de alguns compostos
quimioterapicos. No entanto, a interagcdo entre GSH e MRP1 é complexa e ndo esta

completamente esclarecida.

OBJETIVO: Como a GSH é importante para o transporte mediado pela MRP1, no
presente trabalho estudou-se o envolvimento da deple¢cdo da GSH induzida pelo
NO, na atividade e expressdo da MRP1, em células de linhagem linfoblastica

leucémica L-1210.

MATERIAIS E METODOS: Compostos, doadores de NO (SNAP: 0.1 - 1 mM e GTN:
0.1 - 1 mM), BSO (0,01; 0,1 mM) e probenecide (PB: 1 — 10 mM) foram adicionados
as células L-1210. Para os experimentos de viabilidade celular, determinagcdo da
concentracdo de GSH e verificagdo da apoptose, as células L-1210 foram incubadas
por até 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada, monitorando-se a oxidagao do
MTT por enzimas mitocondriais (VAN DE LOOSDRECHT et al., 1991), a
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concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi quantificada pelo método proposto
por Tietze (1969) e a apoptose foi detectada pela fragmentacdo do DNA (HAN,
1997). Para os experimentos de citometria de fluxo (analise da atividade e expresséo
da MRP1), as células L1210 foram pré-incubadas na presenga e na auséncia de
BSO (10 uM and 100 uM), por 12 horas, e incubadas por mais 6 horas com SNAP 1
mM. Para medir a atividade da MRP1 nas células L-1210, utilizou-se o teste de
efluxo do substrato fluorescente CFDA (carboxi-5',6’ diclorofluoresceina diacetato).
Para isto, as células L-1210 foram incubadas com DMEM, na presengca e na
auséncia de CFDA (4 uM) e de um inibidor da MRP, probenecide (PB; 1 - 10 mM). A
fluorescéncia foi medida por citometria de fluxo. A expressao da MRP1 foi verificada
por citometria de fluxo, utilizando-se o anticorpo monoclonal primario de rato anti

MRP1 e o anticorpo secundario anti-rato, obtido em cabra, conjugado a fluoresceina.

RESULTADOS: Nossos resultados mostraram que a incubagao das células L-1210,
com concentragdes crescentes de doadores de NO, SNAP e GTN, induzem a morte
celular de maneira concentracdo-dependente; a morte celular ocorreu por apoptose,
pois ambos os compostos causaram fragmentacao nuclear. Aproximadamente 80%
das células L-1210 apresentaram atividade para MRP1, e o inibidor da MRP1
classico, probenecide (1 - 10 mM), foi capaz de aumentar o acumulo intracelular do
substrato fluorescente, CFDA, sugerindo inibigdo da MRP1. O doador de NO, SNAP,
induziu um efeito citotoxico concentracao-dependente sobre as células L-1210. Este
efeito citotdxico foi relacionado a diminuicdo da concentragdo de GSH e foi
potencializado pela L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO), um inibidor da sintese de
GSH. A reducao da concentracdo de GSH, pelo SNAP ou BSO, foi associada ao
aumento do acumulo de CFDA. A co-incubacdo de SNAP e BSO aumentou o
acumulo de CFDA, exibindo um importante sinergismo de agdo. A expressao da
MRP1 ndo foi alterada pelo SNAP ou BSO, isoladamente. Entretanto, o co-

tratamento de SNAP e BSO diminuiu a expressao de MRP1, em cerca de 16%.

CONCLUSAO: Nossos resultados sugerem que o NO e o BSO diminuem a atividade
da MRP1, indiretamente, através da diminuicdo da concentragao intracelular de
GSH. Além disso, ha uma reducgéo da expressao da MRP1 nas células de linhagem

linfoblastica leucémica murina L-1210.



40

4.1.1 ABSTRACT

Multidrug resistance related protein 1 (MRP1/ ABCC1) is an ABC transporter protein
related to the extrusion of chemotherapy drugs conjugated to glutathione (GSH) out
of cells. MRP1 over-expression is able to confer a multidrug resistance phenotype,
being an obstacle to the treatment of cancer. It is well known that high GSH levels
are important to apoptosis resistance induced by different agents such as nitric oxide
(NO) being one of the main of its intracellular targets. In the present work we studied
the involvement of GSH on NO-induced cytotoxicity and its relationship with MRP1
activity and expression on a murine lymphoblastic leukemia L-1210 cell line.
Approximately 80% of L-1210 leukemia cell were positive to MRP1 and the classical
MRP1 inhibitor, probenecid (1-10 mM), was able to enhance intracellular
accumulation of a fluorescent substrate, CFDA, suggesting ABCC1 inhibition. The
NO donor SNAP induced a dose-dependent cytotoxic effect on L-1210 cells. This
cytotoxic effect was related to GSH depletion and was potentialized by L-buthionine-
S,R-sulfoximine (BSO), an inhibitor of GSH synthesis. The GSH depleting effects
induced by SNAP or BSO were associated to increased CFDA accumulation. The co-
incubation of SNAP and BSO highly increased CFDA accumulation exhibiting
remarkable synergism. MRP1 expression was not altered by SNAP or BSO treatment
per se, however the co-treatment of BSO and SNAP decreased MRP1 expression by
about 15%. Our results suggest that NO and BSO diminish MRP1 activity directly
through the MRP1 expression reduction and also indirectly through the depletion of

GSH in murine lymphoblastic leukemia L-1210 cell line.

Keywords: Multidrug resistance protein 1; Nitric oxide; L-1210 leukemia cells
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4.1.2 INTRODUCTION

A major obstacle to the success of chemotherapeutic treatments is the
occurrence of multidrug resistance (MDR) phenomenon in cancer patients [1, 2]. It is
characterized by a cross-resistance of tumor cells to a whole variety of structural and
functional unrelated anticancer drugs [3, 4] Different mechanisms were shown to be
involved in this phenomenon; however it is often correlated with the overexpression
of transporter proteins, such as P-glycoprotein (Pgp/ABCB1) and/or multidrug
resistance related protein (MRP1/ABCC1) [3, 5, 6]. These proteins belong to the
ATP-binding cassette transporter superfamily and act as an energy-dependent efflux
pump, extruding chemotherapic agents from the cell thereby reducing their
cytotoxicity [7]

The broad distribution of MRPs in normal tissues suggests that they are
potentially present in the majority of cancer kinds. Expression of MRP1 was detected
in many solid tumors, such as lung and gastrointestinal carcinomas, melanomas,
breast, ovary, and prostrate cancers [8]. Increased expression of MRPs in tumor cells
can be responsible for cellular drug resistance against many agents. Therefore, the
relationship between expression of MRPs and the response of tumor cells to
chemotherapy has been subject of many studies [8].

A significant amount of evidence has been compiled in recent years
demonstrating the involvement of GSH in drug resistance [9, 10] MRP1 was first
described as a gluthatione S-conjugate transporter, exhibiting a high affinity for the
endogenous gluthatione S-conjugate [7, 9, 10]. However the interaction between
GSH and MRP1 is complex and is not yet completely understood [11, 12].
Decreasing intracellular GSH levels with L-buthionine-(S,R)-sulfoximine (BSO), an
specific inhibitor of GSH synthesis, reduces transport of chemotherapeutic drugs
such as doxorubicin and vincristine, which are substrates of MRP1 [11]. In fact, other
studies have demonstrated that depletion of GSH, in cell lines overexpressing MRP1,
reverses the resistance phenotypes [13, 14].

