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RESUMO

As leucemias constituem um grupo heterogéneo delamas malignas
decorrentes da proliferacao clonal de células hepo#iticas na medula
0ssea e/ou nos tecidos linfoides. Embora variandsrde terapia sejam
utilizadas para combater as leucemias, a quimjpite@nda é a terapia
antileucémica mais utilizada. Entretanto, a morédassociada aos
quimioterapicos ainda € um obstaculo significatiPor isso, a busca
por compostos antineoplasicos que tenham maidéefia em induzir
apoptose nas células tumorais e com insignificaefegos colaterais
tornou-se alvo de investigacdo dos pesquisadoreda eindustria
farmacéutica. As chalconas e seus derivados tém didcritos na
literatura como promissores compostos com atividaat@umoral, no
entanto, os mecanismos de acdo citotdxica das arfacainda sdo
controversos. Assim, neste trabalho, avaliamositoefitotoxico de 46
chalconas sintéticas derivadas da 2,4,5-trimeteigdenona e do
2',4' 5'-trimetoxibenzaldeido e os mecanismos depapse envolvidos
nas células de leucemia mieloide aguda K562 e wueeiria linfoide
aguda Jurkat, de origem humana. Nossos resultadegam que do
total de 46 chalconas testadas, 42 chalconas apmem® efeito
citotoxico significativo, e 0s compostos que caasar maior
citototoxicidade foram as chalconas 13, 16, 19.eX26feito citotdoxico
das chalconas avaliadas pode ser atribuido, primemée, as interacdes
estéricas, pois 0s compostos que apresentaranpsefeitotoxicos
menores possuem as mesmas caracteristicas elaggpie as chalconas
consideradas mais citotoxicas; desta forma ndoséiym estabelecer
uma relagdo entre estrutura e atividade baseadacarasteristicas
eletrbnicas destes compostos. As chalconas conr efgito citotoxico
(chalconas 13, 16, 19 e 26) foram selecionadas @aealizacdo de
estudos citotoxicos em diferentes concentracéesnpds de incubacéo
com as células K562 e Jurkat, e observou-se quas edwlconas
causaram reducao na viabilidade celular de ambeélaias de maneira
dependente da concentracdo e do tempo de incub@eém.avaliar a
seletividade do efeito das chalconas sobre asaséleucémicas, as
chalconas que tiveram maior efeito citotoxico tamtféram avaliadas
guanto ao efeito citotdxico em células mononuckeate individuos
saudaveis. Os resultados mostram que as chalcdimascausaram
alteracéo significativa na viabilidade celular dosnonucleares. Para
estudar os mecanismos pelos quais esses compost@Egram morte
celular nas células K562 e Jurkat, avaliamos @ aelular, a inducao a
apoptose, o potencial mitocondrial, a expressao pdateinas Bcl-2,



survivina, Bax, p53, Ki67 e caspase-3 ativa. Odltados mostram que
as chalconas 13, 16, 19 e 26 causaram aument@pargiio de células
na fase Sub GO/G1 nas células Jurkat, e as chaldda 26 causaram
mesmo efeito na célula K562. Além disso, as chasooausaram
diminuicdo na expressdo do marcador de proliferagfolar Ki67,
sugerindo que o0 mecanismo de acdo destes compestasve a
inibicdo da proliferacdo celular. A avaliagdo daoppse por
microscopia de fluorescéncia e marcacdo com an&ximastrou que as
chalconas causaram morte celular por inducdo date@gm O estudo do
mecanismo de agdo dessas chalconas mostrou quesamscausaram
reducdo do potencial mitocondrial, diminuicdo dpregséo da proteina
antiapoptética Bcl-2 e aumento da expressao d&ipeoproapoptoética
Bax, indicando que o mecanismo de indugdo de apeptiestes
compostos envolve a via intrinseca da apoptosem Atisso, o
mecanismo de agéo destes compostos envolve o auaermaspase-3
ativa e a diminuicdo da expresséo da proteinapamiéatica survivina e
da proteina p53 mutada.

Palavras-chave:Leucemia, apoptose e chalconas.



ABSTRACT

Investigation of Signal Transduction Mechanismsolhagd in Apoptosis
Induced by Synthetic Chalcones Derived from 2,4,5-
Trimethoxyacetophenone and 2’,4’,5'- Trimethoxyba&idehyde in
Acute Leukemia

Leukemias are a diverse group of hematologic neomacaused by
clonal proliferation of hematopoietic cells in bomearrow and/or
lymphoid tissues. Although various forms of theragng used in the
treatment of leukemia, chemotherapy is still thestwidely used anti-
leukemic therapy. However, the morbidity associatasith
chemotherapy is a significant problem, thus, ther@efor anti-cancer
compounds that induce tumor cell death more efftbfewith fewer side
effects became a major target for pharmaceuticstareh. Chalcones
and their derivatives have been described in theature as promising
compounds with anti-tumor activity, however, thamrechanisms of
cytotoxic action are still under debate. In thisrkveve evaluated the
cytotoxic effect of 46 synthetic chalcones derivédm 2,4,5-
trimethoxyacetophenone and 2',4’,5'-trimethoxybddeayde and the
apoptotic mechanisms involved in acute myeloid éznia cells (K562)
as well as acute lymphoid leukemia cells (Jurkaty: results show that
out of 46 chalcones tested, 42 chalcones showetfisant cytotoxic
effect, whereas the compounds with greater cytotcedfect were
chalcones 13, 16, 19, and 26. The cytotoxic effafctthese active
chalcones is probably due to their steric intecasj since some
compounds with poor cytotoxic activity present th@me electronic
characteristics as that those considered actives; ithis not possible to
establish a relationship based on the electrongcaciteristics of these
compounds. The chalcones that provided the bestayt effect (13,
16, 19, and 26) were chosen for a more detaileata@yicity study using
K562 and Jurkat cells under different concentrati@md incubation
times. These chalcones caused a reduction in ieddility for both cell
lines in a concentration and time-dependent manmfer.assess the
selectivity effect of chalcones on leukemic cele tmost cytotoxic
chalcones were also evaluated for cytotoxic efdecimnononuclear cells
from healthy individuals. The results show thatlcbaes caused no
significant change in cell viability of mononucleeglls. To study the
mechanisms by which these compounds caused cé¢l ore&562 and
Jurkat cells we evaluated the cell cycle, apoptosiduction,
mitochondrial potential, expression of anti-apoipt@troteins Bcl-2 and



survivin, expression of pro-apoptotic protein Baxd expression of
p53, Ki67 and active caspase-3 proteins. The messhow that
chalcones 13, 16, 29 and 26 caused an increadee iproportion of
Jurkat cells in the Sub GO/G1 phase, and chalcdBesnd 26 caused
same effect in K562 cells. In addition, chalconagased a decrease in
expression of cell proliferation marker Ki67, suggmy that the
mechanism of action of these compounds involvesbitidn of cell
proliferation. The evaluation of apoptosis by fleecence microscopy
and labeling with annexin V showed that chalcoressed cell death by
inducing apoptosis. The study of mechanism of actstowed that
chalcones reduced mitochondrial potential, decoe&s#-2 expression,
and increased Bax expression, indicating that thechanism of
apoptosis induced by chalcones involves the intringpoptosis
pathway. Moreover, the chalcones' mechanism ofomctnvolves
increase in active caspase-3 expression and dedreasrvivin and p53
expression.

Keywords: Leukemia, apoptosis, chalcones
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1.1 INTRODUCAO

A denominagdo neoplasia significa literalmente Scimento
novo” e pode ser entendida como uma proliferac@onaal de células
gue tem proliferagdo autbnoma e tendem a perdea &apacidade de
diferenciacdo. Quanto ao comportamento e evoluegoneoplasias
podem ser classificadas como benignas, que emmgyaddo letais nem
causam sérios transtornos para o individuo; e medig quando
normalmente ha proliferagdo rapida das células lasiops, as quais
provocam perturbacfes homeostaticas graves aosnfexti (FILHO,
GUIMARAES e BOGLIOLO, 1998; KUMAR et al., 2010).

O termo cancer foi utilizado pela primeira vez pggaleno,
aproximadamente 138-201 d.C., para descrever urortomaligno da
mama. Atualmente, o termo generalizou-se, e atit para referir-se
a qualquer neoplasia maligna (FILHO, GUIMARAES e GOOLO,
1998). O céancer representa um conjunto de mais Ofe dbencas,
incluindo tumores malignos de diferentes localizscHANAHAN e
WEINBERG, 2000).

Nos organismos multicelulares, a taxa de proli@oage cada
tipo celular é controlada com precisdo por um siatealtamente
integrado, o qual permite a replicacdo apenasaéos estreitos limites
que mantém a populacdo normal em niveis homeasta(ielLHO,
GUIMARAES e BOGLIOLO, 1998). O processo pelo qualcglulas
normais tornam-se progressivamente transformadaelignas requer a
aquisicdo sequencial de mutacdes que surgem comseguencia de
danos ao genoma. Esses danos podem ser resultintpsocessos
enddgenos, como erros na replicacdo do acido adboxiucléico
(DNA), instabilidade quimica intrinseca das basePDHNA ou acdo de
radicais livres gerados durante o metabolismo aeld também pode
resultar de interagcbes com agentes exdgenos, cadiegéo ionizante,
radiacdo ultravioleta (UV) e carcindgenos quimidasbora as células
possuam meios para reparar esses danos, variossfgermitem que
erros ocorram e provoguem mudangas permanentegmamg, com
consequente introducdo de mutagfes. Algumas mtatii@am genes
envolvidos com a estimulacdo da proliferacdo celelaom a protecéo
contra morte celular, denominados proto-oncoge@esras mutacdes
inativam genes responsaveis pela inibicdo da pralffio celular, os
genes supressores de tumor (BERTRAM, 2000).

Os mecanismos de transformacdo neoplasica de uhaka cé
normal envolvem uma série de eventos que alterfisioiogia celular,
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tais como: a auto-suficiéncia dos sinais de cremtim a insensibilidade
aos sinais inibidores do crescimento, a evasdo daencelular
programada (apoptose), o potencial de replicacémitado, a
angiogénese sustentada e a invasdo de tecidos eetastase
(HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ocecé@n
uma das principais causas de morte no mundo,redpbnsavel por 7,6
milhdes de mortesem 2008. No mesmo ano, no Brésihm
registrados 321 mil novos casos de cancer e 196bitds decorrentes
da doenga (FERLAY et al., 2010). Para o ano de ,283DMS estima
15,5 milhdes casos novos de cancer e cerca delldeside mortes
pela doenga no mundo. As estimativas para 2011rasilBsegundo o
Instituto Nacional do Cancer (INCA), foram de 48®2ovos casos de
cancer, dentre os quais as leucemias encontramtse @& dez tipos
mais frequentes de cancer. Foram previstos parah 2880 novos casos
de leucemias no Brasil, com 360 novos casos nalesie Santa
Catarina (INCA, 2009). No Brasil, as estimativasapa ano de 2012
serdo validas também para o ano de 2013 e apontacoreéncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancerl@ 8a50s novos
de leucemia. No estado de Santa Catarina estéstpepara o ano de
2012, 300 novos casos de leucemia (INCA, 2011).

1.2 LEUCEMIAS

As leucemias constituem um grupo heterogéneo dplasas
malignas decorrentes da proliferagédo clonal delagllnematopoiéticas
na medula 6ssea e/ou nos tecidos linfoides, quetegormente,
atingem a circulacéo periférica e podem infiltraresn outros sistemas
orgéanicos (ISLAM, 1992; SWERDLOW et al., 2008).

As células leucémicas originam-se a partir de umaagdo
somatica em uma Unica célula-tronco ou célula puimb (stem cel), a
qgual forma o clone leucémico. A transformacéo lenicé pode ocorrer
em diferentes fases da diferenciacdo de precursimésdes ou
mieloides, o que a caracteriza como uma doencaogéteea sob o
aspecto biolégico e morfolégico. Segundo a Classjio da FAB
(Grupo Cooperativo Franco-Américo-Britanico; do lésy French-
American-British Cooperative Grolpe da OMS, em linhas gerais, as
leucemias podem ser divididas em linfoides e ndelpie em agudas e
cronicas, de acordo com a linha e estagio de ng@tardos precursores
afetados (BENNETT et al.,, 1976, SWERDLOW et al.080 Nas
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leucemias agudas (LAs), had predominantemente ecélidaaturas
(linfoblastos ou mieloblastos), as quais s&o incapale se diferenciar
em células maduras, devido a um bloqueio maturativpie consiste no
marco fisiopatoldgico das LAs (WANG e CHEN, 200 ENE, 2001).
Ja nas leucemias crbnicas quase todas as célolasagfuras; e, é por
isso que, em geral, as LAs tém pior progndsticaeendo tratadas
adequadamente, o paciente pode ir a 6bito em diasemanas,
enquanto nas leucemias cronicas o curso clinico aés rbrando
(FRANKS e TEICH, 1998; PUI e EVANS, 1998; BAIN, Z(ZAGO,
FALCAO e PASQUINI, 2005; ROBAK e WIERZBOWSKA, 20p9

O diagnodstico das LAs é dado pela avaliacdo comjualats
caracteristicas clinicas e laboratoriais apresastgetlo individuo no
momento do diagnéstico (KEBRIAEI, ANASTASI e LARSQRO03).
As manifestacdes clinicas sdo bastante varidveas sintomatologia
geralmente estd associada aos 6rgdos envolviddse(BEMANS, 1998;
BAIN, 2003; ZAGO, FALCAO e PASQUINI, 2005). A prédiragio
acelerada de células leucémicas e a infiltracdmeatdula 6ssea resultam
na inibicdo da producdo das células hematopoiétioasais, como 0s
leucdcitos, os eritrocitos e as plaquetas. Em décoia disso, 0s
individuos com diagnéstico de LA frequentementesg@ntam sintomas
como: fadiga, astenia e palidez em virtude da amesangramento
gengival e outras manifestagbes hemorrdgicas aesedt da
plaguetopenia; e febre, devido a complicacdes dideas associadas a
neutropenia ou a liberagdo de citocinas secretgmdas células
leucémicas (BAIN, 2003; BASSAN et al., 2004; GUIMARS, 2004).
Nesses pacientes, pode-se observar linfoadenopgpieeralizada,
esplenomegalia e hepatomegalia, devido a infilbacks células
leucémicas nos diferentes tecidos do organismo QNEJ e
SCHWARTZ, 2002; BASSAN et al., 2004; ZAGO, FALCAO e
PASQUINI, 2005).

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) acomete tanto adslt
como criangas. No entanto, na infancia sua incidéhbaixa (20% das
LAs da infancia), jA na idade adulta representa 8@%casos de LA,
cuja incidéncia aumenta rapidamente com a idadedosemais
expressiva em individuos acima de 70 anos (BAIN)32QZAGO,
FALCAO e PASQUINI, 2005; SWERDLOW et al., 2008). dgar de
ser considerada a mesma doenca, adultos e criamwas LMA
apresentam diferentes caracteristicas clinicagnpsticas e resposta ao
tratamento. Diferente da Leucemia Linfoide AgudaA), a LMA em
criancas tem pior prognostico e aproximadamente temgo das
portadoras recidivam (RUBNITZ, 2008; SHAH e AGARWAZ2008).
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Em adultos, o cenario ndo é muito diferente, ppesar de 50% a 85%
dos pacientes adultos com LMA atinjam a remissdxs aptratamento,
dependendo do subtipo de LMA, a maioria recidiwaaiea 6bito apos
dois anos em remissdo (SHIPLEY e BUTERA, 2009; R®&BA
WIERZBOWSKA, 2009).

Da mesma forma que a LMA, a LLA pode ocorrer enltadie
criangas, mas a maior incidéncia é observada esngas abaixo dos
cinco anos de idade; dentre as quais, 80% atingmumeada doenca. Por
outro lado, embora 60-80% dos adultos possam matinga remissao
completa, apenas 30-40% apresentam uma sobrewdtzngada livre
de doenc¢a (FADERL, JEHA e KANTARJIAN, 2003).

Como visto, as LAs constituem um grupo heterogédeo
doencas; e por isso diferem-se quanto a etiolog@ogénese,
progndstico e resposta ao tratamento (PUlI e EVANES; BAIN,
2003). Varias formas de terapia séo utilizadas pavebater as
leucemias, como radioterapia, quimioterapia, imergiia e transplante
de medula O6ssea. Apesar dos novos protocolos demeato, a
guimioterapia ainda é a terapia antileucémica mélizada, na qual
varios quimioterapicos sao utilizados de forma dowana, ou como
agentes isolados (GOL B et at., 2001; ROBAK e WIBRXVSKA,
2009).

O tratamento das LAs é dividido em quimioterapiandieicao e
terapia de poOs-remissdo ou consolidacdo (BASSANalgt 2004;
SHIPLEY e BUTERA, 2009; NCCN, 2011). A fase de igda tem
como objetivo alcancar a remissdo completa, oy sejazir a apoptose
dos blastos leucémicos. A terapia de poés-remissdooasolidacao é
utilizada assim que a remissdo completa é alcangaulgetiva evitar
uma recidiva da doenca, diminuindo a quantidadeétidas leucémicas
a quantidades ndo detectadas laboratorialmente (ZAG\LCAO e
PASQUINI, 2005). Mesmo reconhecendo a importaneidagde inicial
do tratamento quimioterapico para a obtencdo déséme o controle
inicial da doenca, é igualmente importante queaigpe termine a fase
de inducdo em condicbes de tolerar maiores dodeseguentes de
tratamento na fase de consolidagéo, para que dmssa a remissao
atingida seja mais duradoura, uma vez que pacigog®esdo conseguem
receber a terapia pés-remissdo tendem a recidivalb ea 9 meses
(NCCN, 2011).

Pelo menos dois fatores podem ser responsaveisnseloesso
no tratamento de LA: a morte precoce do paciendgeresisténcia ao
tratamento. A resisténcia geralmente se manifeptss aum breve
periodo de remissdo completa (ESTEY, 2001). Pasesbm LA



33

resistentes aos quimioterdpicos podem ser incluidos varias
categorias: um grupo que ndo responde a terapiaindecéo,
denominados refratérios, outro grupo que respomd@limente, mas a
doenca recrudesce em menos de 18 meses apoés Odiiegrirecaida
precoce), e um terceiro grupo, cuja doenca retdepmis de 18 meses
da primeira recaida completa (recaida tardia). Eeralg pacientes
inicialmente refratarios ao tratamento ou aquelage gecaem
precocemente apresentam um progndstico pior, rediuzs chances de
sucesso com esquemas terapéuticos convencionaidA(MEO97;
BASSAN et al., 2004).

A morbidade associada aos quimioterdpicos aindamé u
obstaculo significativo. Por isso, a busca por costgs antineoplasicos
gue tenham maior eficiéncia em induzir morte ndsla® tumorais e
gue sejam de facil administracédo, pois a maioria gidmioterapicos,
atualmente, necessita de administracdo endovemokmgada; e com
poucos ou insignificantes efeitos adversos tormoura grande alvo de
investigacdo dos pesquisadores e da industria ¢dutiaa. As bases do
tratamento com compostos antileucémicos estéo tagasr na inibicdo
da proliferagdo celular (HERR e DEBATIN, 2001), malugdo de
apoptose ou diferenciacdo dos blastos leucémicos, que
invariavelmente evoluird para apoptose (LESZCZYNECet al.,
2001). Sendo assim, o entendimento dos mecanismtecutares de
resisténcia das células leucémicas a apoptose ideduzpor
guimioterapico e/ou outros compostos se faz nedesgdara o
desenvolvimento de compostos antineoplasicos ctotoricidade mais
especifica para as células tumorais e com meniteseéslversos para o
paciente.

1.3 MECANISMOS DE MORTE CELULAR

A morte das células em um tecido ndo € um acongtd
necessariamente aleatério, mas sim um fenbmeno pqpae ser
programado no tempo e controlado na sua géneseREERA e
ROCHA, 2004). A morte celular é tradicionalmentassificada em dois
grupos: necrose, uma forma de morte celular passi&o controlada; e
a morte celular programada, um processo altamegidado com vias
de sinalizac&o celular definidas (RENVOIZE et 4098; DEBNATH,
BAEHRECKE e KROEMER, 2005). A morte celular progesta tem
como caracteristica basica a eliminacdo de célidasn tecido maduro
ou em formagdo sem alterar a ontogénese, a ciitettqa e a funcdo
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do mesmo. A esse processo da-se 0 nome de apofieser,
WYLLIE E CURRIE, 1972; FERREIRA e ROCHA, 2004). @rino
apoptose foi utilizado pela primeira vez por K&viyllie e Currie (1972)
para descrever uma forma de morte celular morfologente distinta
com fragmentos envoltos por membrana derivado€lddac Entretanto,
€ importante ressaltar que outras formas de meiftdac programada
vém sendo descritas, como autofagia e morte cehdlar lisossomal
(SPERANDIO, DE BELLE, BREDESEN, 2000; DEBNATH,
BAEHRECKE e KROEMER, 2005). Atualmente, até mesmmeerose
vem sendo descrita como um processo de morte cedltemente
regulado (MOUBARAK et al., 2007).

A apoptose ocorre em diversas circunstancias copoo,
exemplo, na organogénese fisioldgica e patoldgieahematopoiese
normal e patoldgica, na reposicéo fisiolégica d#osetecidos maduros,
no desenvolvimento e funcionamento do sistema imoaeatrofia de
orgédos, na resposta inflamatoria e na eliminagécétidas apds injuria
por agentes genotéxicos (FERREIRA e ROCHA, 2004MERE,
2007; RASTOGI e SINHA, 2009).

