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RESUMO

As leucemias agudas sdo desordens heterogéneas do sistema hematopoiético caracterizadas
pela expansdo clonal de uma populacdo de células neoplésicas malignas que sofrem blogueio
maturativo quanto a sua diferenciacdo. O tratamento mais efetivo para as leucemias, a
quimioterapia, esta associado a altas taxas de recidiva e a elevados indices de morbidade e
mortalidade. Estudos demonstram que as chalconas e seus derivados possuem atividade
citotoxica e apresentam potencial para o desenvolvimento de novos farmacos. Assim, 0
objetivo do presente estudo é a busca por novos compostos a partir de trés chalconas sintéticas
derivadas do 1- e do 2-naftaldeido que tenham atividade contra células leucémicas com pouco
ou nenhum efeito em células normais. Entre os compostos avaliados, a chalcona Al
apresentou resultados mais promissores e foi selecionada para estudos posteriores. Para 0s
ensaios de citotoxicidade, as células K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM foram
incubadas com a chalcona A1 em concentracBes crescentes por 24, 48 e 72 h. A viabilidade
celular foi determinada pelo método do MTT, onde se observou que o composto reduziu a
viabilidade celular das seis linhagens de forma dependente da concentracdo e do tempo de
incubagdo. A fim de verificar a efetividade do composto em um modelo de tumor sélido,
foram utilizadas células de adenocarcinoma de célon humano HT-29. Os resultados
demonstram que a chalcona Al também apresentou citotoxicidade de forma dependente do
tempo e da concentracdo, porém com Clsyp mais elevada em comparacdo as linhagens
leucémicas. Para avaliar a seletividade do composto para células tumorais, a chalcona foi
incubada com fibroblastos humanos de medula 6ssea (JMA) e com células mononucleadas de
individuos saudaveis. A chalcona Al ndo reduziu significativamente a viabilidade celular em
ambos os modelos. A apoptose foi confirmada pela observacdo morfoldgica apos coloragédo
com brometo de etidio e laranja de acridina, pelo ensaio de fragmentacdo do DNA e por
citometria de fluxo pelo método da Anexina V. A investigacdo do efeito no ciclo celular
mostrou que o composto Al causou bloqueio significativo em diferentes fases nas seis
linhagens avaliadas. A fim de investigar os mecanismos pelos quais 0 composto causou morte
celular, investigou-se o efeito da chalcona Al no potencial mitocondrial e na expressao das
proteinas survivina e KI-67 nas células K562, Jurkat e Kasumi, e das proteinas Bcl-2, Bax,
FasR, AIF e caspase-3 nas linhagens K562 e Jurkat. Os resultados demonstraram que o
composto reduziu o potencial mitocondrial, diminuiu a expressdao da proteina antiapoptotica
Bcl-2 e aumentou a expressao da proteina pré-apoptotica Bax, sugerindo que o mecanismo de
morte celular envolve a via intrinseca. Na linhagem Jurkat, foi observado também aumento de
FasR, o que indica o envolvimento da via extrinseca. Além disso, 0 mecanismo de acdo da
chalcona Al envolve o0 aumento da expressdo da caspase-3 e a diminuicdo da expressdo da
proteina antiapoptética survivina e do marcador de proliferacdo celular KI-67. Em
experimentos ex vivo, a chalcona Al reduziu a viabilidade de células mononucleadas de oito
pacientes portadores de diferentes tipos de leucemia aguda, o que confirma os resultados de
citotoxicidade encontrados in vitro.

Palavras-chave: Leucemia aguda, citotoxicidade, apoptose, chalcona.



ABSTRACT

Acute leukemia is a heterogeneous disorder of the hematopoietic system characterized by a
clonal expansion of malignant neoplastic cells that are blocked from differentiation. The most
effective treatment for leukemia is chemotherapy, which is still associated with high
morbidity and mortality rates. Previous studies have shown that chalcones and their
derivatives have cytotoxic effect and potential application for the development of new drugs.
Thus, the aim of the present study was the search for a new compound from three synthetic
chalcones derived from 1- and 2-naphthaldehyde that has activity against leukemia cells with
little or no effect on normal cells. Compound Al had the most promising results in the
screening, therefore it was selected for further studies. For cytotoxicity assays, K562, Jurkat,
U937, Kasumi, NB4 and CEM cells were incubated with increasing concentrations of
chalcone Al for 24, 48 and 72 h. Cell viability was determined by MTT method, which
showed that the compound reduced the cell viability in a concentration and time-dependent
manner in all six cell lines. In order to verify the effectiveness of the compound in a solid
tumor model, a human colon carcinoma cell line (HT-29) was used. The results were similar
to the ones found in leukemia cells, but a higher 1Cso was observed. To evaluate the selectivity
of the compound for tumor cells, chalcona Al was also incubated with normal human bone
marrow fibroblasts (JMA) and with mononuclear cells obtained from healthy volunteers.
Chalcone Al caused no significant reduction of cell viability in normal cells. Detection of
apoptosis was confirmed by morphological observation after staining with ethidium bromide
and acridine orange, by DNA fragmentation and by flow cytometry using the Annexin
method. The compound also caused cell cycle arrest in different phases according to the cell
line. In order to investigate the mechanisms by which the compound has caused apoptosis, we
investigated the effect of chalcone Al in the mitochondrial potential and in the expression of
the following proteins: KI-67, survivin, Bcl-2, Bax, AIF, FasR and caspase-3. The results
demonstrated that the compound reduced the mitochondrial potential, decreased the
expression of anti-apoptotic Bcl-2 protein and increased the expression of pro-apoptotic Bax
protein, which suggests that the mechanism of cell death involves the intrinsic pathway of
apoptosis. In Jurkat line, it was also found the increased expression of FasR, which indicates
the involvement of the extrinsic pathway. Furthermore, the mechanism of action of chalcone
Al involves the increased expression of caspase-3 and the decreased expression of anti-
apoptotic protein survivin and of cell proliferation marker KI-67. In ex vivo experiments,
chalcone Al reduced the cell viability of mononuclear cells from eight patients with different
types of acute leukemia, confirming the cytotoxicity results found in vitro.

Keywords: Acute leukemia, cytotoxicity, apoptosis, chalcone.
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1. INTRODUCAO




18

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o nimero de casos de cancer é
ascendente na atualidade, sendo que em 2008, 7.6 milhdes de pessoas ao redor do mundo
foram a Gbito por essa doenca. Dessas mortes, aproximadamente 70% ocorrem em paises em
desenvolvimento, os quais também sdo responsaveis por cerca de 60% dos novos casos de
cancer (WHO, 2012). Esse cenario tem se transformado em um grande desafio, uma vez que a
prevencdo e o controle das neoplasias exigem medidas complexas, multidisciplinares e
multifatoriais, enquanto que o diagnostico e o tratamento requerem elevados recursos
financeiros. Considerando que no Brasil cerca de 80% do sistema de saude, inclusive a
assisténcia oncoldgica, é financiada por recursos publicos, o cancer pode ser considerado um
importante problema de salde publica (GUERRA et al., 2005). Espera-se para 2013, no
Brasil, um total de 518.510 novos casos de cancer, sendo que as leucemias estdo entre as
principais causas de morte por cancer tanto em homens quanto em mulheres. Para o proximo
ano, estimam-se 8.510 novos casos de leucemias, sendo 300 apenas no estado de Santa
Catarina e 20 na cidade de Floriandpolis (INCA, 2011).

As leucemias compreendem um grupo heterogéneo de neoplasias, as quais diferem
entre si quanto a etiologia, patogénese, resposta ao tratamento e prognostico. As leucemias
agudas (LAs) sdo proliferacBes neoplasicas malignas de células progenitoras do sistema
hematopoiético decorrente da mutagdo de uma Unica célula tronco cuja prole forma um clone
de células leucémicas que atinge o sangue periférico (SP) e pode invadir outros tecidos
(BAIN, 2003; PUI, 2009; VARDIMAN, 2010). As neoplasias hematologicas sdo as mais
frequentes causas de cancer em criancas, adolescentes e jovens adultos, com alta incidéncia
também em pacientes acima de 60 anos de idade (WINTER, 2011; KRUG et al., 2011).

Apesar do significativo aumento do conhecimento a respeito das malignidades
hematoldgicas e das novas estratégias terapéuticas, a maioria dos casos de leucemia
permanece incurdvel (KOSIOR; LEWANDOWSKA-GRYGIEL; GIANNOPOULOS, 2011).
A terapia mais utilizada no tratamento das LAs é a quimioterapia (BURKE; STARTZEK,
2008). No entanto, a morbidade associada aos quimioterapicos € um obstaculo significativo
nos tratamentos antileucémicos, pois a citotoxicidade ndo especifica dos farmacos utilizados
podem, inclusive, comprometer a sobrevida do paciente (KRUG et al., 2011). Por esses
motivos, tem aumentado consideravelmente a investigacdo de novos compostos
antineoplasicos que tenham maior especificidade na inducdo de morte celular néo
imunogénica nas células tumorais com o minimo de efeitos adversos para o paciente e que
sejam de facil administracdo (KOSIOR; LEWANDOWSKA-GRYGIEL; GIANNOPOULOQOS,
2011).
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Dentre os tipos de mortes celulares ndo imunogénicas destaca-se a apoptose, um tipo
de morte celular programada que ocorre de forma natural durante toda a vida de um
organismo. A apoptose € fundamental para a remocdo de células comprometidas ou
desnecesséarias e para a manutencdo da homeostase (HOTCHKISS; NICHOLSON, 2006;
WILLIE, 2010; WICKMAN; JULIAN; OLSON, 2012). A capacidade de evitar a apoptose
através da regulacdo positiva de proteinas antiapoptoticas ou da regulacdo negativa de
proteinas pro-apoptdticas é um importante passo no desenvolvimento da carcinogénese e pode
determinar a susceptibilidade do paciente as terapias quimioterapicas (LINDSAY; ESPOST;
GILMORE, 2011; KOURI; JENSEN; STEGH, 2012).

Nos ultimos anos, a busca por substancias biologicamente ativas e por novas terapias
antitumorais cresceu exponencialmente com o objetivo de aumentar a expectativa e a
qualidade de vida dos individuos acometidos por neoplasias hematoldgicas (SILVA et al.,
2010). Nesse contexto, as chalconas sdo compostos fendlicos de cadeia aberta que tém sido
descritas na literatura junto com seus derivados sintéticos por suas propriedades
antimicrobiana (MOKLE; SAYEE; CHOPDE, 2004), anti-inflamatoria (VIANA,;
BANDEIRA; MATOS, 2003), antiviral (MIRANDA et al., 2000) e antitumoral (AKIHISA et
al.,, 2012), além de atividades antiproliferativa e citotoxica (PATI et al., 2005;
BOUMENDJEL et al., 2009; KATSORI; HADJIPAYLOU-LITINA, 2009).

Estudos prévios realizados no Laboratério de Oncologia Experimental e Hemopatias
(LOEH) demonstraram o efeito citotoxico de uma série de 10 chalconas sintéticas derivadas
do 2-naftaldeido. Neste estudo, foi observado que a chalcona (2E)-3-(2-naftalenil)-1-(3’-
metoxi-4’-hidroxi-fenil)-2-propen-1-ona  apresentou maior efeito  citotoxico, com
concentracdo inibitéria 50% (Clso) de 54 UM obtida sobre células de leucemia de origem
murina (L-1210). Os mecanismos de apoptose foram investigados, e 0s resultados indicaram
gue esse composto causou blogueio do ciclo celular na fase G2/M e apoptose pela via
mitocondrial. O envolvimento da via mitocondrial foi sugerido devido a diminuicdo da
expressdo da proteina antiapoptética Bel-2 e aumento da expressao da proteina pré-apoptotica
Bax, 0 que resultou na ativacdo da caspase-3 e, consequentemente, na execu¢do da morte
celular (PEDRINI et al.; 2010). No entanto, apesar dessa chalcona apresentar propriedades
farmacologicas requeridas para o desenvolvimento de um novo farmaco antitumoral, sua Clsg
de 54 uM ainda é alta para um potencial uso clinico. Por esse motivo, sua estrutura quimica
foi estudada e, a partir dela, trés analogos estruturais derivados do 1-naftaldeido e do 2-
naftaldeido foram sintetizados: (2E)-1-(2,5-dimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona (Al),
(2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona (A23) e (2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-
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fenil)-3-(2-naftil)-2-propen-ona (C24) (Esquema 1). Estes compostos foram previamente
sintetizados (CHIARADIA et al., 2008), mas até o presente estudo, nenhum ensaio havia sido
realizado com o objetivo de identificar seus possiveis efeitos citotoxicos em células

leucémicas.

o) o OCHLO
H,CO l z ' H,CO / /
HsCO ‘ HsCO ‘ ‘ ‘ e
OCH;, OCH; OCH;
C24 A23 A1

Esquema 1: Estrutura quimica das chalconas sintéticas C24, derivada do 2-naftaldeido, e
Al e A23, derivadas do 1-naftaldeido.

Nesse contexto, considerando as caracteristicas biologicas heterogéneas e as diferentes
respostas terapéuticas dos subtipos de LAs e tendo como justificativa a necessidade de novos
farmacos para o tratamento dessas neoplasias, o alvo do presente estudo foi investigar um
novo composto com efeito citotoxico sobre células leucémicas que induza a morte celular por

apoptose sem apresentar citotoxicidade significativa em células normais.
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2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Investigar o efeito citotdxico das chalconas sintéticas (2E)-1-(2,5-dimetoxi-fenil)-3-(1-
naftil)-2-propen-1-ona (Al) e (2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona
(A23), derivadas do 1-naftaldeido, e (2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-3-(2-naftil)-2-propen-ona
(C24), derivada do 2-naftaldeido sobre células de linhagens de leucemias agudas humanas e
selecionar o composto mais efetivo para a investigagdo dos possiveis mecanismos de

citotoxicidade e de resisténcia envolvidos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar o efeito citotoxico em 24 h das chalconas sintéticas Al, A23 e C24 sobre as
células de leucemia mieloide aguda humana K562 e sobre as células de leucemia linfoblastica
aguda humana Jurkat.

e Selecionar o composto com maior atividade citotoxica (Al) e determinar sua resposta
em relacdo a concentracdo e ao tempo de incubacdo em seis linhagens de leucemias humanas:
K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM.

e Investigar a capacidade do composto de causar morte celular em tumores nao
hematoldgicos utilizando, como modelo, células de linhagem de adenocarcinoma de célon
humano

e Avaliar a seletividade da chalcona Al para células tumorais testando seu efeito em
células de linhagem de fibroblastos humanos normais de medula 6ssea JMA e em células
mononucleadas de individuos saudéveis voluntarios no Hospital Universitario Polydoro
Ernani de S&o Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC).

e Analisar o efeito da chalcona Al no ciclo celular das células K562, Jurkat, U937,
Kasumi, NB5 e CEM.

e Verificar se a chalcona Al causa morte celular por apoptose nas células K562, Jurkat,
U937, Kasumi, NB4 e CEM.

e Auvaliar o efeito da chalcona Al sobre a proteina de proliferacéo celular KI-67 e sobre
a proteina antiapoptotica survivina em trés linhagens de leucemias agudas selecionadas,
K562, Jurkat e Kasumi.
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e Testar a resposta da chalcona Al sobre o potencial mitocondrial das linhagens K562,
Jurkat e Kasumi.

e Investigar, nas células K562 e Jurkat, se o efeito citotoxico da chalcona Al envolve 0s
seguintes fatores reguladores de apoptose: proteina antiapoptética Bcl-2, proteina pro-
apoptdtica Bax, receptor Fas, fator indutor de apoptose e caspase-3.

e Avaliar a citoxicidade da chalcona Alem ensaios ex vivo, utilizando, como modelo,
células mononucleadas de sangue periférico ou medula 6ssea de pacientes portadores de

leucemias agudas no momento do diagnostico, atendidos no HU/UFSC.



24
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3.1 Aspectos Gerais do Cancer

O termo neoplasia significa literalmente “crescimento novo” e se refere a massas
anormais de tecido de crescimento autdnomo, provenientes de células do organismo e a custa
do qual se nutrem (DE FARIA, 2003). O termo tumor foi originalmente aplicado ao
intumescimento causado por processos inflamatérios, porém, como as neoplasias também séo
capazes de induzir intumescimentos, as duas palavras acabaram tornando-se sindnimos
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2010).

As neoplasias sdo classificadas basicamente em neoplasias benignas e neoplasias
malignas. As neoplasias malignas sdao massas indiferenciadas com mitoses anormais, capazes
de invadir os tecidos adjacentes e causar metastase. Em geral, quanto maior a rapidez de
crescimento e quanto mais indiferenciada for a célula tumoral, maior a malignidade da
neoplasia (DE FARIA, 2003; ALMEIDA et al., 2005; BERRIDGE; HERST; TAN, 2010).
Assim, a palavra cancer que tem origem no grego Karkinos, “caranguejo”, referindo-se ao seu
potencial invasivo, € um termo comum a mais de 100 doencas e utilizado para referir-se a
todos os tumores malignos (HANAHAN; WEINBERG, 2000; DE FARIA, 2003).

O processo de carcinogénese, em geral, ocorre lentamente, podendo chegar a 10 anos
ou mais, e é dividido em trés fases. O inicio, ou Iniciacdo, normalmente, ocorre por uma
mutacdo, a qual pode ser adquirida por fatores ambientais ou pode ser herdada da linhagem
germinativa. A massa tumoral resulta, assim, da expansdo clonal de uma Unica célula que
sofreu lesdo genética. No segundo estagio, ou Promocdo, a célula geneticamente alterada
sofre acdo de agentes oncopromotores. Os principais alvos da lesao celular envolvem proto-
oncogenes promotores do crescimento, genes supressores de tumor, genes que regulam a
morte celular programada (apoptose) e genes de reparo ao DNA (COTRAN; KUMAR,;
COLLINS, 2010). Os proto-oncogenes sao genes inativos em células normais, mas que, uma
vez ativados, transformam-se em oncogenes responsaveis pela malignizacdo de células
normais. Estas células malignas passam a se comportar de maneira desordenada,
multiplicando-se descontroladamente. Assim, a Ultima etapa, ou Progressao, é caracterizada
pelo crescimento excessivo da massa tumoral, com inicio de sintomas clinicos, invaséo local e
capacidade de migrar para outros tecidos formando metastases. Em nivel molecular ocorre um
acumulo de lesdes genéticas decorrentes de mutagGes adicionais. Assim, a carcinogénese é
um processo em mdultiplas etapas, tanto em nivel fenotipico quanto em nivel genetico
(Esquema 2) (ALMEIDA et al., 2005; BERRIDGE; HERST; TAN, 2010; COTRAN;
KUMAR; COLLINS, 2010; INCA, 2011).
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Esquema 2: Processos simplificados da patogenia do cancer. O processo de carcinogénese
envolve lesGes ao DNA de células sométicas provocadas por fatores ambientais ou geradas por
mutacBes geneticamente adquiridas. O resultado é a ativagdo de proto-oncogenes e a inativacéo
de genes supressores de tumor, levando & expansdo clonal das células mutadas e,
ocasionalmente, a invasdo de outros tecidos. (Adaptado de COTRAN; KUMAR; COLLINS,
2010).

3.2 Leucemias Agudas

As LAs sdo neoplasias malignas do sistema hematopoiético na medula 6ssea (MO)
e/ou nos tecidos linfoides, caracterizadas pela parada da diferenciagdo normal e pela
proliferagdo clonal de uma unica célula-tronco que progressivamente substitui a medula
normal e atinge o SP (BAIN, 2003; PUI, 2009; VARDIMAN, 2010). Uma vez na circulacéo
periférica, as células neoplasicas podem se infiltrar e invadir outros tecidos, com preferéncia
pelo figado e baco. A evolugdo das LAs parece ser o resultado da aquisicdo de alteracGes

geneéticas e epigenéticas que envolvem a ativacdo de proto-oncogenes e mutagcdes em genes
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supressores, 0s quais conduzem a desregulacdo das cascatas de proteinas que, por sua vez,
regulam o ciclo celular e medeiam as respostas antiapoptéticas e pré-apoptdticas
(WILLIAMS, 2006; RUBNITZ, 2008, SWERDLOW et al.,, 2008; ABDEL-WAHAB;
LEVINE, 2010). A proliferacdo do clone leucémico pode surgir em diferentes fases de
diferenciacdo dos precursores linfoides e mieloides, 0 que caracteriza esse tipo de neoplasia
como uma doencga heterogénea do ponto de vista biolégico e morfolégico (LUSIS, 2000;
BAIN, 2003; SWERDLOW et al., 2008; KOH et al., 2009).