Nitric oxide (NO) is an endogenous mediator involved in a wide range of
biological functions including blood pressure regulation, neurotransmission and
neuromodulation, immune response and cytotoxic activity [15, 16]. The cell response

to NO depends on a complex set of molecular interactions that are time and dose-
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dependent and may also be cell type specific [15]. One of the NO mechanisms of
action is to deplete the intracellular levels of GSH, increasing the therapeutic action
of some chemotherapeutic compounds [17].

Numerous works have analyzed the role of NO in apoptosis which is still
conflicting, since NO can be either pro- or anti-apoptotic [15, 17, 18]. Several reports
indicate that NO shows cytotoxic effect for human cell lines from patients presenting
leukemia and lymphoma [19]. This finding increases the possibility of NO donors
being used as chemotherapeutic agents for hematological disorders [20]. Besides, it
was suggested that the reduced synthesis of NO might be implicated in the beginning
of MDR phenotype and that the restoration of NO production reverses this phenotype
[21].

Our previous studies have demonstrated that NO induced a depletion of GSH
levels and cell death in CEM cells, and that these effects were potentialized by BSO
[22]. As GSH is an important molecule to the transport mediated by MRP1, in the
present work we investigated the involvement of NO and GSH on MRP1 activity and

expression in a murine lymphoblastic leukemia cell line, L-1210.
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4.1.3 MATERIALS AND METHODS

4.1.3.1 Reagents

Tissue culture media, serum and antibiotics were purchased from GIBCO (Sao
Paulo, Brazil). Carboxy-5"-6"-dichlorofluorescein diacetate (CFDA) was obtained from
Molecular Probes (Eugene, OR, USA). MTT (3-[4,5-dithylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide), bromide ethidium, probenecid (PB), DTNB (5,5~ dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid), glutathione reductase, nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate (NADPH) and BSO (L-buthionine-[S,R]-sulphoximine) were purchased
from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Primary rat monoclonal antibody
anti-MRP1 (ABCC1) was purchased from Alexis Biochemicals and the goat anti-rat
secondary (fluorescein conjugated) antibody was purchased from Sigma. S-nitroso-
N-acetyl-D,L-penicillamine (SNAP) was synthesized according to method of Field
(1978) [23]. Nitroglycerin (NTG) was obtained from Cristalia (Itapira, SP, Brazil).

4.1.3.2 Cell culture

Murine L-1210 lymphoblastic leukemia cells (ATCC, Manassas, VA) were
cultured in DMEM supplemented with 10% fetal calf serum, 100 U/mL penicillin, 100
ug/mL streptomycin and 10 mM HEPES, pH 7.4 at 37°C in a 5% CO; humidified
atmosphere. Every 2-3 days, cells were passaged by removing 90% of supernatant

and replacing it with fresh medium.

4.1.3.3 Treatments and viability assay (MTT assay)

SNAP (0.1-1 mM), nitroglycerin (NTG, 0.1-1 mM) and BSO (0.01 and 0.1 mM)
were added to cells (5x10°) in a maximum volume of 20 pL. Cells were then
incubated up to 24h. Cell viability was monitored by MTT (3-(4,5-dimethiazol-zyl)-2-
5-diphenyl tetrazolium bromide) assay [24]. All reagents were freshly dissolved in cell

culture medium.



44

4.1.3.4 DNA fragmentation analysis by gel electrophoresis

Isolation of apoptotic DNA fragments was performed following the method of
Han (1997) with a minor modification. To isolate DNA fragments cells were harvested
and washed twice with cold phosphate buffer saline (PBS). Cell pellets were then
incubated in a lyses buffer containing 10 mM EDTA, 50 mM Tris—HCI, pH 8.0, 0.25%
NP-40, 0.5 g/L proteinase K at 50°C for 2 h. DNA was then precipitated with 2.5 vol
of ethanol at -25°C overnight and dried in air. After washing with ice-cold 70%
ethanol, the pellets were then dissolved in TE buffer containing 10 mM Tris—HCI, pH
8.0, 1 mM EDTA and 0.6 mg/ml RNase A and incubated at 37°C for 1 h. Horizontal
electrophoresis was performed at 200 V for 10 min in 1,0% agarose gel (Sigma)
complemented with 1 pL ethidium bromide (1g/100ml). Separeted DNA fragments
were visualised using UV translluminator (Macrovue UV-20 230V, Amersham
Pharmacia Biotech AB, USA).

4.1.3.5 Glutathione measurement

Total glutathione (GSH + GSSG, reduced and disulphide forms, respectively)
were measured through the glutathione reductase method [25]. Briefly, 5x10° cells
were washed in PBS, resuspended in 100 pL chilled Milli-Q water containing 1mM
EDTA and sonicated for 10 s. Then, 20 uL of each homogenate were transferred to a
96-well plate followed by addition of 180 pL of the reaction medium containing DTNB
75 uM; NADPH 120 pM, glutathione reductase 1 U/mL and EDTA 10 mM in
phosphate buffer 100 mM, pH 7.4. A standard curve was made with GSH (0.001-1
MM). The absorbance was measured immediately and then every min during 5 min at
412 nm using a Microwell Systems (Organon Teknika). Values were expressed as

percentage of control GSH values.

4.1.3.6 MRP- related transport activity

MRP-related transport activity was investigated through the fluorescent probe
CFDA efflux assay as decribed by Leite et al. (2006) [26]. Briefly, cells (5x10° cells /
0.3 mL) were loaded with 4 uM CFDA in the presence or absence of probenecid (1-
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10 mM), a MRP inhibitor, for 30 min at 37°C. CFDA, a non-polar-non-fluorescent
compound, freely diffuses into cells where it is cleaved by esterases, resulting in
fluorescent CF (dichlorofluorescein), a substrate for MRP1 and MRP2 [27, 28].
Afterward, the cells were washed and incubated for a further 30 min at 37°C to
determine dye extrusion. Analysis of the amount of dye accumulated by the cells was
carried out on a FACScalibur (Becton and Dickinson, USA) equipped with a 15 mW
argon-ion laser, emissions 488 nm and 585 nm. Controls performed without CFDA
revealed the presence of autofluorescence (AUTO), which established the
fluorescence threshold below which CFDA incorporation was not significant. For
those experiments data were acquired in a mode of 10000 events, and a gate based
on forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) parameters was made to analyze
only viable cells. All flow cytometry analysis was accomplished by using WINMDI,

version 2.8.

4.1.3.7 MRP1 expression

MRP1 expression was done as described by Echevarria-Lima et al. (2005)
[29]. Briefly, the method consists in wash 5x10° cells with PBS and permeabilized
with  FACS lysing solution (Becton & Dickinson, USA) for 30 min at room
temperature. Cells were washed with PBS and incubated with the primary mouse
monoclonal antibody (1:50), followed by incubation with goat anti-rat secondary
antibody (1:100) conjugated with fluorescein for 20 min at room temperature. Cells
were then washed in PBS and analyzed by flow cytometry. Analyses were performed
by flow cytometry using a FACScalibur (Becton and Dickinson, USA). The data were

analyzed by WinMID software, version 2.8.