Apoptose e necrose sdo dois processos que podemerode
forma independente, sequencial, bem como simultaeei@. Podem ser
induzidas por diversos estimulos, como: alta teatpea, radiacdo UV,
radiacdo ionizante, estresse oxidativo e agente®xicos antitumorais
(RASTOGI e SINHA, 2009). Em condi¢des néo fisiotdd, apos um
dano inicial, tanto a necrose quanto a apoptoseerpodcorrer,
entretanto, isso dependerd da intensidade do ddoe, niveis
intracelulares disponiveis de ATP (Adenosina tfitiy (RENVOIZE
et al., 1998; ELMORE, 2007), do tipo e do estagaddsenvolvimento
do tecido e do meio fisiolégico em que a célulemseontra (ELMORE,
2007; RASTOGI e SINHA, 2009).

1.3.1 Necrose

A ocorréncia da necrose esta relacionada a agessveras
que levam a queda acentuada na producdo de ATP legéo a
membrana (PERES e CURI, 2005; ELMORE, 2007). Cowuae pser
visto no Esquema 1, algumas das principais mudanga®logicas que
ocorrem durante a necrose incluem o aumento domslaoelular, a
formacéo de vacuolos citoplasmaticos e a desorggéizdo citoplasma,
a desnaturacdo de proteinas citoplasmaticas, ansé&i do reticulo
endoplasmético, o inchaco das mitocéndrias, a agéegda cromatina
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sem uma nitida mudanca de distribuicdo, a dissoldgd ribossomas e
a perda da integridade da membrana celular conmexgta de contetdo
citoplasmatico e a consequente reacao inflamatiré (RENVOIZE et
al., 1998; FERREIRA e ROCHA, 2004; ELMORE, 2007NARI et
al., 2008; RASTOGI e SINHA, 2009).

Estimulos
fisiologicos e
toxicos

Hipertermia, infeccio
viral, deplecio de

“Inchago” do nicleo e
outras organelas le— £
celulares i

Integridade \
preservada

Perdada
Integridade

= L®@)
/(S & /‘ Resposta /
o ‘ inflamatéria .
celulares

Esquema 1:Diferencas morfoldgicas entre apoptose e necrose.
Fonte: Adaptado de Rastogi e Sinha (2009).

1.3.2 Apoptose

A apoptose é um processo sincronizado com mecasismo
bioquimicos dependentes de energia causado posémeade estimulos
enddgenos e exdgenos (ELMORE, 2007; RASTOGI e SINEOD9).

As modificacbes na morfologia celular, no procesi apoptose,
ocorrem de maneira temporalmente coordenada noemucho
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citoplasma e na membrana citoplasméatica (RENVOIZEle 1998;
FERREIRA e ROCHA, 2004).

As células perdem o contato com as vizinhas, aeliguiormato
arredondado e o volume celular se reduz essencinp®r perda de
agua e ions. O reticulo citoplasmético distende-ae cisternas fundem-
se com a membrana plasmatica (RENVOIZE et al., 1BE&REIRA e
ROCHA, 2004). As outras organelas citoplasmaticagntém
essencialmente a sua morfologia intacta, com ercegéalguns casos,
guando alteracdes nas mitocondrias podem levgstareuda membrana
externa. A cromatina se marginaliza e se conddngaando grumos
junto a membrana nuclear que se mantém intaci2aNAose fragmenta.
Sequencialmente, a membrana celular passa a fquro&uberancias
(blebg e o ndcleo se desintegra em fragmentos delinstaglela
membrana nuclear, o qual continua mantendo a degritgade. As
protuberancias da membrana citoplasmatica aumentam
progressivamente em ndmero e em tamanho, algunias eleglobam
por¢cdes do nucleo, e com o evoluir do process@ldacse rompe em
estruturas contidas pela membrana citoplasmaticstaskE porcdes
celulares envolvidas pela membrana citoplasmééicabem o nome de
corpos apoptéticos (Esquema 1) (FERREIRA e ROCHAQ42
ELMORE, 2007; TINARI et al.,, 2008; KROEMER et aR009;
RASTOGI e SINHA, 2009).

Durante a apoptose ocorre também a externalizagio d
fosfatidilserina, um fosfolipideo que normalmentstde presente na
camada interna da membrana plasmaética, e que, quaternalizado,
promove a perda da assimetria na composicdo ddslifddeos,
identificando a superficie da célula apoptéticaapser fagocitada por
células vizinhas, em geral os macréfagos (PERESURIC2005;
ELMORE, 2007). Esses, por sua vez, reconhecemrpssapoptéticos
através da externalizagéo da fosfatidilserina (S38ER, O"CONNOR
e DIXIT, 2000; CRUCHTEN e BROECK, 2002), fagocitanos e
digerem-nos dentro de fagolisossomos sem geraBaeaflamatéria
(RENVOIZE et al.,, 1998, FERREIRA e ROCHA, 2004; EORE,
2007). Quando os corpos apoptoéticos ndo séo faglosit como ocorre
quando estdo dispersos em fluido, como em célulascdtura, ou
guando sao extruidos para o limem de uma glansofeem necrose
secundéaria (RENVOIZE et al., 1998; PERES e CURD520

O processo de apoptose ndo envolve resposta itfieena
devido a diversos motivos, tais como, 0 ndo easawmento do
conteudo intracelular das células apoptoticas pameeio extracelular,
por serem rapidamente fagocitadas, prevenindo @sesecundaria e
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pelo fato de as células que as fagocitam ndo pidoizcitocinas
inflamatérias (DANIAL e KORSMEYER, 2004; ELMORE, Q0).

Além das alteragBes morfoldgicas descritas acintpedra do
DNA é uma importante caracteristica deste tipo deteancelular. No
processo de apoptose, ocorre a ativagdo de umanwcidase que
quebra o DNA nos nucleossomas e gera um padracagméntacao
caracteristico (ENARI et al., 1998; NAGATA, 2000ANATA et al.,
2003). A organizacdo macromolecular dos cromossoneas
nucleossomas, distanciados entre si em aproximadar2®0 pares de
base, faz com que a acdo da referida endonucleasdrggmentos de
tamanhos variados, mas multiplos de 200 pares sk Esses, quando
separados em gel de agarose, formam um padrdo ebraqu
internucleossomal que aparece na grande maioria cdagas em
apoptose (RENVOIZE et al., 1998; FERREIRA e ROCH04;
ELMORE, 2007). Ao contrario dessa situagdo, umalaé&jue morre
por necrose tem 0 seu DNA quebrado em sitios tetakeninespecificos
e, portanto, a fragmentacdo ndo gera qualquer @adgfetitivo
(FERREIRA e ROCHA, 2004).

Essas alteragdes observadas nas células apopt@scagiais
permitem o “empacotamento” em corpos apoptéticadagocitose dos
mesmos por células vizinhas, podem ser atribuidagia das caspases
(KUROKAWA e KORNBLUTH, 2009). As caspases, do imglé
Cysteine Aspartate Proteasesompreendem uma familia de enzimas
gque catalisam uma série de reacdes bioldgicass Esgimas possuem
um residuo de cisteina em seus sitios ativos, b @uaitico para a
atividade proteolitica das mesmas, a qual ocorts &g residuos de
acido aspértico das proteinas-alvo (RIEDL E SHDLZ®RASTOGI e
SINHA, 2009; CRAWFORD e WELLS, 2011).

Quinze caspases (caspase-1 a 14 e 16) ja foratfizketas em
mamiferos, e de acordo com suas estruturas e fumpgittem ser
divididas em trés categorias: caspases iniciadtaagpoptose (capase-2,
-8, -9, e -10), caspases efetoras da apoptoseag=8p -6 e -7) e
caspases envolvidas com a ativacdo de citocinasjmiradas caspases
inflamatérias (caspase-1, -4, -5, -11, -12 e -REDL e SHI, 2004;
CRAWFORD e WELLS, 2011; LU e CHEN, 2011). Algunaltalhos
relatam que a caspase-13 é uma proteina expressdogmos
(ELMORE, 2007; CRAWFORD e WELLS, 2011), e que apeags-14
nao esta relacionada a apoptose e inflamacgéo,imasasdiferenciacéo
de queratindcitos, 0 que leva a formacédo de umaibmimpermeével a
agua na pele. As caspases-15, -16, -17 e -18 fosm@ntemente
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descritas em metazodrios, mas com excecao da easpasenhuma foi
encontrada em humanos e camundongos (CRAWFORD el®/EL
2011).

Geralmente, as caspases sdo expressas nas céufasma
inativa, denominadas pro-caspases, e uma vez asivgddem ativar
outras pro-caspases e até mesmo realizar aut@i®&EDL e SHI,
2004; RASTOGI e SINHA, 2009; CRAWFORD e WELLS, 2p11
Quando uma célula recebe um estimulo apoptéticorr®@@ ativacao
das caspases iniciadoras que clivam e ativam ge%es efetoras, que
por sua vez, clivam uma série de substratos, levandorte celular por
apoptose (KUROKAWA e KORNBLUTH, 2009). A ativacdane
excesso das caspases € relacionada a certas desorde
neurodegenerativas, enquanto sua supressao inapla@psta envolvida
no desenvolvimento de diversos tipos de cancer (FER LACASSE
e KORNELUK, 2007). Diversas vias levam a ativac@&s daspases e
muitas delas podem ser utilizadas como alvos patarvengdo
terapéutica (SCHIMMER, 2008). Assim, a grande irtfomia da
funcdo destas enzimas no processo de apoptoselts uin potencial
alvo para desenvolvimento de novos farmacos (LAVRBOLKS e
KRAMMER, 2005).

Existem duas vias principais de apoptose que levativacio
da cascata de caspases: a extrinsica ou via dgtoec® morte, e a
intrinsica ou via mitocondrial, ambas estdo assasiae influenciam
uma a outra (ELMORE, 2007; RASTOGI e SINHA, 2009;
CRAWFORD e WELLS, 2011).

1.3.2.1 Via extrinseca da apoptose

Esta via é iniciada por estimulos de morte exttdards (YAN
e SHI, 2005), por meio da ligacdo dos receptoreaalte da membrana
plasmética aos seus ligantes. Os receptores de s@y membros da
familia de receptor de TNF (Fator de Necrose Tuhmata inglés,
Tumor Necrosis Factdros quais contém dominios extracelulares ricos
em cisteina e dominios citoplasmaticos, denominadtmsinios de
morte ou DD (Dominio de morte; do ingl@eath Domaii), essenciais
para a propagacédo dos sinais apoptoéticos (PERESR¢, 2005; YAN e
SHI, 2005; ELMORE, 2007; MELET et al.,, 2008). A féim de
receptores de TNF incluem o TNF-R1, Fas/APO1/CD86eptor de
morte 3 ou DH3 (Receptor de morte 3; do ingl#sath receptor3),
TRAIL-R1 (Receptor 1 do ligante relacionado ao T&IRndutor de
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apoptose; do inglé3NF-related apoptosis-inducing ligand recepfior
TRAIL-R2 (Receptor 2 do ligante relacionado ao TBIRndutor de
apoptose; do inglég,NF-related apoptosis-inducing ligand recep®yr
e DR6 (Receptores de morte 6; do inglés, DeathfRese6) (LAVRIK,

GOLKS e KRAMMER, 2005; MITA, MITA e TOLCHER, 2006 ada
receptor possui um ligante especifico, por exemfJBAIL-R1 e
TRAIL-R2 ligam ao TRAIL, Fas liga ao FasL e o TIRE-liga ao TNF
(MITA, MITA e TOLCHER, 2006; MELET et al., 2008). 1§uns dos
membros dessa familia, como os receptores de diNfasL e TRAIL
regulam muitas fung¢des bioldgicas, incluindo meliabm celular,
proliferacdo, producdo de citocina além da ap@p{dHTA, MITA e

TOLCHER, 2006).

A ligacdo entre o receptor de morte Fas e semtkgkasL e
entre TRAIL-R e TRAIL promove a trimerizacdo doseaptores, a qual
€ reconhecida pela proteina adaptadora FADD (Domdld@ morte
associado a Faz; do inglé@sas-Associated Death Domaiatravés do
seu dominio de morte DD; ja na ligacdo entre TNBee receptor,
ocorre a ligacdo da proteina adaptadora TRADD (Dmmie morte
associado ao receptor de TNF; do ingl€BIF Receptor-Associated
Death Domaih que recruta FADD e RIP (Proteina de interac@o oo
receptor; do inglésReceptor-interacting protejntambém através dos
dominios de morte DD. A FADD, por sua vez, ligeaggrocaspase-8 ou
-10, através do DED (Dominio efetor de morte; dgiés, Death Effect
Domain e forma o DISC (Complexo sinalizador de inducéontbrte;
do inglés, Death-inducing signaling complgxque resulta na auto-
clivagem e ativacdo dessas duas caspases. Uma tivadas, as
caspases-8 e -10 clivam e ativam as caspases asfalar apoptose
(caspases-3, -6, e -7), que, por sua vez, clivabstiaios celulares
levando a apoptose (CHAUDHARI, MURPHY e AGRAWAL, )
MITA, MITA e TOLCHER, 2006; ELMORE, 2007; KUROKAW/
KORNBLUTH, 2009; RASTOGI e SINHA, 2009). A apoptasediada
pelos receptores de morte pode ser inibida peldeipa c-FLIP
(Proteina celular inibitéria FLICE; do inglésellular FLICE-inhibitory
protein), que se liga a FADD e a caspase-8, inativand@&sguema 2)
(MITA, MITA e TOLCHER, 2006; ELMORE, 2007; SPEIRS al.,
2011).
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Esquema 2:Via extrinseca da apoptose.
Fonte: DANIAL e KORSMEYER (2004).

1.3.2.2 Via intrinseca da apoptose

A ativacdo da via intrinseca da apoptose iniciarse
mitocéndria. Diversos estimulos podem levar a efisadessa via,
como: auséncia de fatores de crescimento, hormoaiastocinas,
radiacdo, toxinas, hipdxia, hipertermia, infeccai@ly radicais livres,
dano ao DNA, entre outros (MITA, MITA e TOLCHER, (&)
ELMORE, 2007; MELET et al., 2008; FRENZEL et al00®).

Esses estimulos causam alteracdes na permeabilidade
membrana mitocondrial (PMM) através da formacdo piwos
denominados poros de transicdo de permeabilidadecondrial —
PTPC (Complexo de poro de transicdo de permeadididdo inglés,
Permeability Transition Pore Complex Ocorre ainda perda do
potencial transmembrénico mitocondrial e como cguéacia, a
liberacdo de proteinas pré-apoptéticas da mitoédnmdira o citoplasma
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celular (ELMORE, 2007). O aumento ou inibicdo dargEabilizacdo da
membrana mitocondrial é descrita em diversas deehgmanas, tais
como isquemia e reperfusédo (HIRAKAWA et al, 2008pxkicacdo com
xenobidticos (WALLACE e STARKO, 2000), infeccdesais (BOYA
et al, 2004), neurodegeneracdo (MATTSON e KROEMEBEBQ3) e
cancer (DE OLIVEIRA et al, 2006). No cancer, o cooampetimento da
PMM pode levar a inibicdo da resposta apoptética.i$so, a indugéo
da permeabilidade da membrana mitocondrial constiton dos
objetivos da quimioterapia contra o cancer (KROEMBRLLUZZI e
BRENNER, 2007).

O potencial transmembranico mitocondrial, simbal@zgor
A%, €é determinado pelo gradiente de protons da cadsjairatoria
(MIGNOTTE e VAYSSIERE, 1998; CAMPBELL, 2006; KROENE
GALLUZZ| e BRENNER, 2007; OW et al., 2008). A ahe# do PTPC
causa a despolarizacdo mitocondrial, a perda dmpiai mitocondrial
(MIGNOTTE e VAYSSIERE, 1998; BELIZARIO et al 2007;
KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; OW et al., 2008) a
redistribuicio de pequenos ions (BELIZARIO et &007). Ocorre
também o vazamento de proteinas na fase de indagémdo espago
intermembranas, como o citocromo ¢, o Fator inddéoapoptose - AlF
(do inglés, Apoptosis-Inducing Factyr Smac/DIABLO (Smac:
Segundo ativador de caspases derivado da mitoedndib inglés,
Second Mitochondria-derived Activator of Caspasd3IABLO:
Proteina de Ligacéo direta a IAP com baixo PI; rigiéis, Direct I1AP
Binding protein with low ple Omi/HtrA2 (Omi: proteina iniciadora
nao-metionina; do inglésnon-methionine initiating proteinHtrA2:
Proteina de alta temperatura A2; do inglésgh Temperature
Requirement protein A2como da matriz mitocondrial, a endonuclease
G (MIGNOTTE e VAYSSIERE, 1998; JIANG e WANG, 2004;
KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; TAIT e GREEN, 20).

O citocromo c participa da transferéncia de elétrato
complexo Ill para o IV na cadeia respiratéria, @ddo o oxigénio a
agua (PERES e CURI, 2005; CAMPBELL, 2006; OW et2008). Por
esse motivo, o vazamento do citocromo ¢ da mitoc@msta associado
a reduzida producédo de ATP e ao estresse oxid@®@E&RES e CURI,
2005; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007). Como poder
observado no Esquema 3, no citoplasma, o citocwiierado por um
estimulo apoptético liga-se ao Apaf-1 (Fator atovadle protease
apoptética 1; do inglég\poptotic protease activating factoy, fjue, por
sua vez, tem a capacidade de se ligar a pro-caSpa3eagregado
multimolecular, formado pelas moléculas de citoaranApaf-1 e pré-
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caspase-9, € denominado apoptossomiE A, MITA e TOLCHER,
2006; ELMORE, 2007; SINGH, 200RASTOGI e SINHA, 200¢
TAIT e GREEN, 2010; SPEIRS et al., 201Esse, na presenca de A
ou ADP, ativa a procaspaSeem caspase 9, a qual cliva as casf
efetoras, como as caspases-2, -3, -6 e -7, qeokeiam a apoptos
clivando diversos alvos celularesIANG e WANG, 200; MITA,
MITA e TOLCHER, 2006; SINGH, 2007; OW et al., 200BASTOGI e
SINHA, 2009; TAIT e GREEN, 2010).

morte

o (+] ° igantes Estimulos de
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Pro-caspase-3
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\ mitocondrial
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Esquema 3 Via intrinseca e extrinseca da apoptose.
Fonte: Adaptado de TILLY (2001).
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As proteinas proapoptoticas AlIF e endonucleasdu@nade
maneira independente das caspases (JIANG e WANHE,; FLMORE,
2007; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; RASTOGI e
SINHA, 2009). Uma vez liberado no citoplasma, o At&nsloca-se
para o nucleo e causa fragmentacdo do DNA em pedaeo
aproximadamente 50 a 300 kb e a condensacdo datanama periferia
nuclear (ELMORE, 2007; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER,
2007; RASTOGI e SINHA, 2009; SEVRIOUKOVA, 2011).¢xh do
efeito nuclear, o AIF pode induzir a permeabilizagéitocondrial,
ocasionando a liberagdo do citocromo c. A agédo tfo depende do
estimulo indutor de morte celular (MODJTAHEDI et., aR006;
SEVRIOUKOVA, 2011), por exemplo: o AlF parece n&wtjgipar da
apoptose causada por danos ao DNA (PERES e CURB).2&
endonuclease G também transloca-se para o nlclete oliva a
cromatina nuclear e produz fragmentos de DNA egoalicleossomos
(ELMORE, 2007; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007,
RASTOGI e SINHA, 2009).

As proteinas Smac/DIABLO e HtrA2/Omi promovem a
apoptose através da inibi¢cdo das proteinas iniédda apoptose — IAPs
(do inglés, Inhibitors of apoptosis proteips (MITA, MITA e
TOLCHER, 2006; ELMORE, 2007; KROEMER, GALLUZZI e
BRENNER, 2007; RASTOGI e SINHA, 2009). As IAPs atuaomo
moléculas antiapoptéticas, a partir da inibicdoatieacdo da caspase
iniciadora (caspase-9) e das caspases efetorgsseas3 e -7 (ADIDA
et al., 2000; ZAFFARONI, PENNATI e DAIDONE, 2005; IVA,
MITA e TOLCHER, 2006; HUNTER, LACASSE e KORNELUK,
2007). As IAPs, incluindo-se ML-IAP, XIAP, clAP1|AP2, NIAP e a
survivina, sdo as Unicas proteinas enddgenas que teabilidade de
bloquear o passo seguinte a liberagdo do citocop®la mitocondria e,
consequentemente, regular a atividade das caspaggsdoras e
efetoras (ADIDA et al., 2000; ZAFFARONI, PENNATIRAIDONE,
2005; HUNTER, LACASSE e KORNELUK, 2007). Vale retsaque
um dos membros dessa familia, a proteina survidaaempenha um
papel importante na divisdo celular (ZAFFARONI, MNENT| e
DAIDONE, 2005; FULDA, 2009). Alguns trabalhos mastr que essa
proteina é expressa em altas concentracdes naG2dé do ciclo
celular e esta rapidamente diminuida apés a pa@adaesmo (ADAMS
e CORY, 1998; ZAFFARONI, PENNATI e DAIDONE, 200%ssim,

a superexpressao da survivina tem sido relacioaadm prognéstico
desfavoravel e diminuicdo de sobrevida em pacientes cancer
(ZAFFARONI, PENNATI e DAIDONE, 2005, NAKAYAMA e
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KAMIHIRA, 2002), e ao desenvolvimento de resisténcia
quimioterapicos (ALTIERI, 2001; WRZESIEN-KUS et ,al2004;
ZAFFARONI, PENNATI e DAIDONE, 2005).

A permeabilidade de membrana mitocondrial alteradperda
do potencial mitocondrial e a liberagcdo de protida mitocondria
constituem o evento central da via intrinseca d#ptage. Entretanto,
esses mecanismos sofrem uma regulagdo estreitamporbros da
familia das proteinas Bcl-2 (Proteina-2 de linfod®a células B; do
inglés, B-cell lymphoma protein)2(ELMORE, 2007; KROEMER,
GALLUZZ| e BRENNER, 2007; OW et al, 2008; AUTRET e
MARTIN, 2009; ROLLAND e CONRADT, 2010).