As leucemias sdo caracterizadas clinicamente por uma contagem muito elevada de
leucécitos no SP e/ou na MO, podendo chegar a 10° - 10° leucécitos/ mm®no SP, sendo que o
valor normal é em torno de 7,5 x 10% leucécitos/ mm?®. A diferenciacdo anormal e sem limites
de autorrenovacao resultam na desregulacdo da hematopoiese normal, caracterizada pelo
acumulo de células neoplasicas na MO e/ou no SP e pela diminui¢cdo da producao de células
sanguineas normais (ALMEIDA et. al.; 2005). Assim, os principais sinais e sintomas dos
pacientes portadores de LAs ocorrem devido a insuficiéncia medular por substituicdo dos
elementos hematopoiéticos normais pelas células leucémicas. Dentre os principais sinais e
sintomas encontram-se fadiga, astenia e palidez, em virtude da anemia, a qual, por sua vez,
ocorre em funcéo da eritropenia; fendmenos hemorrégicos devido a plaquetopenia e febre e
infeccdes decorrentes da neutropenia (BAIN, 2003; BASSAN, 2004; BRASILEIRO FILHO,
2006).

Em linhas gerais, as leucemias sao divididas de acordo com a linhagem celular afetada
em mieloides e linfoides. Nas leucemias mieloides a mutacdo responsavel pela formacéo do
clone leucémico ocorre em células comprometidas com a linhagem mieloide, as quais, em
situacBes normais, dariam origem aos granulécitos, mondcitos, eritrocitos e plaquetas. As
leucemias linfoides, por sua vez, sdo decorrentes de mutacdes em células comprometidas com
a linhagem linfoide e que, normalmente, originariam os linfécitos B e T e as células Natural
Killers (NK) (Esquema 3). A outra forma de se classificar as leucemias é de acordo com o
estdgio de maturacdo dos precursores afetados. Assim, as LAs caracterizam-se pela
proliferacdo clonal de células progenitoras imaturas (blastos) e, em geral, apresentam pior
prognostico, pois, se ndo tratadas adequadamente, costumam ter uma evolucéo réapida e fatal.
Ja as leucemias cronicas (LCs) caracterizam-se pela presenca de células que mantém a
capacidade de maturacdo, porém perdem a capacidade de exercer suas fungdes como células
maduras (BAIN, 2003; SWERDLOW et al., 2008; VARDIMAN et al., 2009).

A classificagdo atual, proposta pela OMS em 2008, envolve informacOes

morfoldgicas, citoquimicas, imunofenotipicas e genéticas associadas as caracteristicas clinicas
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do paciente (SWERDLOW et al.,, 2008; VARDIMAN et al., 2009). De acordo com essa
classificacdo, a LMA esté subdividida em sete subcategorias, como segue: LMA associada a
anormalidades genéticas recorrentes, LMA com alteracdes relacionadas com mielodisplasia,
neoplasias mieloides associadas ao tratamento, LMA néo categorizada nos itens anteriores,
sarcoma mieloide, proliferacdo mieloide relacionada com sindrome de Down e neoplasia de
celulas blasticas dendriticas plasmocitdides. A LLA estd subdividida em trés categorias:
leucemia/linfoma linfoblastica T, (LLA-T), leucemia/linfoma linfoblastica B (LLA-B)
associada a anormalidades genéticas recorrentes e leucemia/linfoma linfoblastica B, néo
categorizada anteriormente (SWERDLOW et al., 2008).

{\_ / Célula Tronco\\

Hematopoiética

Progenitor Mieldide Progenitor Linféide

\ Y

Mieloblasto Linfoblasto

Granuldcitos / \
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Esquema 3: Hematopoiese normal. De acordo com a linhagem e com o estagio maturativo, as
leucemias séo classificadas em agudas ou cronicas e em mieloides ou linfoides. (Adaptado de
DE FARIA, 2008).
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O diagnostico das LAs é feito com base nas caracteristicas morfolégicas, citoquimicas
e imunofenotipicas. Segundo a classificagdo da OMS, considera-se como leucemia mieloide
aguda (LMA) quando o paciente apresenta 20% ou mais de mieloblastos na MO e/ou no SP.
(SWERDLOW et al., 2008; WEINBERG et al., 2009). J& o diagnostico das leucemias
linfoblasticas agudas (LLA) é confirmado pela presenca de 25% ou mais de linfoblastos na
MO. No entanto, em alguns casos especificos nos quais a LMA ou a LLA estdo associadas a
anormalidades genéticas recorrentes, o diagndstico é feito independentemente da contagem de
blastos (LUSIS, 2000; MILLIGAN et al., 2005; VARDIMAN et al., 2009; WEINBERG et al.,
2009).

A LMA ¢ a forma mais frequente de leucemia em individuos adultos, principalmente
naqueles com mais de 60 anos de idade. Apesar de apresentar baixa incidéncia em criangas
(corresponde a 20% das LAs na infancia e 80% na idade adulta), é essa fase que apresenta o
pior prognostico, com aproximadamente um terco dos pacientes sofrendo recidivas (SHAH;
AGARWAL, 2008; ABDEL-WAHAB; LEVINE, 2010). Diferente da LMA, a LLA é mais
comum em criancas com idade inferior a cinco anos (85% dos casos), dentre os quais 95%
atingem a remissdo completa. A LLA corresponde a aproximadamente 25% dos casos de
cancer e 76% dos casos de leucemia na infancia. (TABONE; LEVERGER, 2009; RAM et al.,
2010). Em adultos, a LLA é menos frequente (corresponde a menos de 20% dos casos de
LAs) e, geralmente, apresenta um pior progndstico, com probabilidade de sobrevida, por mais
de cinco anos, menor que 35 - 40% (THOMAS, 2009; LACOBUCCI et al., 2012).

O tratamento das LAs tem por objetivo eliminar o clone leucémico da MO, permitindo
assim, a restauracdo da hematopoiese normal (GRIMWADE; HILLS, 2009).

3.3 Terapias Antileucémicas

Mesmo considerando 0s grandes avangos nas pesquisas béasicas e clinicas, o
tratamento para pacientes com LA continua sendo um desafio para a comunidade cientifica.
Apesar das diferentes terapias disponiveis, como o transplante de MO, a radioterapia e a
imunoterapia com anticorpos monoclonais, a terapia sisttmica com farmacos citotoxicos
(quimioterapia) continua sendo o tratamento mais utilizado (ALTMAN; SASSANO;
PLATANIAS, 2011; KADOWAKI; KITAWAKI, 2011).

Para que o paciente entre em remissdo completa, o tratamento das LAs costuma ser

bastante agressivo, uma vez que a remissdo parcial ndo oferece beneficios a sobrevida do
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individuo (MILLIGAN et al, 2005). Em geral, o tratamento com quimioterapicos consiste em
duas fases. A primeira fase, chamada de Inducdo, tem por objetivo alcancar a remisséo
completa, a qual é definida como a auséncia de manifestacdes extramedulares, valores
hematoldgicos normais no SP, menos de 5% de blastos na MO e auséncia de fenotipos
leucémicos. A segunda fase, chamada de Consolidacdo, tem o proposito de manter esta
remissao e de eliminar elementos celulares malignos residuais que possam levar o paciente a
recidiva. Dependendo do tipo de LA, existe ainda uma terceira fase, chamada de Manutencdo,
que pode durar de um a dois anos e que tem por objetivo reforcar o efeito alcancado nas fases
anteriores (CRUZ et al., 2006).

Apesar de ser o0 método mais utilizado no tratamento das leucemias, a quimioterapia
apresenta evidentes limitacGes de sua efetividade, pois o desenvolvimento de resisténcia ao
tratamento € um fator recorrente (KADOWAKI; KITAWAKI, 2011). A resisténcia a
quimioterapia pode ocorrer de trés formas diferentes, ou seja, quando o0 paciente nao responde
a terapia de inducdo (pacientes refratarios), quando o paciente responde inicialmente, mas a
doenca retorna em até 18 meses apds o diagnoéstico (recidiva precoce) ou quando a doenca
retorna apos 18 meses (recidiva tardia) (BASSAN et al., 2004).

Outra limitacdo a ser ressaltada é a alta toxicidade dos quimioterapicos, a qual
aumenta a morbidade dos pacientes levando-os, muitas vezes, a 6bito antes do término do
tratamento (ALTMAN; SASSANO; PLATANIAS, 2011).

Apesar de cerca de 80% dos pacientes portadores de LA atingir a remissdo completa
em uma série inicial de quimioterapia, a recidiva é frequente para a maioria deles, sendo que a
cura ou mesmo remissoes prolongadas sdo incomuns, principalmente acima dos 60 anos de
idade. Em pacientes idosos, a sobrevida de dois anos ap6s o diagndstico ocorre em apenas 6%
dos casos (KADOWAKI; KITAWAKI, 2011). A sobrevida das células leucémicas ap6s a
remissdo completa durante a quimioterapia pode ter diferentes explicaces. A primeira delas
esta relacionada a expressdo de proteinas de resisténcia a multiplos farmacos (MDR), que
promovem o efluxo de uma grande variedade de substratos quimicos a partir da célula. Outra
possibilidade é a existéncia de efeitos citoprotetores induzidos pela célula tumoral, como o
aumento da expressdo da proteina survivina, e a incapacidade dos quimioterapicos de eliminar
as células tronco leucémicas, responsaveis pelo inicio e manutencdo do fenotipo leucémico.
Como estas células sdo quiescentes, elas ndo sdo sensiveis aos quimioterapicos que
normalmente tém como alvo as células em divisdo (LANCET; KARP, 2010).

Nesse contexto, devido a elevada morbidade dos quimioterapicos disponiveis

atualmente e as frequentes recidivas, a busca por novos farmacos antileucémicos que tenham
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maior eficiéncia em induzir a apoptose nas células tumorais com o minimo de efeitos
adversos para 0 paciente e que sejam de facil administragdo, tornou-se um grande alvo de

investigacdo da industria farmacéutica.

3.4 Tipos de Morte Celular

A reacdo da célula a qualquer tipo de mudanca em suas condi¢Ges enddgenas ou
exogenas envolvem respostas complexas que eventualmente levam a adaptacdo celular e a
sobrevivéncia, ou a iniciacdo e execucdo da morte celular (RING et al., 2012). Durante muito
tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo e de carater degenerativo que
ocorria em situacGes de lesdo celular, infeccdo ou auséncia de fatores de crescimento.
Entretanto, hoje é sabido que nem toda morte celular ocorre por um processo passivo, pois
organismos multicelulares sdo capazes de induzir a morte celular programada em resposta a
estimulos intra ou extracelulares (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007).

A morte celular programada tem como caracteristica basica a eliminacdo de células de
um tecido maduro ou em formagdo de forma rigorosamente controlada. E um aspecto
fundamental para o desenvolvimento de organismos multicelulares, sendo importante durante
0 desenvolvimento embrionario, contribuindo para a formacdo dos 6rgédos e tecidos, e por
toda a vida adulta como um componente essencial da resposta imune a agentes infecciosos
(HEDRICK; CH’EM; ALVES, 2010). Desordens em um dos processos de sobrevivéncia ou
morte celular tém consequéncias patolégicas que podem levar a distlrbios embrionarios,
doencas neurodegenerativas ou ao desenvolvimento de neoplasias (BROKER, KRUYT;
GIACCONE, 2005; FULDA, 2009).

Atualmente, sdo descritos na literatura trés principais tipos de morte celular, a necrose,
a autofagia e a apoptose (Esquema 4). (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007; KROMER et
al., 2009; HEDRICK; CH’EM; ALVES, 2010). Além destas, tem crescido o numero de
estudos envolvendo outros tipos de morte celular menos conhecidos, como a mitose
catastrofica e a necroptose (KREUZALER; WATSON, 2012), a netose (REMIJSEN et al.,
2011) e a anoikis (BUCHHEIT; RAYAVARAPU; SCHAFER, 2012).
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Esquema 4: Principais tipos de morte celular. Principais caracteristicas morfoldgicas da

necrose, apoptose e autofagia. (Adaptado de LONG; RYAN, 2012).

3.4.1 Necrose

A necrose é tradicionalmente considerada um tipo de morte celular ndo programada e

ndo sujeita a regulacbes celulares. Normalmente, a necrose é resultado de circunstancias

externas a célula como agentes infecciosos, radiagdo, farmacos ou agentes quimicos
(GOLSTEIN; KROEMER, 2007).

Morfologicamente, a necrose é caracterizada pelo aumento do volume celular e das

organelas, condensacdo da cromatina e ruptura da membrana plasmatica, 0 que leva a

desorganizacdo do citoplasma e a liberacdo dos componentes celulares. O extravasamento do
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contetdo celular causa dano as células vizinhas e, por fim, gera uma importante resposta
inflamatoria tecidual local (BROKER; KRUYT; GIACCONE, 2005; RUBIN et al., 2010).

Além disso, as células necroticas sdo caracterizadas pela producao de espécies reativas
de oxigénio, deplecdo de adenosina trifosfato (ATP), desregulacdo do equilibrio do calcio,
ativacdo de proteases como as calpainas e catepsinas e ruptura lisossomal. Vale ressaltar que
nenhuma das alterac@es citadas acima serve como um marcador bioquimico ou imunolégico
especifico para caracterizar a necrose. Por esse motivo, sua avaliacdo, normalmente, é feita
por exclusdo dos demais tipos de mortes celulares ou através de avaliacdo morfologica
(GOLSTEIN; KROEMER, 2007; HEDRICK; CH’EM; ALVES, 2010).

Recentemente, a literatura sugere que pelo menos uma parcela das mortes celulares
por necrose seja executada de forma rigorosamente regulada por mecanismos intracelulares
préprios. A necrose programada foi renomeada como necroptose, e pode ser considerada um
tipo de morte desejavel por compostos quimioterapicos (KREUZALER; WATSON, 2012).

3.4.2 Autofagia

O termo autofagia tem origem grega ¢ significa literalmente “comer a si mesmo”,
referindo-se ao processo controlado no qual a célula digere seu proprio contetudo. Estudos
recentes sugerem que a autofagia represente outro tipo de morte celular programada téo
desejada quanto a apoptose no desenvolvimento de farmacos com atividade citotdxica para
células neoplésicas (ELMORE, 2007; WALSH; EDINGER, 2010).

Existem trés tipos definidos de autofagia: a macroautofagia, a microautofagia e a
autofagia mediada por chaperonas (Esquema 5):

o Macroautofoagia: E caracterizada pelo englobamento do citoplasma por
vesiculas de dupla membrana denominadas de autofagossomas, distinguiveis de outras
vesiculas celulares ou de corpos apoptéticos. Os autofagossomas com o contetdo celular no
seu interior se fundem ao lisossoma formando o autofagolisossoma. Dentro dos
autofagolisossomas, tanto o material englobado quanto a vesicula sdo degradados por
hidrolases lisossomais. Esse é o tipo mais frequente de autofagia.

o Microautofagia: Diferente da macroautofagia, na microautofagia o0s
componentes citosdlicos sdo diretamente englobados pelo lisossoma por meio de

invaginagdes da membrana lisossomal.
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o Autofagia mediada por chaperonas: Nesse tipo de autofagia, proteinas
especificas sdo translocadas para a membrana lisossomal junto de proteinas chaperonas, onde
sdo reconhecidas por receptores que resultam na sua degradacio (BROKER; KRUYT;
GIACCONE, 2005; ELMORE, 2007; MELENDEZ; LEVINE, 2009; GLICK; BARTH:;
MACLEOD, 2010; WATSON; MORTENSEN; SIMON, 2011).
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Esquema 5: Esquematizacdo dos trés tipos de autofagia. Macroautofagia e o englobamento
de particulas citoplasmaticas nos autofagossomas. Microautofagia e digestdo direta pelo
lisossomo e autofagia mediada por proteinas chaperonas. (Adaptado de CHEUNG,; IP, 2009).

3.4.3 Apoptose

O termo apoptose foi introduzido em 1972 por Kerr, Wyllie e Currie para descrever
um modelo de morte celular com morfologia caracteristica e com mecanismos endogenos
altamente regulados, a qual estd envolvida na homeostase dos tecidos e na carcinogénese
(WYLLIE, 2010). A apoptose ocorre nas mais diversas situacdes, como, por exemplo, na

organogénese e na hematopoiese normal e patolégica, no desenvolvimento embrionario, na
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reposicdo fisioldgica de alguns tecidos maduros, na atrofia dos Orgdos, na resposta
inflamatoria e na eliminagdo de células apds dano por agentes genotdxicos (GRIVICICH;
REGNER; ROCHA, 2007).

Morfologicamente, durante o processo inicial de apoptose ocorre picnose e
encolhimento da célula, de forma que o citoplasma se torna mais denso e as organelas mais
empacotadas. A picnose € resultado da condensacdo da cromatina, uma caracteristica
marcante da apoptose. As organelas mantém sua morfologia, com exce¢do das mitocdndrias,
as quais podem adquirir poros na sua membrana. Assim, nesse primeiro estagio, as células
apoptdticas aparecem como uma massa oval ou arredondada, com citoplasma denso e nucleo
compacto, podendo apresentar, ainda, aumento da granulosidade citoplasmética. Durante o
segundo estagio, ocorre a formacdo de invaginacGes e pregas na membrana plasmatica,
denominadas blebs, o que culmina com a separacdo dos fragmentos celulares em corpos
apoptéticos. Os corpos apoptéticos sdo formados por organelas integras e pelo contetido
citoplasmatico envolvidos pela membrana plasmética, podendo ou ndo conter fragmentos
nucleares. Essas estruturas sdo reconhecidas como alvos fagocitarios e sdo fagocitadas por
células do sistema imune, como os macréfagos, e degradadas nos fagolisossomas
(Esquema6). A apoptose gera pouca reacao inflamatoria, uma vez que as células apoptdticas
ndo liberam o seu conteudo celular para o tecido circundante, pois sdo digeridas rapidamente
impedindo a necrose secundéaria e a liberagcdo de citocinas inflamatérias (ELMORE, 2007;
KROEMER et al., 2008; RUBIN et al., 2010). Outra caracteristica importante da apoptose € a
fragmentacdo do DNA, que ocorre pela acdo de endonucleases ativas, as quais produzem
fragmentos de tamanhos varidveis, sempre multiplos de 200 pares de base. Esses fragmentos
formam um padrdo de quebra internucleossomal quando separados em gel de agarose e estéo
presentes na maioria das células em apoptose (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007;
RUBIN et al.; 2010).

A mitoc6ndria, além de fornecer energia para a célula sob a forma de ATP, apresenta
um papel central na inducdo da apoptose. Danos nessa organela resultam na formacao de um
canal de alta condutancia que leva a perda do potencial de membrana, o que resulta em falha
na fosforilagdo oxidativa e deplecdo de ATP. Além disso, 0 aumento da permeabilidade da
membrana externa libera, para o citosol, proteinas que ativam as vias apoptoticas, como 0
citocromo ¢ (COTRAN; KUMAR; COLLINS, 2010; POKORNY et al., 2012).
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Esquema 6: Morfologia da apoptose. Principais caracteristicas morfoldgicas da célula em
apoptose, com posterior digestdo celular pelos fagécitos e reagdo inflamat6ria minima devido a
auséncia de liberacdo do conteldo citoplasméatico para o meio externo. (Adaptado de

BJELAKOVIC et al., 2005).

3.4.3.1 Mecanismos Reguladores da Apoptose

Os processos responsaveis pela regulacdo da apoptose envolvem duas vias principais:
a via extrinseca ou via dos receptores de morte, iniciada pela superfamilia de receptores de
necrose tumoral (TNF); e a via intrinseca, ou mitocondrial, controlada por membros da
familia Bcl-2 (MITCHELL et al.,, 2005; NDOZANGUE-TOURIGUINE, et al., 2008;
HEDRICK; CH’EM; ALVES, 2010). Ambas as vias convergem para a ativacdo das caspases,
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as quais podem funcionar como iniciadoras ou efetoras da propagacdo do sinal apoptético
(FESIK, 2005; LO et al.; 2011).