4.1.3.8 Statistical analysis

Data are expressed as mean + SEM of triplicate wells. Each experiment was
repeated at least three times with similar results. Statistical significance was analyzed
by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni’s post-hoc t test. A

p value of less than 0.05 was considered statistically significant.
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4.1.4 RESULTS

4.1.4.1 Effect of SNAP and NTG on cytotoxity of L-1210 cells

Incubation of L-1210 cells with increasing concentrations of SNAP for 24 h
caused significant cell death in a concentration-dependent manner (Fig. 1). Other NO
donor, NTG (nitroglycerin), which has been used for the treatment of coronary artery
disease [30], was also tested and it caused a significant cell death at concentration of
250 uM (Fig. 1). To clarify if the cell death-inducing effect of SNAP and NTG was due
to apoptosis DNA fragmentation, a hallmark of apoptosis, was assessed. DNA
damage was observed 24 h after exposure of increasing concentrations of SNAP and
NTG (data not shown).
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Figure 1. Cytotoxicity of SNAP and NTG on murine lymphoblastic leukemia L-1210 cell line. Cells
were incubated with SNAP or GTN in increasing concentrations for 24 h. Cells were washed and
processed for MTT assay. Optical density of control groups was taken as 100% cell viability confirmed
by Trypan Blue exclusion. Cell viability was also checked at the beginning and at the end of
experiment by Trypan Blue exclusion. Data are means + SEM of triplicates from three independent
experiments. *p < 0.05 compared to control group and. # p < 0.05 compared to SNAP 1000 uM.
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4.1.4.2 Effect of SNAP and BSO on GSH levels in L-1210 cells

SNAP induced a significant decrease in intracellular GSH levels in a
concentration-dependent manner, presenting a reduction of 83.5% at 1 mM (Fig. 2,
Panel A). As expected, treatment with BSO also resulted in GSH depletion (Fig. 2,
Panel B). In Fig. 2, panels C and D show that SNAP and BSO induced GSH
depletion in a time-dependent manner. More over, cells treated with both agents,
BSO and SNAP for 6h had its glutathione content reduced by 95% (data not shown).
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Figure 2. Effect of SNAP and BSO on GSH levels in L-1210 cells. Concentration-response curves of
SNAP (Panel A) and BSO (Panel B). Time course curves were obtained with 1000 uM SNAP (Panel
C) and 10 uM BSO (Panel D). Cells were plated (5x10° per well) in 96-well plates in DMEM and
incubated for 24 h (Panel A and B) or 6, 24 and 48 h (Panel C and D). Total glutathione (GSH +
GSSG) was measured in cell lysates using the glutathione reductase method, as described in
Materials and Methods section. The values of GSH levels of control group at 6, 12 and 48 h were
taken as 100%. Data are mean + SEM of triplicates from three independent experiments. *p < 0.05
compared to control group.
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4.1.4.3 MRP1-related transport activity

To evaluate the relative contributions of MDR proteins to prognosis in clinical
trials, functional tests measuring the fluorescent dye uptake/efflux in tumor cells by
flow cytometry have been widely used [27, 28, 31, 32]. The MRP1 activity was
analyzed as previously described [26].The efflux of the MRP1 fluorescent substrate
CFDA was studied with L1210 cells. Briefly, cell suspensions at 10° cells/mL were
incubated with 4 yM of CFDA, in the presence or absence of the MRP inhibitor
probenecid (PB, 1 — 10 mM). The experiment was performed as detailed in the
material and methods section. Controls performed without CFDA revealed the
presence of autofluorescence (AUTO), which established the fluorescence threshold
below which CFDA incorporation was not significant. The increase in CFDA
accumulation after incubation with the MRP inhibitor, probenecid, was represented as
the mean of intracellular CFDA fluorescence intensity. As shown in Fig. 3 (Panel A
and B) L-1210 cells almost did not retain CFDA intracellularly and PB increased
CFDA accumulation in a concentration dependent manner. Probenecid (10 mM)
increased CFDA fluorescence accumulation by about 5 fold, suggesting that MRP is
active in L1210 cells and that PB inhibited MRP-related transport activity.
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Figure 3. Dose-dependent inhibition of MRP1 activity by probenecid. CFDA mean fluorescence
intensity of cells treated with different concentrations of the MRP reversor probenecid (PB). Cells
treated or not with PB were incubated in absence (autofluorescence) or presence of CFDA (4 uM) for
30 min at 37°C as described in Material and Methods section. Panel A. A representative histogram
showing CFDA accumulation in the presence of PB (10 mM). Panel B. A representative graph showing
CFDA mean intesity quantification in the presence of different concentration of PB (1-10 mM).
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4.1.3.4 Effect of SNAP and/or BSO on CFDA intracellular accumulation

As both, SNAP and BSO were able to reduced GSH levels (Fig. 2), and as this
thiol is important to MRP activity [7] we investigated if SNAP and/or BSO we able to
inhibit MRP activity after a 6h-treatment. As shown in Fig. 4 (Panel A) SNAP slightly
enhanced intracellular CFDA accumulation in a concentration dependent manner,
SNAP (1 mM) induced a 65% increase in CFDA fluorescence intensity, suggesting
MRP activity reduction. On the same way, 10 yM and 100 yM BSO were able to
increase CFDA fluorescence intensity by about 60 and 85% respectively, as shown in
Fig. 4 (Panel B). Therefore we analyzed MRP1 activity in cells treated with both
agents. As shown in Fig. 5 (Panel A), co-incubation of SNAP and 100 uM BSO highly
increased the accumulation of CFDA. BSO (10 or 100 pM) exhibit remarkable
synergism with SNAP (1 mM) increasing CFDA accumulation by about 4.8 + 0.8 (Fig
5B) and 11.4 + 2.8 fold (Fig 5C) respectively, displaying a higher effect comparing to

probenecid on CFDA accumulation.
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Figure 4. Effect of SNAP or BSO on CFDA accumulation. L1210 cells were treated with SNAP (100 —
1000 pM) for 6 hours or with BSO (10 or 100 uM) for 12h at 37°C. After treatment, cells were loaded
with the fluorescent CFDA (4 uM) for 30 min at 37°C, then cells were washed and incubated for a
further 30 min at 37°C to determine dye accumulation. Panel A. Effect of different concentrations of
SNAP on CFDA accumulation. Panel B. Effect of BSO at different concentrations on CFDA
accumulation. The fluorescence was measured by flow cytometry, as described in Materials and
Methods. The results are expressed as the percentage of CFDA fluorescence. *P < 0.05; **P < 0.01.
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Figure 5. Effect of SNAP and BSO co-treatment on CFDA intracellular accumulation. L1210 cells were
pre-incubated with BSO (10 uM or 100 yM) for 12 hours at 37°C and incubated for more 6 hours with
SNAP (1 mM). Cells treated or not with BSO/SNAP were incubated in absence (autofluorescence,
AUTO) or presence of CFDA (4 pM) for 30 min at 37°C. Thereafter, the cells were washed and
incubated for a further 30 min at 37°C to determine dye accumulation. The fluorescence was
measured by flow cytometry, as described in Materials and Methods. Panel A. A representative
histogram showing the effect of BSO (10 or 100 yM) and/or SNAP (1 mM) on CFDA accumulation.
Panel B. Quantification of CFDA mean fluorescence intensity inside cells treated with BSO (10 uM),
SNAP (1 mM) or BSO (10 uM) plus SNAP. Panel C. Quantification of CFDA mean fluorescence
intensity inside cells treated with BSO (100 uM), SNAP (1 mM) or BSO (100 uM) plus SNAP. The
results are expressed as the mean + SEM of at least three different experiments. ***P < 0.001.
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4.1.4.5 Effect of SNAP and/or BSO on MRP1 expression in L-1210 cells

To analyze the expression of MRP1, L-1210 cells were stained with anti-MRP1
antibody and analyzed by flow cytometry (Fig. 6). Almost the whole cell control
population was positive for MRP1 (81.7 £ 2.2%). However, no differences in MRP1
expression were observed when L-1210 cells were treated with 1 mM SNAP or 100
MM BSO (86.9 + 2.8% and 77.9 + 2.5%, respectively). In addition, the co-incubation
of SNAP with BSO slightly decreased the MRP1 expression (68.8 + 4.8%), P<0.05.
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Figure 6. Expression of MRP1 in L1210 cells. Cells were loaded with anti-MRP1 monoclonal antibody
and secondary antibody, as described in Materials and Methods. Representative histogram showing
the expression of MRP1 on L1210 cell line (A) and effect of SNAP (1 mM) (B), BSO (100 uM) (C) and
of the co-treatment of SNAP and BSO (D) on MRP1 expression.
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4.1.5 DISCUSSION

The goal of the acute leukemia therapy is the eradication of
neoplastic/leukemia clone and the restoration of normal hematopoiesis. This has
been achieved using aggressive suppressive chemotherapy, which rapidly reduces
the number of leukemic cells. However, conventional chemotherapy is frequently
associated with the development of multidrug resistance systemic toxicity, thereby
limiting therapeutic effectiveness [33-35]. Considering these points, new therapeutical
targets are being investigated.