Os membros da familia Bcl-2 contém quatro grandesimios
conservados, referidos como dominios homologosl2 Ba dominios
BH (Homologia a Bcl-2; do ingléBcl-2 Homology. Além disso, alguns
membros possuem um dominio C terminal, que peranitesercdo da
proteina na membrana mitocondrial e em outras mnemaLr
intracelulares (ANTONSSON, 2004; KROEMER, GALLUZzZ&
BRENNER, 2007). A familia Bcl-2 é constituida deotginas com
fungbes opostas, isto é, enquanto algumas posdeémantiapoptotico
(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Mcll, Bcl-B e Bcl2Al), outra ativam a
apoptose (Bax, Bak e Bok), (CORY e ADAMS, 2002; BURU,
2003; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; YOULE e
STRASSER, 2008; FRENZEL et al., 2009). As proteinas
antiapoptéticas acima descritas possuem os dontiids BH2, BH3 e
BH4, ja as proapoptéticas possuem os dominios B2 e BHS.
Existe uma terceira classe de proteinas que posapenas o dominio
BH3, denominadas proteinas “Blaédly’ (Bad, Bik, Bid, Hrk, Bim,
NOXA e PUMA), que podem ligar-se e regular as prate Bcl-2
antiapoptéticas e promover a apoptose (KROEMER, GAZI e
BRENNER, 2007; YOULE e STRASSER, 2008; FRENZEL &t a
2009).

Em condi¢des fisiolégicas normais, a proteina Batoptra-se
associada a membrana mitocondrial, enquanto a 8eadia-se no
citoplasma. Entretanto, quando ocorre um estimphpitico, a Bax
sozinha, ou associada a outras moléculas proap@Esdtomo Bak e
Bid, insere-se na membrana mitocondrial, induziadoermeabilidade
da mesma (KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; OWadkt,
2008). As proteinas Bax e Bak s&o cruciais paranducéio da
permeabilidade da membrana mitocondrial atravésfodaacdo de
poros, e a subsequente liberacdo de moléculasag@mitas, tais como,
citocromo ¢ e SMAC/DIABLO, que levam a ativacdo daspases



45

(KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; OW et al.,, 2008
SHERIDAN et al., 2008; AUTRET e MARTIN, 2009; TAld GREEN,
2010). Além disso, Bax e Bak induzem a fragmentalgiianitocdndria
em pequenas e numerosas unidades (KROEMER, GALLUZZI
BRENNER, 2007; SHERIDAN et al., 2008; ROLLAND e CQADT,
2010). J& as proteinas dessa familia, que possiegim antiapoptoético,
localizam-se principalmente na membrana mitocohdizde protegem
a mitocdndria contra a permeabilizacdo de membf&ROEMER,
GALLUZZ| e BRENNER, 2007; SHERIDAN et al., 2008)ravés da
inibicdo das proteinas proapoptéticas Bax e Bak GERER,
GALLUZZI e BRENNER, 2007; OW et al, 2008; YOULE e
STRASSER, 2008). As proteinas BldBly exercem acéo
proapoptética, tanto através da inibicdo de prateinBcl-2
antiapoptéticas, como também, promovendo a traasfacda Bax para
a membrana mitocondrial e ativacdo da Bak (KROEMEGRI.LUZZ|

e BRENNER, 2007; YOULE e STRASSER, 2008; AUTRET e
MARTIN, 2009; FRENZEL et al., 2009). Alguns traba¢hrelatam que
o desequilibrio entre Bcl-2 e Bax leva a resisg#mei a sensibilizacéo
por estimulos de morte, como 0s quimioterapicas siperexpressao de
Bcl-2 tem emergido como um fator de mau prognéstios pacientes
com LA (KUSENDA, 1998; CAMPOS et al., 1999; ONGadt, 2000;
RUVOLO, DENG e MAY, 2001; SUAREZ et al., 2001; FRERL et
al., 2009).

Em determinados tipos celulares, a mitocéndria Hicglo
estimulo extrinseco de morte através da interligalz via extrinseca
com a intrinseca, levando a uma cascata de sigatizaomplexa
dependente da permeabilizacdo da membrana mitdabridiesse caso,
apos sua ativagdo, a caspase-8 cliva e leva a&@ivda proteina Bid,
que por sua vez, ativa Bax induzindo a permeabéiaada membrana
mitocondrial, com liberagdo de citocromo c e atimga caspase-3
(KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; YOULE e STRASBE
2008; TAIT e GREEN, 2010).

As vias intrinseca e extrinseca convergem parasa fte
execucdo da apoptose onde ocorre a ativagdo dpaseasexecutoras
(caspases-3, -6 e -7). Uma vez ativadas, as caspaseutoras ativam
endonucleases citoplasmaticas que degradam o ahatarclear, e
proteases que clivam proteinas do citoesqueleto e(dleo. Entre os
substratos clivados pelas caspases executoras enmde: as
citoqueratinas, a PARP (Polimerase Poli-ADP-Ribakeinglés,Poly-
ADP-Ribose Polymerasea proteina nuclear NuMa, as proteinas do
ciclo celular e do préprio processo apoptético,tidenutros (PERES e
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CURI, 2005; ELMORE, 2007). A clivagem da PARP petaspases
interfere no reparo do DNA e é um importante indarade apoptose
(SOLDANI e SCOVASSI, 2002; SCOVASSI e DIEDERICH, (20
DIEFENBACH e BURKLE, 2005; PERES e CURI, 2005). Wos
importantes alvos da caspase-3 € a proteina ICAlbidbres da
deoxinuclease ativada por Caspase; do ing@dhitor of the Caspase-
Activated Deoxinucleayeque se liga a CAD (Deoxinuclease ativada
por Caspase; do inglé€aspase-Activated Deoxinuclegsmibindo-a.

A inativacdo da ICAD deixa a CAD livre para clivarcromatina. A
CAD cliva o DNA nos espacos internucleossomais eagnmientos de
aproximadamente 200 pares de bases, gerando aefitag@o de DNA,

a qual é caracteristica das células apoptoticasARENet al., 1998;
NAGATA, 2000; PERES e CURI, 2005; ELMORE, 2007). Em
conjunto, a clivagem desses substratos causaeaacdies bioquimicas e
morfolégicas observadas em células apoptoticas N al., 1998;
PERES e CURI, 2005; ELMORE, 2007).

A desregulacao da apoptose esta envolvida em diveiencas
(ELMORE, 2007; OW et al., 2008), tais como doengat-imunes,
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS; dglés, Acquired
Immunodeficiency Syndroipeisquemia, doencas neurodegenerativas,
cancer e outras (JIANG e WANG, 2004; ELMORE, 20RASTOGI e
SINHA, 2009). O desenvolvimento do cancer envolveupressao do
processo apoptotico e a desregulacdo da prolireragfular. Desta
maneira, o estudo sobre como as vias apoptétidds edteradas no
cancer é fundamental para o entendimento da psiypatessa doenca,
assim como, para o desenvolvimento de novas terapiumorais que
sejam mais efetivas e confidveis (HUNTER, LACASSE e
KORNELUK, 2007).

1.4 CICLO CELULAR

O ciclo celular representa uma série de eventegratios que
permitem a célula diferenciar e proliferar (SCHAFER99S;
SCHWARTZ e SHAH, 2005). Além disso, possui papeldamental na
replicacio do DNA e na correta segregacdo dos @EEONWS
homologos para as células filhas, originadas derandlivisdo celular
(TARN e LAI, 2011). Para que este processo ocooreetamente e 0
genoma seja mantido, uma série de etapas é calarplar diversas
proteinas ao longo do ciclo celular. Alteragbessaesonjunto de
proteinas podem mudar o fenétipo de uma célula alopawra tumoral
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(FERREIRA e ROCHA, 2004). A definicdo das basesaculares desse
processo é de grande importancia para o conhe@ndestmecanismos
envolvidos na transformagcdo neoplasica (JOHNSON ALKER,
1999; FERREIRA e ROCHA, 2004; SCHWARTZ e SHAH, 2p@5
para o desenvolvimento de terapéuticas efetivagracoa céncer
(FERREIRA e ROCHA, 2004).

O ciclo celular eucaridtico € tradicionalmente dido em duas
etapas principais: mitose (M) e intérfase. A mités® processo de
divisdo nuclear, compreendido das fases préfastafase, anafase e
tel6fase (SCHAFER, 1998; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE
BERNEMAN, 2003; FERREIRA e ROCHA, 2004; PERES e CUR
2005) e que precede a divisdo da célula em duasif@se) (PERES e
CURI, 2005). A interfase é um periodo de intenstabw@ismo celular,
gque ocorre entre duas fases M, e é dividido emfases:Gap 1 (G1),
Sintese (S) eGap 2 (G2) (HARTWELL e WEINERT, 1989;
SCHAFER, 1998; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003; FERREIRA e ROCHA, 2004). Quandacahilas,
totalmente diferenciadas, encontram-se em estadquidscéncia, ou
seja, fora do ciclo celular, diz-se que elas estéo fase GO
(HARTWELL e WEINERT, 1989; JOHNSON e WALKER, 1999;
VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; TARN e
LAI, 2011). Nesse estagio, permanecem metabolicemativas, mas
nao se dividem ou, entdo, dividem-se apenas questimuladas por
sinais extracelulares, com a finalidade de renavégédual apés morte
celular ou injuria (FERREIRA e ROCHA, 2004; KUMAR&., 2010).

Durante a fase G1, periodo compreendido entre aseni¢ a
duplicacdo do DNA, ocorre a descondensacdo dosossmmos, € 0
nucleo aparece morfologicamente uniforme (PERE®RIC2005). A
célula estd metabolicamente ativa e sintetiza fpratenecessaérias a fase
seguinte, como enzimas responsaveis pela duplicdgddNA. Além
disso, a massa celular aumenta para suportar a&adivcelular
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003;
FERREIRA e ROCHA, 2004; PERES e CURI, 2005). A f&k é
seguida pela fase S, durante a qual a célula acalieplicacdo do seu
DNA nuclear. Téo logo se complete a duplicacdo BiA\Dda-se inicio
a fase G2, que se caracteriza pela diferenciagétace pela sintese de
proteinas necessarias para a mitose (JOHNSON e \ERI.KL999;
VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003;
FERREIRA e ROCHA, 2004).

A transicdo de uma fase do ciclo celular para oot@re de
maneira ordenada e controlada por diferentes pexecelulares. A
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classe de proteinas que controla essa progressaucldocelular é
composta por enzimas cinases dependentes de sjclimamhecidas
como CDKs (Cinases dependentes de Ciclinas; dodsnglyclin-
dependent kinasgsque sao ativadas em pontos especificos do ciclo
celular (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003
SCHWARTZ e SHAH, 2005). A ativacdo dessas cinageggiar sua
interagcdo com as ciclinas, além de fosforilacdoesfagforilacdo de
diferentes residuos (JOHNSON e WALKER, 1999; VERMEWN,
VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003).

Os niveis de CDKs permanecem estaveis durantdoagtular
(JOHNSON e WALKER, 1999; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE
e BERNEMAN, 2003), enquanto os de suas proteinsadatras, as
ciclinas, alteram com a progressao do mesmo. Assiexpresséo de
determinadas ciclinas determina a ativacdo de CBdfmcificas nas
diferentes fases do ciclo celular (JOHNSON e WALKER999;
VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003;
SCHWARTZ e SHAH, 2005; MALUMBRES e BARBACID, 2009;
TARN e LAI, 2011). As ciclinas do tipo D (ciclinalD ciclina D2 e
ciclina D3) sdo essenciais para entrada na fase &liam através da
formacdo de complexos com as CDK4 e CDK6. Outrdineic
relacionada a fase G1 é a ciclina E, que asso@a@®K2 regula a
progressado da fase G1 para a fase S. A CDK2 é taraligada pela
ciclina A, e o complexo formado por elas é necéssiurante a fase S.
Ao fim da fase G2, o complexo CDKl1-ciclina A proreow inicio da
fase seguinte, a mitose, que por sua vez é reguylalta complexo
CDK1l-ciclina B (Esquema 4) (JOHNSON e WALKER, 1999;
VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003;
SCHWARTZ e SHAH, 2005; MALUMBRES e BARBACID, 2009).
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CiclinaA
CDK1

CiclinaB

6 1A\

CiclinaD CiclinaD
CDK®6 CDK4

COSTA, A

Esquema 4:Fases do ciclo celular.
Fonte: Adaptado de Vermeulen, Van Bockstaele ed3aam (2003).

Como ja mencionado, além da ligagcdo as ciclinestjvadade
das CDKs também é regulada pela fosforilacdo ddues de treonina e
tirosina. A ativacdo completa da CDK1 requer aduksfcdo da treonina
161 (treonina 172 em CDK4 e treonina 160 em CDK&)alisada pelo
complexo CDK7-ciclina H, denominado CAK (VERMEULENAN
BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; SCHWARTZ e SHAH, 2005)
Essas fosforilagdes induzem mudancas conformasiane aumentam
a ligagbes com as ciclinas. J& as cinases Weeltel Niysforilam a
CDK1 na tirosina 15 e/ou treonina 14 inativando-assim a
defosforilacdo desses residuos € necessaria @dieaedo da CDK1 e
progressao do ciclo celular, e é efetuada pelanmenziCdc25
(SCHAFER, 1998; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003).

As CDKs também podem ser controladas por proteinas
inibidoras do ciclo celular, denominadas inibidotkss CDK ou CKI
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(Inibidores de CDK; do inglé€;DK inhibitorg, que se ligam apenas as
CDKs ou ao complexo CDK-ciclina e regulam sua dtde. S&o
descritas duas familias de CKI, a INK4 e Cip/Kip.fémilia INK4
inclui as proteinas pl15, p16, pl8 e pl9, que iaatias CDKs da fase
G1 (CDK4 e CDK6) por meio da formagdo de complezos essas
CDK, prevenindo a associacdo com a ciclina D (JOBINSe
WALKER, 1999; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003; SCHWARTZ e SHAH, 2005). A segundanflia
de inibidores, a familia Cip/Kip, inclui as protagnp2l, p27 e p57
(JOHNSON e WALKER, 1999; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE
e BERNEMAN, 2003; SCHWARTZ e SHAH, 2005; ABBAS e
DUTTA, 2009), que inativam os complexos CDK-ciclida fase G1 e
em menor proporcdo o complexo CDK1-ciclina B (VERMEN,
VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; ABBAS e DUTTA,
2009).

A ativacdo das CDKs leva a fosforilagdo de protwiaso, e,
essas alteragbes sédo fisiologicamente relevantas gp@rogressdo do
ciclo celular (SCHAFER, 1998; VERMEULEN, VAN BOCK®ELE
e BERNEMAN, 2003). O substrato dos complexos C«ciclina D,

0 gene supressor do tumor retinoblastona ou pRHbpsférilado no
inicio da fase G1, liberando os fatores de tragdoriE2F-1 e DP-1
(SENDEROWICZ, 2003; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003), os quais regulam positivamenteaadcricdo de
genes, cujos produtos sdo necessarios para a ggéagrda fase S, como
ciclina A, ciclina E e Cdc25 (VERMEULEN, VAN BOCKRELE e
BERNEMAN, 2003). Os complexos CDK2-ciclina E e CD#itlina B
fosforilam a histona H1 promovendo a condensac&ocdamossomos
(JOHNSON e WALKER, 1999; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE
e BERNEMAN, 2003). Outros substratos das CDKs mmwluseus
préprios reguladores Weel e Cdc25, proteinas doesttieleto,
microtubulos e vimentina, que s@o essenciais pacarieta divisdo
celular (SCHAFER, 1998; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003).

A proliferacdo celular é associada ainda a expoedadroteina
Ki67. Essa proteina, localizada no nucleo das &gleim intérfase e
sobre a superficie dos cromossomos durante a méeke presente em
todas as fases ativas do ciclo celular, fases GG2Se mitose, e esta
ausente na fase GO. Devido ao fato desta proteitaa presente em
todas as células em proliferagédo, tanto em céhudamais quanto em
tumorais, a sua presenca torna-se um excelentadurde proliferacdo
celular (SCHOLZEN e GERDES, 2000). Embora a astayt
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localizacdo e regulacdo da proteina Ki67 estejam thescritas, a sua
funcdo ainda permanece pouco compreendida. Alguttses relatam
possiveis fungbes para a proteina Ki67, como Bridg#l e Lichter
(1998) que sugerem a sua participacdo na orgaoizecBNA, baseado
na localizacdo extranucleolar da proteina Ki67 wher&stagios iniciais
da fase G1. MacCallum e Hall (2000) sugerem aimdgapel estrutural
a proteina Ki67 dentro do nucléolo, baseados nacidgde desta
proteina em interagir de forma complexa com oumadeinas e de
ligar-se ao DNA e ao acido ribonucléico (RNA), agarem também
gue a proteina Ki67 é essencial a sintese de dbwss durante a
divisdo celular. Em parte, a dificuldade em serddtear a funcédo desta
proteina pode ser atribuida a auséncia de homofiinyia com outras
proteinas (SCHOLZEN e GERDES, 2000; BROWN e GATTEBQ2).
Entretanto, foi determinada uma regido da prot&iBd, denominada
dominio FHA (Dominio associado &trkhead;do inglés,forkhead-
associatell que possui similaridade com outras proteinas dptém
funcdo na regulacdo do ciclo celular, como as prate DUN1 e
RAD53, sugerindo um papel semelhante a protein&.Kir outro
lado, como a fung¢do do dominio FHA ndo é conheddaxata funcdo
desta proteina permanece desconhecida (BROWN e ERT2002). A
producdo de anticorpos destinados para a avaliagénoldgica da
proteina Ki67 humana permitiu numerosos estudogesab valor
prognostico da proliferacéo celular em amostrasicals de neoplasias
humanas. O seu uso como diagnoéstico e fator prigadsm varios
tipos de neoplasias é aprovado ou esta em discudSiEDL e
GERDES, 2000).

Além da regulacdo das proteinas descritas antexian o
ciclo celular também é controlado nos chamadosttsode checagem”,
0s quais permitem o desencadeamento do proximo gassente apds
o término do estagio precedente (PERES e CURI,)2@bloqueio do
ciclo celular nesses “pontos de checagem” ocorre regposta a
deteccdo de um dano ao DNA, para possibilitar @rcepglo mesmo
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003;
MALUMBRES e BARBACID, 2009). Os principais pontosed
checagem estéo posicionados antes da duplicacdaNdo (entre as
fases G1 e S) e depois da replicacdo (na faseMEENIEULEN, VAN
BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003).

O “ponto de checagem” entre as fases G1 e S é aitam
regulado e afasta a possibilidade de um dano no @N#&s da sua
duplicacdo (HARTWELL e WEINERT, 1989). Diferentesoteinas
cinases séo capazes de reconhecer o dano ao D& ,etas a ATM
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(Ataxia-telangiectasia mutada; do inglésataxia-telangiectasia-
mutadedl e a ATR (Ataxia e rad3 relacionados; do ingksxia and
rad3 related. Essas cinases fosforilam a proteina p53 em sts@ED
DNA danificado, ativando-a (VERMEULEN, VAN BOCKSTAE e
BERNEMAN, 2003; GIONO e MANFREDI, 2006; MEEK, 2009;
ZILFOU e LOWE, 2009). Varios trabalhos demonstrane @ p53 €
responsavel por esse primeiro “ponto de checag&®ASTAN et al.,
1991; KUERBITZ et al., 1992; GIONO e MANFREDI, 200&nde na
presenca de dano ao DNA hé inducdo da atividadeadasteina, que
atua como fator de transcricdo de diferentes gaoeso p21, Mdm2 e
Bax. A transcricdo do gene p2l gera uma proteinendhona
responsavel por inibir a atividade das enzimas CDKue impede a
progressao do ciclo celular e previne a replicad@dNA com dano
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; GIONO
e MANFREDI, 2006; ABBAS e DUTTA, 2009). Caso o daam DNA
nao seja reparado durante este bloqueio, a p5% inthrte celular
através da transcricdo de genes como Bax, Fases gemprometidos
com vias de estresse oxidativo, que sinalizam aci#a da apoptose
(FRIDMAN e LOWE, 2003; VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e
BERNEMAN, 2003; ZUCKERMAN et al., 2009). J4 a prioie Mdm2
possui papel importante na regulacdo da p53, lmaeda ela e
impedindo sua atividade de transcricdo génica, alé&wo, também
contribui para a degradagdo da p53, facilitando @oiguitinizacao
(VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003; YEE e
VOUSDEN, 2005).

O bloqueio do ciclo celular na fase G2 pode ocareeauséncia
ou presenca de p53. Quando o dano ao DNA ocorfaseas2, o inicio
da mitose é prevenido por meio da persisténciai€lha sua forma
inibida devido a fosforilagdo. Esse processo depéeiad cinases ATM e
ATR e de seus efetores Chkl e Chk2 que fosforilambem a fosfatase
Cdc25, que por sua vez, ndo defosforila a CDKlaadib que o ciclo
prossiga (VERMEULEN, VAN BOCKSTAELE e BERNEMAN, 280
GIONO e MANFREDI, 2006). A p53 atua nesse segundot@ de
checagem através da inibicio do complexo CDK1rEcliB,
responsavel pela regulacdo da mitose (FERREIRA €HRO 2004;
ZILFOU e LOWE, 2009).