As caspases compreendem uma familia de proteases que possuem um residuo de
cisteina em seus sitios ativos, tornando-as capazes de clivar residuos de acido aspartico de
proteinas especificas. Estas enzimas sdo expressas nas células na forma de zimdgenos inativos
ou de baixa atividade denominados pro-caspases, sendo necesséria sua oligomerizacéo e/ou
clivagem para que se tornem ativas (ALAN; CLARKE, 2009). As caspases sdo divididas em
iniciadoras (caspase-8, -2, -9 e -10) e em efetoras (caspase-3, -6 e 7). As caspases iniciadoras
sdo, por definicdo, as primeiras a serem ativadas durante a via apoptotica. Quando ativas, elas
promovem a clivagem das caspases efetoras, as quais, por sua vez, desencadeiam uma série de
eventos proteoliticos que, eventualmente, levam a execucdo da morte celular (TESTA,
RICCIONI, 2007; DEL POETA et al., 2008). O fato de tanto a via intrinseca quanto a via
extrinseca estarem envolvidas na ativacdo das caspases, faz com que estas enzimas sejam um
potencial alvo para o desenvolvimento de novos farmacos no combate as neoplasias malignas
(FULDA; DEBATIN, 2006; LO et al.; 2011).

A via extrinseca da apoptose (Esquema 7) € iniciada pela ativacdo de uma familia de
receptores localizados na superficie da membrana plasmatica da maioria das células,
conhecidos como receptores de morte. Fazem parte dessa familia os receptores TNF-R,
TRAIL-R (DR4 e DRS5), DR3 (Apo-2), DR6 e FasR (Apo-1 ou CD95). Esses receptores
apresentam certa homologia entre si, uma vez que todos fazem parte da superfamilia TNF.
Todos os receptores dessa familia sdo formados por um dominio citoplasmatico, chamado de
dominio de morte, o qual esta envolvido nas interacfes proteicas e na propagacdo do sinal
apoptético, e um dominio extracelular rico em cisteina que se liga ao seu ligante especifico.

Um dos receptores de morte mais estudados na literatura é o FasR, cujo gene esta
localizado no braco longo do cromossomo 10 e que contém 319 aminoacidos e estrutura
trimera. Quando o FasR liga-se ao ligante Fas (FasL), ocorre a formagcdo do complexo
sinalizador indutor de apoptose, composto pelo FasR, pela proteina adaptadora FADD, pelas
pré-caspases-8 e -10 e por c-FLIP, o regulador das caspases-8 e -10. A ligacdo entre TRAIL-
R e TRAIL-L também promove a formacdo de um complexo com FADD e desencadeia
eventos semelhantes aos de FasR, enquanto que a ligacdo entre TNF e TNF-R, promove a
ligacdo da proteina TRADD. A oligomerizacdo da caspase-8 resulta na sua clivagem e na sua
liberacdo do complexo sinalizador na forma de um heterotetramero ativo. A caspase-8 ativa
inicia 0 processo de apoptose de duas formas distintas. Nos tipos celulares que apresentam

uma intensa ativacao da caspase-8 (tipo 1), os membros efetores da familia das caspases sdo
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ativados diretamente, levando a execugdo da apoptose de forma totalmente independente da
via mitocondrial. Em outros tipos de células (tipo Il), a caspase-8 provoca a clivagem da
proteina Bid, a qual inicia a via que leva a liberacdo de fatores pro-apoptéticos pela
mitocondria, além de amplificar a ativacdo da caspase-8. Tanto a caspase-8 quanto o FADD
sd0 essenciais para a inducdo da apoptose pelo FasR. A via extrinseca pode ser inibida pela
proteina c-FLIP e pelo fator de transcrigio NFkB, os quais se ligam ao complexo sinalizador
modulando-o e inativando-o (NAGATA, 2007; PETER; LEGEMBRE; BARNHART et al.,
2004; RODER; TRAUZOLD; KALTHOFF, 2011; LEE et. al., 2012).

O FasR e o seu ligante desempenham um importante papel na tumorigénese, pois foi
demonstrado que mutagdes que afetam a funcionalidade de FasR estdo associadas a um pior
prognostico em diferentes tipos de neoplasias (GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007,
GHOBRIA et al., 2009).
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Esquema 7: Via extrinseca da apoptose. A via extrinseca € ativada pela unido de ligantes
especificos aos receptores de morte (TNF-R, FasR/CD95 e TRAIL-R), o que resulta na
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ativagdo da cascata das caspases e na clivagem de substratos citoplasmaticos e nucleares. A via
extrinseca pode ativar a via mitocondrial através da clivagem da proteina Bid pela caspase-8.
(Adaptado de KRAKSTAD e CHEKENYA, 2010).

A via intrinseca da apoptose ocorre na mitocondria e € iniciada por uma série de
estimulos externos, como lesdo ao DNA, radiacdo ultravioleta, alguns tipos de hormdnios (ex.
glicocorticoides), algumas toxinas, privacéo de fatores tréficos e outros estresses celulares. A
exposicdo a estes agentes leva a despolarizacdo da membrana mitocondrial externa, com
perda do potencial transmembrana (A¥m) e a consequente liberagéo para o citosol de fatores
de apoptose como o citocromo c, a proteina Smac/Diablo e o fator indutor de apoptose (AIF).
A liberacdo destes fatores é regulada por membros da familia de proteinas Bcl-2. (LY;
GRUBB; LAWEN, 2003; LO et al.; 2011; ALLAN; CLARKE, 2011).

Os membros da familia Bcl-2 contém até quatro grandes dominios conservados,
denominados dominios homologos a Bcl-2 (BH). Essa familia é dividida em duas classes de
moléculas que apresentam efeitos opostos: 0os membros antiapoptéticos como Bcl-2 e Bel-xL,
0s quais protegem a célula contra a apoptose; e 0s membros pro-apoptdticos como Bax, Bid,
Bak, Noxa que desencadeiam a apoptose (SCHULZE-BERGKAMEN; KRAMMER, 2004;
ADAMS; CORY, 2007; GHOBRIA et al., 2009).

As proteinas antiapoptéticas descritas acima possuem os quatro dominios BH1, BH2,
BH3 e BH4, enquanto que as proteinas pré-apoptéticas sdo divididas em um grupo que
apresenta os dominios BH1, BH2 e BH3 (Bax, Bak) e um grupo denominado BH3-only que
apresenta apenas o dominio BH3 (Bid, Noxa). Diante de um sinal estimulador, membros pro-
apoptoticos da familia Bcl-2, os quais se encontram inicialmente na sua forma inativa no
citosol, sdo translocados para a membrana mitocondrial externa. A oligomerizacdo dessas
proteinas induz a célula a apoptose por dois mecanismos distintos: tanto pela formacéo direta
de poros proteicos na membrana mitocondrial, permeabilizando-a e permitindo a distribuicdo
do citocromo c pelo citoplasma, quanto pela ligacdo, via dominios BH3, as proteinas Bcl-2 e
Bcl-xL, antagonizando-as (ZAFFARONI et al., 2005; ADAMS; CORY, 2007).

Dessa forma, o grupo BH3-only, funciona como uma ligagéo entre as vias extrinseca e
intrinseca, pois pode atuar tanto como ativador direto das proteinas pré-apoptéticas, quanto
como inibidor das proteinas antiapoptoticas, sendo que a interagdo entre seus membros leva a

desestabilizacdo da membrana mitocondrial e a morte celular por apoptose. (CORY;
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ADAMS, 2002; REIMERTZ et al., 2003; FRANKLIN, 2011; LINDSAY; ESPOSTI,
GILMORE, 2011).

Em células saudaveis, o citocromo c esta localizado no espago entre as membranas
interna e externa da mitocéndria, onde funciona como transportador de elétrons do complexo
respiratorio 11l (complexo bcl) para o complexo IV (citocromo oxidase) na cadeia
transportadora de elétrons. Dessa forma, a liberagdo do citocromo c estd associada a
diminuicdo da producdo de ATP e ao estresse oxidativo (FRANKLIN, 2011). A liberacdo de
citocromo ¢ pela mitocondria induz a formacgdo do apoptossoma, um complexo multimeérico
formado pelo fator ativador de apoptose 1 (Apaf-1) e pela pro-caspase-9. A pro-caspase-9 é
considerada a proteina iniciadora da via intrinseca, a qual, quando clivada, resulta na ativagdo
das caspases efetoras -3 e -7. A regulacdo da ativacdo da caspase-9 é feita por proteinas
cinases, incluindo ERK1/2 e PKA, as quais sdo ativadas por sinais extracelulares de
crescimento e sobrevida (ALLAN; CLARKE, 2009).

Apesar de o citocromo ¢ ser a principal proteina mitocondrial envolvida na apoptose,
diversas outras proteinas liberadas pela mitocondria apresentam atividades pro-apoptoticas
independente das caspases. Os principais exemplos sdo o AlF e as proteinas Smac/Diablo. O
AIF esté envolvido na fragmentacdo do DNA, na condensacdo da cromatina e na alteragcdo do
potencial de membrana mitocondrial. J& as proteinas Smac/Diablo promovem a apoptose por
impedirem a inibicdo das caspases pelos seus inibidores endégenos (FRANKLIN, 2011).
Dentre esses inibidores encontram-se 0os membros da familia de proteinas inibidoras de
apoptose (IAPs), como a survivina. Esta proteina é considerada antiapoptdtica devido a sua
capacidade de inibir a caspase iniciadora -9 e as caspases efetoras -3 e -7. A survivina é
superexpressa na maioria das neoplasias humanas e também esta envolvida na resisténcia ao
tratamento, estando, assim, associada a um pior prognostico (ZAFFARONI et al., 2005;
HUNTER et al., 2007; FULDA, 2009).

A Ultima etapa da cascata de apoptose envolve a via comum, na qual ocorre a ativagdo
das caspases efetoras (caspase-3, caspase-6 e caspase-7), tanto pela caspase-8 da via
extrinseca, quando pela caspase-9 da via intrinseca. As caspases efetoras tém como alvo final
a clivagem de proteinas como a poli-ADP-ribose polimerase (PARP) e a ICAD/DFF45. A
clivagem e a inativacdo de ICAD-DFF45 possibilitam que CAD entre no nucleo e fragmente
o DNA, provocando o caracteristico padrao “em escada” visto nas células apoptoticas. A
funcdo exata de muitos substratos das caspases ndo foi totalmente elucidada, mas,
normalmente, sdo proteinas de reparo ao DNA, proteinas do citoesqueleto e proteinas cinases

que degradam o material nuclear, originando eventos responsaveis pela maioria das mudancas
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morfolégicas pelas quais a apoptose € caracterizada (FULDA, 2009; WYLLIE, 2010; LO et

al.; 2011).
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Esquema 8: Via intrinseca e via extrinseca da apoptose. A via intrinseca é iniciada por
estimulos externos, resultando na despolimerizacdo da membrana mitocondrial externa e na
liberagdo de fatores como o citocromo c, evento regulado pela familia de proteinas Bcl-2. A via
intrinseca ocorre pela ativagdo dos receptores de morte. O resultado é a ativagdo da caspase-3, a
qual leva a célula & apoptose. Outras proteinas como AIF, 1APs e Smac/Diablo também

participam da cascata em diferentes momentos e com diferentes funcbes. Adaptado de

HOTCHKISS; NICHOLSON, 2006.
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De acordo com a literatura, além da via tradicional existe, ainda, uma via adicional de
morte celular independente de caspases que envolve a citotoxicidade mediada por células T e
células NK através de serina proteases denominadas perforinas e granzimas. A morte celular
pode ocorrer pela acdo das granzimas A, B, C ou outras. A via das perforinas/granzimas,
assim como a via intrinseca e a via extrinseca, pode convergir para a via comum, com
clivagem da caspase-3 e resultando nas ja citadas caracteristicas da apoptose. No entanto, a
via mediada pela granzima A é capaz de ativar uma via paralela que induz a célula alvo todas
as caracteristicas morfologicas da apoptose, sem influéncia da superexpressdo de Bcl-2 ou da
inibicdo das caspases. O dano ao DNA e sua fragmentacao ocorre, neste caso, através de uma
clivagem hidrolitica de uma ligacdo fosfodiéster em uma Unica fita de DNA, e ndo através do
corte em ambas as fitas como ocorreria nas vias tradicionais. Esse fato explica porque é
possivel observar morte celular por apoptose sem o caracteristico padrdo de fragmentacéo
“em escada” (DEBATIN, 2004; MARTINVALET; ZHU; LIEBERMAN, 2005).

Os principais mecanismos de resisténcia resultantes na proliferacdo constante das
células leucémicas estdo relacionados principalmente a resisténcia da célula a morte por
apoptose e a manutencdo de um sinal mitogénico. Conforme citado anteriormente, a
resisténcia a apoptose pode ocorrer devido a expressdao de proteinas MDR, como, por
exemplo, a PgP, MRP e LRP, ao aumento da expressdo de proteinas antiapoptoticas como a
Bcl-2, Bel-XL e survivina, e a diminuicdo da expressao de proteinas pro-apoptoticas como a
Bax e o AIF (LANCET; KARP, 2010). Assim, o estudo dos mecanismos indutores de
apoptose é imprescindivel para a investigacdo do uso terapéutico de novos compostos
antileucémicos e para a compreensdo dos mecanismos de resisténcia a quimioterapia. A
elucidacdo de alguns dos mecanismos moleculares podem abrir perspectivas para a

modulacdo desses processos.

3.5 Ciclo Celular

Os processos envolvidos na evolugdo de uma célula normal para uma célula
potencialmente maligna envolvem, ainda, diversos mecanismos relacionados com a divisdo
celular. Assim, o conhecimento do ciclo celular e dos seus mecanismos de regulacdo é
fundamental para que haja compreensdao da leucemogénese. De fato, as células possuem

maultiplos mecanismos de checagem do ciclo celular a fim de monitorar e responder a
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disturbios celulares, impedindo a progressdo de células alteradas até que 0s erros sejam
reparados ou até a promocao da apoptose (ABBAS; DUTTA, 2009).

O ciclo celular é composto de duas fases principais, mitose e interfase (Esquema 9). A
mitose é o processo de divisdo celular no qual uma célula-mée se divide em duas células-
filhas com o mesmo numero de cromossomos. Essa fase, por sua vez, é dividida em profase,
metéfase, anafase e teldfase. A interfase € o periodo entre duas mitoses e é dividida em gapl
(G1), sintese (S) e gap2 (G2). Na fase G1 ocorre a preparacao para a divisdo, com aumento do
volume celular, condensacdo dos cromossomos e producdo de proteinas que serdo essenciais
para a nova célula. Na fase S ocorre a replicagdo do DNA, de forma que a célula duplique
precisamente seus cromossomos. Apos a replicacdo, inicia-se a fase G2, durante a qual a
célula sintetiza componentes necessarios para a mitose como, por exemplo, o fuso mitético.
Apbs a divisdo do material nuclear ocorre a citocinese, finalizando o ciclo de replicacdo. A
célula que ndo esta se replicando encontra-se no que se denomina de fase GO ou quiescéncia.
Nessa fase, apesar de as células estarem metabolicamente ativas, o DNA encontra-se
altamente enovelado e a atividade nuclear é baixa. A célula tumoral ndo finaliza o ciclo de
replicacdo celular de forma normal, ou seja, ndo retorna a fase GO e passa diretamente da
mitose para uma nova fase G1 (RIVORE et al., 2001; VERMEULEN; BOCKSTAELE;
BERNEMAN, 2003; ALMEIDA et al., 2005).

O termo checkpoint ou pontos de checagem do ciclo celular refere-se aos mecanismos
pelos quais a célula bloqueia de forma ativa o ciclo celular até que um processo como a
replicacdo do DNA ou a mitose ocorra de forma completa e assertiva. Durante o ciclo celular
sdo reconhecidos trés pontos de bloqueio principais: em G1, antes de a célula entrar na fase S
do ciclo; em G2, antes de a célula entrar em mitose; e durante a metafase, impedindo a ligacao
dos cromossomos aos microtibulos. Perturbac6es nestes pontos de checagem comprometem
a integridade do genoma, podem promover o desenvolvimento de neoplasias e afetam
significativamente a eficicia de terapias antitumorais (KASTAN; BARTEK, 2004).

A divisdo celular normal é regulada por vias sinalizadoras, que correspondem a fatores
extracelulares que atuam em cascatas de proteinas. A progresséo do ciclo celular é controlada,
principalmente, por uma série de enzimas chamadas cinases dependentes de ciclinas (CDKS),
as quais constituem uma familia de proteinas cinase do tipo serina/treonina que atua,
principalmente, nas transi¢des de fases do ciclo celular (WARD, 2002).

Até o presente momento, nove CDKs (denominadas CDK 1-9) foram identificadas,
sendo que dessas, cinco estdo ativas durante o ciclo celular: CDK4, CDK6 e CDK2 na fase
G1, CDK2 na fase S e CDK1 na fase M. Da mesma forma, 16 ciclinas (A, B1, B2, C, D1, D2,
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D3, E, F, G1, G2, H, |, K, T1 e T2) foram descritas na literatura, sendo que a interagdo entre
ciclinas e CDKs promove a ativagao das cinases, as quais, por sua vez, fosforilam uma série
de substratos-chave que permitem a progressdao de uma fase a outra do ciclo celular
(JOHNSON; WALKER, 1999).

Diferente das CDKSs, que permanecem estaveis durante a progressdo do ciclo celular, a
concentracdo de ciclina aumenta e diminui durante esse ciclo, e é dessa forma que elas ativam
periodicamente as proteinas cinases. Para esta ativacao, ciclinas especificas sdo requeridas em
cada fase do ciclo celular. Os trés tipos de ciclina D (D1, D2 e D3) ligam-se a CDK4 e CDK®6
formando o complexo CDK-ciclina D, a qual é essencial para a entrada da célula na fase G1.
A associagéo da ciclina E com a CDK2 regula a progresséo da fase G1 para a fase S, enquanto
gue a associacdo dessa cinase com a ciclina A é necessaria durante esta fase do ciclo celular.
No final da fase G2, o complexo formado pela ligacdo da ciclina A com a CDK1 promove a
entrada da célula na fase M, fosforilando substratos responséveis por desencadear eventos
celulares caracteristicos da mitose, como a quebra da membrana nuclear, a separacao e a
condensacdo dos cromossomos e a formacdo do fuso mitético. A mitose, por sua vez, é
regulada pela associacdo entre ciclina B e CDK1 (RIVOIRE et. al., 2001; KASTAN;
BARTEK, 2004).

Em situacGes anormais, o ciclo celular pode ser inibido por um grupo de proteinas
denominadas de inibidores de CDKs (CKI), as quais regulam negativamente as vias
sinalizadoras de progressdo da divisdo celular até que o reparo do DNA esteja completo. As
CKIls atuam formando complexos estaveis com as CDKs, 0 que impede que as mesmas se
liguem as suas respectivas ciclinas. Os inibidores podem ser divididos em duas familias de
acordo com o seu mecanismo de acdo. Os membros da familia Cip/Kip, como o p21,
interagem principalmente com a CDK2, bloqueando a fase G1 do ciclo celular, e também
inibindo o complexo CDK1-ciclina B, o que resulta no bloqueio da mitose. Os membros da
familia INK4, como o pl16, p15, p18 e pl9, interagem especificamente com as CDK4 e
CDKS, bloqueando a fase G1. A proteina p21 também €é capaz de inibir a sintese de DNA por
se ligar e inibir o antigeno nucelar de proliferacdo celular (PCA) (WARD, 2002;
VERMEULEN; BOCKSTAELE; BERNEMAN, 2003).

Os CKIs, por sua vez, sdo regulados por uma série de sinais intracelulares e
extracelulares. A expressdo de p21, por exemplo, esta sob controle transcripcional do gene
supressor de tumor p53. Em situagGes que envolvem lesdo ao DNA, ativagdo de oncogenes
aberrantes, estresse ribossomal, perda de adesdo a matriz extracelular ou hipdxia, o gene p53 é

ativado e leva a transcricdo da proteina p53. Essa, por sua vez, monitora a integridade do



45

genoma, impedindo a proliferacdo de células com DNA mutado por inibir o ciclo mit6tico no
inicio da fase G1. (CAVALCANTI; KLUMB; MAIA, 2002; GU;ZHU, 2012).