NO has been described to induce apoptosis in various kinds of tumor cells,
including leukemia cells [15, 16, 18, 36, 37]. NO cause apoptosis by various
mechanisms including inhibition of mitochondrial respiration [38], ion channels
nitrosylation, proteins ADP-rybosylation [39, 40], induction of DNA damages,
stimulation of enzymes expression and transcription factors involved in DNA repair
and modulation of apoptosis, such as the tumor suppressor p53 [18], caspases
activation [41], PARP induction [42] and down-regulation of the anti-apoptotic protein
bcl-2 [43]. One of the main intracellular targets for NO action is glutathione (GSH).
GSH is the major intracellular non-protein thiol, and its redox status is critical for
various biological events, including transcriptional activation of specific genes and
modulation of redox-regulated signal transduction [44]

We have previously described that NO exhibits a cytotoxic effect on
lymphoblastic leukemia cell lines, and that taxol synergizes with NO [45]. In the
present work, incubation of L-1210 cells with increasing concentrations of NO donors,
SNAP and NTG (that has long been used as a vasodilator for treatment of angina
pectoris) [30, 46], induced cell killing in a concentration-dependent manner and
caused DNA fragmentation (data not shown). Moreover, we have demonstrated the
involvement of GSH in NO-induced cytotoxic effects on CEM leukemia cells [22]. NO
induced a GSH depletion in CEM cells, which was potentiated by L-buthionine-(S,R)-
sulfoximine (BSO) [22]. Same results were observed in L-1210 leukemia cells (data
not shown). Our results show that SNAP and BSO decreased GSH levels in L-1210
cells in concentration- and time-dependent manner. In addition, concentration—
response curves for GSH depletion were accompanied by decreases in cell viability.

For example, GSH depletion was observed in SNAP concentrations above 500 uM,
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the same concentration in which cell death started to take place. These results
demonstrated that NO and BSO reduced the levels of intracellular GSH, what could
promote cell oxidative and nitrosative damages.

GSH metabolism has also been associated with some multidrug
resistancerelated proteins (MRP), that extrude chemotherapy drugs conjugated to or
cotransported with GSH [7, 9, 47]. In addition, the drug transport seems to be
dependent on the continued synthesis of GSH and it can be blocked by BSO, an
inhibitor of y-glutamylcysteine synthetase (y-GCS), which is the rate-limiting enzyme
for GSH synthesis [42, 48]. Therefore we analyzed the effect of NO and BSO on
MRP-related activity through flow cytometry.

Our data demonstrated that MRP1 is expressed and active in L-1210 cells,
and in agreement with others [26, 48], BSO treatment was able to increase CFDA (a
fluorescent MRP substrate) accumulation, in a dose dependent manner suggesting
MRP activity reduction. Our results also demonstrated that SNAP slightly increase
CFDA accumulation, per se, probably by reducing GSH levels. It was already
demonstrated that NO donors could reverse doxorubicin resistance in a human colon
cancer cell line that over express MRP3 by nitrating this protein [21]. This possibility
is not excluded in our system.

Moreover, CFDA accumulation was higher after SNAP and BSO co-treatment
comparing to the treatment of SNAP and BSO alone, suggesting that there is an
important synergism of action leading to an intense inhibition of MRP activity. This
phenomenon could be explained by the combined effect of these two agents on the
reduction of GSH levels, (95% in a 6h-treatment). Another possible explanation for
the synergism observed between SNAP and BSO over MRP activity would be that
these two agents could reduce MRP1 protein expression. In fact, our results
demonstrated that the co-treatment of SNAP and BSO slightly decreased MRP1
expression (16%). On the other side, our results showed that SNAP or BSO did not
alter MRP1 expression in this cell line per se.

Recently other works linking these systems have been published. It have been
demonstrated that MRP1 inhibition could diminish NO production, by inhibiting INOS
expression [26]. More over, it is known that NO produced by macrophages plays an
important role in the cytotoxic mechanisms against tumor cells by inducing iron (Fe)

release. Watts and collaborators [49] have shown that NO-mediated Fe efflux from
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cells required GSH and occurred as a GS—-Fe—NO complex, which is exported from
cells by MRP1.

Our results demonstrated that NO and BSO induced GSH depletion, inhibiting
MRP1 activity and expression, in L-1210 cells. Those observations suggested that
the efflux of anti-tumoral drugs and also physiological complexes by MRP could be in
some way controlled by use of NO donors and that NO donors could be helpful for

anti-tumoral strategies.
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4.2 MATERIAIS, METODOS E RESULTADOS ADICIONAIS

4.2.1 MATERIAIS E METODOS ADICIONAIS

4.2.1.1 Reagentes

Os meios de cultura, os antibiéticos e o soro fetal bovino (FCS) foram
adquiridos da GIBCO (Sao Paulo, Brasil). O S-nitroso-N-acetil-D,L-penicilamina
(SNAP) foi preparado segundo o método de FIELD et al. (1978). O L-butionina-[S,R]-
sulfoximina (BSO, inibidor da enzima gama-glutamilcisteina sintetase), a albumina
sérica bovina (BSA) e o probenecide (PB) foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). O PB foi dissolvido em NaCl 0.9% (v/v), mantido como solug&o
estoque de 50 mM, estocado a -20°C e diluido em meio DMEM, imediatamente
antes do uso. O TRIS foi obtido da Invitrogen (Sdo Paulo, SP, Brasil) e o EDTA
(acido etilenodiaminotetracético) foi obtido da Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O
Kit para deteccado enzimatica de ATP e a solucao padrao de ATP foram obtidos da
Pharmacia (ATP-monitoring Reagent/Pharmacia). Todas as solugdes foram

preparadas em meio de cultura.

4.2.1.2 Linhagem Celular

Foram utilizadas células de linhagem linfoblastica leucémica L-1210 (de
origem murina). As células leucémicas foram mantidas em garrafas plasticas de
cultura, contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), complementado
com 10% de soro fetal, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina e 10 mM
HEPES, pH 7,4, em estufa imida a 37°C, com 5% de CO,. Para a realizacdo dos
experimentos, o numero de células viaveis foi avaliado pelo método de Azul de
Trypan (0,5%) (FRESHNEY, 1987). Um total de 5 x 10° ou 1 x 10° células por pogo
foi adicionado em placas de 96 ou 24 pocos, respectivamente, dependendo do

protocolo experimental.
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4.2.1.3 Tratamentos

Os compostos SNAP (100, 250, 500 e 1000 uM), BSO (10 e 100 pyM) e PB
(1.0, 2.0, 3.0 e 5.0 mM) foram adicionados as células, num volume maximo de 20
pL. Tais compostos foram adicionados, separados ou simultaneamente, as células.
O BSO foi adicionado as células, 12 horas antes do SNAP (1 mM). Apds a adigao
dos compostos, as células retornaram a estufa, onde foram incubadas durante 24

horas, nas condi¢des descritas anteriormente.