Entretanto, quando hd uma mutacdo no gene querteapsa
proteina p53, origina-se uma proteina mutante goueapaz de exercer
a sua funcéo de “ponto de checagem” e, nesses, @aseglicacdo do
DNA e proliferacdo celular prossegue mesmo na pgasde um dano
gendmico, o que leva a producdo de clones celullvesantes e ao



53

desenvolvimento e persisténcia do cancer (YIN et 40992;
LIVINGSTONE et al., 1992). Assim, a muta¢do no gyela proteina
p53 esta relacionado a grande maioria dos tumyieg € VOUSDEN,
2005; MEEK, 2009; WIMAN, 2010). Clinicamente, o adb funcional
da proteina p53 esta relacionado ao prognéstiogressao e resposta
terapéutica dos tumores. As células neoplasicagpgseuem mutacao
nessa proteina mostram-se mais resistentes amérata dessa forma, a
proteina p53 € considerada um importante alvo mEdecno
desenvolvimento de terapias contra o cancer (WARIESTINEJAD e
EL-DEIRY, 2003).

As anormalidades do ciclo celular estdo envolvitsnaioria
das neoplasias humanas (SENDEROWICZ, 2003; SCHWARTZ
SHAH, 2005; MALUMBRES e BARBACID, 2009), podendorse
observadas alteracdes na expressédo de diversainpsoenvolvidas no
ciclo celular, como aumento da expressédo de cglidaficiéncia de
CKl (SCHWARTZ e SHAH, 2005) e desregulacdo de CDK
(MALUMBRES e BARBACID, 2009). Grandes investimenjasforam
direcionados para a compreensdo dos mecanismo<ulaoks que
envolvem o controle dos processos normais de eraiifo,
diferenciacdo e morte celular programada, e asasads alteracoes
nestes processos que pudessem estar ligadas aovaleiseento
tumoral. Desta forma, a busca por alvos moleculdifssentemente
expressos nos tumores e o desenvolvimento de ndngas com
capacidade de atingir estes alvos representam uereira menos
toxica e potencialmente mais efetiva de tratar ggaes com céncer
(FERREIRA E ROCHA, 2004).

1.5 NOVAS TERAPIAS

Como visto anteriormente, véarias formas de quimégte,
imunoterapia e radiacdo ionizante sdo utlizadastratamento de
diversos tipos de cancer com o objetivo de elimagacélulas tumorais.
Embora o sucesso com tratamentos contra alguns dpacéncer seja
obtido, a morbidade associada a eles ainda repaeasn grave
problema, e muitos deles apresentam resisténc@saas\terapias. Vé-se,
entdo, a clara necessidade de desenvolvimento das nterapias
baseadas nos conhecimentos modernos sobre tunes@génecanismos
de morte das células tumorais e de resisténcitrat@amento. O objetivo
terapéutico no tratamento do cancer € induzirisaleente a morte das
células tumorais. Existem, a principio, duas mageite atingir este
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objetivo: a primeira consiste na importancia enpalisbilizar o farmaco
no tecido que contém o tumor, favorecendo a suaaegdo nas
células tumorais; e a segunda, em induzir a mapedficamente das
células tumorais, preservando as células normasstecidos adjacentes
(ZHIVOTOVSKY e ORRENIUS, 2003).

1.5.1 Chalconas

As chalconas e seus derivados tém sido descritdiseratura
como promissores compostos com atividade antituni8YDAM et
al, 2003; ACHANTA et al., 2006). As chalconas o8-diaril-2-pronen-
l-onas foram primeiramente isoladas de plantasoeqge@micamente
reconhecidas como cetonas aromatica¥-insaturadas (DHAR, 1981).
Esses compostos séo precursores da via de biggsdus flavondides e
isoflavondides nas plantas, possuem importancipigaentacao das
flores, atuando como atrativo para 0s agentes ipatiores
(ZUANAZZI e MONTANHA, 2004) e, além disso, desempam
funcdo de defesa contra patdégenos e insetos (BAKBVS
e TODOROVA, 2010).

Diversas propriedades biolégicas das chalconadesmitas na
literatura, tais como atividades antioxidante (CHEMNt al., 2008;
BANDGAR et al., 2010) citotéxica, antitumoral (BANEAR et al.,
2010; LI et al., 2011; ZHANG et al., 2011), antinobianas (NIELSEN
et al.,, 2004; CHEN, et al.,, 2010), anti-inflam&o(CHENG et al.,
2008; BANDGAR et al., 2010; WU et al., 2011), entngtras. Ensaios
clinicos também mostram que estes compostos altaogacentracdes
plasmaticas satisfatérias e ndo causam toxicidaBlBTQVSKA
e TODOROVA, 2010).

A atividade antiproliferativa, em diversas linhagecelulares,
tem sido relatada para indmeras chalconas e sewsdies sintéticos.
SHEN et al. (2007) demonstraram que estes compasiesam um
blogueio do ciclo celular e induzem a apoptose wealanitocondrial em
células humanas de cancer de bexiga, através dendmima expresséo
das proteinas p21, Bax e Bak, e diminuicdo nosstle Bcl-2 e Bcl-
XL. O efeito das chalconas no bloqueio do ciclalegle na indugéo a
apoptose também foi observado em células de céecprostata (YUN
et al, 2006) e células de cancer de mama (HSU 2006).

Além disso, diversas pesquisas vém sendo direcienpdra a
avaliacdo do potencial efeito citotdxico das chadésoem células de
linhagem leucémica. YE et al. (2005) mostraram @gechalconas
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causam inducdo a apoptose em células humanas ammi@umieloide
K562, possivelmente através da diminuicdo da ezfmesla proteina
antiapoptética Bcl-2. Efeitos citotoxicos e de igito da proliferacao
celular das chalconas também sdo descritos sohraséle leucemia
promielocitica humana HL-60 (SAYDAM et al, 2003; KATANI et
al, 2005). Recentemente, demonstramos que a claadiatética (E)-3-
(2-naftalenil)-1-(3’-metoxi-4’-hidroxi-fenil) -2- ppen-1-ona derivada
do 2-naftaldeido causa bloqueio no ciclo celulardeicdo da apoptose
em células murinas de leucemia linfoblatica agueb210, e que o
mecanismo de agéo envolve o aumento da expresgiEsBadiminuicdo
da expressdo de Bcl-2 e aumento da expressdo deaBaentando a
expressao da caspase 3 ativa (PEDRINI .et2800). Efeitos no ciclo
celular, com blogueio na fase G2/M, em células mawnale leucemia
mieloide K562 e de leucemia linfoide Jurkat, tamkb@nam relatados
por ROMAGNOLI et al. (2008) e Rao, Fang e Tzeng O@®0
respectivamente.

Vérios autores relatam que a acao das chalconeisloaelular
envolve principalmente o bloqueio na fase G2/M (RARANG e
TZENG, 2004; LIU e GO, 2006; ROMAGNOLI et a22008; DUCKI et
al., 2009). Tal fato é atribuido a ligacao das abras ao mesmo sitio de
ligagdo da colchicina na tubulina, impedindo a rpelizacdo da
tubulina e a consequente inibicdo da mitose (LAWREN:t al., 2006;
LIU e GO, 2006). H& relatos ainda da importancia doupamentos
metoxila para a atividade antimitética, uma vez dquibidores de
tubulina conhecidos como a Combretastatina A eleh@ma séo ricos
em grupamentos metoxila (DUCKI et al., 1998; LIG®, 2006).

Apesar de diversos estudos relatarem o efeitpralfiferativo
e citotoxico das chalconas, os mecanismos de aeswits ainda sédo
controversos. Considerando-se o conhecimento ddaaggma de
efeitos nas vias de sinalizagéo celular, a ideatifio de novos analogos
de chalconas e seus mecanismos de acdo se faza&wsdrgms na
investigagdo de importantes alvos para o desemeivio de novos e
mais seletivos compostos antitumorais. Dentro dest#exto, é de
suma relevancia a continuidade dos estudos da dadi®i
antiproliferativa das chalconas sintéticas e seesvablos para a
elucidagdo dos mecanismos de acgdo antitumoral edusl nos
processos de sinalizacdo e morte celular, em edpees desordens
hematologicas. Assim, este trabalho teve como igbjenvestigar o
efeito citotoxico de 46 chalconas sintéticas dei@ga da 2,4,5-
trimetoxiacetofenona e do 2',4’,5'-trimetoxibenzgido em células de
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linhagens de leucemia mieloide aguda (K562) e deelmia linfoide
aguda (Jurkat) humanas.
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2. JUSTIFICATIVA
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A OMS estima, para 0 ano de 2030, 15,5 milhdes a®sc
novos de cancer e cerca de 11 milh6es de mortasipehca no mundo.
O cancer foi considerado, durante muito tempo, doenca dos paises
desenvolvidos e com grandes recursos financeires.ehtanto, nas
Ultimas quatro décadas, a situacdo vem mudandomei@ parte do
O6nus global do cancer pode ser observada em paéses
desenvolvimento, principalmente aqueles com poueosmédios
recursos. Desta forma, o controle do cancer neéaesdquirir 0 mesmo
foco e a mesma atenc@o que a area de servicofeassis, pois, 0
aumento progressivo ho nimero de casos novos podatear recursos
insuficientes para atender as necessidades deddiagn tratamento e
acompanhamento. As consequéncias disso poderdr atinaspectos
sociais e econdmicos e o cancer pode se tornarrantde obstaculo
para o desenvolvimento socioeconémico de paisesgentes como o
Brasil (INCA, 2011).

As LAs apresentam inumeros fatores progndésticodaaimao
totalmente compreendidos. Por isso, os procediradatapéuticos para
pacientes com leucemia ainda permanecem de magrapéica e 0s
resultados terapéuticos imprevisiveis (LUQMANI, 2DAIém disso, o0
tratamento de pacientes refratarios a quimioterépdispendioso e a
sobrevida curta. Apesar da alta morbidade reladmr@aquimioterapia,
essa ainda é a forma terapéutica mais utilizadatratamento de
leucemias. Por isso, nas Ultimas duas décadastaadoe pesquisadores
e oncologistas tem sido a descoberta de farmadowaplasicos, que
tenham maior especificidade na inducdo de mortec@latas tumorais,
com poucos ou insignificantes efeitos adversosue, gejam de facil
administracdo, pois a maioria dos quimioterapiatsalmente, necessita
de administracdo endovenosa prolongada. Assimtecesse em novos
alvos terapéuticos, a partir de produtos naturagntticos, cresceu
exponencialmente nos Ultimos anos.

As chalconas tém sido relatadas como compostds/agacom
propriedades quimioprotetoras e antitumorais. Beo,ina literatura,
podemos observar muitos trabalhos que mostram aasumade
citotoxica. No entanto, os mecanismos de acao afdacontroversos,
ou a concentracdo inibitoria 50% £g}1 do composto para causar
citotoxicidade é alta. Assim, considerando as pedpdes antitumorais
desses compostos, a investigacdo de novas chalserfag necessaria
para o avanco em direcdo ao desenvolvimento desnénacos
antineoplasicos. Dessa forma, como em trabalhoseriargs,
demonstramos que chalconas derivadas do 2-naftaldgiresentam
atividade citotoxica importante em linhagens deuleél leucémicas
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murinas, neste trabalho objetivamos investigareit@titotoxico de 46
chalconas sintéticas derivadas da 2,4,5-trimetexidenona e do
2'.4’ 5'-trimetoxibenzaldeido em células de linhagede leucemia
mieloide aguda K562 e de leucemia linfoide agud&alude origem
humana.
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito de chalconas sintéticas dedsada 2,4,5-
trimetoxiacetofenona e do 2',4',5'-trimetoxibenzaiido sobre o ciclo
celular e os mecanismos de apoptose em célulasndagém de
leucemia mieloide aguda K562 e de leucemia linf@dada Jurkat de
origem humana.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Investigar o efeito citotoxico de 46 chalconas \dafas da
2,4,5-trimetoxiacetofenona e do 2’,4’,5-trimetogiizaldeido
sobre células de linhagem de leucemia mieloide a2 de
origem humana.

e Selecionar 0s compostos com maior atividade citcéde
determinar suas respostas em relagéo a concengagitempo
de incubacdo, bem como calcular suay,@m células de
linhagem de leucemia linfoide aguda Jurkat e dedeua
mieloide aguda K562 de origem humana.

e Avaliar o efeito citotoxico das chalconas selecitzza em
células mononucleares de individuos saudaveis.

» Verificar se as chalconas selecionadas causam gelttiar por
apoptose, nas células de linhagem de leucemiadamfaguda
Jurkat e de leucemia mieloide aguda K562 de origgmana.

* Analisar o efeito das chalconas selecionadas ro cilular
das células de linhagem de leucemia linfoide agudlkat e de
leucemia mieloide aguda K562 de origem humana.

« Investigar o efeito das chalconas sobre o marcatkr
proliferacdo celular Ki67 sobre células de linhagineucemia
linfoide aguda Jurkat e de leucemia mieloide agkié2 de
origem humana.

¢ Investigar o efeito das chalconas selecionada® sopotencial
mitocondrial das células de linhagem de leucemidoilie
aguda Jurkat e de leucemia mieloide aguda K562ridemn
humana.

« Investigar se o efeito citotoxico das chalconabres@élulas de
linhagem de leucemia linfoide aguda Jurkat e dedeua
mieloide aguda K562 de origem humana, envolve twda
reguladores de apoptose: proteina antiapoptétitd,Booteina
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proapoptética Bax, proteina antiapoptética surayitaspase-3
ativa e proteina p53.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 REAGENTES

As linhagens celulares K562 e Jurkat foram genthibmeedidas
pelo Dr. Jodo Paulo de Biaso Viola da Divisdo ds-§f@duacdo do
INCA. O meio de culturaRoswell Park Memorial Institut¢RPMI)
1640, a penicilina, a estreptominicina, o0 4&cido 2N-[
Hidroxietillpiperazina-N'-[2-etanosulfonico] (Hepese o soro fetal
bovino foram adquiridos da Gibctyvitrogen Corporation Brasil. O
brometo tiazolil azul de tetrazolio (brometo deAB(dimetil-2-tiazolil)-
2,5-difenil-2H-tetrazdlio) MTT, o Ficoll-Hypaque ddsidade 1.077
g/m3), o laranja de acridina, o brometo de etidio,silano (3-
Aminopropyltriethoxy-silane) e a albumina bovimmegm adquiridos da
Sigma-Aldrich, EUA. O dimetilsulféxido (DMSO), o iélo cloridrico
PA, a acetona PA e o élcool etilico 96% foram adldps da Merck,
Alemanha. O &lcool metilico PA e o perdxido de tignio PA foram
adquiridos da Dindmina Quimica Contemporanea LTB#sil. O xilol
PA foi adquirido da Proquimios, Brasil; o tampaasfédo (PBS), da
Laborclin, Brasil, e o Trintoh X-100, da Amresco, EUA. A
Hematoxilina de Harris e o meio de montagem suuétforam
adquiridos ddasy-Path Brasil. O ‘BD Cytofix/Cytoperm Kit utilizado
para fixacdo e permeabilizacdo celular nos exp@timsecom citometria
de fluxo e o anticorpo monoclonal anti-caspaseir&atonjugado ao
Pacific Blueforam adquiridos da BBiosciencesEUA. O “PI/RNASE
Solutionkit” com a solugéo de lodeto de Propideo (PI) e ridease
(RNAse), o ‘Annexin V-FITC Apoptosis Detectidit” e o anticorpo
monoclonal anti-p53 conjugado ao PE foram adqusriilmmunostep
Salamanca, Espanha. O anticorpo monoclonal antidfenugado ao
PerCP e o anticorpo policlonal anti-survivina foradguiridos da Santa
Cruz Biotechnology EUA. O anticorpo monoclonal anti-Bcl-2
conjugado ao isotiocianato de fluoresceina (FIT@) ddquirido da
Invitrogen EUA. O anticorpo monoclonal anti-Ki67 e o kit selucdo
cromégena DAB  (3,3-diaminobenzidina-DAB)  utilizado na
imunocitoquimica foram adquiridos docare Medical EUA. O kit
LSAB + System-HRP” de anticorpo secundario utilizado na
imunocitoquimica foi adquirido da Dako, USA e kit“MitoView 633"
para avaliacdo do potencial mitochondrial foi addoi da Biotium,
EUA. As chalconas sintéticas, derivadas da 2,4htetoxiacetofenona e
do 2’4’ 5'-trimetoxibenzaldeido, foram sintetizadaconforme o
Esquema 5 pela doutoranda Alessandra Mascarell@la goutora
Louise Domeneghini Chiaradia orientadas pelo grdpoProf. Dr.
Rosendo Augusto Yunes e do Prof. Dr. Ricardo Jdsées do
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Laboratdrio Estrutura e Atividade do Departament Q@uimica da
UFSC.

R “CH; + H —2 > RS
R, R,

(1) R=2450Me-fenil, R,=2450Me  (24) R,= 2,4,5OMefenil, R, = 3-CF,, 4-Cl

(2 R=2,4,5-OMe-fenil, R,=34-Cl (25) R;=2,4,5-OMe-fenil, R, = 3,5-Cl

(3) R=2,4,5-OMe-fenil, R,=4-OMe (26) R,= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 4-CF,

(4 R=2450Me-fenil, R,=4-N(CH,),  (27) R=24,50Me-fenil, R,=3-CF,

(5) R=2,4,5-OMe-fenil, R,=4-Me (28) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3-F

(6) R;=2,4,5-OMe-fenil, R,=4-H (29) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3-CN

(7) R;=2,45-OMe-fenil, R,=25-OMe (30) R;= 4-Br-fenil, R, =2,4,5-0OMe
(8) R=2,4,5-OMe-fenil, R,=4-F (31) R=2,4-OMe-fenil, R,=245-OMe
(9) R=2,450Mefenil, R,=26OMe  (32) R,=feni, R, =2,4,5-OMe
(10) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, =2,4,6-OMe  (33) R,=4-OMe-fenil, =~ R,=2,4,5-OMe
(11) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 4-NO, (34) R=34-OMe-fenil, R,=245-OMe
(12) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 2-COOH (35) R=4-NO,fenil,  R,=24,5-OMe
(13) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3-OCH, (36) R=3-NO,fenil,  R,=24,5-OMe
(14) R,;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3-NO, (37) R;= 2,5-OMe-fenil, R, =2,4,5-OMe
(15) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3-Cl (38) R;= 3-OMe, 4-OH-fenil, R, = 2,4,5-OMe
(16) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 4-Br (39) R= 2-OHfenil, R, =2,4,5-OMe

(17) R= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 4-O(CH,),CH, (40) R,= 1{4-(1H-imidazol-1-il)-fenil], R, = 2,4,5-OMe
(18) R,= 2.4,5-OMefenil, R,=3450Me  (41) R= 1(furan-2il), R, =2,4,50Me

(19) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 2-F (42) R;= 1(naftalen-2-il), R, =2,4,5-OMe
(20) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 2-Cl (43) R;= 4-Me-fenil, R, =2,4,5-OMe
(21) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 2-OH (44) R,= 4-F-fenil, R, =2,4,5-0OMe
(22) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 4-COOH (45) R,= 3-CN-fenil, R, =2,4,5-OMe

(23) R;= 2,4,5-OMe-fenil, R, = 3,4-OMe (46) R;= 3-OMe-fenil, R, =2,4,5-OMe

Esquema 5:Rota de sintese utilizada para a obtencédo dasoctzaerivadas
da 2,4,5-trimetoxiacetofenon&-29) e do 2',4’,5'-trimetoxibenzaldeid(80-46)

(a). Condigdes reacionais50% KOH p/v, MeOH, 24 h, temperature ambiente;
ii. 10% HCI.
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4.2 CULTURA CELULAR

Foram utilizadas as células de linhagem de leucemadoide
aguda K562 e de leucemia linfoide aguda Jurkat,aande origem
humana. As células foram mantidas em garrafasigddspara cultura
celular contendo meio de cultura RPMI 1640, supteadn com 10%
de soro fetal, 100 U/mL de penicilina, 10¢/mL de estreptomicina, 10
mM de tampéo Hepes, pH 7,4, em estufa imida a 3%@,5% CQ.
As células foram semeadas a uma densidade de @bcélulas/mL e
repicadas a cada 48 ou 72 h, em fluxo laminar.

Para a realizacdo dos experimentos, a suspensalar cfdi
centrifugada a 200 x g, por 10 minutos, em tempeaambiente. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento cekgdauspendido em 1,0
mL de meio de cultura RPMI 1640. O numero de cslviaveis foi
avaliado pelo método de exclusdo do corante Azulrgipan (0,5%) e
as amostras com viabilidade celular inferior a 90%am excluidas. A
guantidade de células viaveis adicionadas as pldeasultura variou
conforme protocolo experimental, mantendo a relad&o2,5 x 10
células/mL para as células K562 e de 5,0 X délulas/mL para as
células Jurkat, para o tempo de tratamento de Phla o tratamento
por 48 e 72 h, foram utilizadas 1,25 x°l¥lulas/mL e 0,62 x £0
células/mL respectivamente para as células K5622,% x 16
células/mL e 1,25 x fOcélulas/mL respectivamente para as células
Jurkat. Todos os procedimentos de preparacdo dastras foram
realizados em fluxo laminar e todo material utiiaafoi previamente
esterilizado.

4.3 TRATAMENTO DAS CELULAS K562 E JURKAT COM AS
CHALCONAS

As chalconas sintéticas, derivadas da 2,4,5-
trimetoxiacetofenona e do 2',4'.5-trimetoxibenzgiido, foram
dissolvidas em DMSO na concentra¢gdo de 10 mM ezeanaalas a 4°C.
Para a utilizac@o nos experimentos, foram utilizatducdes preparadas
a partir dessa solucdo estoque e diluidas em nmeiguttura. Nos
ensaios, a concentracdo das chalconas utilizadEsi\de 1 a 10QuM,
nao ultrapassando a concentracédo de 2% (v/v) paM30.