Além disso, a p53 ativa a transcricdo de genes de reparo ao DNA com o objetivo de
impedir a propagacdo do erro genético para as células filhas. Se o reparo ao DNA néo for
efetuado de forma satisfatoria, a p53 dispara 0 mecanismo de apoptose pela ativacdo do gene
Bax, cuja proteina inibe a a¢do antiapoptotica da proteina Bcl-2. Devido as suas atividades
antineoplésicas e auxilio na manutencdo da homeostase, a p53 ¢ considerada a “guardia do
genoma”. Mutagdes no gene p53 alteram significativamente sua proteina, o que resulta na
incapacidade de efetuar o bloqueio do ciclo celular e de disparar 0 mecanismo de apoptose.
Além disso, a p53 mutada interage com a proteina selvagem de forma a inibir a supressao
tumoral (KASTAN; BARTEK, 2004; GHOBRIAL et al., 2005; HUNTER; LACASSE;
KORNELUK, 2007; GU; ZHU, 2012).

A proliferacdo celular descontrolada é considerada um dos principais mecanismos
biolégicos envolvidos na oncogénese. Os marcadores de proliferagdo celular tém sido
classificados em trés grupos: os marcadores de fracdo de crescimento, os marcadores de fases
especificas do ciclo celular e os marcadores de tempo celular. A fracdo de crescimento pode
ser identificada pela proteina nuclear K167 (MOTTA et al.; 2009). De acordo com Brown e
Gatter (2002), células que estejam em constante ciclagem expressam a proteina K167 em
concentragfes varidveis no nucleo celular durante as fases G1, S e G2 do ciclo celular e
também durante a mitose. Ja as células quiescentes na fase GO ndo expressam essa proteina.
Como todas as células proliferativas (incluindo células normais e células tumorais) expressam
a proteina KI67, a mesma tem sido utilizada como um importante marcador de proliferacao
tumoral e como ferramenta diagnostica para diferentes tipos de neoplasias. Portanto, sua
expressao esta associada a variabilidades prognosticas como, por exemplo, a progressao
tumoral e ao indice de diferenciacdo de tumor (SCHOLZEN; GERDES, 2000). Apesar de ser
reconhecida como uma proteina reguladora do ciclo celular, as fun¢des especificas da proteina
K167 permanecem inconclusivas, principalmente devido a sua falta de homologia com outras
proteinas. Algumas das fungbes propostas incluem a organizacao e manutencdo da arquitetura
do DNA e a sintese de ribossomos durante a mitose (YANG et al.; 2006).
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Esquema 9: Regulacéo do ciclo celular. As fases do ciclo celular sdo representadas por G1, S,
G2 e M. Os trés principais bloqueios do ciclo celular sdo os pontos de checagem das fases G1,
G2 e M. A progresséo do ciclo celular é controlada por diferentes enzimas CDKs e ciclinas, de
acordo com a fase do ciclo celular. Em situagdes anormais, o ciclo celular pode ser inibido por
CKIs como o p21, membro da familia Cip/Kip, e a familia INK4. Adaptado de WINSLOW;
KIBIUK, 2001.

3.6 Chalconas Como Novos Alvos Terapéuticos

Atualmente, a busca por novos alvos terapéuticos no combate as LAs envolve o estudo
de novos compostos naturais ou sintéticos que superem esses mecanismos de resisténcia e
levem a celula tumoral ao blogueio do seu ciclo celular e a morte por apoptose
(KADOWAKI; KITAWAKI, 2011).

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, como,
por exemplo, flavonoides, isoflavondides, ligninas, glicosideos, alcaloides, entre outros;
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muitos dos quais se tornam modelos para a sintese de novos farmacos (GUERRA; NODARI,
2000; SILVA et al., 2010). Dentre estes produtos, os flavonoides, um grupo de metabolitos
secundarios encontrados em plantas, tém sido estudados com afinco devido a suas
propriedades antioxidante e antitumoral, as quais podem conferir protecdo contra diversas
doengas (ANTOGNONI et al., 2007; SIKANDER et al., 2011). Os efeitos antiproliferativos
induzidos por agentes fendlicos em vérias linhagens neoplésicas, incluindo as leucemias, tém
sido explicados por sua acdo na regulacdo génica, inibicdo da proliferacdo celular, parada do
ciclo celular e inducgéo da apoptose (HAMBLIN, 2006; STRISSEL; STRICK, 2005).

Dentro desse contexto, encontram-se as chalconas, uma subclasse de compostos
isolados de diferentes partes de plantas (raizes, sementes, folhas, etc.), que sdo especialmente
abundante em frutas (macds, frutas citricas), vegetais (tomates, batatas, broto de feijao) e
outras plantas e especiarias (SIKANDER et al.; 2011). Essa classe também inclui
aleloquimicos de plantas e feromonios de insetos (DEWICK, 1997). As chalconas sdo
consideradas precursoras dos flavonoides e isoflavondides e séo descritas na literatura como o
primeiro composto isolado de plantas a partir da biossintese de flavonoides (BOUMENDJEL,;
RONOT; BOUTONNAT, 2009; KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA, 2009).

Estruturalmente, as chalconas, ou 1,3-difenil-2-propen-1-ona, sdo flavonoides de
cadeia aberta na qual dois anéis aromaticos sdo unidos por trés carbonos, uma carbonila e dois
carbonos a-, B —insaturados (Esquema 10) (RAO et al., 2004; KATSORI; HADJIPAVLOU-
LITINA, 2009). Sua sintese ocorre pela condensacéo de arilcetonas com aldeidos arométicos
na presenca de agentes de condensacdo adequados (VOGEL, 1989). Podem ser submetidas a
uma variedade de reacGes quimicas, e tém sido utilizadas na sintese de uma série de
compostos heterociclicos sintéticos (BOUMENDJEL; RONOT; BOUTONNAT, 2009;
KATSORI; HADJIPAVLOU-LITINA, 2009; SWEETY et al.; 2010).

Esquema 10: Nudcleo fundamental das chalconas. Fonte: ZUANAZZI, 2004.
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As chalconas tém sido descritas na literatura principalmente por suas atividades
antitumoral (AKIHISA et al., 2012), antiproliferativa e citotoxica (BOUMENDJEL et al.,
2009; KATSORI; HADJIPAYLOU-LITINA, 2009), tendo sido testadas em diversos tipos de
cancer, incluindo as leucemias. Estudos demonstram ainda que estes compostos alcancam
concentrages plasméticas satisfatorias e ndo causam toxicidade a celulas saudaveis
(BATOVSKA; TODOROVA, 2010). Além disso, considerando que um grande numero de
farmacos antitumorais utilizados na clinica apresenta efeitos genotdxicos devido a sua
interacdo com 0s grupos amino dos acidos nucléicos, as chalconas apresentam a vantagem de
possuirem forte afinidade pelos tidis em contraste com as aminas (GUZI et al., 2009).

Outros efeitos bioldgicos descritos na literatura confirmam o grande potencial
farmacoldgico e terapéutico das chalconas. Estudos demonstram que essa classe de compostos
apresenta efeito antibacteriano (CHEN et al.; 2010), anti-inflamatorio (BANDGAR et al.;
2010; WU et al.; 2011), analgésico (VIANA; BANDEIRA; MATOS, 2003), antiviral
(MIRANDA et al., 2000), antioxidante (CHENG et al., 2008) e pr6-oxidante (GUZI et al.,
2011), dentre outros (Tabela 1).

Tabela 1: Efeitos descritos na literatura para diferentes chalconas em ensaios in vitro.

VIANA, BANDEIRA e MATOS, 2003; EISSA, FARAG e SOLIMAN, 2009;
MOHAMAD et al, 2010.
MOKLE, SAYYEE e CHOPDE, 2004; NIELSEN et al.; 2004;
THIRUNARAYANAN e VANANGAMUDI, 2009; CHEN et al., 2010.

ANALGESICO

ANTIBACTERIANO

ANTIFUNGICO LACKA etal., 2011; DE CARVALHO TAVARES et al., 2011.

VIANA, BANDEIRA e MATOS, 2003; CHENG et al., 2008; SAMZADEH-

ANTI-INFLAMATORIO KERMANI, AZIMZADEH e ESKANDARIZADEH, 2009; BANDGAR et al.; 2010;

WU et al.; 2011; BUKHARI, JANTAN e JASAMAL, 2012.

ANTILEISHMANIOSE REICHWALD et al., 2008; HUSSAIN et al., 2009.

ANTIMALARICO VALLA et al., 2006; SISODIA et al., 2012.

CHENG et al., 2008; HUSSAIN et al., 2009; THIRUNARAYANAN e
VANANGAMUDI, 2009; BANDGAR et al., 2010; ISA et al., 2012.

ANTIOXIDANTE

ANTIPIRETICO EISSA, FARAG e SOLIMAN, 20009.

ANTITUMORAL NAKATANI et al., 2005; PATI et al., 2005; YUN et al., 2006; LAWRENCE et al.,
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2006; SHEN et al., 2007; BOUMENDJEL et al., 2009; KATSORI e
HADJIPAYLOU-LITINA, 2009; PEDRINI et al.; 2010; LI et al., 2011; KAMAL et
al., 2011; AKIHISA et al., 2012.

ANTIVIRAL DAO etal., 2011.
. BOUMENDJEL et al., 2009; KATSORI e HADJIPAYLOU-LITINA, 2009; DE
CITOTOXICO
CARVALHO TAVARES et al., 2011; AKIHISA et al., 2012; KAMAL et al., 2012.
PRO-OXIDANTE GUZ| et al., 2009; FESTA et al., 2011.

Diversos estudos na literatura descrevem 0s possiveis mecanismos da atividade
antiproliferativa de chalconas e seus derivados sintéticos em diversas linhagens celulares.
Kamal e colaboradores (2011) relatam que o efeito de uma nova classe de chalconas causou
bloqueio na fase G1 do ciclo celular de células de cancer de mama e inibiu NFkB. Nakatani e
colaboradores (2005) demonstraram que derivados de C-benzilato-dihidrochalconas causam
bloqueio na fase G1 do ciclo celular, ativagdo da caspase-3 e fragmentacdo do DNA em
células HL-60 de leucemia promielocitica aguda (LPA). O bloqueio do ciclo celular em
diferentes tipos de células tumorais também foi relatado em outros trabalhos, entretanto, o
efeito dos compostos ocorreu na fase Go/M (YUN et al., 2006; SHEN et al., 2007; KATSORI,;
HADJIPAYLOU-LITINA, 2009).

Outros possiveis mecanismos de citotoxicidade incluem a inducéo das proteinas p21 e
p27 (YUN et al., 2006; SHEN et al., 2007; KATSORI; HADJIPAYLOU-LITINA, 2009), a
inibicdo da ciclina By, ciclina A e de Cdc;e Cdc, (SHEN et al.,, 2007; KATSORI;
HADJIPAYLOU-LITINA, 2009) e inibicdo das ciclinas D;e E e das CDKs 2, 4 e 6 (YUN et
al., 2006; KAMAL et al., 2011).

Alguns estudos ainda sugerem que as chalconas estdo envolvidas no aumento da
expressao das proteinas pro-apotéticas Bax e Bak e na diminuicdo das proteinas
antiapoptéticas Bcl-2 e Bel-X. (YUN et al., 2006; SHEN et al., 2007; KAMAL et al., 2011),
enquanto outros mostram apenas diminui¢do da Bcl-2 em células de LMA K562 (YE et al.,
2005). Existem relatos ainda que relacionam a citotoxicidade de determinadas chalconas com
a sua ligacdo com a tubulina, impedindo assim a polimerizagdo dos microtdbulos e

.....

(LAWRENCE et al., 2006; PEDRINI et al.; 2010).
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Devido a sua ampla distribuicdo na natureza, sua estrutura simples e a diversidade de
derivados disponiveis, 0 interesse por essa classe de compostos tem emergido como uma
importante familia a ser investigada por seu promissor potencial terapéutico no tratamento
antitumoral (BOUMENDJEL et al.; 2009). A literatura confirma o que é observado pelo
Escritério Europeu de Patentes (ESPACENET, 2012), o qual mostra um aumento no nimero
de patentes de novos derivados de chalconas com atividade antitumoral nos dltimos anos. O
grupo mostra que o numero de patentes envolvendo chalconas sintéticas como agentes
antitumorais passou de 3 entre os anos 2001 e 2001 para 11 entre os anos 2010 e 2011, sendo
que a média a partir do ano 2000 foi de 4,2 patentes a cada dois anos. O numero de casos de
patentes registradas envolvendo chalconas sintéticas no tratamento de leucemias foi de duas,
uma no ano de 2010 e outra no ano de 2011. Os dados foram obtidos a partir de consulta ao
banco de patentes Espacenet, utilizando-se como palavras-chave: chalcone, e sua insercao
com os termos cancer, tumor e leukemia. Essa informacdo confirma o interesse da
comunidade cientifica na busca por novos alvos terapéuticos e novos quimioterapicos a serem

utilizados no combate as LAs envolvendo derivados de chalconas.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Cultura Celular

Foram utilizadas, no presente trabalho, seis linhagens celulares de LAs humanas:
LMA secundéria a LMC (K562), LLA-T (Jurkat e CEM), leucemia monoblastica aguda
(U937), LMA com t(8:21) (922;922) (Kasumi) e LPA com t(15;17) (q22;921) (NB4). Foram
utilizadas também células de linhagem de adenocarcinoma de c6lon humano (HT-29) e
fibroblastos humanos de MO (JMA).

As linhagens celulares K562, Jurkat, Kasumi e NB4 foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Dr. Alberto Orfao, do Cientro de Investigacion del Cancer da Universidade de
Salamanca. As linhagens CEM, U937 e JMA foram adquiridas comercialmente no Banco de
Células do Rio de Janeiro. E a linhagem HT-29 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Jodo
Batista Calixto da Univesidade Federal de Santa Catarina.

As células foram mantidas em garrafas plasticas para cultura celular contendo meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e
HT-29) ou Dulbecco Modified Eagles's Medium (DMEM) (CEM) suplementado com 10% de
soro bovino fetal (SBF) inativado, 100 U/ml de penicilina, 100 pug/ml de estreptomicina e 10
mM de tampéo de acido N-[2-hidroxietil]piperazina-N’-[2-etanosulfonico] (HEPES), pH 7.2,
e mantidas em estufa imida a 37°C, com 5% CO,. As células JMA foram mantidas em meio
Iscove’s Modified Dulbecco Medium (IMDM) com 20% de SBF inativado nas mesmas
condicdes descritas acima. Os meios de cultura, a penicilina, a estreptomicina, o tampéao
HEPES e o SBF foram adquiridos da Gibco®, Invitrogen Corporation, Brasil.

As células foram semeadas a uma densidade de 1,0 x 10° células/garrafa e repicadas a
cada 48 a 72 h em fluxo laminar. No inicio de cada experimento, a suspensdo celular foi
centrifugada a 200 x g, por 10 minutos em temperatura ambiente (20 a 25°C). O sobrenadante
foi descartado e o sedimento celular foi ressuspendido em 1,0 ml de meio de cultura RPMI,
DMEM ou IMDM. O nimero de células viaveis foi avaliado pelo método de exclusdo do
corante Azul de Trypan (0,5%) e foram utilizadas para os experimentos somente as amostras
com viabilidade celular superior a 95%. A quantidade de células viaveis adicionadas as placas
de cultura variou conforme o protocolo experimental, mantendo a relacdo de 1 x 10°
células/poco para o tempo de tratamento de 24 h, 5 x 10 células/poco para 48 h e 2,5 x 10°
células/pogo para 72 h e 200 uL de meio de cultura. Para as células aderidas HT e JMA,
foram plaqueadas 5 x 10* células/poco para 24 h de tratamento, 2,5 x 10 células/pogo para 48
h e 1,25 x 10* células/poco para 72 h. Todos os procedimentos de preparacéo das amostras

foram realizados em condigdes estéreis.
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4.2 Sintese Quimica

As chalconas sintéticas derivadas do 1-naftaldeido e do 2-naftaldeido foram
sintetizadas pela doutoranda Alessandra Mascarello e pela Dra. Louise Domeneghini
Chiaradia sob orientacdo do Prof. Dr. Rosendo Augusto Yunes e do Prof. Dr. Ricardo José
Nunes do Laboratério Estrutura e Atividade do Departamento de Quimica da UFSC,
conforme demonstrado no Esquema 11. Os reagentes utilizados foram obtidos
comercialmente da Sigma-Aldrich® e os solventes da Vetec®. As chalconas foram
preparadas por condensagdo alddlica utilizando como solvente sob condigdes basicas KOH
(50% wi/v) a temperatura ambiente (20 a 25°C) durante 24 h. Agua destilada e 10% de &cido
cloridrico foram adicionados a reacdo para a precipitacdo total dos compostos, que foram
entdo obtidos por filtracdo a vacuo e posteriormente recristalizados em diclorometano e
hexano. As estruturas foram identificadas pelo ponto de fusdo, espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia de ressonéncia magnética nuclear e analise elementar, como
anteriormente descrito (CHIARADIA et al., 2008).

As chalconas sintéticas estudadas no presente trabalho foram a (2E)-1-(3,4,5-
trimetoxi-fenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona (C24), derivada do 2-naftaldeido, (2E)-1-(3,4,5-
trimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona (A23) e (2E)-1-(2,5-dimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-
2-propen-1-ona (A1), derivadas do 1-naftaldeido.

R, O 0 R, O

J\ a R, 7

CH3 + H R5 —_— R5

A1, R1,R4 = OCH3, Rz,R3 = H, R5 = 1-naftil
A23, R, = H: R,,Rs Ry = OCHa; Rs = 1-nafti
C24' Ry = H RyRs Ry = OCH;: Re = 2-nafti

Esquema 11: Rota de sintese utilizada para a obtencdo das chalconas derivadas da 2-
naftilchalcona. (a) CondigGes reacionais: i. 50% KOH p/v, MeOH, 24 h, temperatura ambiente
(20 a 25°C). ii. 10% HCI.
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4.3 Tratamento das Células com as Chalconas

As chalconas foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) na concentragdo de 10
mM e armazenadas a 4°C. Para 0s experimentos, foram utilizadas solu¢des preparadas a partir
dessa solucdo estoque e diluidas em meio de cultura. Nos ensaios, a concentracdo das
chalconas variou entre 1 e 100 uM, ndo ultrapassando a concentragdo de 2% (v/v) para o
veiculo. O tratamento foi realizado pela adi¢do das chalconas sintéticas as células K562,
Jurkat, U937, Kasumi, NB4, CEM, HT e JMA em um volume maximo de 10% do volume da
suspensdo celular adicionada ao pogo da placa de cultura. As células foram mantidas em
estufa nas condigdes descritas acima, por periodos que variaram conforme o protocolo
experimental. Foram utilizados dois controles, um de células sem tratamento, e outro
acrescido do solvente (DMSO) ao meio de cultura na maior concentracdo utilizada no
experimento.

Inicialmente foi realizada uma triagem com células K562 e Jurkat a fim de avaliar o
efeito citotoxico das trés chalconas sintéticas Al, A23 e C24. Foram realizadas curvas
concentracdo-resposta em 24 h com concentracfes crescentes dos trés compostos, variando
entre 1uM e 100 uM. O composto que demonstrou maior reducdo na viabilidade celular das
células K562 e Jurkat foi selecionado para a determinacdo das curvas concentracdo e tempo-
resposta para as demais linhagens celulares, U937, Kasumi, NB4, CEM, HT, JMA e também
para as células K562 e Jurkat. Para isso, as células foram incubadas com a chalcona
selecionada (Al), em concentragdes crescentes (1, 5, 10, 25 e 50uM), em estufa imida a 37°C
com 5% de CO,. ApGs 24, 48 e 72 h de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo
método do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT), adquirido
da Sigma-Aldrich®, EUA. A Cls, foi obtida a partir de uma curva concentracdo-resposta em

24, 48 e 72 h, utilizando-se o software GraphPad Prism 5.