4.2.1.4 Determinac¢éo da Concentragédo de ATP (Luciferin — luciferase)

Este método consiste na ativagdo da enzima luciferase, pela ligagdo ao ATP,
na presenga de MgCl,. O ATP é hidrolisado a AMP, que permanece ligado a luciferin
e pirofosfato (Ppi). Este complexo reage subsequentemente com O, resultando na
emissao de um feixe de luz (hv), na liberacdo de AMP, CO; e oxiluciferin (DE LUCA,
1976). A quantidade de luz emitida é naturalmente proporcional a quantidade inicial
de ATP existente no meio de reacédo. Brevemente, em uma cubeta de plastico, foi
adicionado tampao Tris-HCI 0,1M, a pH 8.0, e EDTA 0,2 mM, e, posteriormente, a
solucao luciferin/luciferase (Kit). O sinal desta solugao foi medido no luminédmetro
(LKB-luminometer 1250) e impresso com um registrador (LKB-BROMA 2210-
Rekoder) previamente calibrado. A mesma solugdo, foi adicionada a amostra e,
entdo, realizado um novo registro. Posteriormente, a solugdo padrao de ATP foi
adicionada e um terceiro registro foi realizado. Os registros sdo medidos com régua
e o resultado é obtido em centimetros. Posteriormente, todos os dados de volumes,
concentragbes e dos respectivos registros sao fornecidos ao computador para a
realizacdo dos calculos da concentragdo de ATP, com a utilizagdo de um programa
chamado LUMI, elaborado especialmente para esta técnica (FROMME et al., 1987).

A concentragao de ATP é obtida em Molar.

4.2.1.5 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a média + erro-padrao da média (EPM).

Cada experimento foi repetido pelo menos trés vezes, com resultados semelhantes.
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A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste “t” de Student nao pareado, ou
a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste "t” de Bonferroni. Um

valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4.2.2 RESULTADOS ADICIONAIS

Com a finalidade de facilitar a demonstragcdo dos resultados, as figuras

apresentadas seguiram a numeragao do artigo.

4.2.2.1 Fragmentacdo do DNA causada pelo SNAP e pela GTN, em células de

linhagem linfoblastica leucémica murina L-1210

Como pode ser observado na Figura 7, apés o tratamento das células L-1210
com SNAP e GTN, nas concentragées de 100 a 1000 uyM, por 24 horas, houve
fragmentacdo do DNA, a qual é caracteristica da etapa final do processo de
apoptose. Pode-se observar ainda que, no grupo controle (células sem tratamento),

nao houve fragmentacéo nuclear.

SNAP (uM) GTN (uM)

C 100 250 500 1000 C 100 250 500 1000

FIGURA 7: Fragmentagdo do DNA causada pelo SNAP e GTN, em células de linhagem linfoblastica
leucémica murina (L-1210). Apds 24 horas de incubagédo, com os compostos indicados, as células
foram lisadas e o DNA extraido. A fragmentacdo do DNA foi analisada por eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e a imagem obtida através do Transiluminador
MacroVue UV-20 Hoefer.
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4.2.2.2 Efeito do BSO e do SNAP sobre a citotoxicidade e sobre a
concentracdo de glutationa, em células de linhagem linfoblastica leucémica
murina L-1210

Como pode ser observado na Figura 8 (Painel A), a incubagéo das células L-
1210 com SNAP 1 mM, em intervalos de tempos diferentes (0, 6, 12 e 24 horas),
mostrou que o efeito citotoxico do NO so foi obtido em 24 horas (cerca de 40 + 4%
de morte celular). O BSO (10 e 100 uM) apresentou efeito citotoxico para as células
L-1210, somente apds 12 horas de incubacdo, no qual revelaram uma reducao
significativa da viabilidade celular de 18 + 5% e 50 = 3,5%, respectivamente.
Entretanto, a incubacdo simultdnea de BSO (10 e 100 uyM) com SNAP 1 mM
potencializou o efeito citotéxico do NO, ja apds 6 horas de incubagéao, ou seja, a co-
incubacdo de SNAP 1 mM, com BSO 10 uM, causou cerca de 58 + 5 % de morte
celular e, com BSO 100 uM, causou cerca de 66 * 2% de morte celular.

A Figura 8, Painel B mostra que o BSO causou diminui¢ao da concentragao
de GSH, de maneira tempo-dependente. Na menor concentragdo de BSO (10 uM), a
reducdo ja foi significativa apés 6 horas de incubagdo. O SNAP 1 mM causou
diminui¢cdo da concentracdo de GSH, apds 12 horas de incubagdo, com células L-
1210. Entretanto, uma importante potencializagdo na redugado da concentragao de
GSH, em 6 horas, foi observada com a associacdo de SNAP e BSO (10 e 100 pM).
O SNAP 1 mM, que nao causou redugao significativa da concentracédo de GSH em 6
horas (91 + 3%), teve seu valor reduzido significativamente para 5.5 £ 0.3%, quando
associado com BSO 10 pyM, e para valores préximo a zero, quando associado com
BSO 100 uM. A diminuigdo da concentracdo de GSH pelo SNAP 1 mM somente foi
observado apdés 12 horas de incubacdo (redugdo de cerca de 20 + 5% da

concentragdo de GSH).
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FIGURA 8: Efeito do SNAP, associados ou ndo a L-butionina-[S,R]-sulfoximina (BSO), sobre a
citotoxicidade e a concentracdo de glutationa total em células de linhagem linfoblastica leucémica
murina (L-1210).

Painel A: Efeito citotdéxico dependente do tempo do SNAP (1 mM), na presenga e na auséncia de
BSO (10 e 100 uM,) sobre células leucémicas murinas (L-1210). Painel B: Curva tempo-resposta do
SNAP (1 mM), na presencga e na auséncia de BSO (10 e 100 uM), sobre os niveis de glutationa total,
em células leucémicas murinas (L-1210). O BSO foi adicionado as células 12 horas antes do SNAP.
Apds 6, 12 e 24 horas de incubagéo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT, onde a
densidade 6ptica do grupo controle corresponde a 100% da viabilidade celular; e as concentragdes
de GSH total foram quantificadas no lisado celular, pelo método da glutationa redutase, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Cada ponto representa a média + EPM de trés amostras. *
Estatisticamente diferente do controle e * estatisticamente diferente de SNAP na auséncia de BSO, p
< 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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4.2.2.3 Efeito do inibidor da MRP probenecide, sobre a viabilidade de células
de linhagem linfoblastica leucémica murina L-1210

Para avaliar a influéncia da atividade da MRP sobre a viabilidade celular, as
células L-1210 foram incubadas com concentrag¢des crescentes de probenecide (PB;
um inibidor da MRP). Como pode ser observado na Figura 9, somente houve morte
celular com PB apos 24 horas de incubag&o, na concentragdo de 5 mM (43,5 + 1,2%

de morte celular).
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FIGURA 9. Efeito do probenecide (PB) sobre a viabilidade de células de linhagem linfoblastica
leucémica murina (L-1210).

O PB, nas concentragdes de 1,0, 2,0, 3,0 e 5,0 mM, foi adicionado as células L-1210 e incubado por
6h ou 24h, conforme descrito em Material e Métodos. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT. A densidade 6ptica do grupo-controle corresponde a 100% da viabilidade celular. Cada ponto
representa a média + EPM de trés amostras. Os mesmos resultados foram obtidos em pelo menos
trés outros experimentos idénticos. * Diferenga estatisticamente significativa em relagdo ao grupo
controle, p < 0,05 ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.