O tratamento foi realizado pela a adicdo dascohals sintéticas
as células K562 e Jurkat, em um volume maximo éé d6 volume da
suspensédo celular adicionada ao poco da placa ligacuAs células
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foram mantidas em estufa nas condi¢Ges descritamapor periodos
que variaram conforme o protocolo experimentalaFoutilizados dois
controles, um de células sem tratamento, e outreseido de 2% do
solvente (DMSO) ao meio de cultura. O delineamesxperimental
deste estudo esta representado do Esquema 6.

Triagem das 46 chalconas
(efeito citotoxico)
Célula K562
Método MTT

|

[ | | ]

Determinagio: Efeito iagio do G iagio do Estudo dos mecanismos

Curvas citotéxico em ciclo celular da apoptose potencial de agio
concentragio células mitocondrial
-tempo mononucleares Células K562 Células K562 Células K562 e Jurkat
respostae de individuos e Jurkat e Jurkat Células K562
Clsg saudaveis Citometria de Coloragdo e Jurkat ‘.

Fluxo com BELA Citometria de [ \

Células K562 e Método MTT Anexina V- fluxo

Expresséo das proteinas: Expressédo das

Jurkat FITC -
; | Bel-2 proteinas
Método MTT Bax Kis7
p53 Survivina

Caspase-3 ativa

Células K562 e Jurkat

Células K562 e Jurkat Imunocitoquimica
Citometria de fluxo

Esquema 6:Delineamento experimental.

4.4 DETERMINACAO DAS CURVAS DE CONCENTRACAO E
TEMPO-RESPOSTA PARA VIABILIDADE CELULAR

Inicialmente realizou-se uma triagem para avaliaefeito
citotoxico de 46 chalconas sintéticas derivadas da&,5-
trimetoxiacetofenona e do 2',4'5-trimetoxibenzaildo, na
concentracdo de 100 uM, sobre as células humanakudemia
mieloide aguda K562. Os compostos que demonstraraior reducéo
na viabilidade celular das células K562 foram sefteos para a
determinagdo da curva concentragdo e tempo-resp@ata isso, as
células K562 e Jurkat foram adicionadas a po¢cd¥)@qiL de placa de
cultura, respeitando a concentracao celular daswoititem 4.2, e foram
incubadas com as chalconas selecionadas, em cragded crescentes
(1, 10, 25, 50 e 1QOM), em estufa umida a 37°C com 5% de,CAp6s
24, 48 e 72 h de incubacédo, a viabilidade celutérafvaliada pelo
método do MTT. A G, foi obtida a partir de uma curva concentragao-
resposta em 24, 48 e 72 h, utilizando-softiwareGraphPad Prism 5.
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Além disso, como controle positivo, foi determinad@k,do Taxol nas
células K562 e Jurkat, nos tempos de incubacad dé82 72 h.

45 OBTENCAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE
INDIVIDUOS SAUDAVEIS

As amostras de sangue periférico de seis individaaslaveis
foram colhidas com anticoagulante EDTA por puncé@nosa e
processadas em até 30 minutos apds a coleta. Astrasidoram
diluidas em PBS numa propor¢céo de 1 mL de amosta @5 mL de
PBS. Apos diluicdo, cada amostra foi colocada sdbmel. de Ficoll-
Hypaque e centrifugada a 300 x g por 30 minutomté&fase contendo
as células mononucleadas foi transferida para bmddnico de 15 mL,
ressuspendidas em 10 mL de tampédo PBS e centrifum00 x g por
10 minutos. Apos a centrifugacdo, o sobrenadartdescartado e as
células foram novamente lavadas com PBS e ceradag Ao fim da
Gltima lavagem, as células foram ressuspendidasl emL de meio
RPMI 1640 e o numero de células viaveis foi avalipdlo método de
excluséo do corante Azul de Trypan (0,5%). A cadgopda placa de
cultura celular foram adicionadas 8,0 X t6lulas/ 200 pL de meio. Em
seguida, as células foram incubadas com as chalcoiatdxicas,
selecionadas na triagem, nas suag @ 24 h. Apds 24 h de incubacéo
a 37°C em 5% de Gfa viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT.

4.6 VIABILIDADE CELULAR (METODO DO MTT)

O efeito citotoxico das chalconas sobre as célidabnhagem
leucémica K562 e Jurkat e sobre as células moneaied de sangue
periférico de individuos saudaveis foi avaliadoopelétodo do MTT.
Esse método consiste em um ensaio colorimétrico sgubaseia na
reducdo do MTT ao seu derivado formazan de coradaulpelo
metabolismo mitocondrial (VAN DE LOOSDRECHT et al991).
Dessa maneira, 0 ensaio funciona como um indicatdorfungdo
mitocondrial e, por conseguinte, da viabilidadellegl Apos o tempo de
incubacdo de cada experimento, as placas foranrifugatlas, o
sobrenadante removido e adicionado o meio de euttantendo 10%
(v/v) de uma solucdo de MTT (5 mg/ml em PBS). A de
incubacdo a 37°C, as placas foram novamente cegadhs e o
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sobrenadante removido. Os precipitados formadosagta poco foram
dissolvidos em 100 pL de solucéo de alcool isofioaggHCL 0,04 N e
as placas foram submetidas a nova centrifugacé aemocdo dos
restos celulares. O sobrenadante limpido (85 pL}jrémsferido para
outra placa, onde foi realizada a leitura das &@smias em
espectrofotdbmetro Microwell Systems (Organon Te&niBelgium) no
comprimento de onda 540 nm. A densidade Opticardpogcontrole
(células sem tratamento) foi considerada como 108%€lulas viaveis.

4.7 AVALIACAO DA APOPTOSE

Para avaliar a inducdo de morte celular por apeptasisada
pelas chalconas, foram utilizados os seguintesduétanicroscopia de
fluorescéncia com brometo de etidio e laranja delina e anexina V-
FITC.

4.7.1 Avaliagao da apoptose por microscopia de flemscéncia com
brometo de etidio e laranja de acridina

Para a avaliacdo das células apoptéticas por mimpas de
fluorescéncia, foram utilizados os corantes flupgages laranja de
acridina e brometo de etidio. O laranja de acridtngermeéavel a
membrana intacta e confere fluorescéncia verde éadas quando
observadas ao microscépio de fluorescéncia; engupie o brometo de
etidio é permeéavel & membrana somente quandoguiidf@de da mesma
esta alterada, conferindo fluorescéncia vermelhatembeo das células.
A fluorescéncia do brometo de etidio predomina es@fluorescéncia
do laranja de acridina; assim, as células viaveesentam
fluorescéncia verde, células em apoptose inicisdsgmtam nucleo com
fluorescéncia verde e cromatina condensada ou &aiga, células em
apoptose tardia apresentam nucleo com fluorescétamianja e
cromatina condensada ou fragmentada e célulastivasr@presentam
fluorescéncia laranja uniforme (RENVOIZE et al.98%

As células K562 (1,0 x f@élulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x 10
células/ 2 mL) foram tratadas com as chalconassnas CJ, de 24 h
em placas de cultura celular. Ap6s 24 h, as célolasn lavadas com
PBS, o sobrenadante foi removido e o sedimento lazelipi
ressuspendido com 40 pL de uma solug¢do constitlédarometo de
etidio (5 pg/mL) e laranja de acridina (10 pg/mi) proporcdo 1:1.
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Apé6s incubagdo por 10 minutos a temperatura amdiezi pL da
suspenséo celular foi transferida para uma lamiaidio e recoberta
com laminula. As laminas foram observadas em ntdme de
fluorescéncia (Olympus BX-FLA), usando objetiva 4@x. Campos
representativos foram fotografados com camera faficg (Olympus
BX40, Japan).

4.7.2 Avaliacao da apoptose pelo método anexina Ve

Durante o estagio inicial da apoptose ocorre a goetd
assimetria da membrana citoplasmética, com a coneeésg
externalizacdo dos residuos de fosfatidilserinanaxina V possui a
propriedade de ligar-se especificamente aos residedosfatidilserina
e quando conjugada ao FITC, permite identificanangjficar as células
que expbem esses residuos por citometria de flENGELAND et al.,
1998).

Para a quantificacdo dos residuos de fosfatidiaerapos o
tratamento das células K562 e Jurkat com as chedcoas suas &lde
24 h, utilizou-se oAnnexin V- FITC Apoptosis Detection .kiDs
procedimentos foram realizados de acordo com asu@i®s do
fabricante. As células K562 (1,0 x®i#lulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x 40
células/ 2 mL) foram tratadas com as chalconasubadas durante 16
h em estufa Umida a 37°C com 5% de,CBpds esse periodo, as
células foram lavadas duas vezes com tampdo PB&hmetidas a
centrifugacéo a 200 x g, por 10 minutos. O sobramnigdfoi removido e
ao sedimento celular, foram adicionados uQ0de tampédo de anexina
na diluicdo 1:10. Em seguida, foram acrescentadds & anexina V-
FITC em cada tubo contendo a suspenséo celulani®ep suspensao
de células com anexina V-FITC foi mantida ao abdgduz durante 15
minutos em temperatura ambiente. Transcorrido opdenforam
adicionados 40QL do tampéo de anexina (1:10) para posterior s@ali
O controle negativo dos experimentos foi prepa@do as células sem
tratamento, a fim de definir uma quantificacdo basamarcacdo com
anexina V-FITC. As analises foram realizadas nineéttro de fluxo BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelosoftwareWinMID versao 2.& Infinicyt verséo 1.3
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4.8 AVALIAGAO DO CICLO CELULAR

Para avaliar os efeitos das chalconas nas fasegldocelular
foi utilizado o PI/RNASE Solution kittujo principio consiste na
coloracdo dos &cidos nucléicos pelo Pl, apds astdigelo RNA. O P,
dependendo da fase do ciclo celular, emite difeeenttensidades de
fluorescéncia que, por sua vez, sao captadas peéiectores
fotomultiplicadores do citbmetro de fluxo, por \emdes no seu
conteudo de DNA, e, dessa forma, quantifica a jbagem de células
em cada fase do ciclo celular (GONG et al., 1994).

Os procedimentos foram realizados de acordo canstascoes
do fabricante. As células K562 (1,0 x*T@lulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x
10° células/ 2 mL) foram tratadas com as chalconasunas Cl, de 24
h, e incubadas durante 24 h em estufa Umida a &1C5% de CQ
Apoés esse periodo, as células foram lavadas dusss veom PBS,
submetidas a centrifugacao a 200 x g por 10 minaitossobrenadante
foi descartado. Em seguida, as células foram fxaaan 200uL de
etanol 70% e incubadas durante 30 minutos a -4p0s &sse periodo,
as células foram lavadas duas vezes em PBS con2éadte albumina
bovina e centrifugadas a 200 x g durante 10 mintoto, adicionou-
se ao sedimento celular 500 de solucdo de PI contendo RNAse e as
células foram mantidas ao abrigo da luz durantemiButos em
temperatura ambiente. As andlises foram realizadasitdmetro de
fluxo BD FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas petoftware WinMID versdo 2.8. O controle
negativo foi preparado com células sem tratameata paracterizagédo
dos paramentros a serem analisados no citdbmetroxde

4.9 AVALIAGAO DO POTENCIAL MITOCONDRIAL

Para avaliar os efeitos da chalconas no potendtatomdrial
das células K562 e Jurkat foi utilizaddiv MitoView 633. Segundo o
fabricante, o MitoView 633 é um corante fluoreseemitocondrial de
coloracdo vermelha que se difunde através da memmiplasmatica e se
acumula na mitocbndria em concentracdes nhanomolakss
mitocdndrias com atividade fisiolégica do potenaisitocondrial sao
coradas com o MitoView 633 e fluorescem apés o atdiio corante
no ambiente de lipidios das mitocéndrias. Quandairha diminuig&do
no potencial mitocondrial, as mitocondrias perdssadluorescéncia.
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Os procedimentos foram realizados de acordo canmstascoes
do fabricante. As células K562 (1,0 x*T@lulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x
10° células/ 2 mL) foram tratadas com as chalconasunas Cl, de 24
h, e incubadas durante 12 h em estufa Umida a &1C5% de CQ
Apoés esse periodo, as células foram lavadas dusss veom PBS,
submetidas a centrifugacdo a 200 x g por 10 minaitossobrenadante
foi descartado. Em seguida foram adicionados solsezlimento celular
100 pL da solucéo de MitoView 633 diluido 1:10.086.células foram
incubadas por 30 minutos a temperatura ambientsoaro. Apds esse
periodo, as células foram centrifugadas a 200 gl minutos, 0
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi speadido em 1 mL
de PBS. As anadlises foram realizadas no citbmegofladxo BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelgoftwarelnfinicyt versdo 1.3.

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS BAX, BCL-
2, P53 E CASPASE-3 ATIVA POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células K562 (1,0 x f@élulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x 10
células/ 2 mL) foram tratadas com as chalconasuas Cl,de 24 h, e
incubadas durante 3, 6, 9 e 12 h em estufa UmiBiz2’@ com 5% de
CO,. Para a fixacéo e permeabilizacéo das célulagtifziado okit BD
Cytofix/Cytoperm.Apds os periodos de incubacdo, as células foram
lavadas duas vezes com PBS, submetidas a cent@niga200 x g por
10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Aomegdo celular foram
adicionados 200 pL do reagerB® Fix/Perme as amostras foram
incubadas a 8°C por 20 minutos. Em seguida, as teasoforam
submetidas a centrifugacdo a 200 x g por 10 minutaobrenadante
descartado e o sedimento celular foi ressuspenchao 100 pL de
tampdo de lavagenkix/Perm. Foram adicionados entdo, 3 pL do
anticorpo monoclonal anti-Bcl-2 conjugado ao FIBG4L do anticorpo
monoclonal anti-Bax conjugado ao PerCP, 5 pL doicango
monoclonal anti-p53 conjugado ao PE e 3 pL do ardic monoclonal
anti-caspase-3 ativa conjugado ao Pacific Blues earaostras foram
incubadas a 8°C por 15 minutos no escuro. Apésabacao, foram
adicionados 500 pL do tampéo de lavagem e as amo$bram
centrifugadas a 200 x g por 10 minutos. AdicioneutanL de PBS ao
sedimento celular para a posterior analise no etdmde fluxo BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems). A
avaliacdo dos resultados foi realizada alftwarelnfinicyt versédo 1.3.
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O controle negativo foi preparado com células seramento com as
chalconas.

411 AVALIACAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS
SURVIVINA E KI67 POR IMUNOCITOQUIMICA

A expressdo das proteinas survivina e Ki67 foiiadal pela
técnica de imunocitoquimica, utilizando o métoddreggoavidina-
biotina-peroxidase I¢belled streptavidin biotinr LSAB). As células
K562 (5,0 x 10 células/ 200 pL) e Jurkat (1,0 x*1€lulas/ 200 pL)
foram tratadas com as chalconas nas suasdgl 24 h, e incubadas
durante 24 h em estufa imida a 37°C com 5% dg £@bs o periodo
de incubacdo, as células foram centrifugadas erceritrifuga
(CYTOPRO ™ — Wescor) em laminas pré-tratadas com solucéo de
silano a 5% em acetona PA. Em seguida, as célotamffixadas em
etanol 95% por 1 hora a temperatura ambiente. Apdsacéo, as
laminas foram lavadas duas vezes com PBS por Sasirurealizou-se
0 bloqueio da peroxidase enddgena, para evitabesaipespecificas
falso-positivas, com solucdo de peroxido de hidnagéa 3% em
metanol absoluto por 20 minutos. Posteriormentelaasnas foram
lavadas duas vezes com PBS por 5 minutos, e suaseth
permeabilizacdo celular com solugdo de Triton X-P&%5 0,2%. O
anticorpo monoclonal antisurvivina, diluido a 1:58, 0 anticorpo
monoclonal anti-Ki67, diluido a 1:100 foram adic@oles sobre as
células nas laminas, e as mesmas foram mantidasierara Umida a
8°C por 12 hApbés esse periodo, as laminas foram lavadas duas ve
com tampédo PBS e incubadas com anticorpo secuniétioilado do
kit LSAB + System-HRPor 30 minutos. Logo apos esta etapa, as
laminas foram novamente lavadas com PBS e incubanes
estreptavidina conjugada a peroxidaseklld.SAB + System-HRPor
40 minutos. Posteriormente as duas lavagens com BB3amostras
foram submetidas a revelagdo colorimétrica com usméucao
cromogena DAB, conforme recomendacdo do fabricatgds a
revelacdo, foi realizada a contracoloracdo dasni@sncom solucdo de
hematoxilina de Harris, desidratacao através deagasn das laminas
em concentracdes crescentes de etanol, diafanizag@oxilol e
montagem em meio de montagem sintético. Utilizasam-como
controles positivos, tecidos sabidamente positipasga 0s antigenos
pesquisados (carcinoma de mama para a proteinaisare linfonodo
para a proteina Ki67), e o controle negativo falirado pela abolicio
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do anticorpo primario nas reacfes. O resultadotiposioi revelado
pelo aparecimento de coloracdo castanha no locahataacédo pelo
anticorpo. A leitura das laminas foi realizada entrascépio Otico
NIKON ECLIPSE 50i, em aumento de 400X e as fotagsaforam
realizadas no microscépio citado, com a camera MKOIGITAL
SIGHT DS-5M e o programa NIS ELEMENTS F, VERSION.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como a me@dao
padrdo da média (EPM). Cada experimento foi repgi&lo menos trés
vezes. A analise estatistica foi realizada utilizase a andlise de
variancia de uma e duas vias (ANOVA), seguida jpéle-teste “t” de
Bonferroni. Um valor de p < 0,05 foi consideraddagsticamente
significativo.
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5. RESULTADOS
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5.1 EFEITO CITOTOXICO DAS CHALCONAS SINTETICAS
DERIVADAS DA 2,4,5-TRIMETOXIACETOFENONA E DO 2',45'-
TRIMETOXIBENZALDEIDO EM CELULAS DE LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA K562 E EM CELULAS DE LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA JURKAT

A incubacao das células de leucemia mieloide agisd@ com
100 pM de chalconas derivadas da 2,4,5-trimetotoéeeona
(chalconas 1 a 29) e do 2',4’,5-trimetoxibenzattte{chalconas 30 a
46) por 24 h causou reducao significativa da liddule celular, quando
comparados ao grupo controle (células sem tratameom as
chalconas), ao qual foi atribuida a viabilidadeileelde 100%. Dentre
as 46 chalconas testadas, apenas as chalconas 39 2¥ 45 néo
apresentaram reducdo da viabilidade celular ditatisente
significativa (Figura 1, Painéis A e B). As chalasnque causaram
maior citotoxicidade foram as chalconas 13, 16g 28 com viabilidade
celular de 28,46 + 0,73 %, 28,78 + 2,12 %, 36,4849 % e 25,33 *
1,72 %, respectivamente. O grupo controle com 2¥DMSO néo
apresentou nenhuma alteracdo estatisticamente ficajua na
viabilidade celular, quando comparado ao grupo étulas sem
tratamento.
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Figura 1: Efeito citotoxico das chalconas sintétia derivadas da 2,4,5-
trimetoxiacetofenona (Painel A) e do 2',4’,5'-trime¢oxibenzaldeido (Painel
B) em células de leucemia mieloide aguda K56&s chalconas (1 a 46) foram
adicionadas as células K562 (2,5 X télulas/mL) na concentragéo de 100 uM
e incubadas por 24 h. O grupo controle do veicolguml as chalconas foram
diluidas foi realizado pela avaliagdo da viabilidaths células incubadas com
2% de DMSO. A viabilidade celular foi avaliada peteétodo do MTT. A
densidade optica do grupo controle (C), sem traté&meorresponde a 100% da
viabilidade celular. Cada ponto representa a mé@BRM de seis experimentos
independentes. *Diferenca estatisticamente sigmfic em relacdo ao grupo
controle,p < 0,05, ANOVA seguida de pds-teste t de Bonferroni

Posteriormente, foi avaliado o efeito citotoxicasdchalconas
13, 16, 19 e 26 em diferentes concentracdes (125,60 e 100 uM) e
tempos de incubacao (24, 48 e 72 h) sobre as séi&2 e Jurkat.
Como pode ser observado abaixo, as chalconas aauséminuicdo na
viabilidade celular de maneira dependente da cdrasgio e do tempo



83

de incubacdo nas células de LMA K562 (Figura 2)eelLHA Jurkat
(Figura 3). Os compostos testados causaram citidexie
estatisticamente significativa a partir da con@géio de 10 uM; com
excecdo da chalcona 16 na célula Jurkat (FiguRaBel B), que no
periodo de incubacdo de 24 h apresentou reducatisesamente
significativa na viabilidade celular somente a ipatd concentracdo de
25 uM, e da chalcona 26 na célula Jurkat (Figur®a8nel D), que
apresentou reducao estatisticamente significavaabilidade celular a
partir da concentracdo de 25 pM nos tempos de @édbde 24 e 48 h.

Para comparar o efeito citotdxico das chalconbeesas células
leucémicas foram calculadas asg@las chalconas 13, 16, 19 e 26 nos
diferentes tempos de incubacao para as células KEgdra 2, Painel
E) e para as células Jurkat (Figura 3, Painel )i ebservado que os
valores de Ghdiminuem conforme o aumento do tempo de incubacéo.
As Clsp de 24 h, nas células K562, das chalconas 13,916,26 foram
de 41,48 £ 0,70 uM, 39,79 £ 0,77 uM, 42,76 + 0,99 @ 31,07 = 0,90
UM respectivamente, e nas células Jurkat de 31®88& uM, 40,61 +
1,12 uM, 37,56 = 1,20 uM e 33,74 + 1,35 uM respaatente. No
tempo de incubacgdo de 72 h, os valores ggdak chalconas 13, 16, 19
e 26 foram de 4,10 = 0,28 uM, 6,87 £ 0,35 uM, 59942 uM e 8,56 +
0,48 uM respectivamente e nas células Jurkat de+0943 uM, 5,42 +
0,48 uM, 5,18 £ 0,36 uM e 7,48 £ 0,44 uM, respectiente. O grupo
tratado com Taxol apresentou valor de,@henor, quando comparado
aos grupos tratados com as chalconas, em amhbabagans celulares e
nos trés tempos de incubacao.