4.4 Obtencao das Células Mononucleadas de Individuos Saudaveis

As amostras de SP de cinco individuos saudaveis e ndo fumantes foram coletadas com
anticoagulante acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) por puncdo venosa e processadas
em até 30 minutos apds a coleta. Previamente & conforme o Comité de Etica de Pesquisa em
Seres humanos da UFSC (coleta das amostras, foi obtida a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), CEPSH n°913/2010). Para a obtencdo das
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células mononucleadas, as amostras sanguineas foram diluidas em tampédo fosfato (PBS)
numa proporcdo de 1 ml de amostra para 0,5 ml de PBS.

Ap0s a diluicdo, cada amostra foi colocada sobre 4 ml de Ficoll-Hypaque (densidade
1.077 g/m3, Sigma-Aldrich®, EUA) e centrifugada a 300 x g por 30 minutos. A interfase
contendo as celulas mononucleadas foi transferida para um tubo conico de 15 ml,
ressuspendidas em 10 ml de tampdo PBS e centrifugada a 200 x g porl0 minutos. Apos a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e as células foram novamente lavadas com PBS
e centrifugadas. Ao fim da ultima lavagem, as células foram ressuspendidas em 1 ml de meio
RPMI 1640, e o numero de células viaveis foi avaliado pelo método do Azul de Trypan
(0,5%). A cada poco da placa de cultura celular foram adicionadas 1,0 x 10° células/ 200 pl de
meio. Em seguida, as células foram incubadas com a chalcona Al na concentragdo de 50 uM.
Apbs 24 h de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. Os
resultados foram comparados com Taxol® (Paclitaxel), um bem estabelecido farmaco de uso

parenteral com atividade antitumoral.

4.5 Obtencao das Células Leucémicas de Pacientes

Para os experimentos ex vivo foram coletadas trés amostras de SP e cinco amostras de
MO de oito pacientes (Pacientes 1-8) com diagnostico de LA, antes do primeiro tratamento,
atendidos pelo Servico de Hematologia do HU da UFSC, no periodo de dezembro de 2011 a
dezembro de 2012. Todos os pacientes ou seus responsaveis legais assinaram o TCLE
conforme o CEPSH n°913/2010. As células mononucleadas foram isoladas conforme descrito
no item anterior. O numero de células viaveis foi avaliado pelo método do Azul de Trypan
(0,5%), obtendo-se em torno de 95% de células vivas em cada amostra. As células foram
plaqueadas na concentragdo de 1,0 x 10° células/ 200 pl de meio e incubadas com a chalcona
selecionada na Clso por 24h. Apos o periodo de incubacdo, a viabilidade celular foi avaliada

pelo método do MTT, conforme descrito no item 4.6.

4.6 Viabilidade Celular (Método do MTT)

O efeito citotoxico das chalconas sobre as células de linhagem K562, Jurkat, U937,

Kasumi, NB4, CEM, HT, JMA e sobre as células mononucleares de SP de individuos
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saudaveis e de pacientes portadores de LAs, foi avaliado pelo método do MTT. Este método
consiste em um ensaio colorimétrico que se baseia na reducdo do MTT ao seu derivado
formazan, de cor roxa, pelo metabolismo mitocondrial (VAN DE LOOSDRECHT et al.,
1991). Dessa forma, o ensaio funciona como um indicador da funcdo mitocondrial e, por
conseguinte, da viabilidade celular.

Apos o tempo de incubacdo de cada experimento, as placas foram centrifugadas, o
sobrenadante removido e adicionou-se ao meio de cultura 10 % (v/v) de solugdo de MTT (5
mg/ ml em PBS). Apos 3 h de incubacédo a 37° C, as placas foram novamente centrifugadas e
0 sobrenadante removido. Os precipitados formados em cada poco foram dissolvidos em 100
uL de solugdo de alcool isopropilico/ HCI 0,04 N e as placas foram submetidas & nova
centrifugacdo para a remocdo dos restos celulares. O sobrenadante foi transferido para outra
placa, onde foi realizada a leitura das absorbancias em espectrofotébmetro Microwell Systems
(Organon Teknika, Belgium) no comprimento de onda 540 nm. A densidade 6ptica do grupo
controle (células sem tratamento) foi considerada como 100% de células viaveis.

4.7 Avaliagéo do Ciclo Celular

O principio do ensaio de avaliagdo do ciclo celular consiste na coloragdo dos acidos
nucléicos pelo iodeto de propidio (PI), ap6s a digestdo do RNA pela ribonuclease (RNAse). O
Pl emite diferentes intensidades de fluorescéncia de acordo com as variagdes no contetdo de
DNA, ao longo do ciclo celular. Estes sinais séo captados pelo citdmetro de fluxo, o qual
permite a quantificacdo da porcentagem de células em cada fase do ciclo celular (GONG et
al., 1994). Para avaliar os efeitos da chalcona Al nas fases do ciclo celular, as células K562,
Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM (1,0 x 10° células) foram tratadas com o composto nas
suas Clso de 24 h, e incubadas durante 12 h em estufa imida a 37°C com 5 % de CO,. Apds
esse periodo, as células foram lavadas com PBS e fixadas com etanol 70 % durante 30
minutos a 4°C. Em seguida, as células foram lavadas com PBS contendo 2% de albumina
bovina. Por fim, adicionou-se ao sedimento celular 500 pL do “PI/RNASE Solution kit” com
Pl e RNAse (Immunostep®, Salamanca, Espanha) e as células foram mantidas ao abrigo da
luz durante 15 minutos em temperatura ambiente (20 a 25°C), de acordo com as instrugdes do
fabricante. As amostras foram adquiridas no citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton
Dickinson Immunocytometry Systems) e analisadas no software WinMID versdo 2.8. Foram

adquiridos 10.000 eventos com gate no canal PE (510-595 nm). O controle negativo foi
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preparado com células sem tratamento para a caracterizacdo dos pardmetros a serem

analisados no citdmetro de fluxo.

4.8 Avaliacdo da Apoptose

Para avaliar a inducdo de morte celular por apoptose causada pela chalcona Al, foram
utilizados os seguintes métodos: microscopia de fluorescéncia com brometo de etidio e laranja
de acridina (BE/LA), marcacdo com Anexina V conjugada ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC) por citometria de luxo e o ensaio de fragmentacdo do DNA.

4.8.1 Avaliacdo da Apoptose por Microscopia de Fluorescéncia com Brometo de Etidio e
Laranja de Acridina

O ensaio baseia-se na diferenca de permeabilidade da membrana plasmatica das
células aos corantes BE/LA. O laranja de acridina é permeavel a membrana intacta e confere
fluorescéncia verde as células quando observadas ao microscopio de fluorescéncia; enquanto
que o brometo de etidio é permeavel a membrana somente quando a integridade da mesma
esta alterada, conferindo fluorescéncia laranja ao nucleo das células ao se intercalar ao DNA.
Assim, é possivel diferenciar células viaveis, células em apoptose inicial e tardia e células
necréticas pela observacdo do aspecto morfoldgico do nudcleo e pela condensacdo e
fragmentacdo da cromatina, conforme indicado no Esquema 12. Brevemente, as células
viaveis apresentam fluorescéncia verde com nucleo uniforme. As células em apoptose inicial
ainda apresentam membranas intactas e, consequentemente, fluorescéncia verde, com
cromatina condensada e fragmentacdo nuclear. As células em apoptose tardia apresentam
fluorescéncia laranja devido a perda da integridade da membrana plasmatica, cromatina
condensada ou fragmentada e presenca de corpos apoptéticos. E células necréticas
apresentam fluorescéncia laranja uniforme (RENVOIZE et al., 1998; TAKAHASHI et al.,
2004; KOSMIDER et al., 2004).

Para os ensaios, as células K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM (1,0 x 10°
células/pogo) foram tratadas com a chalcona Al nas Clsg de 24 h. Apos 12 h, as celulas foram
lavadas em PBS e o sedimento celular foi ressuspendido em 40 ul de uma solugdo de brometo
de etidio (5ug/ml) e laranja de acridina (10 pg/ml) na proporcdo 1:1. Em seguida, 25 ul da

suspensdo celular foram transferidos para uma lamina de vidro e recobertos com laminula. As



58

laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX-FLA), usando
objetiva de 40 x. Campos representativos foram fotografados com cémera fotogréfica
(Olympus BX40, Japdo).

Necrose

Apoptose Inicial

Célula
Viavel

Apoptose Tardia

ESQUEMA 12: Esquema representativo de células K562 tratadas com o
composto Al apds coloragdo com BE/LA Células viaveis apresentam coloragdo verde
brilhante com estrutura preservada devido a permeabilidade do laranja de acridina @ membrana
intacta. Células em necrose tém coloragdo alaranjada a avermelhada e estrutura organizada. E
celulas em apoptose apresentam coloragdo verde com cromatina altamente condensada e/ou
nlcleo fragmentado (apoptose inicial), ou coloragdo alaranjada devido a presenga de poros na

membrana (apoptose tardia).

4.8.2 Avaliacdo da Apoptose pelo Método da Anexina V - FITC

O principio deste ensaio baseia-se na ligacdo da Anexina V a proteina de membrana
fosfatidilserina, normalmente encontrada na parte interna da membrana plasmatica. Durante o
estagio inicial de apoptose ocorre a perda da assimetria da membrana citoplasmatica, com a
consequente externalizacdo dos residuos de fosfatidilserina. A Anexina V se liga
especificamente a estes residuos e, quando conjugada ao FITC, permite identificar as células
em apoptose por citometria de fluxo (ENGELAND et al., 1998). Assim, a morte celular por
apoptose foi confirmada apo6s o tratamento das células K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e
CEM com a chalcona Al, na sua Clsy de 24h, através do Annexin V- FITC Apoptosis
Detection kit (Immunostep®, Salamanca, Espanha), apds 12 h de incubagdo com o composto.
Apos esse periodo, as celulas foram lavadas em PBS e adicionou-se ao sobrenadante 100 uL
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de tampé&o de Anexina V na dilui¢do 1:10 e 5 pLL de Anexina V-FITC conforme recomendado
pelo fabricante. O controle negativo foi preparado com as células sem tratamento, a fim de
definir uma quantificacdo basal de marcacdo com Anexina V. As analises foram realizadas no
citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ I (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas no software WinMID versdo 2.8. Foram adquiridos 10.000 eventos e os dupletes

foram retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC High e SSC Area.

4.8.3 Avaliacdo da Apoptose pelo Método de Fragmentacdo do DNA

Uma das principais caracteristicas da morte celular por apoptose é a degradacdo do
DNA nuclear em unidades nucleossomais (NAGATA, 2000). Com o objetivo de confirmar a
morte por apoptose causada pela chalcona Al, foi realizado o ensaio de fragmentagdo do
DNA ek células K562, Jurkat e Kasumi. A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se o
método do isotiocianato de guanidina 5 M nédo baseado em fenol, devido as suas propriedades
lisante, desnaturadora de proteinas e inativadora de nucleases (LIEPKE et al., 1987). As
células (3,0 x 10° células) foram tratadas com a chalcona Al e incubadas durante 24 h em
estufa itmida a 37°C com 5 % de CO,. Como controle de apoptose, as células foram tratadas
com Taxol 10 uM nas mesmas condic¢Bes anteriores. Apds as 24 h de incubagdo, as células
foram lavadas duas vezes com tampdo PBS, o sobrenadante foi removido e ao sedimento
celular foi adicionado 1 ml de solucdo de guanidina 5 M (isotiocianato de guanidina 5 M:
Tris-Cl pH 6.4 0.1M: EDTA pH 8,0 0,2M: Triton X-100 13%) para a extracdo de DNA. Os
tubos foram submetidos a agitacdo continua em mesa agitadora orbital por 72 h em
temperatura ambiente (20 a 25°C) para que ocorresse a lise das membranas celulares. Apds
esse periodo, foram adicionados 50 L de solucdo de didxido de silica acidificada. A mistura
foi homogeneizada por inversdo durante 5 minutos e submetida a centrifugacdo a 1.600 x g/
minuto. O sedimento foi lavado duas vezes com 500 pL de solugéo de lavagem de guanidina
5 M (isotiocianato de guanidina 5 M: Tris pH 6.4 0,1M), duas vezes com 500 pL de etanol 70
% (p/p) e uma vez com 500 pL de acetona PA. Entre cada lavagem, foi realizada uma
centrifugagéo a 1.600 x g/ minuto. O sedimento foi submetido a secagem a 56°C/ 10 minutos
em termo bloco e reidratado com 35 pL de tampéo Tris-EDTA pH 7.4 (Tris pH 6.4 0,1M:
EDTA pH 8,0 0,2M) a 56°C/ 10 minutos. Apos uma centrifugacdo a 10.000 x g/ 5 minutos, o
sobrenadante foi transferido para um microtubo livre de RNAse e DNAse e o DNA das

amostras foram separados por eletroforese em gel de agarose 2% e corados com brometo de
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etidio (1 pg/ml). Por fim, as amostras foram visualizadas e fotografadas sob iluminacéo
ultravioleta de fotodocumentacdo de géis (DOC-PRINT® Biosystems). O padrdo em escada,

caracteristico de morte celular por apoptose, pode ser observado no Esquema 13.

Esquema 13: Imagem representativa do gel de agarose de células Jurkat apos tratamento
com Taxol. As células (3 x 10° células/ml) foram incubadas com Taxol 10 uM por 24 h. A
extracdo de DNA foi realizada com solucdo de guanidina 5 M. Os fragmentos de DNA foram
separados por eletroforese em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio (1 pg/ml).
Linha A: Amostra controle (células sem tratamento). Linha B: Amostra tratada com Taxol 10
MM mostrando o DNA fragmentado no tipico “padrio em escada” da morte celular por

apoptose.

4.9 Avaliacéo do Potencial Mitocondrial

Para avaliar os efeitos da chalcona Al no potencial mitocondrial das células
leucémicas, foi utilizado o kit MitoView 633 da Biotium®, EUA. Segundo o fabricante, o
MitoView 633 é um corante mitocondrial fluorescente de coloracdo vermelha que se difunde
através da membrana plasmatica e se acumula na mitocondria em concentragfes nanomolares.
As mitocondrias com potencial fisioldgico sdo coradas com o MitoView 633 e fluorescem

apos 0 acumulo do corante no ambiente de lipidios das mitoc6ndrias. Quando ha diminuicéo
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no potencial mitocondrial, as mitocondrias perdem essa fluorescéncia. As linhagens K562,
Jurkat e Kasumi foram selecionadas para a investigacdo das vias de apoptose envolvidas na
morte celular causada pela chalcona Al. As células (1,0 x 10°células) foram tratadas com a
chalcona nas suas Clso de 24h e incubadas durante 12 h em estufa imida a 37°C com 5% de
CO,. Apos esse periodo, as células foram lavadas com PBS, submetidas a centrifugagéo a 200
X g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foram adicionados sobre o
sedimento celular 100 ul da solucdo de Mito View 633 diluido 1:10.000 de acordo com as
instrucdes do fabricante. As células foram incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente
(20 a 25°C) no escuro. Apds esse periodo, as células foram novamente centrifugadas, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de PBS. As anélises
foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ 11 (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems) e avaliadas no software WinMID versdo 2.8. Foram adquiridos
10.000 eventos e os dupletes foram retirados utilizando-se as caracteristicas de FSC High e
SSC Area.

4.10 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas Bax, Bcl-2, FasR, AIF e Caspase 3 por

Citometria de Fluxo

As células K562 e Jurkat (1,0 x 10° células) foram tratadas com a chalcona Al nas
suas Clso de 24 h, e incubadas durante 4, 8, 12 ou 24 h em estufa Umida a 37°C com 5 % de
CO,. Apos os periodos de incubacdo, as células foram lavadas com PBS, submetidas a
centrifugagéo a 200 x g por 10 minutos e, ao sedimento celular, foram adicionados 200 pl do
reagente BD Fix/Perm para permeabilizacdo das células (exceto para o FasR). Apds 20
minutos de incubacdo a 8°C, as amostras foram submetidas a novas centrifugacdes, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento celular foi ressuspendido com 100 ul de tampdo de
lavagem Fix/Perm. Foram adicionados entdo, 5 uL do anticorpo monoclonal anti-Bcl-2
conjugado ao FITC da Invitrogen®, EUA,5 ul do anticorpo monoclonal anti-caspase-3 ativa,
conjugado a FITC da BD Biosciences®, EUA, 5 ul do anticorpo monoclonal anti-Bax
conjugado ao PerCP, 5 ul do anticorpo monoclonal anti-FasR conjugado a PE e 5 ul do
anticorpo monoclonal anti-AlF conjugado a FITC, estes trés da Santa Cruz Biotechnology®,
EUA, nas seguintes combinagoes (FITC/PE/PerCP), (FITC/--/PerCP), (FITC/PE/--) e (FITC/-
-/--). Ap06s 15 minutos de incubacdo a 8°C, foram adicionados 500 ul do tampéo de lavagem e

as amostras foram centrifugadas duas vezes nas mesmas condic¢Ges descritas acima. Por fim,
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adicionou-se 500 pl de PBS ao sedimento celular. As amostras foram analisadas no citdbmetro
de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas no
software Infinicyt versdo 1.6. O controle negativo foi preparado com células sem tratamento.
Foram adquiridos 10.000 eventos e os dupletes foram retirados utilizando-se as caracteristicas
de FSC High e SSC Area.

4.11 Avaliacdo da Expressdo das Proteinas Survivina e KI-67 por Imunocitoquimica

A expressdo das proteinas survivina e KI-67 foi avaliada pela técnica de
imunocitoquimica, utilizando o método estreptoavidina-biotina-peroxidase (labelled
streptavidin biotin - LSAB). As células K562, Jurkat e Kasumi (1,0 x 10° células) foram
tratadas com a chalcona Al nas suas Clso de 24 h e incubadas durante 24 h em estufa Umida a
37°C com 5 % de CO,. Ap6s o periodo de incubacdo, as células foram centrifugadas em
citocentrifuga (CYTOPRO TM — Wescor) em laminas pré-tratadas com solucéo de silano a 5
% em acetona PA. Em seguida, as células foram fixadas em etanol 95 % por 1 hora a
temperatura ambiente (20 a 25°C). Apos a fixacdo, as laminas foram lavadas duas vezes com
PBS por 5 minutos e realizou-se o bloqueio da peroxidase endégena com solucdo de perdxido
de hidrogénio a 3 % em metanol absoluto por 20 minutos, a fim de evitar reacOes
inespecificas falso-positivas. Posteriormente, as laminas foram lavadas duas vezes com PBS
por 5 minutos, e submetidas a permeabilizacao celular com solucdo de Triton X-100-PBS 0,2
%. O anticorpo monoclonal anti-survivina (Santa Cruz Biotechnology®, EUA), diluido a
1:50, e o anticorpo monoclonal anti-KI1-67 (Biocare Medical®, EUA), diluido a 1:100 foram
adicionados sobre as células nas Idminas, e as mesmas foram mantidas em cdmara Umida a
8°C por 12 h. Apo6s este periodo, as laminas foram lavadas duas vezes com tampéao PBS e
incubadas com anticorpo secundario biotinilado do kit LSAB + System-HRP (Dako®, USA)
por 30 minutos. Logo apos esta etapa, as laminas foram novamente lavadas com PBS e
incubadas com estreptoavidina conjugada a peroxidase do kit LSAB + System-HRP por 40
minutos. Posteriormente as duas lavagens com PBS, as amostras foram submetidas a
revelacdo colorimétrica com o kit de solugdo cromdgena DAB (3,3’-diaminobenzidina,
Biocare Medical®, EUA), conforme recomendacdo do fabricante. Apds a revelacdo, foi
realizada a contracoloracéo das Iaminas com solugdo de hematoxilina de Harris, desidratagcdo
através de passagem das laminas em concentragdes crescentes de etanol, diafanizacdo em

xilol e montagem em meio de montagem sintetico. Utilizaram-se, como controles positivos,
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tecidos sabidamente positivos para os antigenos pesquisados (carcinoma de mama para a
proteina survivina e linfonodo para a proteina Kl1-67), e o controle negativo foi realizado pela
abolicdo do anticorpo primario nas reacbes. O resultado positivo foi revelado pelo
aparecimento de coloracdo castanha no local da marcacdo pelo anticorpo. A leitura das
laminas foi realizada em microscopio 6tico NIKON ECLIPSE 50i, em aumento de 400 X e as
fotografias foram realizadas no microscépio citado, com a camera NIKON DIGITAL
SIGHTDS-5M e o programa NIS ELEMENTS F, VERSION 2.10.