71

4.2.2.4 Deplecdo energética causada pelo SNAP, em células de linhagem
linfoblastica leucémica murina L-1210

A Figura 10 mostra que o SNAP causou diminuigdo da concentragao
intracelular de ATP, de maneira concentracao-dependente, em relacao ao controle.
Baixas concentracdes de SNAP ja foram suficientes para diminuir a concentragao
intracelular de ATP. Por exemplo, na concentracdo de 250 uyM houve uma
diminuicdo de 22 + 7% de ATP intracelular, em relagdo ao controle. No entanto, o
maior efeito do SNAP ocorreu na concentragao de 1000 uM, com diminuigao de 50

0,6 % da concentracao de ATP.
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FIGURA 10: Efeito do SNAP sobre a concentracdo de ATP, em células de linhagem linfoblastica
leucémica murina (L-1210).

As células foram plaqueadas (1 x 10° células/pogo) em placas de 24 pogos e incubadas com SNAP
(100 — 1000 pM), por 24 horas. O conteudo celular de ATP foi quantificado pelo ensaio de
bioluminescéncia da luciferin-luciferase, conforme descrito em Materiais e Métodos. Cada ponto
representa a média + EPM de trés amostras. * Estatisticamente diferente do controle, p < 0,05
ANOVA, seguida de teste t de Bonferroni.
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4.2.2.5 Deplecdo energética em células de linhagem linfoblastica leucémica
murina L-1210, apds 6 horas de tratamento com SNAP

Pode-se observar, na Figura 11, que apds 6 horas de incubagao das células
L-1210 com SNAP 1 mM, a mesma concentracao que foi capaz de inibir atividade da
MRP1 decorrente do aumento do acumulo de CFDA intracelularmente, houve uma
reducao nao significativa da concentragéo de ATP (10 £ 2%), em relagdo as células
nao tratadas.
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FIGURA 11: Efeito do SNAP sobre a concentracdo de ATP, em células de linhagem linfoblastica
leucémica murina (L-1210).

As células foram plaqueadas (1 x 10° células/pogo) em placas de 24 pogos e incubadas com SNAP 1
mM por 6 horas. O conteldo celular de ATP foi quantificado pelo ensaio de bioluminescéncia da
luciferin-luciferase, conforme descrito em Materiais e Métodos. Cada ponto representa a média +
EPM de trés amostras. Nao houve diferenga estatistica em relagéo ao controle, p > 0,05 teste “t” de
Student.
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5. DISCUSSAO GERAL

As leucemias agudas caracterizam-se pela proliferagcdo clonal de células
leucémicas, imaturas na medula 6ssea, e pelo bloqueio maturativo (anaplasia)
variavel, em diferentes linhagens celulares hematopoiéticas, o que possibilita a
existéncia de diferentes subtipos de leucemias. Se nao tratadas adequadamente, as
células leucémicas proliferam-se descontroladamente e resultam em um excesso de
células malignas que extravasam para a circulagao periférica, onde podem ser
encontradas em grande numero. Dessa forma, podem causar anemia, plaquetopenia
e infiltragdo de outros tecidos, e levam a ébito em dias ou semanas, conforme o
prognéstico (BAIN, 2003; PLASSCHAERT et al., 2004; SILVA et al., 2006). Por isso,
a terapia antileucémica visa a eliminagdo do clone leucémico/neoplasico e a
restauracdo da hematopoiese normal. Para isto tem-se usado quimioterapia
supressora agressiva, a qual reduz rapidamente o numero de células leucémicas
(HARRIS, 1985a; HARRIS, 1985b; HARRIS & HOCHHAUSER, 1992). A
quimioterapia € uma das abordagens terapéuticas mais eficientes para o tratamento
de cénceres solidos e hematoldgicos e tem proporcionado melhora na remissao e
sobrevivéncia dos pacientes (RIGANTI et al.,, 2005). Entretanto, a terapia
convencional é freqientemente associada com o desenvolvimento de resisténcia a
multiplos farmacos, que limita a efetividade terapéutica (HARRIS, 1985a; HARRIS,
1985b; HARRIS & HOCHHAUSER, 1992). Considerando esses pontos, novos alvos
terapéuticos devem ser investigados.

Inumeros trabalhos tém analisado o papel do 6xido nitrico (NO) na apoptose.
Os resultados ainda sao conflitantes, pois se em algumas situagées o NO protege as
células de estimulos apoptoticos, em outras ele induz a apoptose em varios tipos de
células tumorais, incluindo células leucémicas (KRONCKE et al., 1997; KOLB, 2000;
KIM et al., 2001; BLAISE et al., 2005). O NO causa apoptose por varios
mecanismos: inibicado da respiragao mitocondrial (BROWN, 1999); nitrosilacdo de
canais de ions; ribosilagdo-ADP de proteinas (KRONCKE et al., 1997; MURPHY,
1999); inducdo de danos ao DNA, como consequéncia da formagao de peroxinitrito
(ZHUANG & SIMON, 2000); estimulagdo da expressao de enzimas e fatores de
transcricdo envolvidos no reparo do DNA e modulagdo da apoptose, tais como, a

proteina supressora de tumor p53 (KOLB, 2000), a ativagdo das caspases (YABUKI,
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et al.,, 2000), a indugdo da PARP (KUO et al., 1996) e a reducado dos niveis da
proteina anti-apoptética Bcl-2 (ZHONG et al.,, 2004). Um dos principais alvos
intracelulares do NO é a GSH. A GSH ¢ o principal tiol ndo protéico intracelular e seu
estado redox é critico para varios eventos biologicos, incluindo a ativagdo da
transcricdo de genes especificos e a modulagéo do sinal de transdu¢ao (RAHMAN &
MACNEE, 2000).

Em trabalhos anteriores foi demonstrado que o NO é citotdxico para células
linfoblasticas leucémicas e que, juntamente com o taxol, exibe um efeito citotdéxico
sinégico (SANTOS-SILVA et al.,, 2001). Ambos compostos inibem a atividade
constitutiva do NF-kB e, dessa maneira, impedem o restabelecimento da
concentragdo de GSH, apods estresse oxidativo (SANTOS-SILVA et al., 2006). Além
disso, foi observado que a deplecdo da concentracdo de GSH parece inibir
indiretamente a atividade da MRP1, em células linfoblasticas leucémicas CEM
(SOUZA, 2006). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar o envolvimento
do NO e da GSH sobre a atividade e expressdo da MRP1, em células de linhagem
linfoblastica leucémica L-1210.

Nossos resultados mostram que o tratamento das células L-1210, com
concentragcdes crescentes de doadores de NO, SNAP e GTN, um farmaco usado
como vasodilatador para o tratamento de angina pectoris (MARSH & MARSH, 2000;
AL-SA'DONI & FERRO, 2000), induzem a morte celular, de maneira concentracao-
dependente (Figura 1).

O tratamento anticancer é baseado na utilizacdo de compostos que provocam
a morte celular por apoptose ou na modificagcdo de processos intracelulares, que
convergem a ela, pois se esse processo ocorresse por necrose teria o inconveniente
da indugdo de um processo inflamatério, como resultado do extravasamento do
conteudo intracelular (HERR & DEBATIN, 2001). Por isso, posteriormente,
avaliamos se a morte celular causada pelos dois compostos doadores de NO
ocorriam por apoptose. Observamos que ambos compostos causaram fragmentagéo
nuclear, a qual € uma caracteristica do processo final de apoptose (Figura 7). Outro
fator que corrobora com o modelo de morte celular por apoptose nas células L-1210,
causado pelo NO, foi em relacdo ao consumo da concentragao intracelular de ATP,
causada pelo NO (Figura 10). O SNAP causou reducéo da concentragao intracelular
de ATP em aproximadamente 50%, apds 24 horas de incubagao, com as células L-

1210. Varios autores tém demonstrado que a concentracdo de ATP representa um
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papel importante para a execugado da apoptose, que € um mecanismo dependente
de energia, diferente do que ocorre com a necrose (LEIST et al., 1997; GRUSCH et
al., 2002; TATSUMI et al., 2003; SCHAPER & KOSTIN, 2005).