Um grupo controle com 2% de DMSO, veiculo no qasl
chalconas foram diluidas, foi realizado em todosexgerimentos de
viabilidade celular e nenhum efeito estatisticamesignificativo foi
observado nos valores de viabilidade celular.
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E
Chalcona Anel B Clso (24h) Clso (48h) Clg (72h)
13 3-OCH, 41,48uM 0,70 8,01 uM£0,22 4,10 uM £0,28
16 4-Br 39,79 uM £ 0,77 14,72 uM £0,41 6,87 uM £ 0,35
19 2-F 42,76 UM £ 0,99 14,97 uM £ 0,52 5,99 uM £ 0,42
26 4-CR, 31,07 uM 0,90 16,73 pM +0,74 8,56 UM * 0,48
Taxol -- 8,02 uM +0,83 1,67 uM+0,28 1,46 uM+1,01

Figura 2: Efeito citotdoxico das chalconas 13, 16,91e 26 em células de
leucemia mieloide aguda K562As chalconas 13 (Painel A), 16 (Painel B), 19
(Painel C) e 26 (Painel D) foram adicionadas aslaglk562 nas concentracdes
de 1, 10, 25, 50 e 100 uM e incubadas por 24, 48 le. A viabilidade celular
foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6pticagrupo controle (C),
células sem tratamento, corresponde a 100% ddidade celular. Os valores
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das Ciyem 24, 48 e 72 h foram calculados para as chalcha$6, 19, 26 e
para o Taxol (Painel E). Cada ponto representa dian® EPM de seis
experimentos independentes. *Diferenca estatiseoé®n significante em
relacéo ao grupo controle e diferenca estatistioterggnificante em relacdo ao
tempo de incubacéo de 243" 4877 h, p < 0,05, ANOVA seguida de pos-teste
t de Bonferroni.
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16 4-Br 40,61 pM +1,12 18,22 uM £0,55 5,42 uM +0,48
19 2-F 37,56 uM 1,20 12,66 UM +0,45 5,18 uM +0,36
26 4-CF, 33, 74uM+135 17,31 uM+£0,62 7,48 uM +0,44
Taxol -- 9,23uM +0,94 259uM+£0,35 0,017 uM £ 0,04

Figura 3: Efeito citotdxico das chalconas 13, 16,91e 26 em células de
leucemia linfoide aguda Jurkat.As chalconas 13 (Painel A), 16 (Painel B), 19
(Painel C) e 26 (Painel D) foram adicionadas asulagl Jurkat nas
concentracdes de 1, 10, 25, 50 e 100 uM e incubpoia®4, 48 e 72 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do M densidade 6ptica do
grupo controle (C), células sem tratamento, coomedp a 100% da viabilidade
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celular. Os valores das &g&m 24, 48 e 72 h foram calculados para as chalconas
13, 16, 19, 26 e para o Taxol (Painel E). Cadaguogjiresenta a médiaEPM

de seis experimentos independentes. *Diferencaist&tamente significante
em relacdo ao grupo controle e diferenca estatistinte significante em
relacdo ao tempo de incubacdo de 242482 h, p < 0,05, ANOVA seguida

de pos-teste t de Bonferroni.

5.2 EFEITO CITOTOXICO DAS CHALCONAS 13, 16, 19 E P/
CELULAS MONONUCLEARES DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

O efeito citotéxico das chalconas 13, 16, 19 eef6 suas
respectivas Gh de 24 h foi avaliado sobre células mononucleares
isoladas do sangue periférico de seis individuad&azeis apds 24 h de
incubacdo. Como pode ser visto na Figura 4, azahas$ 13, 16, 19 e
26 ndo causaram nenhuma alteracdo estatisticamsgmiicativa na
viabilidade celular dos mononucleares em relacamatrole de células
sem tratamento. Nesse grupo de experimentos, tarebémalizou um
controle positivo com Taxol (30 puM), o qual apréeenreducdo
estatisticamente significativa na viabilidade calidm relacéo ao grupo
controle; e um controle com DMSO, veiculo no quahi diluidas as
chalconas, que ndo apresentou alteracdo estatistita significativa na
viabilidade celular.
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Figura 4: Efeito citotoxico das chalconas 13, 16,91e 26 em células
mononucleares de individuos saudaveigs chalconas 13, 16, 19 e 26 foram
adicionadas as células mononucleares de individzaslaveis (2,5 x fo
células/mL) nas suas respectivasss@le 24 h e incubadas por 24 h. A
viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTA densidade Optica do
grupo controle (C), células sem tratamento, comedp a 100% da viabilidade
celular. Foram utilizados dois controles: um grupatado com Taxol na
concentracdo de 30 UM e um grupo tratado com 2Z\i8O, veiculo no qual
foram diluidas as chalconas. Cada ponto represemi@diat EPM. *Diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupuarale,p < 0,05, ANOVA
seguida de poés-teste t de Bonferroni.

5.3 EFEITO DAS CHALCONAS 13, 16, 19 E 26 SOBRE ASJES
DO CICLO CELULAR NAS CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA K562 E EM CELULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA JURKAT

O efeito das chalconas 13, 16, 19 e 26 (nas sgpsctivas G)
de 24 h) na progressédo do ciclo celular das cékif#2 e Jurkat foi
avaliado ap0s 24 h de incubacéo, pela determindg&oonteudo de
DNA por citometria de fluxo. A populacéo celular flividida nas fases
GO0/G1, S e G2/M do ciclo celular e ainda em ume tEnominada Sub
GO/G1 que representa as células em processo de medlar. Os
histogramas representativos de um experimento gaaéacédo do ciclo
celular das células K562 e Jurkat encontram-seApésdices A e B
respectivamente.
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Em comparacdo com o grupo controle (células setantento

com as chalconas), as células K562 tratadas cathasonas 13 e 26
apresentaram um aumento estatisticamente siginbaad proporgéo de
células na fase Sub GO/G1; e, embora os compoétas 10 também
tenham aumentado a proporcdo de células nessafasegfeito ndo foi
estatisticamente significativo. Esses quatro comggogsausaram um
aumento na proporcao de células nas fases S e @atkdtanto, sem
significAncia estatistica, e ainda uma diminuicddase GO0/G1 que foi
estatisticamente significativa apenas para a chal@s (Figura 5 e
Tabela 1).
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Figura 5: Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 26 qiclo celular das células

de leucemia mieloide aguda K562As células K562 foram incubadas por 24 h
na auséncia, grupo controle (C), e na presenczladsonas 13, 16, 19 e 26,
nas suas respectivassgtle 24 h. As fases G0/G1, S, G2/M e Sub G0/G1 foram
determinadas pela andlise do conteido de DNA rémeiro de fluxo BD
FACSCanto™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e adalfapelo
softwareWinMID verséo 2.8. Cada ponto representa a médizPM de trés
experimentos independentes. *Diferenca estatiseoé®n significante em
relacdo ao grupo controlgg < 0,05. ANOVA seguida de pos-teste t de
Bonferroni.
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Tabela 1. Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 26aido celular das
células de leucemia mieloide aguda K562As chalconas 13, 16, 19 e
26 foram adicionadas as células K562 nas suas atespe Cho €
incubadas por 24 h. A porcentagem de células era famk do ciclo
celular foi determinada pela avaliacdo do conteddo DNA no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e analisada pgatiwareWinMID versao
2.8.

Grupos  GO/G1 (%)° S (%)’ G2/M (%)° Apoptose
Sub GO/G1 (%}
Controle 43,80+1,24 31,58+0,64 24,62+1,88 2,30+£0,16

13 36,78+ 0,62 3540+3,16 27,81+254 13,28 +2,27
16 38,56+1,88 36,36 +2,40 25,08 +0,52 11,40 +1,86
19 3454+044 36,84 +3,64 28,62+4,08 6,14+ 2,16
26 31,71 +3,49* 38,16 +2,22 30,12+1,28 16,12 481,0

% Resultados representativos de trés experimentepéamtientes: média (% *

EPM) em cada fase do ciclo celular. *Diferencategteamente significante em

relacdo ao grupo controleg < 0,05. ANOVA seguida de pos-teste t de
Bonferroni.

Em relag&o ao ciclo celular das células Jurkategse observar
na Figura 6 e Tabela 2 que as chalconas 13, 16, 2@ apresentaram
um aumento estatisticamente significativo na prefmrde células na
fase Sub GO0/G1, quando comparadas ao grupo corftélalas sem
tratamento com as chalconas). Além disso, as amadécd3, 19 e 26
apresentaram aumento estatisticamente significatevgproporgdo de
células na fase S e as chalconas 13 e 19, dimmuigdpropor¢édo de
células na fase G2/M. Apesar de as chalconas 16 tanZbém terem
reduzido a proporgdo de células na fase G2/M, récerseontrou
significancia estatistica para esse efeito. A prgom de células na fase
GO0/G1, em relacdo ao grupo controle, ndo apresenenhuma
alteracdo estatisticamente significativa.
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Figura 6: Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 26 aiglo celular das células

de leucemia linfoide aguda Jurkat. As células Jurkat foram incubadas por 24
h na auséncia, grupo controle (C), e na presergatddconas 13, 16, 19 e 26.
As fases GO/G1, S, G2/M e Sub G0/G1 foram detemigisgela analise do
contetido de DNA no citdmetro de fluxo BD FACSCalt¢Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pstdtware WinMID versédo 2.8.
Cada ponto representa a médicEPM de trés experimentos independentes.
*Diferenca estatisticamente significante em relagdgrupo controley < 0,05.
ANOVA seguida de pos-teste t de Bonferroni.
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Tabela 2. Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 26aido celular das
células de leucemia linfoide aguda Jurkat.As chalconas 13, 16, 19 e
26 foram adicionadas as células Jurkat nas sugeatess Cl e
incubadas por 24 h. A porcentagem de células era famk do ciclo
celular foi determinada pela avaliacdo do conteddo DNA no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e analisada pgatiwareWinMID versao
2.8.

Grupos GO/G1 (%)’ S (%)’ G2/M (%)° Apoptose
Sub GO/G1 (%}

Controle 46,27 £5,49 2155+0,65 32,18+6,14 3,62 + 3,00

13 41,82 +3,92 47,23+2,72* 10,94 +1,20* 57,12 15,
16 4458 +0,68 36,07+549 19,34+6,16 39,68 +5,68
19 44,48 +4,78 43,53 +4,39* 12,00 +0,40* 61,94 35,
26 41,61 £3,10 45,02 +3,38* 13,36+0,28 61,43 494,2

® Resultados representativos de trés experimentepémtientes: média (% +

EPM) em cada fase do ciclo celular. *Diferencategteamente significante em

relagdo ao grupo controley < 0,05. ANOVA seguida de pés-teste t de
Bonferroni.

5.4 EFEITO DAS CHALCONAS 13, 16, 19 E 26 NA INDUCADA

APOPTOSE NAS CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
K562 E EM CELULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA
JURKAT

O tipo de morte celular causada pela chalconag,319 e 26
sobre as células leucémicas foi avaliada por nuoma de
fluorescéncia com os corantes LA e BE e pela maocagm anexina V.

Como pode ser observado na Figura 7 as célulag ESirkat
que ndo receberam tratamento (grupo controle) cenchalconas
apresentaram-se viaveis (fluorescéncia verde), éRairA e B,
respectivamente. Apds 24 h de incubacéo das célafasas chalconas
13 (Painel C), 16 (Painel E), 19 (Painel G) e 2&in® I), nas suas
respectivas Gpde 24 h, as células K562 apresentaram caractad ste
células em apoptose, as quais apresentaram cran@imdensada ou
fragmentada com fluorescéncia laranja, e estd@wadds na Figura 7
por setas brancas. O mesmo efeito foi observadoasooglulas Jurkat,
que apoés 24 h de incubacdo com as chalconas I8(Pyi 16 (Painel
F), 19 (Painel H) e 26 (Painel J), nas suas relspecCk, de 24 h,
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apresentaram células em apoptose, indicadas naaFigupor setas
brancas.
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Chalcona 13

Chalcona 16

Chalcona 19
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Figura 7: Apoptose induzida pelas chalconas 13, 169 e 26 nas células de
leucemia mieloide aguda K562 e nas células de leaga linfoide aguda

Jurkat. As chalconas 13 (Painéis C e D), 16 (Painéis E @FjPainéis G e H)
e 26 (Painéis | e J) foram adicionadas, nas ssagctvas G} as células K562
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(1,0 x 16 células/ 4 mL) ou células Jurkat (1,0 x 106 céludasiL) e incubadas

por 24 h. Os grupos controle (Painéis A e B) reprEsn as células sem
tratamento com as chalconas. A avaliacdo da apopiois realizada por

microscopia de fluorescéncia com os corantes LAEe Bs células viaveis

apresentam fluorescéncia verde; e as células emptcgeotardia, cromatina
condensada ou fragmentada com fluorescéncia lafamjsetas brancas indicam
as células em apoptose).

A avaliacdo quantitativa da apoptose foi realizael® método
da anexina V-FITC . O processo apoptotico receriteigtificado pela
externalizacdo da fosfatidilserina, que se liga nexma V apos
incubacdo. Assim, apds 16 h de incubacao das séi#ié2 (Figura 8) e
das células Jurkat (Figura 9) com as chalcona46,39 e 26 (nas suas
respectivas Gp de 24 h), a apoptose foi determinada pela marcam@o
anexina V por citometria de fluxo.

Pode-se observar na Figura 8 (Painel F) que afieéés 0,63
% das células que ndo receberam tratamento corha&sonas (grupo
controle) apresentaram marcacao positiva paraaren¥. No entanto,
quando as células foram tratadas com as chalc@#Bdinel B), 16
(Painel C), 19 (Painel D) e 26 (Painel E) houve ammento
estatisticamente significativo no nimero de célutasn marcacao
positiva para anexina V, em relacdo ao grupo clmtid marcagao
positiva para a anexina V foi de 32,61 + 3,12 %72& 2,00 %, 25,31
+ 2,27 % e 41,99 £+ 0,75 % para as chalconas 13,196¢ 26,
respectivamente (Figura 8, Painel F).
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Figura 8: Efeito das chalconas 13, 16, 19 e 26 sebm exposi¢cdo dos
residuos de fosfatidilserina nas células de leuceanmieloide aguda K562A
apoptose foi determinada pela analise da marcag@nanexina V-FITC nas
células K562 sem tratamento (Painel A), ou incubadar 16 h com as
chalconas 13 (Painel B), 16 (Painel C), 19 (Pdjet 26 (Painel E), nas suas
respectivas G} de 24 h. Os resultados representam a med&#PM de trés
experimentos independentes (Painel F). M1 reprassntélulas com marcagéo
positiva para anexina V. O controle esta representéa branco e as chalconas,
em cinza. Os histogramas representam os result@delosm, dentre os trés
experimentos independentes realizados. As anafisesn realizadas no
citometro de fluxo BD FACSCant8” (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelasftwaresWinMID versao 2.8 énfinicyt versao 1.3.
*Diferenca estatisticamente significante em relagdagrupo controley < 0,05.
ANOVA seguida de pés-teste t de Bonferroni.
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Em relagdo as células Jurkat, o grupo controltulé sem
tratamento com as chalconas) apresentou 9,90 #8,88s células com
marcacgao positiva para a anexina V (Figura 9, P&neApds 16 h de
incubacdo com as chalconas 13 (Painel B), 16 (P@nd9 (Painel D)
e 26 (Painel E), observou-se um aumento estatisticte significativo
no namero de células com marcacao positiva pardren® em relacao
ao grupo controle. A marcagao positiva para a aae¥ifoi de 98,36 +
0,14 %, 94,65 £ 1,08 %, 93,34 + 1,26 % e 94,18 304 para as
chalconas 13, 16, 19 e 26 respectivamente (Figuraifiel F).
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Figura 9: Efeito das chalconas 13, 16, 19 e 26 seba exposi¢cdo dos
residuos de fosfatidilserina nas células de leuceaniinfoide aguda Jurkat.

A apoptose foi determinada pela analise da marceg@oanexina V-FITC nas
células Jurkat sem tratamento (Painel A), ou indabapor 16 h com as
chalconas 13 (Painel B), 16 (Painel C), 19 (Pdbjet 26 (Painel E), nas suas
respectivas Gp de 24 h. Os resultados representam a méd#PM de trés
experimentos independentes (Painel F). M1 reprasmntélulas com marcagao
positiva para anexina V. O controle esta repregentan branco e as chalconas,
em cinza. Os histogramas representam os resul@elosm, dentre os trés
experimentos independentes realizados. As andfieesn realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCant8" (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelesfttwareswinMID versao 2.8 énfinicyt versao 1.3.
*Diferenca estatisticamente significante em relagdgrupo controley < 0,05.
ANOVA seguida de pos-teste t de Bonferroni.
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5.5 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 SOBRE O POTENCIAL
MITOCONDRIAL DAS CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA K562 E DAS CELULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA JURKAT.

Paraavaliar se a apoptose causada pelas chalconasvianvol
dano mitocondrial, o potencial mitocondrial dasutad K562 e Jurkat
foi analisado ap6s 12 h de incuba¢édo com as chadcb® e 26, nas suas
respectivas Gh de 24 h. Como pode ser observado na Figura 10, o
potencial mitocondrial, avaliado pelo indice deoffscéncia média
(IFM), apresentou reducdo estatisticamente sigiifia apos o
tratamento com as chalconas 13 e 26 em ambashagdins celulares.
Os histogramas representativos de um experiment paliagdo do
potencial mitocondrial das células K562 e Jurkatoetram-se nos
Apéndices C e D respectivamente.
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Figura 10: Efeito das chalconas 13 e 26 sobre o potencial ndtmdrial das
células de leucemia mieloide aguda K562 e das célsilde leucemia linfoide
aguda Jurkat. As células K562 (1,0 x f@élulas/ 4 mL) e Jurkat (1,0 x 40
células/ 2 mL) foram incubadas por 12 h na auségcigo controle (C), e na
presenca das chalconas 13 e 26, nas suas respeCiyjade 24 h.A
determinacgdo do IFM para avaliacdo do potenciabaoitdrial foi realizada por
citometria de fluxo. Cada ponto representa a méticEPM de dois
experimentos independentes. As andlises foranzaekls no citbmetro de fluxo
BD FACSCanto™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e adala
com osoftwarelnfinicyt versdo 1.3. *Diferenca estatisticamente signifieaam
relagdo ao grupo controley < 0,05. ANOVA seguida de pés-teste t de
Bonferroni.
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5.6 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA ANTIAPOPTOTICA BCL-2 NAS CELULAS DE

LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CELULAS DE

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA JURKAT

A expressdo da proteina antiapoptética Bcl-2 failiada apos
3, 6, 9 e 12 h de incubacao das células K562 etludm as chalconas
13 e 26 (nas suas respectivago@e 24 h) por citometria de fluxo.
Como pode ser observado na Figura 11, as célula®2 Ki&o
apresentaram nenhuma alteragdo estatisticamentaficsiiva na
expressdo da proteina Bcl-2 apds o tratamento carhakona 13.
Entretanto, esse mesmo composto apresentou redgtasticamente
significativa na expressao da proteina Bcl-2 nadasJurkat, apds 9 e
12 h de incubagédo. J& a chalcona 26 reduziu assgwela proteina Bcl-
2, de maneira estatisticamente significativa, @&ptisde incubacdo com
as células K562 e apds 9 e 12 h com as célulaatJ®k histogramas
representativos de um experimento para avaliacA@xgaessdo da
proteina Bcl-2 nas células K562 e Jurkat enconsame Apéndice E.
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Figura 11: Efeito das chalconas 13 e 26 na expressdo da protei
antiapoptoética Bcl-2 nas células de leucemia mielté aguda K562 e nas
células de leucemia linfoide aguda JurkatAs células K562 (2,5 x f0
células/mL) e Jurkat (5,0x1@élulas/mL) foram incubadas com as chalconas 13
e 26, com suas respectivasd@le 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle, sem
tratamento, esta representado pelo tempo O h. &rrditacdo do IFM para
avaliagao da expressao da proteina Bcl-2, em aaddos tempos de incubacao,
foi avaliado por citometria de fluxo. Cada pontpresenta a média EPM de
dois experimentos independentes. As analises fogalizadas no citbmetro de
fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelo deoftware Infinicyt versdo 1.3. *Diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo contrgles 0,05. ANOVA seguida de pos-
teste t de Bonferroni.