4.12 Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram expressos por média + erro padrdo da média (EPM). Cada
experimento foi repetido pelo menos trés vezes. Para a avaliagdo do efeito da chalcona Al em
células saudaveis, para a avaliacdo da exposicdo da fosfatidilserina e da alteracdo do potencial
mitocondrial, foi utilizado o teste t de Student, comparando cada ponto com o grupo controle.

Os testes de citotoxicidade foram avaliados utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA) one way e two way, complementada pelo teste post-hoc de Bonferroni. A anélise
estatistica do ciclo celular e a avaliacdo da expressdo das proteinas pré e antiapoptéticas em
diferentes tempos foram realizadas por ANOVA one-way seguida de Bonferroni. Em todas as
analises foi adotado um nivel de significAncia minimo de 5%. A realizacdo do tratamento

estatistico foi utilizado o software GraphPad Prism 5.
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5. RESULTADOS
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5.1 Avaliagdo da Citotoxicidade do Veiculo e Defini¢do do Grupo Controle

As chalconas sintéticas Al, A23 e C24 foram previamente dissolvidas em DMSO
antes de sua utilizacdo nos experimentos. A fim de excluir a participacdo do veiculo na
possivel citotoxicidade observada nos ensaios, este foi testado nas células K562 e Jurkat pelo
método do MTT. Foram avaliadas as mesmas concentracBes utilizadas na dissolu¢do das
chalconas sintéticas (1, 5, 10, 25, 50 e 100 uM) e comparadas com as células sem tratamento,
as quais foi atribuida a viabilidade celular de 100 %. Como pode ser observado na Figura 1,
ndo houve diferenca significativa entre a viabilidade celular das células ndo tratadas e das
células tratadas com DMSO. Dessa forma, optou-se por utilizar como grupo controle as

células ndo tratadas.
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Figura 1. Avaliacdo da citotoxicidade do DMSO em células K562 (Painel A) e Jurkat
(Painel B). As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/pogo - 24 h, 5 x 10* células/pogo - 48 h e
2,5 x 10 células/poco - 72 h) foram incubadas com o veiculo DMSO por 24, 48 e 72 h. A

viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade Optica do grupo controle
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(células sem tratamento) foi definida como 100% de viabilidade celular. ANOVA two-way

seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

5.2 Triagem das Chalconas Sintéticas Al, A23 e C24 sobre Células de LMA K562 e
sobre Células de LLA Jurkat

O efeito citotoxico das chalconas Al, A23 e C24 foi avaliado primeiramente sobre as
células K562 e Jurkat pelo método do MTT. Conforme mostrado na Figura 2, os trés
compostos apresentaram efeito citotoxico, pois reduziram significativamente a viabilidade
celular de forma dependente do tempo e da concentra¢do quando comparados as células ndo

tratadas. Os valores de Clsg estdo demonstrados na Tabela 2.
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Figura 2. Triagem das chalconas Al, A23 e C24 nas células K562 (Painel A) e Jurkat
(Painel B). As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/poco - 24 h, 5 x 10 células/pogo — 48 h e
2,5 x 10* células/pogo — 72 h) foram incubadas com as chalconas Al, A23 ou C24 por 24 h.
Cada ponto representa media + EPM de quatro experimentos independentes. * Diferenca
significativa em relacdo ao grupo controle (células sem tratamento). # Diferenca significativa
em relacdo aos demais compostos, p < 0.05, ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de

Bonferroni.
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Tabela 2. Valores de Cls, observados nas células K562 e Jurkat apés 24 h de incubagéo
com as chalconas Al, A23 e C24.

Valores de 1Csg

Compostos
K562 Jurkat
Al 40,13 +1,04 * 20,98 £ 2,39 *
A23 67,63 +1,68 61,69 + 1,20
C24 71,74 £ 2,09 59,46 + 1,28

* Diferenca significativa em relacdo as demais chalconas avaliadas p < 0.05, ANOVA one-way seguida de teste

post-hoc de Bonferroni.

Como pode ser observado na Figura 2, a comparagéo entre os trés compostos em cada
uma das concentracOes testadas mostrou que a chalcona Al foi significativamente mais
citotoxica do que as chalconas C24 e A23 nas concentragdes de 25, 50 e 100 uM para as
células K562, e nas concentracdes de 10, 25 e 50 uM para as células Jurkat. Além disso, de
acordo com a Tabela 2, a chalcona Al apresentou menor Clsy entre 0s trés compostos
avaliados, de 40,13 + 1,04 uM e 20,98 + 2,39 uM para as células K562 e Jurkat,
respectivamente. A diferenca entre os outros dois compostos ndo foi significativa. Assim, a

chalcona A1 foi selecionada para os proximos estudos.

5.3 Investigacdo do Efeito Citotoxico da Chalcona Al Sobre Diferentes Linhagens de
Células de LA

Como pode ser observado na Figura 3, a chalcona Al reduziu significativamente a
viabilidade celular de maneira dependente da concentracdo e do tempo de incubacdo nas
linhagens K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM quando comparado com as células ndo
tratadas. A reducdo significativa do nimero de células viaveis em 24 h foi observada a partir
de 1 pM nas células NB4, 5 uM nas células CEM e Kasumi, 10 uM nas células U937 e 25
MM nas células K562 e Jurkat. Apos 72 h de incubacdo, todas as linhagens apresentaram
reducdo significativa na viabilidade celular a partir de 1 uM, com excessao das células U937

que foi a partir de 5 uM.
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CEM (Painel F) (1 x 10° células/pogo - 24 h, 5 x 10* células/poco — 48 h e 2,5 x 10*
células/poco — 72 h) foram incubadas com a chalcona Al. A viabilidade celular foi avaliada
pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo controle (células ndo tratadas) foi definida
como 100% de viabilidade celular. Cada ponto do grafico representa media + EPM de quatro
experimentos independentes. * Diferenca significativa em relagédo ao grupo controle, p < 0.05,
ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

A Tabela 3 mostra os valores de Clso obtidos nas seis linhagens de LA apo6s 24, 48 e
72 h de tratamento com a chalcona Al. Confirmando os resultados observados nas curvas de
viabilidade celular da Figura 3, os valores de Clsy diminuiram com o aumento do tempo de
incubacdo. Apds 24 h, os valores de Clsp variaram entre 3,58 £ 0,31 uM e 40,13 £ 1,04 pM;
apos 48 h, os valores variaram entre 1,48 + 0,44 uM e 17,87 + 0,66 UM e apds 72, variaram
entre 1,85 + 0,49 uM e 6,28 £ 0,65 pM. Os resultados mais altos foram obtidos na linhagem
K562, enquanto que os resultados mais baixos foram obtidos na linhagem NB4.

Tabela 3. Valores de Clsy encontrados nas linhagens K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e

CEM apos incubagao com a chalcona Al.

Tempo/Célula K562 Jurkat U937 Kasumi NB4 CEM

24 h 40,13+1,04 20,98+239 17,62+0,70 7,72+0,60 3,58+0,31 5,33+0,81
48 h 17,87 +0,66 549+175 10,33+0,68 4,67+0,34 1,48+0,44 2,82+0,68
72 h 455+0,35 2,86+058 6,28+0,65 253+042 190+0,46 1,85+0,49

5.4 Efeito citotdxico da chalcona Al sobre células de Adenocarcinoma de Célon Humano

A chalcona Al foi testada em células de adenocarcinoma de célon humano HT-29, a
fim de verificar se 0 composto seria efetivo contra tumores ndao hematologicos. Como pode
ser observado na Figura 4, Painel A, a chalcona Al diminuiu a viabilidade celular das células
HT-29 de forma dependente do tempo e da concentragdo, com reducgéo significativa da
viabilidade celular a partir de 25 pM nos trés tempos avaliados. No entanto, os valores de Clsg
encontrados para essa célula foram mais altos do que os valores obtidos nas linhagens

leucémicas (Figura 4, Painel B).
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Figura 4. Efeito citotoxico da chalcona Al em células HT-29. As células HT-29 (5 x 10*
células/poco - 24 h, 2,5 x 10* células/poco - 48 h e 12,5 x 10° células/poco — 72 h) foram
incubadas com a chalcona Al por 24, 48 e 72 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método
do MTT (Painel A). A densidade Optica do grupo controle (células ndo tratadas) foi definida
como 100% de viabilidade celular. A Clsy da chalcona Al foi calculada com o software
GraphPad Prism 5 (Painel B). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0.05,

ANOVA two-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

5.5 Efeito citotdxico da Chalcona Al sobre Células de Fibroblastos Humanos de MO

A citotoxicidade da chalcona Al foi avaliada na linhagem JMA de fibroblastos
humanos normais de MO a fim de testar o efeito do composto em células saudaveis. De
acordo com a Figura 5, ndo houve diferenca significativa na viabilidade celular das células
JMA tratadas com a chalcona Al em nenhuma das concentracdes avaliadas ap6s 24 e 48 h de

tratamento.
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Figura 5. Efeito citotéxico da chalcona Al em células JIMA. As células IMA (5 x 10*
células/poco - 24 h e 2,5 x 10* células/poco - 48 h) foram incubadas com a chalcona Al por 24
e 48 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo
controle (células nédo tratadas) foi definida como 100% de viabilidade celular. Cada ponto do
grafico representa media + EPM de trés experimentos independentes. ANOVA two-way

seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

5.6 Efeito Citotéxico da Chalcona Al em Células Mononucleadas de Individuos

Saudaveis

Com o objetivo de confirmar a auséncia de efeito citotoxico da chalcona Al sobre
células normais, o composto foi incubado com células mononucleadas de SP de cinco
individuos saudaveis. A concentracdo de 50 UM foi escolhida por ser um valor mais alto do
que a maior Clsg encontrada em 24 h nas células de linhagem (40,13 + 1,04 uM). Como pode
ser observado na Figura 6, a chalcona Al ndo provocou reducdo significativa na viabilidade
das células mononucleadas, as quais apresentaram 94,29 + 3,13 % de céulas vivas apés 24 h
de tratamento. O Taxol (10 uM) foi utilizado como controle positivo e reduziu
significativamente a viabilidade celular para 41,54 = 3,96% ap0s o tratamento. O veiculo

DMSO apresentou viabilidade de 99,89 + 7,25 %.
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Figura 6. Efeito citotéxico da chalcona Al sobre células mononucleadas de individuos
saudaveis. As células mononucleadas (1,0 x 10° células/poco) foram incubadas com a chalcona
Al na concentracdo de 50 uM por 24 h. A viabilidade celular foi avaliada pelo método do
MTT. A densidade dptica do grupo controle (células sem tratamento) foi definida como 100%
de viabilidade celular. Foi utilizado como controle um grupo tratado com Taxol na
concentracdo de 10 UM, e um grupo tratado com DMSO na concentracdo utilizada para
dissolver o composto.* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0.05, teste t de
Student.

5.7. Efeito da Chalcona Al sobre as Fases do Ciclo Celular das Linhagens de LA

Humana

O efeito da chalcona Al na progressdo do ciclo celular das células K562, Jurkat,
U937, Kasumi, NB4 e CEM foi avaliado ap6s 12 h de incubacdo nas suas respectivas Clsy de
24 h. Em comparacdo com o grupo controle (células sem tratamento), cinco das seis linhagens
tratadas com a chalcona Al (K562, Jurkat, U937, Kasumi e NB4), apresentaram aumento
significativo da proporcéo de células na fase sub GO/G1, o que sugere um aumento da morte
celular sugestivo de apoptose. Além disso, 0 composto causou bloqueio do ciclo celular nas
seis linhagens avaliadas, o que é indicado pelo aumento significativo da porcentagem de
células na fase blogueada. Assim, a chalcona Al bloqueou a fase G2/M nas células K562,
Kasumi e NB4. As porcentagens obtidas no grupo controle e no grupo tratado com o
composto passaram, respectivamente, de 24,49 + 1,70 % para 32,83 + 1,17 % (K562), de
10,52 £ 0,41 % para 18,10 £ 0,47 % (Kasumi) e de 17,95 * 0,58 % para 39,94 + 1,87 %

(NB4). As células Jurkat foram bloqueadas na fase S, com porcentagem de 27,96 + 1,72 % no
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grupo tratado, em comparacdo com 14,46 + 0,78 % do grupo controle. Ja as células U937 e
CEM apresentaram bloqueio na fase GO/G1, com porcentagem de 60,94 + 0,35 % (U937) e
44,12 + 2,91% (CEM) apo6s o tratamento com a chalcona A1, enquanto que 0s grupos controle
apresentaram valores de 45,66 * 1,46 % (U937) e 34,82 £ 2,02 % (CEM). (Tabela 4 e Figura

7).

Tabela 4. Efeito da chalcona Al (Clsg) nas fases do ciclo celular das linhagens de LA humana.

Sub G0/G1 %
Célula GO/G1 (%) S (%) G2/M (%)
(Apoptose %0)
Controle 39,32 + 0,01 36,19 + 1,68 24,49 + 1,70 6,32 + 0,49
K562
Al 30,66 + 2,95 3652+1,79 32,83+1,17 12,04 + 0,05
Controle 55,46 + 3,91 27,96 + 1,72 14,46 + 0,78 3,98+ 0,33
Jurkat X X X
Al 33,52 + 6,29 43,88 + 0,30 22,50 + 5,98 44,06 + 7,45
Controle 45,66 + 1,46 33,47 +1,26 20,86 + 0,20 2,77 £ 0,24
U937
Al 60,94 + 0,35" 22,10+ 2,26° 16,96 + 2,61 18,98 + 0,60
Controle 71,65+ 2,16 18,33+ 1,05 10,52+0, 41 9,34 + 0,33
Kasumi
Al 60,62 + 1,54 20,80+1,73 18,10+ 0,47" 16,19+ 1,06
Controle 56,66 + 0,42 25,39 + 1,00 17,95 + 0,58 16,99 + 1,28
NB4
Al 31,68+ 0,30 2838+217  39,94+187 24,02+ 2,77
Controle 34,82 +2,02 40,37 + 1,46 24,82 + 348 13,63 + 0,47
CEM
Al 44,12 +2,91" 33,85+0,98"  2154+122 15,60 + 0,54

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0.05, ANOVA one-way seguida de

teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 7. Efeito da Chalcona Al sobre o ciclo celular das linhagens de LA K562, Jurkat,
U937, Kasumi, NB4 e CEM. As células (1 x 10° células/poco — 12 h) foram incubadas por 12h
na auséncia, grupo controle (Painel A), e na presenca da chalcona Al (Painel B). As fases do
ciclo celular estdo representadas por GO/G1, S e G2/M, e também a fase sub GO/G1l. Os
histogramas sdo representativos de, pelo menos, trés experimentos independentes. As analises
foram realizadas no citometro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software WinMID vers&o 2.8.

5.8 Efeito da Chalcona Al na Inducéo da Apoptose em Células de Linhagem de LA

Humana

Para avaliar se chalcona Al induziu as linhagens K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e
CEM a morte celular por apoptose, as alteracbes morfologicas foram observadas por
microscopia de fluorescéncia apds coloracdo com BE/LA. Apds 12 h de incubacdo com o
composto nas suas respectivas Clsg, as seis linhagens celulares demonstraram caracteristicas
morfolégicas tipicas de células em apoptose tardia, como formacdo de corpos apoptdticos e
perda de integridade da membrana plasmatica (indicada pela fluorescéncia alaranjada). As
células K562 e U937 apresentaram ainda algumas células em apoptose inicial, caracterizadas
pela membrana integra (indicada pela fluorescéncia verde) com condensacdo da cromatina.
As células em apoptose estdo indicadas na Figura 8 pelas setas brancas.

N&o foram encontradas caracteristicas morfoldgicas sugestivas de morte celular por

autofagia.
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Figura 8. Alteracfes morfoldgicas induzidas pela chalcona Al em células K562, Jurkat,
U937, Kasumi, NB4 e CEM. As células (1 x 10° células/poco) foram incubadas com a

chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 2 4h por 12 h e entdo coradas com uma solucédo 1:1 de
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BE/LA. Os grupos controle representam as células sem tratamento. As células foram
observadas em microscépio de fluorescéncia (Olympus BX41) na magnitude de 400 x e
campos representativos foram fotografados com camera digital (Olympus BX40, Japdo). Barras
correspondem a 10 uM. Setas indicam células em apoptose. Os resultados foram obtidos de,

pelo menos, dois experimentos independentes.

A apoptose induzida pela chalcona Al também foi avaliada pela externalizacdo da
fosfatidilserina, a qual foi detectada pelo método da Anexina V conjugada a FITC. Conforme
pode ser observado na Figura 9 e na Tabela 5, a chalcona Al aumentou de forma significativa
a porcentagem de células positivas para Anexina V nas seis linhagens estudadas, indicando
gue houve externalizacdo da fosfatidilserina e, consequentemente, morte celular por apoptose.

As células K562 passaram de 9,90 + 1,44 % de células positivas para Anexina V no
grupo controle, para 62,64 + 4,12 % apo6s o tratamento com a chalcona Al (Painel A). As
células Jurkat passaram de 9,24 + 1,08 % para 92,96 + 2,58 % (Painel B); as células U937
passaram de 16,60 + 0,71 % para 69,70 £ 1,04 % (Painel C), as células Kasumi, de 17,78 £
0,07 % para 73,21 + 1,29 % (Painel D), as células NB4, de 27,70 £ 1,99 % para 60,62 + 5,24
% (Painel E) e as células CEM passaram de 13,39 + 0,93 % para 86,84 + 1,67 % (Painel F) na

auséncia (grupo controle) e na presenca da chalcona Al, respectivamente.
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Figura 9. Efeito da Chalcona Al na exposicdo dos residuos de fosfatidilserina nas seis

linhagens de LA pelo método da Anexina V conjugada a FITC. As células K562 (Painel A),
Jurkat (Painel B), U937 (Painel C), Kasumi (Painel D), NB4 (Painel E) e CEM (Painel F) (1 x
10° células/poco), foram incubadas por 12 h na auséncia, grupo controle, e na presenca da
chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24h. A apoptose foi determinada pela marcacdo com
Anexina V-FITC. O grupo controle esta representado em branco e o grupo tratado com o
composto esta representado em cinza. As analises foram realizadas no citémetro de fluxo BD
FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software
WinMID versdo 2.8. As figuras sdo representativas de, pelo menos, trés experimentos

independentes.
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Tabela 5. Porcentagem de células positivas para Anexina V ap6s o tratamento com a

Chalcona Al e os respectivos grupos controle.

% CELULAS ANEXINA V +

CELULAS CONTROLE Al
K562 9,90 + 1,44 62,64 +4,12
Jurkat 9,24 + 1,08 92,96 + 2,58
U937 16,60 +0,71 69,70 1,04
Kasumi 17,78 0,07  73,21+1,29°
NB4 27,70+1,99  60,62+524"

CEM 13,39 + 0,93 86,84 + 1,67

* Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle, p < 0.05, teste t de Student.

As células Jurkat, K562 e Kasumi foram selecionadas para os proximos ensaios de
investigacdo dos mecanismos de a¢do. Optou-se por um modelo de células de linhagem de
LLA (Jurkat) e um modelo de LMA (Kasumi). A linhagem K562 também foi escolhida,
sendo inclusive utilizada em alguns experimentos preferencialmente a linhagem Kasumi, pois,
além de ser considerada, na literatura, como um modelo de LMA, foi a linhagem que
apresentou maior Clso. Assim, acredita-se que bons resultados obtidos com essas células
seriam ainda mais promissores nas outras linhagens menos resistentes.