Como visto anteriormente, concentracdes adequadas de GSH intracelular séo
cruciais para o funcionamento de sistemas de defesa importantes contra agentes
pré-oxidantes, na sintese de DNA e de proteinas estruturais, na ativacao
transcricional de genes especificos, na regulacdo e manutencéo do estado redox da
célula, na regulagdo do ciclo celular, na protegdo contra danos oxidativos e
nitrosativos, para a metabolizagdo de drogas tdxicas eletrofilicas (quimioterapicas) e
na modulacdo das respostas imune e inflamatéria (WANG & BALLATORI, 1998;
RAHMAN & MACNEE, 2000). Além disso, o metabolismo da GSH tem sido
relacionado com algumas proteinas de resisténcia, associadas a multiplos farmacos
(MRP), que extruem compostos quimioterapicos conjugados a GSH ou co-
transportados com a GSH (BORST, 2000; O'BRIEN, & TEW, 1996; ZAMAN et al.,
1995). Fundamentados nessas informagdes, e em resultados anteriores, que
demonstram que o NO diminui a concentracdo de GSH intracelular em células
leucémicas CEM, e é potencializado pelo BSO, um inibidor especifico de y-
glutamilcisteina sintetase (SANTOS-SILVA et al., 2006), formulamos a hipétese de
que o NO poderia intervir nas proteinas de resisténcia das células linfoblasticas
leucémicas, indiretamente, através da diminuicdo de GSH intracelular. Para isso,
inicialmente, avaliamos o efeito do NO e do BSO sobre a concentragcdo de GSH, nas
células linfoblasticas leucémicas L-1210. Semelhante ao observado para as células
CEM, o SNAP e o BSO diminuiram as concentracées de GSH nas células L-1210,
de maneira concentracdo-dependente (Figura 2; Painéis A e B) e tempo-dependente
(Figura 2; Painéis C e D). Quando comparados a curva concentragao-resposta da
viabilidade celular do SNAP (Figura 1), foi observada uma estreita associagéo. Por
exemplo, o SNAP causa deplecao de GSH nas concentragdes acima de 500 uyM, e é
exatamente a partir dessa concentracdo que se observa a diminuigdo na viabilidade
das células leucémicas linfoblasticas. Além disso, pode-se observar que a
associagao de SNAP e BSO resulta num sinergismo de agéo citotoxica e diminuigéo
da concentragdo intracelular de GSH (Figura 8; Painéis A e B). Esses resultados
mostram a importancia da glutationa na protecao celular contra o efeito deletério do
NO. Altas concentragdes de glutationa intracelular estdo associadas a resisténcia de

varias linhagens celulares tumorais a drogas quimioterapicas, como leucemia
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linfoblastica L-1210 (KRAMER et al., 1987). Provavelmente, por isso, o tempo
parece ser um fator importante para que ocorra a agao do NO sobre a GSH, pois,
diferente do BSO, o SNAP diminuiu a concentracdo de GSH somente apds 12 horas
de incubagado (Figura 8; Painel B). Esse conjunto de resultados confirma nossa
hipétese de que a deplecédo de GSH fragiliza as células leucémicas L-1210, aos
efeitos oxidativos e nitrosativos do NO com consumo de ATP.

Considerando a importéncia da integridade da membrana citoplasmatica e da
viabilidade celular para a analise da atividade da proteina transportadora
transmembrana dependente de ATP, MRP1, nas células linfoblasticas L-1210, houve
a necessidade de alguns experimentos para a padronizacdo da metodologia. Nossos
resultados mostram que o PB n&o é citotoxico apos 6 horas de incubacéo (Figura 9),
nem mesmo o SNAP e o BSO (Figura 8; Painel A). Além disso, o SNAP 1 mM n&o
foi capaz de consumir concentragdes significantes de ATP, em 6 horas (Figura 11), o
qual é necessario para o funcionamento adequado da MRP1. Sendo assim, foram
padronizados os estudos de atividade da MRP1, no periodo de 6 horas de tempo de
incubacao.

A analise da atividade da MRP1, por citometria de fluxo, baseia-se na
capacidade dessas bombas de efluxo extruirem da célula um substrato fluorescente
(CF; carboxi-5',6’-diclorofluoresceina), o qual € o resultado da hidrélise do CFDA
pelas esterases nao especificas (MAFTAH et al., 1993). Como mostra a Figura 3, as
células L-1210 apresentam uma intensidade de fluorescéncia baixa, quando
incubadas com CFDA Entretanto, na presenca de PB, um inibidor especifico de
MRP1, ha uma retengdo consideravel de CFDA intracelular, o que indica a
expressao e a atividade da MRP1 nessas células.

O transporte de compostos para fora da célula, pela GSH, parece ser
dependente da sintese continuada de GSH e pode ser bloqueado pelo BSO, um
inibidor da y-glutamilcisteina sintetase (y-GCS), que € uma enzima limitante para a
sintese de GSH (KUO et al., 1996; ISHIKAWA et al., 1996). Com base nessas
informagbes e nas evidéncias da atividade da MRP1, nas células linfoblasticas
leucémicas L-1210, o proximo foco de investigagdo foi analisar o possivel
envolvimento da deplecdo da GSH, induzido pelo NO e pelo BSO, na inibicdo da
atividade dessa bomba de efluxo. Nossos resultados mostram claramente que o
BSO foi capaz de aumentar o acumulo do CFDA, sugerindo redugao de atividade da

MRP (Figura 4; Painel B). Da mesma forma como ocorreu com o BSO, porém com
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intensidade menor, o SNAP também aumentou o acimulo do CFDA intracelular
(Figura 4; Painel A). Além disso, o acumulo de CFDA foi consideravelmente maior
apos o co-tratamento das células com SNAP e BSO (10 ou 100 yM), quando
comparado ao tratamento de SNAP e BSO sozinhos, mostrando um importante
sinergismo de acgado, o qual leva a uma intensa inibicdo da atividade de MRP
(Figura 5; Painéis A - C). Este fenbmeno pode ser explicado pelo efeito combinado
desses dois agentes sobre a redugédo dos niveis de GSH, o qual pode ocorrer por
oxidacao ou por inibicdo da sintese de novo de GSH. Estes resultados corroboram
com os dados da literatura, os quais afirmam que a concentracdo de GSH é
fundamental para a atividade da MRP1, e que a sintese de novo de GSH ¢é
importante para a manutengédo deste processo. Como visto anteriormente, o BSO
impede a sintese de novo de GSH, pela inibicdo da y-GCS (KUO et al., 1996;
ISHIKAWA et al., 1996), e o NO parece atuar da mesma forma, porém
indiretamente, através da inibicdo do fator transcricdo NF-xB, responsavel pela
transcricdo de genes antioxidantes (SANTOS-SILVA, 2006). O NO pode, ainda,
diminuir as concentragdbes de GSH, por meio da S-nitrosilacdo de enzimas
envolvidas no metabolismo da GSH, como a glutationa peroxidase (ASAHI et al.,
1995), a glutationa S-transferase (CLARK & DEBNAM, 1988), a y-glutamil cisteina
sintetase (HAN et al., 1995) e a glutationa redutase (BECKER et al., 1995) e,desta
forma, alterar as defesas antioxidantes intracelulares, resultando em dano oxidativo
e/ou nitrosativo.