5.7 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA PROAPOPTOTICA BAX NAS CELULAS DE
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CELULAS DE

LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA JURKAT

A expressao da proteina proapoptotica Bax foi aglaliapos 3,
6, 9 e 12 h de incubacéo das células K562 e Jadkatas chalconas 13
e 26 (nas suas respectivago@de 24 h) por citometria de fluxo. Pode-se
observar na Figura 12 que as células Jurkat n@samaram nenhuma
alteracdo estatisticamente significativa na expiesda proteina Bax
apos o tratamento com as chalconas 13 e 26. Cqraadm®lulas K562
tiveram um aumento estatisticamente significati@oespressdo dessa
proteina apds 9 e 12 h de tratamento com a chalk®eaapos 6, 9 e 12
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h de tratamento com a chalcona 26. Os histograemaesentativos de
um experimento para avaliacdo da expresséo ddmaddax nas células
K562 e Jurkat encontram-se no Apéndice F.
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Figura 12: Efeito das chalconas 13 e 26 na expressdo da protei
proapoptética Bax nas células de leucemia mieloidaguda K562 e nas
células de leucemia linfoide aguda JurkatAs células K562 (2,5 x f0
células/mL) e Jurkat (5,0x1@élulas/mL) foram incubadas com as chalconas 13
e 26, nas suas respectivagy@e 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle, sem
tratamento, esta representado pelo tempo 0 h. érmdetagdo do IFM para
avaliacdo da expressado da proteina Bax, em cadioartempos de incubagéo,
foi realizada por citometria de fluxo. Cada pordgpresenta a médiaEPM de
dois experimentos independentes. As andlises fogalizadas no citbmetro de
fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelosoftware Infinicyt versdo 1.3. *Diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao grupo contrgles 0,05. ANOVA seguida de pos-
teste t de Bonferroni.

5.8 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA P53 NAS CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE

AGUDA K562 E NAS CELULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE

AGUDA JURKAT

A expressao da proteina p53 foi avaliada apos 3,612 h de
incubacéo das células K562 e Jurkat com as chalctiha 26 (em suas
respectivas G§ de 24 h) por citometria de fluxo. A Figura 13 mastr
que as chalconas 13 e 26 causaram reducdo eshatistite



103

significativa na expressdo da proteina p53 apé6, P e 12 h de
incubacdo com as células K562, e apds 9 h de igdobzom as células
Jurkat. Os histogramas representativos de um eweetd para
avaliacdo da expressdo da proteina p53 nas c&tilé® e Jurkat
encontram-se no Apéndice G.
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Figura 13: Efeito das chalconas 13 e 26 na expresséo da pro®ep53 nas
células de leucemia mieloide aguda K562 e nas célsilde leucemia linfoide
aguda Jurkat. As células K562 (2,5 x fOcélulas/mL) e Jurkat (5,0x10
células/mL) foram incubadas com as chalconas 18, e@ suas respectivas
Clsp de 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle, sem tratameasta
representado pelo tempo O h. A determinagdo do pavh avaliacdo da
expressédo da proteina p53, em cada um dos temposul@cao, foi realizada
por citometria de fluxo. Cada ponto representa alisné EPM de dois
experimentos independentes. As andlises foranzaekls no citbmetro de fluxo
BD FACSCanto™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e adalia
pelo softwarelnfinicyt versdo 1.3. *Diferenca estatisticamente signifieaam
relacdo ao grupo controlgg < 0,05. ANOVA seguida de pos-teste t de
Bonferroni.

5.9 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA CASPASE-3 ATIVA NAS CELULAS DE LEUCEMIA
MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CELULAS DE LEUCEMIA
LINFOIDE AGUDA JURKAT

A expresséao da proteina caspase-3 ativa foi aeaéipds 3, 6, 9
e 12 h de incubacéo das células K562 e Jurkat earhadconas 13 e 26
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(nas suas respectivassgtle 24 h) por citometria de fluxo. Pode-se
observar na Figura 14 que a chalcona 13 causou umerdo
estatisticamente significativo na expressdo daefitatcaspase-3 ativa
apos 6, 9 e 12 h de incubagéo nas células K562katJDe maneira
semelhante, a chalcona 26 causou aumento estatistite significativo
apos 6, 9 e 12 h de incubagdo com a célula Juab£9 e 12 h com a
célula K562. Os histogramas representativos de xperienento para
avaliacdo da expressdo da caspase-3 ativa nasscébGb2 e Jurkat
encontram-se no Apéndice H.
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Figura 14: Efeito das chalconas 13 e 26 na expressao da progetaspase-3
ativa nas células de leucemia mieloide aguda K562 mas células de
leucemia linfoide aguda Jurkat. As células K562 (2,5 x fOcélulas/mL) e
Jurkat (5,0x10 células/mL) foram incubadas com as chalconas 28,enas
suas respectivas £lde 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle, sem
tratamento, esta representado pelo tempo 0 h. Armdetagdo IFM para
avaliacdo da expressédo da proteina caspase-3 ativeada um dos tempos de
incubacéo, foi realizada por citometria de fluxad@& ponto representa a média
+ EPM de dois experimentos independentes. As asdlisam realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCant8" (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo dmftware Infinicyt versdo 1.3. *Diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupurale,p < 0,05. ANOVA
seguida de pds-teste t de Bonferroni.
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5.10 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA ANTIAPOPTOTICA SURVIVINA NAS CELULAS DE
LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA K562 E NAS CELULAS DE
LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA JURKAT

O efeito das chalconas 13 e 26 (nas suas respeCGhpde 24
h) na expressdo da proteina antiapoptética suevifioh avaliado apds
incubacao por 24 h com as células K562 e Jurka&tiglra 15 mostra
que a expressdo da proteina survivina, a qual demsiada pela
coloracao acastanhada no citoplasma, apresentmeser nas células
K562 e Jurkat tratadas com as chalconas 13 e 1§uemos grupos
controles (células K562 e Jurkat sem tratamento).
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Figura 15: Efeito das chalconas 13 e 26 na expressd&a proteina
antiapoptotica survivina nas células de leucemia raioide aguda K562 e nas
células de leucemia linfoide aguda JurkatAs células K562 (2,5 x f0
células/mL) e Jurkat (5,0x1@élulas/mL) foram incubadas por 24 h na auséncia
(grupo controle) e na presenca das chalconas 83 a2 suas respectivasCl
de 24 hA deteccdo da proteina survivina foi realizada iparnocitoquimica,
utilizando o método estreptoavidina-biotina-perasiel O resultado positivo foi
revelado pelo aparecimento de colorac@o castanbplasméatica no local da
marcagdo pelo anticorpo anti-survivina. As fotogimfdas laminas foram
realizadas no microscopio 6tico NIKON ECLIPSE 5 aumento de 400X,
com a camera NIKON DIGITAL SIGHT DS-5M e o programdlS
ELEMENTS F, VERSION 2.10.
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5.11 EFEITO DAS CHALCONAS 13 E 26 NA EXPRESSAO DA
PROTEINA KI67 NAS CELULAS DE LEUCEMIA MIELOIDE
AGUDA K562 E NAS CELULAS DE LEUCEMIA LINFOIDE
AGUDA JURKAT

O efeito das chalconas 13 e 26 (nas suas respeCGhpde 24
h) na expressédo da proteina Ki67 foi avaliado apd@gacao por 24 h
com as células K562 e Jurkat. Pode-se observariquaaF16 que a
expressdo da proteina Ki67, evidenciada pela agoranuclear
acastanhada, apresentou-se diminuida nas célusd3urkat tratadas
com as chalconas 13 e 16, quando comparadas apssgcontroles
(células K562 e Jurkat sem tratamento).
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Figura 16: Efeito das chalconas 13 e 26 na expressda proteina Ki67 nas
células de leucemia mieloide aguda K562 e nas célsilde leucemia linfoide
aguda Jurkat. As células K562 (2,5 x focélulas/mL) e Jurkat (5,0x10
células/mL) foram incubadas por 24 h na auséndiap(g controle), e na
presenca das chalconas 13 e 26, nas suas respéttiy@de 24 hA deteccdo da
proteina Ki67 foi realizada por imunocitoquimicatilizando o método
estreptoavidina-biotina-peroxidase. O resultadoitipos foi revelado pelo
aparecimento de coloragdo castanha nuclear no Idaalmarcacdo pelo
anticorpo anti-Ki67. As fotografias das laminas afor realizadas no
microscopio 6tico NIKON ECLIPSE 50i, em aumentod@®X, com a cAmera
NIKON DIGITAL SIGHT DS-5M e o programa NIS ELEMENTS,
VERSION 2.10.
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6. DISCUSSAO
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Segundo a OMS, o cancer € uma das principais cdesasrte
no mundo e foi responsavel por 190 mil ébitos nasBrem 2008. No
mesmo ano, no Brasil, registraram-se 7.905 casossmte leucemias e
6.679 &bitos decorrentes desta doenca (FERLAY et2810). As
estimativas para o ano de 2012 no Brasil apontaotcaréncia de
aproximadamente 518.510 casos novos de cancerl@ 8a50s novos
de leucemia (INCA, 2011).

Como ja descrito anteriormente, varias formas dapte vem
sendo utilizadas para combater as leucemias; esaams NOVOS
protocolos de tratamento, a quimioterapia ainda éteeapia
antileucémica mais utilizada (GOL B et at, 20010BAK e
WIERZBOWSKA, 2009). Entretanto, a morbidade assdxiaaos
guimioterapicos ainda € um obstaculo significatiRor isso, a busca
por compostos antineoplasicos que tenham maidéefia em induzir
morte nas células tumorais e que sejam de faciirstnacéo, pois a
maioria dos quimioterapicos, atualmente, necestitaadministracao
endovenosa prolongada; e com poucos ou insignisarefeitos
colaterais tornou-se um grande alvo de investigdo&mesquisadores e
da industria farmacéutica.

Neste contexto, as chalconas e seus derivadosderdescritos
na literatura como promissores compostos com atiddantitumoral
(SAYDAM et al, 2003; ACHANTA et al., 2006) e de gde interesse
para possiveis usos terapéuticos, devido a abuiad&mc que sao
encontradas nas plantas e a facilidade de suaeif@RLIKOVA et al.,
2011). Além disso, diversas pesquisas vém sendeidiradas para a
avaliacdo do potencial efeito citotoxico das chadsoem células de
linhagem leucémica (SAYDAM et al, 2003; NAKATANI ai, 2005;
YE ET AL., 2005). No entanto, os mecanismos de aijtdoxica das
chalconas ainda séo controversos, ousg @ composto é alta. Assim,
nesse trabalho, avaliamos o efeito citotoxico deliconas sintéticas
derivadas da 2,4, 5-trimetoxiacetofenona e do 54,
trimetoxibenzaldeido e os mecanismos de apoptodezicios pelas
chalconas mais ativas em células de linhagem deeneia mieloide
aguda K562 e de leucemia linfoide aguda Jurkabyidem humana.

A avaliacdo inicial do efeito citotoxico das 46 Idomas
sintéticas sobre as células K562 mostra que dd tachalconas
testadas, 42 chalconas apresentaram efeito citotogignificativo.
Apenas as chalconas 1, 27, 40 e 46 ndo causaraigécedignificativa
da viabilidade celular (Figura 1). Além disso, asultados desta
triagem inicial mostram que os compostos que caasanaior efeito
citotoxico foram as chalconas 13, 16, 19 e 26, v@hilidade celular
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de 28,46 + 0,73 %, 28,78 £ 2,12 %, 36,48 £ 4,79 26,83 = 1,72 %,
respectivamente. De acordo com os resultados abtidoensaio de
viabilidade celular para as chalconas avaliadagunas relagbes
bioldgico-estruturais podem ser consideradas. Rebveente, o efeito
citotoxico das chalconas analisadas pode ser #@idbas interacdes
estéricas, uma vez que compostos que apresentéegdos eitotdxicos
menores, como as chalconas 11, 12, 20 e 22, posagemesmas
caracteristicas eletrénicas que as chalconas 1391626, consideradas
as mais citotoxicas; desta forma nédo é possivabelgtcer uma relacdo
entre estrutura e atividade baseada nas caractsisletrnicas destes
compostos.

A partir dos resultados encontrados nessa etag#aljnas
chalconas com maior efeito citotoxico (chalconaslB3 19 e 26) foram
selecionadas para a realizacdo de estudos citogdgianecanismo de
atividade. A incubacdo das chalconas 13, 16, 1% er@ diferentes
concentracdes (1, 10, 25, 50 e 100 uM) e tempascdeéacao (24, 48 e
72 h), com as células K562 (Figura 2) e Jurkat Eig3) causou
reducdo na viabilidade celular de ambas as céldlasmaneira
dependente da concentragdo e do tempo, quando @apaao grupo
controle. Comparativamente, asgtla chalcona 26 (31,07 = 0,90 pM)
apos 24 h de incubacéo foi menor do que as chalcd®al6 e 19 sobre
as células K562 (Figura 2, Painel E). No entanpmsa48 e 72 h de
incubacao, a chalcona 13 apresentou mengr(Clso: 8,01 £ 0,22 pM e
Clse: 4,10 + 0,28 uM, respectivamente), do que as chakaf, 19 e 26.
Para as células Jurkat (Figura 3, Painel E), acohal 13 foi mais
potente que as demais analisadas ap0s 24, 48 & hhubacao, G
31,68 + 0,88 pMLClse: 8,22 £ 0,30 pM €Clsg: 4,95 + 0,43 uM,
respectivamente.

Na literatura, a busca por novos compostos termpewtnte
Uteis para o tratamento do cancer e que sejam iMmeatem
concentragcbes muito baixas é evidente. Diversosresitavaliam o
efeito citotoxico de chalconas sintéticas pelosred de Gh. Rao, Fang
e Tzeng (2004) demonstraram que g, @lra o efeito citotdéxico de
chalconas sobre células Jurkat variava entre B8,& UM, entretanto
néo relataram o tempo de incubacédo e a concentcapdar utilizados
no estudo. Outro trabalho mostra valores dg &itre 1,4 e 2,9 uM para
chalconas incubadas com células Jurkat por 72 hmm aona
concentragdo celular de 1 x °1@élulas/ mL (LIU e GO, 2005).
Lawrence et al. (2006) encontraram valores dg €itre 0,0043 e 10
UM apos 5 dias de incubacdo das chalconas comasék862, mas
também ndo determinaram a concentracdo celulaizagiil nos
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experimentos. Valores de £l entre 0,0045 e 30 pM foram
determinados em outro estudo no qual as chalcaramfincubadas
com células K562 (2 x @élulas/ mL) por 5 dias (DUCKI et al., 2009).
Apesar da comparacao entre os estudos ficar pcepalidevido as
diferencas nas condicBes experimentais relatadassos resultados
corroboram os valores de fglencontrados pelos trabalhos citados
acima, principalmente aos valores dg,@e 72 h.

Para avaliar a seletividade do efeito das chalcaoige as
células leucémicas, as chalconas que tiveram rafgdo citotoxico nas
células de linhagem leucémica também foram avaligdanto ao efeito
citotoxico em células mononucleares de individuasdaveis. Os
resultados encontrados, apés 24 h de incubagadohdésonas com as
células mononucleares de individuos saudaveis @iy mostram que
as chalconas ndo causaram alteracdo significatiwaafilidade celular
destas células; ao contrario do controle positiatatio com Taxol 30
KM, que diminuiu significativamente a viabilidadeludar. Apesar de o
Taxol possuir valores de £l menores nas células de linhagem
leucémica, esse quimioterdpico apresenta tambémor mefeito
citotoxico em células normais. Embora diversos destwitilizem esta
metodologia para analisar a especificidade dos ostap estudados em
células tumorais, e assim prever possiveis efail@srsos; acreditamos
que estudos mais detalhados devam ser realizadasqgpa se possa
concluir algo a respeito da especificidade de dg&achalconas sobre as
células tumorais.

Os resultados promissores relacionados ao efédtdxico das
chalconas estudadas conduziram este estudo a igaggsi do
mecanismo de acdo desses compostos. Muitos mecandenacao ja
foram propostos para as chalconas (SAYDAM et d)3200AKATANI
et al, 2005; YE et al., 2005), no entanto os meraos pelos quais as
chalconas exercem seu efeito citotoxico ainda sébtraversos.
Considerando os avangos alcancados em pesquisasosainecanismos
basicos envolvidos na oncogénese e na indugaocogtoap, sabe-se que
a regulagéo do ciclo celular exerce funcdo na flamsicdo maligna e
no desenvolvimento de resisténcia & quimioteraB@HWARTZ e
SHAH, 2005). Assim, com o objetivo de investigasessmecanismos,
selecionamos 0s compostos mais ativos (chalcona6139 e 26) para
avaliar seus efeitos sobre a progresséo do citldace na inducdo da
apoptose em células de linhagem leucémica K562katJu

Inicialmente, foi avaliado o efeito das chalconds1b, 19 e 26
na progressao do ciclo celular das células K56bdlBal, Figura 5) e
Jurkat (Tabela 2, Figura 6). Em compara¢do comupajcontrole, as
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células K562 (Tabela 1, Figura 5) tratadas com Ahslconas
apresentaram aumento da propor¢édo de células ee&stds GO/G1, ou
seja, células que sofreram morte celular possivekngeor apoptose.
Entretanto, esse efeito foi estatisticamente saaiifo apenas para as
chalconas 13 e 26. Além disso, esse efeito foi paomado por
diminuicdo na proporcdo de células na fase GO/GE ¢eve
significancia estatistica apenas para a chalconaAg6células Jurkat
apresentaram um perfil diferente ao observado paraélulas K562.
Apoés 24 h de tratamento das células Jurkat corhasanas, observou-
se que uma grande propor¢cdo de células encontrsyamae fase
SubGO0/G1, ou seja em morte celular.

Diversos estudos mostram que a atividade antipratif/a das
chalconas interfere em diferentes fases do cidldase Acredita-se que
a atividade antitumoral de algumas chalconas edékionada a sua
ligagcdo a tubulina, o que evita a polimerizagdo dusrotubulos
(LAWRENCE et al., 2006; ROMAGNOLI et al., 2008). f€latado
também que chalconas metoxiladas bloqueiam o cigiolar na fase
G2/M, o que é consistente com sua capacidade lie informacdo do
fuso mitético pela interagdo com a proteina tulaulibm estudo
realizado com piperidinilchalconas em células HCI6 Ylinhagem
celular humana de cancer de coélon) mostrou que iddaate
antiproliferativa destes compostos esta relaciomadaloqueio nas fases
G1 e G2/M do ciclo celular (LIU e GO, 2006). Pasacélulas Jurkat, foi
relatado que chalconas causam bloqueio na fase G@Mdiminuicéo
concomitante na propor¢cdo de células na fase S (RAENG e
TZENG, 2004). Os resultados referentes ao efeite daalconas
derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenona no ciclalaeencontrados no
presente estudo diferem dos resultados apresentaaostrabalhos
descritos acima. Porém, a grande proporcao deaséuh apoptose nas
células Jurkat, representada pelas células na fase GO/G1l
encontradas neste estudo, pode ter prejudicadoaliagio do ciclo
celular e a consequente detecgéo de alteragfessman

Sabe-se que o ciclo celular é regulado por divgrsateinas e
que a proliferacdo celular é associada a expreksg@ooteina Ki67. Esta
proteina esta presente em todas as fases ativddaoelular (fases G1,
S, G2 e mitose), e esta ausente na fase GO. Dawifito desta proteina
estar presente em todas as células em proliferdgitm em células
normais quanto em tumorais, a sua presenca tornars@xcelente
marcador de proliferagdo celular (SCHOLZEN e GERDPRS00).
Embora a sua funcdo ainda permaneca pouco compfagadredita-se
que esta proteina exerca funcdo na regulacéo kocelular (BROWN
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e GATTER, 2002). Assim, avaliamos se as chalcolas 26, as que
apresentaram maior efeito significativo sobre doctelular, alteram a
expressao da proteina Ki67 nas células K562 e tJuteds 24 h de
incubacdo, observamos que as chalconas 13 e 2&carayn uma
diminuicdo da expresséo da proteina Ki67, quandgpacadas ao grupo
controle (Figura 16). A diminuicdo na expressaotelesarcador de
proliferacdo celular sugere que o mecanismo de dedies compostos
envolve a inibicdo da proliferacéo celular.

As desordens no ciclo celular geralmente séo asta&iao
crescimento neopladsico, desta forma o conhecimed&sses
mecanismos € um importante alvo para o desenvahtonée novos
farmacos efetivos contra o cancer. O bloqueio mto aielular ativa
mecanismos de reparo do DNA (LODISH et al., 200BRWIEULEN,
BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003), entretanto, se esparo nao
ocorrer corretamente, a proteina p53 induz a céhlapoptose
(KASTAN et al., 1991; LEVINE, 1997; GHOBRIAL, WITH e
ADJEI, 2005). Na presen¢ca de um dano gendmico, panerrer as
seguintes situacdes: o reparo do dano do DNA, acéw da apoptose
ou a morte celular por necrose. Se o dano no DMér fproporgcdes
suficientes para diminuir as concentracbes de ATPimativar as
caspases, a apoptose nao ocorre e a célula momeqose. Porém, se
o dano for moderado, a proteina p53 possibilitepamo do DNA pelo
bloqueio do ciclo celular ou induz a apoptose. Afisso, em algumas
situacBes, a célula pode iniciar o processo apgoptotnas com a
diminuicdo da concentracdo de ATP e inativacdo adapases, pode
ocorrer morte celular por necrose (LEIST e NICOTERPO97;
VERMEULEN, BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003).

O interesse por farmacos indutores de morte celptar
apoptose se fundamenta no resultado indesejavektdavasamento do
conteldo citoplasmatico e a consequente reacaoriafbria ocasionada
por uma célula em necrose. Assim, 0 sucesso raortezito com agentes
guimioterapicos é dependente da sua capacidadendumini apoptose
das células tumorais, na qual a ativacdo das \paptéticas exerce
importante papel. A fim de investigar se a mortelae induzida pelas
chalconas 13, 16, 19 e 26, nas células K562 e tJugkevolvia a
apoptose, utilizamos duas metodologias diferectdsracdo com LA e
BE e marcacdo com anexina V.