A fim de confirmar a morte celular por apoptose por meio de uma terceira
metodologia, as trés células foram submetidas ao ensaio de fragmentacdo do DNA. Como
pode ser observado na Figura 10, a chalcona Al induziu claramente o padréo de fragmentacéo
“em escada” caracteristico das células mortas por apoptose, o qual foi semelhante ao controle

positivo Taxol.
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Figura 10. Avaliacdo da inducdo da fragmentagdo do DNA nas células K562 (Painel A),
Jurkat (Painel B) e Kasumi (Painel C) pela chalcona Al. As células (3 x 10° células/poco)
foram incubadas com a chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24 h ou com Taxol 10 uM
(controle positivo) por 24 h. Os grupos controle representam as células sem tratamento. Apés a
incubagdo, a extragdo do DNA foi realizada com solucdo de guanidina 5 M. O DNA das
amostras foi separado por eletroforese em gel de agarose 2% e corados com brometo de etidio
(1 pg/ml). Os géis foram visualizados e fotografados sob iluminagdo ultravioleta de
fotodocumentacdo de géis (DOC-PRINT® Biosystems).

5.9 Investigacdo do Efeito da Chalcona Al Sobre o Potencial Mitocondrial das Células
K562, Jurkat e Kasumi

Com o objetivo de avaliar se a morte celular por apoptose causada pela chalcona Al
envolveu a via mitocondrial, o potencial mitocondrial das células K562, Jurkat e Kasumi foi
analisado apos 12 h de incubagdo com o composto selecionado nas respectivas Clso de 24 h. A

intensidade de fluorescéncia média (IFM) do grupo controle foi considerada como 100% das
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células com potencial mitocondrial intacto. Como pode ser observado na Figura 11, o
tratamento com o composto reduziu o numero de células com potencial mitocondrial intacto
para 36,25 * 1,55 % na linhagem K562, 28,00 £ 3,51 % na linhagem Jurkat e 24,50 * 3,66 %

na linhagem Kasumi, mostrando que o composto alterou o potencial mitocondrial das células

analisadas.
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Figura 11. Efeito da Chalcona Al sobre o potencial mitocondrial das células K562 (Painel
A), Jurkat (Painel B) e Kasumi (Painel C). As células K562, Jurkat e Kasumi (1 x 10°
células/pogo), foram incubadas por 12 h na auséncia, grupo controle (gréfico branco), e na
presenca da chalcona Al (grafico cinza) nas suas respectivas Cls, de 24 h. A IFM foi
determinada por citometria de fluxo apds a utilizacdo do kit MitoView 633. As andlises foram
realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems) e avaliadas pelo software WinMID versédo 2.8. As figuras sdo representativas de, pelo
menos, trés experimentos realizados independentemente. Painel D: * Diferenca significativa em

relagdo ao grupo controle, p < 0.05, teste t de Student.
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5.10 Efeito da Chalcona A1l sobre a Proteina KI-67

Como pode ser observado na Figura 12, o grupo controle (células sem tratamento),
apresentou forte coloragdo castanha no ndcleo, o que indica intensa expressao da proteina Kl-
67. Apds o tratamento com a chalcona Al, houve um visivel aumento da morte celular nas
células K562, Jurkat e Kasumi, com diminui¢do da coloracdo castanha nas trés linhagens

avaliadas.

Controle Chalcona Al

K562
(40.13 + 1.04 uM

Jurkat
(20.98 £ 2.39 uM

Kasumi
(7.72 £ 0.60 uM

*

-

Figura 12. Expressdo da proteina KI-67 nas células K562, Jurkat e Kasumi apés o
tratamento com a chalcona Al. As células (1,0 x 10° células/pogo) foram incubadas por 12 h
com a chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24 h. Os grupos controle representam as células
sem tratamento. A expressao da proteina KI-67 foi realizada por imunocitoquimica, utilizando
0 método estreptoavidina-biotina-peroxidase. As células que expressam KI-67 sdo

caracterizadas pela coloracdo castanha nuclear no local da marcacdo pelo anticorpo anti-KI-67.
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As células foram observadas em microscépio 6tico (Olympus BX41), em aumento de 400X, e
0s campos representativos foram fotografados com camera digital (Olympus BX40, Japdo).

5.11 Efeito da Chalcona Al sobre a Proteina Antiapoptética Survivina

Como pode ser observado na Figura 13, o grupo controle (células sem tratamento)
apresentou forte coloracdo castanha no citoplasma, o que demonstra intensa expressao da
proteina survivina. Ap6s o tratamento com a chalcona Al, houve um visivel aumento da
morte celular nas trés linhagens celulares, com diminuicao evidente da coloragdo castanha nas
células K562 e Jurkat e diminuicédo discreta nas células Kasumi.

Controle Chalcona Al

K562
(40.13 £1.04 uM

Jurkat
(20.98 £ 2.39 uM

Kasumi
(7.72 £ 0.60 uMm

Figura 13. Expressdao da proteina antiapoptética survivina nas células K562, Jurkat e
Kasumi ap6s o tratamento com a chalcona Al. As células (1 x 10° células/ml) foram
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incubadas por 12 h com a chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24 h. Os grupos controle
representam as células sem tratamento. A expressdo da proteina survivina foi realizada por
imunocitoquimica, utilizando o método estreptoavidina-biotina-peroxidase. As células que
expressam survivina sdo caracterizadas pela coloracdo castanha citoplasmatica no local da
marcacdo pelo anticorpo monoclonal anti-survivina. As células foram observadas em
microscopio 6tico (Olympus BX41), em aumento de 400X, e 0s campos representativos foram

fotografados com cdmera digital (Olympus BX40, Jap4o).

5.12 Investigacdo do Efeito da Chalcona Al Sobre a Proteina Antiapoptdética Bcl-2 e

Sobre a Proteina Pro-Apoptotica Bax

As células K562 e Jurkat foram incubadas por 4, 8 e 12 h com a chalcona Al nas suas
respectivas Clsp de 24 h com o objetivo de avaliar se a apoptose provocada pelo composto
envolve a expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax. Como pode ser observado na Figura 14, Painel
A, a chalcona Al causou diminuicdo da expressdo da proteina antiapoptdtica Bcl-2 nas
células K562 de forma significativa apds 8 e 12 h de tratamento. A IFM encontrada foi de
37,00 + 16,27 % em 8 h e 35,38 = 2,12 % em 12 h, o que representa uma diminuicdo de,
aproximadamente, 63 % e 65 % para o0s respectivos tempos. Nas células Jurkat (Figura 14,
Painel B) houve diferenca significativa somente apds 12 h de tratamento com a chalcona Al.
A IFM encontrada neste tempo foi de 50,60 + 4,71 %, o que representa uma diminui¢do na
expressao da proteina Bcl-2 de aproximadamente 50%.

A Figura 14, Painel C mostra que a chalcona Al também aumentou a expressdo da
proteina pré-apoptética Bax nas células K562 de maneira significativa ap6s 8 h e 12 h de
tratamento, com IFM de 173.740 = 16,55 % e 207,21 + 12,43 %, respectivamente. Ja nas
células Jurkat (Figura 14, Painel D), foi observado um aumento significativo somente ap6s 12
h de tratamento, com IFM de 138,45 £ 6,56 %. Este resultado demonstra que, apds 12 h de
incubacdo, o composto aumentou a expressdo da proteina Bax na célula K562 em mais de

duas vezes, enquanto que o aumento na célula Jurkat foi de aproximadamente 39%.
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Figura 14. Efeito da chalcona Al na expressdo das proteinas Bcl-2 (Painéis A e B) e Bax
(Painéis C e D) em células K562 e Jurkat. As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/ml),
foram incubadas por 4, 8 e 12 h na auséncia, grupo controle (C), e na presenca da chalcona Al
em suas respectivas Clsy de 24 h. A IFM foi determinada por citometria de fluxo apés a

marcacdo com o anticorpo anti-Bcl-2 e/ou com o anticorpo anti-Bax. Os resultados representam

a média £ EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. As analises foram realizadas
no citdmetro de fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e
avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.3. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo

controle, p < 0.05, ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.



87

5.13 Efeito da Chalcona Al sobre FasR

As células K562 e Jurkat foram incubadas por 12 h com a chalcona Al nas suas
respectivas Clso de 24 h com o objetivo de testar a expressao do receptor FasR (CD95) por
citometria de fluxo. A IFM do grupo controle foi considerada como 100 %. Como pode ser
observado na Figura 15, a chalcona A1 aumentou a expressao de FasR na linhagem Jurkat de
forma significativa ap6s 12 h de tratamento, com IFM de 125,67 + 4,38 %, representando um
aumento de aproximadamente 26%. No entanto, 0 composto ndo alterou a expressdo de FasR

na linhagem K562.

1501

C K562 Jurkat

Figura 15. Efeito da chalcona Al na expressao da proteina FasR (CD95) em células K562
e Jurkat. As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas por 12 h na
auséncia, grupo controle (C), e na presenca da chalcona Al nas suas respectivas Cls, de 24 h. A
IFM foi obtida por citometria de fluxo apds a marcacdo com o anticorpo anti-CD95. Os
resultados representam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. As

™ 1]

andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.3. * Diferenca

significativa em relacdo ao grupo controle, p < 0.05, teste t de Student.

5.14 Efeito da Chalcona Al sobre o Fator Indutor de Apoptose

As células K562 e Jurkat foram incubadas por 4, 8, 12 e 24 h com a chalcona Al nas
suas respectivas Clsp de 24 h com o objetivo de investigar se a apoptose causada pelo

composto envolve a expressao da proteina AIF. A IFM do grupo controle foi considerada
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como 100 %. Como pode ser observado na Figura 16, ndo houve alteragéo significativa na
expressdo da proteina AIF nas duas linhagens analisadas.

A K562 B Jurkat
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Figura 16. Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina AIF em células K562 (Painel A) e
Jurkat (Painel B). As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/poco), foram incubadas na auséncia, grupo
controle (C), e na presenca da chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24 h. A IFM foi determinada
por citometria de fluxo ap6s a marcagdo com o anticorpo anti-AlF. Os resultados representam a média +
EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. As andlises foram realizadas no citdmetro de
fluxo BD FACSCanto™ Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software
Infinicyt versdo 1.3. ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

5.15 Efeito da Chalcona Al sobre a Ativacéo da Caspase-3

As células K562 e Jurkat foram incubadas por 24 h com a chalcona Al nas suas
respectivas Clso de 24 h com o objetivo de testar a expressdo da proteina Caspase-3. A IFM
do grupo controle foi considerada como 100 %. Como pode ser observado na Figura 17, a
chalcona Al aumentou de forma significativa a expressao da Caspase-3 nas células K562 e
Jurkat, com IFM de 124,41 + 3.19 % e 130, 50 £ 3.09 % respectivamente.
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Figura 17. Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina caspase-3 em células K562 e
Jurkat. As células K562 e Jurkat (1 x 10° células/pogo), foram incubadas por 24 h na auséncia,
grupo controle (C), e na presenca da chalcona Al nas suas respectivas Clsy de 24h. A IFM foi
determinada por citometria de fluxo apds a marcacdo com o anticorpo anti-Caspase-3. Os

resultados representam a média + EPM de, pelo menos, trés experimentos independentes. As
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analises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.3. * Diferenca

significativa em relagdo ao grupo controle, p < 0.05, teste t de Student.

5.16 Investigacdo do Efeito Citotdxico da Chalcona Al sobre Células de Pacientes
Portadores de LA

O efeito da chalcona Al sobre células mononucleadas de SP e MO de oito pacientes
com diagndstico de LA atendidos no HU/UFSC foi investigado a fim de se determinar a
citoxicidade do composto em ensaios ex vivo. De acordo com a Tabela 6, dos oito pacientes
avaliados, trés eram do género feminino e cinco do género masculino, e a mediana de idade
foi de 46 anos. A porcentagem de blastos em cada amostra variou entre 24,6 % e 89,9 %, com
mediana de 45,10 %. Segundo os critérios da OMS (2008), os Pacientes 1 e 2 receberam o
diagnostico de LLA-B comum; os Pacientes 3 e 6 de LPA, o Paciente 4 de leucemia
mielomonocitica aguda, os Pacientes 5 e 8 de LA de linhagem mista e o Paciente 7 de LMA
sem maturagdo. Trés dos oito pacientes foram a 6Gbito e 0os demais continuam em tratamento e

em remissao até o presente momento.
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Tabela 6: Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com diagndstico de LA no
momento do diagnostico incluidos no estudo.

PACIENTE GENERO IDADE AMOSTRA DIAGNOSTICO LEUCOCITOS BLASTOS PROGRESSAO

(anos) /mm? (%)

1 M 48 SP LLA-B comum 142,340 89,9 Obito

2 F 17 SP LLA-B comum 61,580 84,5 Remissdo

3 F 87 SP LPA 20,690 24,6 Obito

4 M 76 MO Leucemia 35,500 31,8 Obito

mielomonocitica

aguda

5 F 44 MO LA de linhagem 14,890 30,0 Remissdo
mista

6 M 18 MO LPA 25,680 62,0 Remisséo

7 M 38 MO LMA sem 25,370 59,0 Remissdo

maturagdo

8 M 67 MO LA de linhagem 5,680 27,0 Remissdo

mista

Como pode ser observado na Figura 18, (Painéis A-H) a chalcona Al, apos 24 h de
incubagdo com as células mononucleadas, reduziu a viabilidade celular de forma dependente
da concentracdo nas amostras dos oito pacientes portadores de LA incluidos no estudo. Foi
encontrada uma reducdo significativa da viabilidade celular a partir de 10 uM, sendo que para
um paciente a reducdo foi observada a partir de 5 uM. A Clso encontrada para as 8 amostras

pode ser observada na Tabela 7.
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Figura 18. Efeito citotoxico ex vivo da chalcona Al sobre células mononucleadas de

pacientes portadores de LA (Painéis A-H). As células separadas por Ficoll-Hypaque (1,0 x

10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al por 24 h. A viabilidade celular foi
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avaliada pelo método do MTT. A densidade 6ptica do grupo controle (células sem tratamento)
foi definida como 100% de viabilidade celular. * Diferenca estatisticamente significativa em

relacdo ao grupo controle, p < 0.05, ANOVA one-way seguida de teste post-hoc de Bonferroni.

Tabela 7. Valores de Clsy observados nas amostras de pacientes portadores de LA ap6s

tratamento com a chalcona Al

PACIENTE Cls, (UM)
1 26,18 + 1,42
2 21,38 +1,33
3 7,19+ 0,86
4 42,27 £ 2,04
5 76,51+ 1,88
6 18,45+ 1,73
7 16,04 +1,20

8 11,15+1,01
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6. DISCUSSAO
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Segundo dados da OMS, em 2012, o cancer foi a sétima causa de morte no mundo,
sendo considerada a terceira em paises desenvolvidos. Nas Ultimas décadas, o cancer tem se
tornado um importante problema de satde publica mundial (WHO, 2012) e, por essa razao,
inimeras pesquisas tém sido realizadas com o objetivo de desenvolver diferentes tratamentos
com novos farmacos antineoplésicos e elucidar os seus mecanismos de agdo (KOSIOR,;
LEWANDOWSKA-GRYGIEL; GIANNOPOULOQOS, 2011).

Os tumores hematologicos se diferenciam dos tumores sélidos por apresentarem
diferencas em suas origens histoldgicas, nas caracteristicas patogénicas e no comportamento
clinico e, por isso, sdo abordados de forma diferente das demais neoplasias. Dentre os tumores
hematoldgicos destacam-se as LAS, as quais se caracterizam por ser um grupo de doencas
heterogéneas cujos tratamentos estdo associados a altas taxas de morbidade, mortalidade e
recidiva (KRUG et al., 2011) e que estdo entre as principais causas de morte por cancer no
Brasil, em 2012 (INCA, 2011). Assim, considerando as diversas propriedades farmacolégicas
atribuidas na literatura as chalconas (KATSORI; HADJIPAYLOU-LITINA, 2009; AKIHISA
et al., 2012), a sintese de compostos derivados de sua estrutura basica pode ser uma estratégia
importante na busca por novas terapias antileucémicas.

Nessa perspectiva, baseado em um estudo prévio realizado no LOEH que relatou os
efeitos de chalconas sintéticas derivadas do 2-naftaldeido em celulas L-1210 (PEDRINI et al.,
2010), foram sintetizadas, para o presente estudo, trés chalconas estruturalmente modificadas
(Al, A23 e C24) com o objetivo de otimizar o potencial citotdxico ja relatado. Em
compara¢do com as estruturas quimicas analisadas no estudo anterior, foram propostas
substituicOes 3,4,5-trimetoxi no anel A da 2-naftilchalcona a fim de se obter o composto C24,
tendo como base estudos prévios que relataram a atividade antileucémica de derivados
metoxilados (DUCKI et al., 1998; YE et al., 2005; DUCKI et al., 2009; ECHEVERRIA et al.,
2009; SINGH et al., 2012). De acordo com estes estudos, a atividade antitumoral das
chalconas e seus derivados sintéticos esta altamente relacionada ao padrdo da substituicdo
aromatica, sendo que as chalconas metoxiladas normalmente apresentam maior atividade. A
fim de comparar o potencial citotdxico e avaliar a influéncia do anel B na atividade
antileucémica, também foi realizada a substituicdo do radical 2-naftil pelo radical 1-naftil e,
dessa forma, obtiveram-se as chalconas A23 e Al.

A triagem realizada com os trés compostos em células de linhagem de LA K562 e
Jurkat, selecionadas por serem modelos classicos de LMA e LLA respectivamente, mostrou
que as trés chalconas sintéticas apresentaram efeito citotoxico significativo. As chalconas

reduziram a viabilidade celular das duas linhagens de forma dependente da concentracao
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quando comparadas ao grupo controle (células sem tratamento). Além disso, dentre as
chalconas analisadas, o composto Al apresentou maior citotoxicidade (Tabela 2: Clsg células
K562: 40,13 + 1,04 uM; Clso células Jurkat: 20,98 + 2,39 uM) e, por esse motivo, foi
selecionado para os demais ensaios bioldgicos.

O presente estudo teve por objetivo encontrar um novo composto com atividade
citotoxica em concentragdes baixas para que este pudesse vir a ser utilizado futuramente como
farmaco antileucémico ou como protétipo para a sintese de novos compostos. Segundo Cos e
colaboradores (2002), concentracbes acima de 50uM podem ser citotdxicas também para
células normais, 0 que aumentaria a probabilidade de provocar efeitos adversos para o
paciente. Dessa forma, a concentracdo maxima testada nos ensaios de citotoxicidade foi de 50
UM, Além disso, considerando-se que as leucemias constituem um grupo heterogéneo de
doencas e, por isso, diferem quanto a etiologia, patogénese, prognostico e resposta ao
tratamento, neste trabalho optou-se por realizar estudos in vitro com diferentes linhagens de
LAs. Assim, foram escolhidas, além das células K562 (LMA secundaria a LMC) e Jurkat
(LLA-T), as células U937 (leucemia monocitica aguda), Kasumi (LMA com t(8;21)
(921;922)), NB4 (LPA com t(15;17) (922;921)) e CEM (LLA-T).

A chalcona Al demonstrou citotoxicidade de maneira dependente do tempo e da
concentracdo nas seis linhagens de LAs avaliadas (Tabela 3 - Clsg 24 h: 3,58 £ 0,31 uM a
40,13 + 1,04 uM; Clso 48 h: 1,48 + 0,44 uM a 17,87 + 0,66 uM; Clso 72h: 1,85 + 0,49 pM a
6,28 + 0,65 uUM). O efeito citotdxico das chalconas e seus derivados vém sendo investigado
em diferentes estudos. Piotrowska e colaboradores (2011) testaram uma série de
isoxazolidinas sintéticas derivadas de chalconas em células K562 (5x10° células/ poco) e
encontraram valores de Clso entre 90,0 e 150,0 uM, apds 24 h de incubacédo e entre 80,0 e
90,0 uM apobs 48 h de incubacdo. Os valores obtidos sédo significativamente mais elevados do
gue os encontrados para a chalcona Al, principalmente se for levada em consideracdo a
quantidade de células plaqueadas por poco (5x10° células contra 1x10° no presente trabalho).
Ja Aryapour e colaboradores (2012), em um estudo envolvendo cromanonas e células K562,
obteve uma Clso de 38,80 pM apds 24 h de incubagdo com o composto mais efetivo (1x10*
células/ pogo). Esse valor foi bastante semelhante ao obtido com a chalcona A1 na mesma
linhagem (40,13 + 1,04 uM), no entanto, deve-se observar que a quantidade de células
incubadas com o composto Al foi 10 vezes maior, 0 que sugere uma maior efetividade do
mesmo em relagcdo ao composto descrito na literatura. Outros estudos como os de Reddy e
colaboradores (2010) e Ducki e colaboradores (2009) encontraram valores bastante baixos de

Clsoem células K562 tratadas com chalconas sintéticas, entre 0,30 e 0,90 pM e entre 0,43x10?
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UM e 30,00 pM, respectivamente. Um deles (YE et al., 2005), envolvendo chalconas
metoxiladas, obteve Clso de 14.2 + 0.45 pM. No entanto, nesses trabalhos os tempos de
incubacdo foram superiores ao realizado no presente estudo: 96 h (REDDY et al, 2010), 120 h
(DUCKI et al., 2009) e 48 h (YE et al., 2005). Além disso, o numero de células K562
plaqueadas foi inferior a quantidade utilizada no presente trabalho, 1x10* células/poco
(REDDY et al, 2010; YE et al., 2005) e 2x10° células/ml (DUCKI et al., 2009).