Como visto anteriormente, a proteina MRP se liga e hidrolisa o ATP como
fonte de energia, para bombear substratos para fora da célula (COLE & DEELEY,
2006). Considerando que o NO diminuiu a concentragdo de ATP intracelular
(Figura 10), avaliamos se o efeito inibitorio do NO sobre a atividade da MRP poderia
ocorrer por diminuicado de ATP. Como a avaliacdo da atividade da MRP foi realizada
apo6s 6 horas de incubagdo com SNAP, analisamos a concentragao de ATP neste
mesmo periodo. Observamos que o NO ndo causou redugao significativa da
concentracéo de ATP (Figura 11).

Outra possivel explicagao, para o sinergismo observado entre SNAP e o BSO
sobre a atividade da MRP, poderia ser o fato de que estes dois agentes pudessem
reduzir a expressao da proteina MRP1. Nossos resultados demonstraram que,
diferente do SNAP e do BSO per se, a associacdo de SNAP e BSO 100 uM



78

promoveu uma discreta diminuicdo na expressao da MRP1, nas células L-1210
(aproximadamente 16%; Figura 6).

Ao contrario do relatado por RIGANTI et al. (2005), que doadores de NO
podem reverter a resisténcia a doxorubicina em linhagem de células de céncer de
colon humano, que superexpressam MRP3 pela nitracdo desta proteina, nossos
resultados indicam que o NO interfere na resisténcia, inibindo o funcionamento da
bomba de efluxo MRP1.

Embora distante da complexidade fisiolégica in vivo, a compilagdo de
evidéncias obtidas neste estudo permite-nos sugerir que um dos provaveis
mecanismos de inibicdo da atividade da MRP1 pelo NO, em células linfoblasticas
leucémicas L-1210, seja de forma indireta através da deplecédo e inibicdo da sintese
de novo de GSH (Esquema 8). Apesar dos dados apresentados neste trabalho
mostrarem que o SNAP n&o reduz concentragdes significativas de ATP, no periodo
em que foi avaliada a atividade da MRP1, acredita-se que o consumo desta fonte de
energia, durante as acdes deletérias do NO, resulte num somatorio de agdes que
convergem a inibicdo dessas proteinas de resisténcia. Desta forma, concluimos que
doadores de NO poderiam ser usados associados aos quimioterapicos que fazem
parte do protocolo de tratamento terapéutico da leucemia linfoblastica, como uma

nova estratégia de inibicdo da MRP1.
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Esquema 8: Mecanismo de resisténcia proposto: envolvimento do NO e da glutationa sobre a MRP1

em células de linhagem linfoblastica leucémica L-1210.
GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada; Glu, Glutamato; Cis, Cisteina; Gli, Glicina; MRP,
proteina associada a resisténcia a multiplos farmacos; BSO, L-butionina (S,R)-sulfoximina; ATP,

adenina trifosfato; NF-kB, fator nuclear kappa B; NO, éxido nitrico.
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6. CONCLUSAO

Recentemente, os avangos na biologia molecular tém proporcionado um
melhor entendimento sobre os mecanismos de morte celular, bem como o
desenvolvimento de estratégias de quimioterapias mais efetivas. Entretanto, a
refratariedade ao tratamento quimioterapico relacionada a resisténcia a apoptose,
devido ao desenvolvimento do fenétipo MDR em muitas células neoplasicas, ainda
representa um sério problema clinico. Dentre os fatores que podem originar o
fendtipo MDR, estdo incluidos: alteragbes no reparo do DNA, defeitos em genes
controladores da apoptose, aumento na detoxificagao intracelular de drogas e a
ativagdo ou superexpressao de proteinas transportadoras de drogas dependentes
de ATP (como a MRP) (KRISHNA & MAYER, 2000).

O metabolismo da GSH tem sido relacionado com algumas MRPs, que
extruem compostos quimioterapicos conjugados ou co-transportados com a GSH
(BORST, 2000; O'BRIEN, & TEW, 1996; ZAMAN et al., 1995). Portanto, o
conhecimento sobre proteinas transportadoras de drogas e sua relagdo com o
fendtipo MDR, permitem-nos investigar in vitro os possiveis mecanismos que
induzem a esse fendtipo, em células leucémicas, e como inibi-los.

Nossos resultados mostram que:

e Os doadores de NO, SNAP e GTN apresentam efeito citotoxico para as
células linfoblasticas leucémicas L-1210, de maneira concentracao-

dependente Porém, o GTN demonstrou maior citotoxicidade.

e O SNAP e o GTN causam morte celular por apoptose nas células

linfoblasticas leucémicas L-1210;

e O SNAP causou reducgao da concentracdo de ATP de maneira concentragéo-
dependente, apdés 24 horas de incubagdo, com células linfoblasticas
leucémicas L-1210. Provavelmente, um dos possiveis mecanismos de
apoptose causado pelo NO, ocorre pelo consumo intracelular de ATP, o qual
€ importante para a execugcdo da apoptose, pois € um mecanismo

dependente de energia.
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e SNAP 1 mM e BSO 10 e 100 uM diminuiram as concentra¢cdes de GSH nas
células L-1210, de maneira concentracdo e tempo-dependentes, e o co-
tratamento de SNAP 1 mM e BSO (10 ou 100 pM) resultou num efeito
sinérgico sobre a diminuicdo da concentragdo intracelular de GSH. Diferente
do BSO (10 ou 100 pM), o SNAP 1 mM diminuiu a concentragdo de GSH,
somente apos 12 horas de incubagdo. Esse conjunto de resultados sugere
que a deplegao de GSH fragiliza as células leucémicas L-1210, aos efeitos

oxidativos e nitrosativos do NO, com consumo de ATP.

e As células L-1210 apresentam atividade para a MRP1, pois na presenca de
um inibidor especifico da MRP1, PB (3 mM), ha uma retengao intracelular

consideravel de CFDA (substrato fluorescente da MRP1).

e O SNAP 1 mM e o BSO (10 ou 100 uM) causam inibicdo da atividade da
MRP1. O co-tratamento das células, com SNAP 1 mM e BSO (10 ou 100 uM),
mostra um importante sinergismo de ac¢ado no bloqueio da atividade dessa

proteina de resisténcia..

e A expressdao da MRP1 nao foi alterada pelo SNAP 1 mM ou BSO 100 uM
isoladamente. Entretanto, a associagdo de SNAP 1 mM e BSO 100 uM

diminuiu a expressao de MRP1.

Finalmente, os dados obtidos neste estudo nos permitem sugerir que o NO
interfere de maneira indireta no funcionamento da bomba de efluxo MRP1, pela
diminuicdo da concentracdo de GSH intracelular, por oxidagcdo a GSSG e por
inibicdo da sintese de novo. Além disso, a associacao de NO e BSO diminuem a
expressao de MRP1. Desta forma, concluimos que o NO tem um papel importante
na reversdao do fenbmeno MDR, mediado pela MRP1, em células linfoblasticas
leucémicas. Diante da complexidade que sao as proliferacdes leucémicas e suas
“artimanhas” para o desenvolvimento de MDR, e do fator limitante do uso de
reversores MDR, devido a alta toxicidade, pela necessidade de altas doses para

potencializar o efeito dos quimioterapicos, apontamos os doadores de NO como uma
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nova estratégia para o desenvolvimento de farmacos inibidores/reversores da

atividade funcional da MRP1. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios.
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