As caracteristicas morfoldgicas compativeis conpty@e, nas
células K562 e Jurkat, foram avaliadas pela cofimacom LA e BE.
Apoés 24 h de incubacéo das células K562 e Jurkatasochalconas 13,
16, 19 e 26 (Figura 7), nas suagy@e 24 h, observou-se que 0s grupos
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gue receberam tratamento com estes compostos @iarese grande
guantidade de células em apoptose tardia, evidéagiala presenca de
células com cromatina condensada ou fragmentadaflocomescéncia
laranja, quando comparadas aos grupos controlegiais apresentaram
células viaveis (fluorescéncia verde). Além diggmmparando o efeito
das chalconas nas duas linhagens celulares, ngtzesas células Jurkat
apresentaram menos células viaveis apos tratangentoas chalconas
do que as células K562. Tal fato sugere que atasélurkat apresentam
uma maior sensibilidade a acdo das chalconas daalia

Durante a apoptose, ocorre a externalizacdo datiditderina,
a qual promove a perda da assimetria na compodiggidosfolipideos,
identificando a superficie da célula apoptéticaapser fagocitada por
células vizinhas, em geral os macréfagos (PERESURIC?2005;
ELMORE, 2007). Assim, a deteccdo destes fosfolggdgermite
reconhecer um dos eventos iniciais do processaétmp Desta forma,
a apoptose induzida pelas chalconas foi confirm@ala deteccédo da
externalizacdo dos residuos de fosfatidilserinaliada pelo método da
anexina V. Ap6s 16 h de incubacdo com as chalcbBak6, 19 e 26, as
células K562 (Figura 8) apresentaram um aumentoifisigtivo na
exposicao de residuos de fosfatidilserina, os goasn marcados com
anexina V-FITC (32,61%, 16,72%, 25,31% e 41,99%eevamente),
quando comparados ao grupo controle (5,66% deasépositivas). A
apoptose induzida pelas chalconas também foi ohdarmas células
Jurkat (Figura 9). Apds o tratamento com as chalspasta linhagem
celular apresentou um aumento significativo na sigdo de residuos
de fosfatidilserina (98,36%, 94,65%, 93,34% e PhlPara as
chalconas 13, 16, 19 e 26 respectivamente), quandparados ao
grupo controle (9,90% de células positivas parxiaaeV), e maior do
gue o observado nas células K562. Este resultadmifordante com
aguele observado na avaliagdo das caracteristimdsl@gicas, ou seja,
ambos mostram que as chalconas causam morte gatulapoptose, e,
que as células Jurkat apresentam maior sensikglicdadacdo das
chalconas do que as células K562.

Como descrito anteriormente, a proteina p53 ex@aeel
importante na regulacéo do ciclo celular e apoptQs@ndo ocorre uma
mutacdo no gene desta proteina, a mesma perdeapaaidade de
ligacdo ao DNA e de transcricdo génica, causarplolderacao celular
descontrolada e consequentemente o desenvolvirdentérios tumores
(WIMAN, 2010). Além disso, foi demonstrado recenésite por Muller
et al. (2009) que a expressado da p53 mutada pateoper a invasao
tecidual, a perda de dire¢do da migracdo e o cdarpento metastatico,
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por meio da interacdo com a proteina integrina ke ip@rferir no
transito do fator de crescimento epidermal. Conmuba apresenta-se
mutada em mais da metade dos tumores humanos @wnoset que
apresentam a p53 sem mutacdo usualmente sdo nmER/EsE a
quimioterapia, esta proteina constitui um impodamativo para o
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais (VAN
RASTINEJAD e EL-DEIRY, 2003). Desta maneira, invg@smos o
efeito das chalconas 13 e 26 na expressdo danaq®B nas células
K562 e Jurkat, as quais apresentam a proteina @5®rma mutada
(LAW et al., 1993; CAI et al., 2001). Os resultadosstram que a
incubacéo das células K562 e Jurkat com as chalcifhe 26 provocou
reducéo significativa na expressao da proteinaqpiada. Embora, este
resultado possa mostrar beneficios quanto a rediegc@ossibilidade de
invasédo tecidual, 0 mesmo ndo permite uma intexgéiet clara de seus
beneficios, pois as estratégias atuais para o daseanento de novas
terapias contra os canceres com p53 mutada busceastabelecimento
da funcdo desta proteina (WANG, RASTINEJAD e EL-RE] 2003;
WIMAN, 2010) e ndo necessariamente uma alterac@mtijativa de
sua expressao.

A avaliacdo da expresséo da proteina p53 e os sl@maaios
nao foram realizados com as chalconas 16 e 19,gsoimesmas nao
apresentaram reprodutibilidade nas avaliagfestdxidade repetidas
em paralelo a esses experimentos, como controlernot do
experimento. Tal fato deve-se, provavelmente, emdgéo de cristais e
precipitacdo dos compostos observados na solugdgues o que revela
uma instabilidade de suas caracteristicas fisi¢aigas. Assim,
considerando a falta de reprodutibilidade nos tadak com as
chalconas 16 e 19 e que 0os mesmos ndo apreserdstalilidade de
suas caracteristicas fisico-quimicas, optou-se exmiuir estes dois
compostos das andlises realizadas posteriormente.

A apoptose pode ser iniciada por meio de duaspriasipais
gue levam a ativacdo da cascata de caspaseseatiizsica ou via de
receptor de morte e a via intrinsica ou via mitaet@ (ELMORE,
2007; RASTOGI e SINHA, 2009; CRAWFORD e WELLS, 2p1A
ativacdo da via intrinseca da apoptose inicia-senitacondria, e 0s
estimulos que a ativam (MITA, MITA e TOLCHER, 2008, MORE,
2007; MELET et al., 2008; FRENZEL et al., 2009) samn alteracdes
na permeabilidade da membrana mitocondrial e aapdad potencial
transmembrénico mitocondrial. Como consequénciarrea liberagéo
de proteinas proapoptéticas da mitocondria paritoplasma celular
(ELMORE, 2007). A permeabilidade da membrana mitdcial
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alterada, a perda do potencial mitocondrial e erdibdo de proteinas da
mitocéndria constituem o evento central da viainisica da apoptose.
Entretanto, esses mecanismos sofrem uma regulag#ieitae por
membros da familia das proteinas Bcl-2 (ELMORE,726ROEMER,
GALLUZZI e BRENNER, 2007; OW et al, 2008; AUTRET e
MARTIN, 2009; ROLLAND e CONRADT, 2010). Como ja de#o, a
familia Bcl-2 é constituida de proteinas com fuscdpostas, isto €,
enquanto algumas possuem efeito antiapoptéticop aticl-2, outras
ativam a apoptose, como a Bax (CORY e ADAMS, 2@2RLACU,
2003; KROEMER, GALLUZZI e BRENNER, 2007; YOULE e
STRASSER, 2008; FRENZEL et al., 2009). Assim, comb{etivo de
avaliar se a apoptose induzida pelas chalconas 28 envolvia a via
intrinseca, analisamos o efeito destes compostwe soexpresséo das
proteinas Bcl-2 e Bax e sobre o potencial mitodahdas células K562
e Jurkat.

Como pode ser observado na Figura 11 a chalcorea@ou
diminuicdo significativa da expresséo da proteingapoptética Bcl-2
nas células K562 e Jurkat, entretanto, a incubeeésas células com a
chalcona 13, somente causou diminuicdo signifiaatia expressao da
proteina Bcl-2 nas células Jurkat. A avaliagdoxgaessdo da proteina
proapoptética Bax (Figura 12) revelou que a incébatas chalconas 13
e 26 com as células K562 causou aumento signifecata expressao
dessa proteina. No entanto, a expresséo da pr&akaao apresentou
alterac@o significativa ap0s a incubacdo das cldlakat com as
chalconas 13 e 26. Estes resultados concordam astudo de Hsu et
al. (2006), o qual demonstrou que chalconas induzioias de cancer
de mama humano a apoptose por meio do aumento ptasefio da
proteina Bax e diminuicdo da proteina Bcl-2. Mesawoi semelhante foi
demonstrado por Pedrini et al. (2010), onde chalsaterivadas do 2-
naftaldeidio causaram aumento da expressdo dainaotBax e
diminuicdo da proteina Bcl-2 em células murinas ldacemia
linfoblastica aguda L-1210. Alguns trabalhos refataque a
superexpresséo da proteina Bcl-2 tem mostrado reefator de mau
progndstico nos pacientes com LA (KUSENDA, 1998;\RLO,
DENG e MAY, 2001), e que a mudanca da proporcdo:ER#2
predispbe a célula a apoptose (CORY e ADAMS, 200R)ssos
resultados corroboram com essa afirmativa, poitsatamento com as
chalconas causou uma reducdo da expressdo danpratdiapoptotica
Bcl-2 e/ou aumento da proteina proapoptética Bainducao da
apoptose.
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Como citado anteriormente, as proteinas da fanili&2
regulam a permeabilidade de membrana mitocondr@lpetencial da
mesma. Apés 12 h de incubacdo com as chalconag@3observou-se
que ambas as linhagens celulares apresentaranécedigpificativa do
potencial de membrana mitocondrial (Figura 10).eEssesultados
aliados as alteracbes de expressao das proteim@seBBax indicam
que o mecanismo de inducdo de apoptose destes smmEmvolve a
via intrinseca da apoptose.

Tanto a via intrinseca como a extrinseca convergga a fase
de execucdo da apoptose, quando ocorre a ativagfocaspases
executoras (caspases-3, -6 e -7) (PERES e CURB; Z200MORE,
2007). Desta forma, investigamos se a ativacadadmtvinseca causada
pelas chalconas 13 e 26 levava a um aumento dess&ar da caspase-3
ativa. Os resultados encontrados mostram que &adgéio das células
K562 e Jurkat com essas chalconas causa um aumgntessivo da
expressao da caspase-3 ativa, ap6s 6 h de inculiagses resultados
corroboram com Winter et al. (2010), que demorastnagque chalconas
derivadas da 2-naftilacetofenona causam morte aelubr apoptose
com aumento da atividade da caspase-3.

Tanto as caspases iniciadoras quanto as efetérasstia
atividade inibida pelas proteinas antiapoptoticaBsl (ADIDA et al.,
2000; ZAFFARONI, PENNATI, DAIDONE, 2005; MITA, MITAe
TOLCHER, 2006; HUNTER, LACASSE e KORNELUK, 2007)mia
destas IAPs, a proteina survivina, desempenha el paportante na
diviséo celular (ZAFFARONI, PENNATI, DAIDONE, 2003:ULDA,
2009). Alguns trabalhos mostram que essa protetgressa em altas
concentracdes na fase G2/M do ciclo celular e eapidamente
diminuida apés a parada do mesmo (ADAMS e CORY,8199
ZAFFARONI, PENNATI, DAIDONE, 2005). Assim, a sup&pmessao
da survivina tem sido relacionada a um prognéstiesfavoravel e
diminuicdo de sobrevida em pacientes com cancerFEFARONI,
PENNATI, DAIDONE, 2005, NAKAYAMA e KAMIHIRA, 2002),e
ao desenvolvimento de resisténcia a quimioterapiséd3 IERI, 2001;
WRZESIEN-KUS et al., 2004; ZAFFARONI, PENNATI, DAIDNE.,
2005). Como a survivina também representa um ava p tratamento
do cancer, investigamos se altera¢des na exprdssém proteina estdo
relacionadas ao mecanismo de acdo citotdxico dalsartas 13 e 26.
Como pode ser observado na Figura 15, as célul&@®? K5 Jurkat
apresentaram diminuicdo na expressdao da surviois 24 h de
incubacdo com as chalconas 13 e 26. Este resultamiobora com o
trabalho de Sakai et al. (2011), no qual mostrarpra chalconas
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possuem efeitos proapoptéticos em células de lathade sarcacon
sinovial e que o mecanismo pelo qual atuam envaldminuicao d:
expressao da proteina survivina; e com o trabadhib@U et al. (2010
que relata que 2'.4'-diidixichalconas causam apoptose em cé
humanas de cancer gastrico por meio da diminuigdexpressao
survivina e aumento da atividade de caspase-3.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabakronipem
concluir que as chalconas 13, 16, 19 e &6sam apoptose em célu
de leucemia mieloide aguda K562 e de leucemiaitiefaguda Jurk:
humanas. E que esta atividade envolve a inibicgmralderacdo celula
e a inducdo da apoptose por meio da ativacdo datvinseca, com
pode ser observadmEsquema 7, o qual mostra 0 mecanismo proj
de citotoxicidade induzido por essas chalconas.taDesaneira
chalconas derivadas da 2,4rBretoxiacetofenona consistem
compostos bioativos promissores para o possivehdes/imento com
farmaco antgucémico, no entanto, estudos mais detalhados
necessarios.
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Esquema 7:Mecanismo proposto de citotoxicidade induzido p
chalconasalconas derivadas da 2tfrBetoxiacetofenon
Fonte: Adaptado de TILLY (2001).
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7. CONCLUSOES
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Os resultados do presente estudo permitem comglair

* As chalconas derivadas da 2,4,5-trimetoxiacetofenendo
2'.4' 5'-trimetoxibenzaldeido apresentaram efeitd@otéxico
estatisticamente significativo contra as célulasndmas de
leucemia mieloide aguda K562, exceto as chalconag,40 e
46. E dentre as chalconas avaliadas, as chald@ds, 19 e
26 apresentaram maior reducdo da viabilidade celula
entretanto ndo ha uma relagdo entre estrutura vidaate
baseada nas caracteristicas eletronicas destesstmsip

e As chalconas 13, 16, 19 e 26 causam reducédo ndidaale
celular das células humanas de leucemia mieloiddeaa$562
e das células humanas de leucemia linfoide agudatlde
maneira dependente da concentracdo e do tempoutsigéo.

* As chalconas 13, 16, 19 e 26 ndo causaram efeatoxico
contra as células mononucleares de individuos saigda

¢ As chalconas 13, 16, 19 e 26 causaram aumentoopargao
de células na fase Sub GO/G1 nas células Jurkatchalconas
13 e 26 causaram mesmo efeito na célula K562.

¢ As chalconas 13 e 26 causaram diminuicdo da exweda
proteina Ki67 nas células K562 e Jurkat.

e As chalconas 13, 16, 19 e 26 causam morte celatampio da
inducao da apoptose nas células K562 e Jurkat.

¢ A apoptose induzida pelas chalconas 13 e 26 enechtvacdo
da via intrinseca, evidenciada pela diminuicdo dtencial
mitocondrial, diminuicdo da expressdo da proteina
antiapoptética Bcl-2 e aumento da expressdo daeipeot
proapoptética Bax nas células K562 e Jurkat.

* A apoptose induzida pelas chalconas 13 e 26 entafwbém o
aumento da expressdo da caspase-3 ativa, diminudgéo
expressdo da proteina antiapoptética survivinaréndicdo da
expressao da proteina p53 mutada.
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PERSPECTIVAS
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Para elucidar mais detalhadamente 0 mecanismo dptose
induzido pelas chalconas derivadas da 2,4,5-trixietetofenona tem-

se como perspectivas:

* Investigar outras proteinas reguladoras do ciclolare para
avaliar mais detalhadamente os efeitos das chacsolare o
ciclo celular.

* Investigar o envolvimento da via extrinseca ealighcio entre as
vias extrinseca e intrinseca na apoptose induaidesfas chalconas.
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APENDICE A - Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 86 ciclo celular
das células de leucemia mieloide aguda K562s células K562 foram
incubadas por 24 h na auséncia, grupo controleéPA), e na presenca
das chalconas 13 (Painel B), 16 (Painel C), 1n@P®) e 26 (Painel E)
e o ciclo celular foi analisado pela intensidadecdleracdo dos acidos
nucléicos pelo PI, conforme descrito em materiaisééodos. M1, M2,
M3 e M4 representam as fases Sub GO0/G1l, GO/G1l, S e G2/M,
respectivamente. Os histogramas representam os$tarkmsi de um
experimento, dentre os trés experimentos indep¢esieaalizados. As
analises foram realizadas no citdmetro de fluxo B&CSCanto™
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e adal&a pelo
softwareWinMID verséo 2.8.

Numero relativo de células

\ 4

Conteudo de DNA
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APENDICE B - Efeitos das chalconas 13, 16, 19 e 86 ciclo celular
das células de leucemia linfoide aguda Jurkat.As células Jurkat
foram incubadas por 24 h na auséncia, grupo cenfRainel A), e na
presenca das chalconas 13 (Painel B), 16 (Paindl9QPainel D) e 26
(Painel E) e o ciclo celular foi analisado pelansidade de coloracao
dos acidos nucléicos pelo PI, conforme descritor&teriais e métodos.
M1, M2, M3 e Mdrepresentam as fases Sub G0/G1, GO/G1, S e G2/M,
respectivamente. Os histogramas representam os$tark®i de um
experimento, dentre os trés experimentos indep¢esieaalizados. As
analises foram realizadas no citdmetro de fluxo B&CSCanto™
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e adal&a pelo
softwareWinMID verséo 2.8.

AKA

Numero relativo de células

\ 4

Conteldo de DNA
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APENDICE C - Efeito das chalconas 13 e 26 sobre o potencial
mitocondrial das células de leucemia mieloide agud&562. As
células K562 (2,5 x FOcélulas/mL) foram incubadas por 12 h na
auséncia, grupo controle, e na presenca das clalddhe 26, nas suas
respectivas G de 24 h.A avaliagdo do potencial mitocondrial foi
realizada por citometria de fluxo. O histogramargepnta o resultado
de um experimento, dentre os dois experimentos perientes
realizados. As andlises foram realizadas no cit@mde fluxo BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelsoftwarewinMID verséo 2.8.

------------------- Autoflourescéncia
Controle
Chalcona 13
Chalcona 26

128

Everts

Numero relativo de células

= T — T )
10° 107 10% 10° 10*
APC-A

MitoView 633
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APENDICE D - Efeito das chalconas 13 e 26 sobre ootencial
mitocondrial das células de leucemia linfoide agudaurkat. As
células K562 (2,5 x FOcélulas/mL) foram incubadas por 12 h na
auséncia, grupo controle, e na presenca das chalddhe 26, nas suas
respectivas G de 24 h.A avaliagdo do potencial mitocondrial foi
realizada por citometria de fluxo. O histogramargepnta o resultado
de um experimento, dentre os dois experimentos perientes
realizados. As andlises foram realizadas no cit@mde fluxo BD
FACSCanto ™ (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e

avaliadas pelsoftwarewinMID verséo 2.8.

128

Events

Numero relativo de células

Autoflourescéncia
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Chalcona 13
Chalcona 26
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APENDICE E - Efeito das chalconas 13 e 26 na expséo da
proteina antiapoptética Bcl-2 nas células de leuceen mieloide
aguda K562 e nas células de leucemia linfoide agudarkat. As
chalconas 13 e 26 foram adicionadas as células K5h2kat, nas suas
respectivas Gpde 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle representa o
grupo sem tratamento. A avaliacdo da expressaoadaima Bcl-2, em
cada um dos tempos de incubacgéo, foi realizadaifmnetria de fluxo.
O histograma representa o resultado de um expetdmeentre os dois
experimentos independentes realizados. As andtism® realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas padftwareWinMID verséo
2.8. Painel (A) — chalcona 13 e célula K562; PaBgl- chalcona 26 e
célula K562; Painel (C) — chalcona 13 e célula anitRainel (D) —
chalcona 26 e célula Jurkat.

Autoflourescéncia
Controle

3h

6h

9h

12 h

Numero relativo de células

v
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APENDICE F - Efeito das chalconas 13 e 26 na expsio da
proteina proapoptética Bax nas células de leucemiaieloide aguda
K562 e nas células de leucemia linfoide aguda JurkaAs chalconas
13 e 26 foram adicionadas as células K562 e Jurkatsuas respectivas
Clsode 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle representaupagsem
tratamento. A avaliacdo da expressao da proteiradda cada um dos
tempos de incubagdo, foi realizada por citometra ftixo. O
histograma representa o resultado de um experimeetdre os dois
experimentos independentes realizados. As andtise® realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas padftwareWinMID verséo
2.8. Painel (A) — chalcona 13 e célula K562; PaBgl- chalcona 26 e
célula K562; Painel (C) — chalcona 13 e célula anitRainel (D) —
chalcona 26 e célula Jurkat.

LA B Autoflourescéncia
Controle

3h

6h

9h

12 h

Numero relativo de células
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APENDICE G - Efeito das chalconas 13 e 26 na expsio da
proteina p53 nas células de leucemia mieloide agudkb62 e nas
células de leucemia linfoide aguda JurkatAs chalconas 13 e 26
foram adicionadas as células K562 e Jurkat, nasregaectivas GJ de
24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle representarupa sem
tratamento. A avaliagdo da expressao da proteiBagmd cada um dos
tempos de incubagdo, foi realizada por citometra ftixo. O
histograma representa o resultado de um experimeeptare os dois
experimentos independentes realizados. As andtise® realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas padftwareWinMID verséo
2.8. Painel (A) — chalcona 13 e célula K562; PaBgl- chalcona 26 e
célula K562; Painel (C) — chalcona 13 e célula anitRainel (D) —
chalcona 26 e célula Jurkat.

Autoflourescéncia
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APENDICE H - Efeito das chalconas 13 e 26 na expsio da
proteina caspase-3 ativa nas células de leucemiaeinide aguda
K562 e nas células de leucemia linfoide aguda JurkaAs chalconas
13 e 26 foram adicionadas as células K562 e Jurkatsuas respectivas
Clso de 24 hpor 3, 6, 9 e 12 h. O grupo controle representaipagsem
tratamento. A avaliagdo da expressao da proteisasa-3 ativa, em
cada um dos tempos de incubacgéo, foi realizadaifmnetria de fluxo.
O histograma representa o resultado de um expetdmeentre os dois
experimentos independentes realizados. As andtism® realizadas no
cittmetro de fluxo BD FACSCanto™ (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo sddtware WinMID
versdo 2.8. Painel (A) — chalcona 13 e célula K38ainel (B) —
chalcona 26 e célula K562; Painel (C) — chalcona X&lula Jutkat;
Painel (D) — chalcona 26 e célula Jurkat.
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