Apesar de a literatura relatar valores mais baixos de Clsp, muitos desses estudos
utilizam concentracdes menores de células ou maiores tempos de incubacao. Quanto menor a
densidade de células por poco e quanto mais tempo o composto ficar em contato com as
células, aumentando o tempo de exposi¢do, maior serd sua eficiéncia em induzir a morte
celular, o que justificaria os menores valores encontrados na literatura. Dessa forma, é
possivel sugerir que a chalcona Al, principalmente se levarmos em consideracdo a Clsy de 72
h (4,55 £ 0,35 pM), apresenta valores semelhantes e, muitas vezes, melhores do que os
valores descritos na literatura para as células K562.

Achados semelhantes foram obtidos nas demais linhagens leucémicas utilizadas no
presente trabalho. Tavares e colaboradores (2011) avaliaram uma série de nove quinolinil
chalconas e quinolinil-N-6xido chalconas em células Jurkat (1x10° células/ poco) ap6s 48 h
de incubacéo e encontram valores de Clso que variaram entre 4,90 £ 0,40 uM e 71,90 £ 18,00
UM. Gul e colaboradores (2009), em um estudo realizado em células Jurkat com cinco
derivados de 4’-hidroxichalcona testados nas mesmas condicGes acima, obteve Clsy entre 9,30
e 14,00 uM. O resultado obtido para o composto A1 em 48 h (5,49 + 1,75 uM) foi semelhante
ao melhor resultado obtido pelo grupo de Tavares e colaboradores (2011), e mesmo o valor
encontrado em 24 h (20,98 = 2,39 uM) foi superior a muitos dos compostos avaliados na
literatura (PATI et al., 2007; GUL et al., 2009; TAVARES et al., 2011).

De maneira semelhante, Dimmock e colaboradores (2003) testaram derivados de 4’-
aminochalconas em células CEM e, dentre os compostos analisados, 40% apresentaram Clsg
abaixo de 10,00 uM. Como as condi¢des de ambos os experimentos ndo foram relatadas, a
comparacdo com a chalcona Al ficou prejudicada, porém os baixos valores de Clsg
encontrados para essa linhagem (5,33 + 0,81 uM em 24h, 2,82 + 0,68 uM em 48h e 1,85 *
0,49 UM em 72 h) corroboram o resultado encontrado na literatura. Apenas um unico trabalho
envolvendo ensaios de citotoxicidade de chalconas em células U937 foi encontrado na
literatura consultada. Nesse artigo, 1x10* células/ poco foram incubadas por 44 h na presenca
de uma chalcona prenilada isolada de Sophora flavescens. (LEE et al., 2007). No entanto,

apesar de o composto apresentar potente citotoxicidade de forma concentracdo dependente,
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sua ICsp ndo foi calculada. Até o presente momento, ndo ha trabalhos cientificos relatando a
atividade antitumoral de chalconas e seus derivados frente as linhagens celulares NB4 ou
Kasumi.

A diferenca encontrada entre os valores de Clso para as diferentes linhagens celulares
pode ser explicada pelas particularidades de cada subtipo de leucemia aguda. Por exemplo, 0s
valores mais elevados foram observados na celula K562, conhecida por ser uma LMA
secundaria a uma LMC. Esse tipo de leucemia tende a ser mais agressivo e menos responsivo
ao tratamento do que os demais subtipos de LA (LARSON, 2007; SEKERES et al., 2009). A
fim de comparagéo, o tratamento de pacientes com LMC em fase cronica com Imatinib atinge
resposta citogenética completa em 70-90% dos casos, com sobrevida de 5 anos entre 80-95 %
(WHO, 2008). J& o tratamento de pacientes com LMC em crise blastica com o mesmo
farmaco, atinge resposta citogenética completa em apenas 15 % dos casos, com sobrevida de
1 ano entre 25-30% (HEHLMANN; SAUSSELE, 2008).

Entretanto, a linhagem Kasumi, de LMA com t(8:21) (921;922), a qual apresenta bom
prognostico e responde bem ao tratamento quimioterapico (SWERDLOW et al., 2008),
apresentou valores de Clsp menores quando comparados a linhagem K562. Os valores mais
baixos de Clsp encontrados no presente estudo foram para a linhagem NB4, a qual é uma
linhagem de LPA. As LPAs sdo LAs de melhor progndstico devido as caracteristicas
intrinsicas do tipo celular envolvido, os promieldcitos, os quais sdo células mais diferenciadas
do que os blastos, e, dessa forma, apresentam melhor resposta ao tratamento. Além disso, a
terapia atual para este tipo de LA com o acido holo-transretindico (ATRA) envolve a
diferenciacdo dos promieldcitos leucémicos em células maduras normais (SWERDLOW et
al., 2008). Estudos futuros com essa linhagem celular sdo necessarios para investigar se a
chalcona A1, além de levar as células NB4 a morte celular por apoptose, seria capaz de
estimular a diferenciacdo dos promieldcitos em células maduras.

A fim de verificar se 0 composto Al € seletivo para tumores hematoldgicos ou se
também apresenta atividade citotoxica contra tumores solidos, o seu efeito também foi
avaliado sobre células de adenocarcinoma de c6lon humano HT-29. De acordo com a Figura
4, embora a chalcona Al tenha diminuido a viabilidade celular das células HT-29 de forma
dependente do tempo e da concentracéo, os resultados demonstram que o seu efeito para essas
células € menor do que para as células de LA. A chalcona Al diminuiu a viabilidade celular
de forma significativa nas concentracdes de 25 e 50 uM e com Clsp de 50,42+ 1.70 puM,
23,10+ 1,36 UM e 16,31+ 1,12 uM para 24, 48 e 72 h respectivamente. No estudo de
Vasconcelos e colaboradores (2012), quatro chalconas derivadas da 3-fenil-1-(tiofen-2-il)-
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prop-2-en-1-ona foram testadas em células HT-29 (2x10* células/ pogo) e apresentaram
valores de Clsg entre 13,40 uM e 29,60 uM para 24 h, 11,50 uM e 29,10 uM para 48 h e
12,50 uM e 21,60 uM para 72 h de incubacdo. J& Kamal e colaboradores (2012), utilizando
1x10* células/poco incubadas por 48 h com 28 derivados de 4p-alquilamidochalconas, obteve
Clsp entre 0,37 uM e 21,60 uM. Considerando que os valores encontrados no presente
trabalho ap6s 48 e 72 h de incubagdo encontram-se dentro das faixas citadas e que a diferenga
nos valores de 24 h poderia ser explicada pelo maior nimero de células plaqueadas (5x10*
células pogo no presente estudo), ndo € possivel desconsiderar o efeito citotoxico da chalcona
Al nessa linhagem celular. Pesquisas envolvendo chalconas metoxiladas em outras linhagens
de tumores soélidos obtiveram Clso entre < 1 uM e > 100 uM (ECHEVERRIA et al., 2009;
SINGH et al.,, 2011). Assim, sugere-se que novos estudos sejam realizados em outras
linhagens de tumores solidos a fim de confirmar o efeito citotdxico da chalcona Al em
diferentes tipos de neoplasias humanas além das hematoldgicas.

Além de células neoplésicas, a atividade citotoxica da chalcona Al também foi
avaliada em células normais. Apesar de diversos estudos utilizarem a avaliacdo da
citotoxicidade em células mononucleadas de individuos saudaveis como uma metodologia
valida para analisar a especificidade de novos compostos para células tumorais, acredita-se
que o mais adequado seria analisar o efeito dos mesmos em células que mimetizem o
ambiente medular. Por esta razdo, o efeito da chalcona Al também foi avaliado sobre células
de linhagem de fibroblastos humanos normais de MO (JMA). A Figura 5 demonstra que a
chalcona Al ndo foi significativamente citotoxica para as células JMA em 24 e 48 h de
incubacgédo, com Clsp> 100 uM em ambos os tempos. Estes resultados estédo de acordo com 0s
encontrados sobre células mononucleadas (Figura 6). Além disso, sugerem uma possivel
seletividade do composto Al para as células tumorais, a qual é importante na diminuicao dos
efeitos adversos relacionados a aplasia medular causada pela citotoxicidade inespecifica dos
quimioterapicos utilizados no tratamento de LAs. A maioria dos quimioterapicos disponiveis
atualmente, ao destruirem células tumorais, também causam lesfes as células saudaveis
vizinhas. Esse mecanismo € responsavel pela maioria dos processos inflamatorios e
autoimunes envolvidos nos tratamentos antileucémicos, como, por exemplo, supressdo da
MO, toxicidades gastrointestinais e perda de cabelo. Assim, uma maior seletividade do
composto implica diretamente na diminuicdo da morbidade e mortalidade sofrida pelos
pacientes portadores de LAs (MILLIGAN et al., 2005; CHAGAS et al., 2010).

A citoxicidade provocada pela chalcona Al sobre células mononucleadas de

individuos saudaveis foi comparada com a do quimioterapico Taxol. Enquanto a viabilidade
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celular observada ap6s 24 h de tratamento com a chalcona Al (50 uM) foi de 94,29 + 3,13 %,
as células tratadas com Taxol (10 uM), nas mesmas condi¢des, apresentaram viabilidade de
41,54 + 3,96 %, significativamente menor em relacdo ao grupo controle. O veiculo DMSO, na
mesma concentracao utilizada para a chalcona, apresentou viabilidade de 99,89 + 7,25%, o
que confirma os resultados encontrados na Figura 1 que mostram que 0 mesmo nao é
responsavel pela morte celular observada no tratamento com as chalconas.

A capacidade da chalcona Al de reduzir a viabilidade celular em linhagens tumorais
sem apresentar citotoxicidade significativa em células saudaveis é, indiscutivelmente, um
ponto positivo e permite sugerir que o composto poderia ser utilizado como protétipo para a
sintese de novos farmacos. Para isso, novas alteraces estruturais eletronicas e/ou estéricas
poderiam ser propostas com 0 objetivo de se obter menores valores de Clso. Uma das
modificacdes que poderia ser realizada no composto Al é a substituicdo do anel naftil pelo
anel antraceno, o que aumentaria ainda mais a lipofilicidade da molécula. Moléculas mais
lipofilicas, em geral, sdo mais ativas em comparagdo as mais hidrofilicas devido a
constituicdo lipoproteica das membranas bioldgicas. Assim, substancias lipossoliveis
apresentam uma maior capacidade de transpor as membranas celulares pelo processo de
difusdo passiva, tornando-se mais ativas em menor quantidade. Outra alternativa seria a
ampliacdo da ponte de trés carbonos entre os anéis aromaticos, incluindo também a troca de
alguns atomos de carbono por heterodtomos (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

As respostas celulares para os danos ao DNA aos quais as células estdo
constantemente sujeitas envolvem diferentes mecanismos de reparo relacionados a
interrupcdo da progressdo do ciclo celular ou a inducdo da morte celular programada (RING
et al., 2012). Apesar de néo estar claro na literatura como o bloqueio do ciclo celular ou a
inducdo a apoptose se relacionam ao processo de reparo ao DNA, estes dois fatores séo
altamente desejados na investigacdo de novos compostos (KASTAN e BARTEK, 2004,
ABBAS, DUTTA, 2009). Diante dessa perspectiva, como a chalcona Al apresentou
citotoxicidade para as seis linhagens de LA avaliadas e para a linhagem de tumor sélido HT-
29, e ndo é citotdxica para células normais, 0 composto pode ser considerado uma molécula
bioativa promissora e, por este motivo, deu-se continuidade aos estudos de investigacao.

Conforme mencionado anteriormente, a célula possui mecanismos de checagem pelos
quais a célula ativamente interrompe a progressdo do ciclo celular diante de danos ao DNA e
outros estresses (KASTAN e BARTEK, 2004). De acordo com a literatura, chalconas
sintéticas bloqueiam o ciclo celular de células leucémicas em diferentes fases do ciclo celular.

Em geral, as chalconas interferem na dindmica dos microtubulos, impedindo a formacao do
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fuso mitotico na fase G2/M devido a sua capacidade de se ligar & tubulina. Essa atividade
antimitotica das chalconas esta altamente relacionada a substituintes metoxi (BOUMENDJEL
et al., 2010; GO, WU e LIU, 2005; SHEN et al., 2007). No presente trabalho avaliou-se o
efeito da chalcona Al no ciclo celular das linhagens K562, Jurkat, U937, NB4, Kasumi e
CEM, apds 12 h de incubacdo. Optou-se por utilizar o tempo de incubagdo de 12 h, apesar de
a ciclagem das células avaliadas ser em torno de 24 h, porque a exposi¢do prolongada ao
composto (24 h) aumentou a proporcéo de células na fase sub GO/G1 (células mortas) em
mais de 50 % (chegando a mais de 80 % em algumas linhagens). Este fato reduziu o numero
de células dentro do ciclo celular e inviabilizou a anélise. Assim, de acordo com a Tabela 4, a
chalcona Al aumentou de forma significativa a proporcao de células na fase sub G0/G1, o
gue mostra um aumento significativo de morte celular. Além disso, 0 composto causou
bloqueio do ciclo celular em todas as seis linhagens avaliadas, refletido pelo aumento
significativo da porcentagem de células na fase blogueada. Semelhante aos resultados
encontrados na literatura para as chalconas metoxiladas, o composto Al causou bloqueio na
fase G2/M nas células K562, Kasumi e NB4, o que sugere uma acdo antibidtica nos
microtibulos (RAO, FANG e TZENG, 2005; DUCKI et al., 2009).

Diferentemente dos resultados descritos na literatura que relatam que chalconas
causam bloqueio na fase G2/M (ROZMER, BERKI e PERJESI, 2006; PILATOVA et al.,
2010)., a chalcona Al causou bloqueio na fase S das células Jurkat. Os mecanismos
envolvendo o bloqueio celular na fase S ndo sdo conclusivos até o presente momento, mas
estudos indicam que ocorre devido a supressdo das fases de iniciacdo e elongacdo da
replicacdo do DNA, o que impede a replicagdo do material nuclear (VERMEULEN,
BOCKSTAELE e BERNEMAN, 2003). Outro estudo indica que diversos farmacos
antineoplasicos bloqueiam a fase S pela modulacdo da expressdo da ciclina A e da atividade
da CDK2 (SIDDIQUI et al., 2003). A hidroxiureia e a afidicolina sdo dois exemplos de
farmacos com diferentes mecanismos de acdo que atuam na fase S impedindo a replicagdo do
DNA pela inibicio da migragcdo da forquilha de replicagdo (BOREL, LACROIX e
MARGOLLIS, 2002). Conforme apresentado anteriormente, a inducdo de dano ao DNA tem se
tornado uma importante estratégia terapéutica no combate as LAs, pois bloqueia a divisao
celular da populacéo de blastos leucémicos que estdo em répida divisao durante a fase S. Essa
ativacdo do ponto de checagem pode ocorrer tanto pelo bloqueio do desenovelamento das
cadeias de DNA quanto pela incorporacdo de nucleosideos analogos durante a replicacdo
(SCHNERCH et al., 2012). Assim, o blogueio da fase S do ciclo celular parece ser um evento

desejado para potenciais novos farmacos antileucémicos.



101

As ceélulas U937 e CEM apresentaram bloqueio na fase GO/G1. Este resultado foi
semelhante aos de Rao, Fang e Tzeng (2004) com chalconas sintéticas em células U937, que
mostrou um aumento da proporcao celular na fase GO/G1 e diminuicao na fase S. No entanto,
0s mecanismos envolvidos no bloqueio nessa fase do ciclo celular ndo estdo claros. Uma
limitagdo, do presente trabalho, foi a auséncia da investigagdo das ciclinas envolvidas nas
diferentes fases do ciclo celular. Esse estudo permitiria uma melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos nos diferentes bloqueios, ficando como sugestdo para
estudos posteriores.

A proliferagdo celular descontrolada é considerada um dos principais mecanismos
bioldgicos envolvidos na oncogénese. Atualmente, a proliferacdo descontrolada de células
tumorais tem sido avaliada pela expressdo da proteina nuclear KI-67 utilizando anticorpos
monoclonais especificos por imunocitoquimica. A proteina KI-67 € expressa em células que
estejam em constante ciclagem, sejam elas células saudaveis ou células tumorais, em todas as
fases do ciclo celular (G1, S, G2 e M). Por outro lado, células senescentes na fase GO néo
expressam essa proteina (FOLTYN et al., 2012). A proteina KI-67 foi identificada em células
tumorais malignas e benignas em constante replicacdo, sendo mais ativamente expressa em
lesBes mais agressivas e em metastases. As células comegam a expressar a proteina no final
da fase G1 e inicio da fase S, com valores aumentados durante a fase G2 e pico de expressdo
durante a mitose. Assim, de acordo com a literatura, a expressao de KI-67 é um marcador
importante de proliferacdo celular e, por isso, a porcentagem de células marcadas
positivamente para a proteina tem sido utilizada como fator diagndstico e prognéstico em
diversos tipos de neoplasias (LO et al., 2011).

Nessa perspectiva, considerando-se a importancia da proteina KI-67 na proliferacao
celular, foi avaliado o efeito da chalcona Al sobre a expressdo dessa proteina nas células
K562, Jurkat e Kasumi. De acordo com a Figura 12, mesmo apresentando um menor ndmero
de células devido a morte celular causada pela chalcona Al, as células tratadas com o
composto por 12 h apresentaram uma diminuicdo clara da expressao da proteina nuclear Kl-
67. Até o presente momento, ndo foram encontrados estudos relacionando o efeito de
chalconas na expressdo dessa proteina. No entanto, diversos trabalhos recentes na literatura
relacionam a superexpressdo desse marcador a presenca de neoplasias malignas incluindo
linfomas e leucemias, e relatam a diminuicdo da sua expressdo como um efeito desejado por
farmacos utilizados no tratamento desses tumores (MONTI et al., 2012; SAUNDERS et al.,
2012; CANIS et al., 2012; ETHUN et al., 2012). Assim, por ser uma proteina relacionada ao

ciclo celular e implicada na progresséo tumoral, a diminui¢do da expressao da proteina KI-67
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pela chalcona Al sugere que um dos mecanismos de acdo do composto inclua a diminuicéo
da proliferacéo celular pela diminuicéo da sua expressao.

Conforme citado anteriormente, o bloqueio do ciclo celular tem a finalidade de reparar
0 DNA frente a situacOes de estresse, impedindo a progressao de mutacfes que possam gerar
um processo neoplasico. Se o reparo ndo ocorre de forma apropriada, diversas proteinas
induzem a célula @ morte programada, principalmente a apoptose ou a necrose (RING et al.,
2012). A forma pela qual a célula vai morrer é determinada pela ativacéo de vias especificas,
como a via das caspases, e também pela quantidade de ATP disponivel no momento da morte
(POKORNY et al., 2012). A busca por compostos antineoplasicos que causem morte celular
por apoptose é altamente desejada, pois este tipo de morte programada ndo gera a reacdo
inflamatdria observada na necrose, a qual normalmente é associada a potencializacdo dos
efeitos adversos. Assim, o presente trabalho buscou investigar se a chalcona Al causou morte
celular por apoptose nas linhagens K562, Jurkat, U937, Kasumi, NB4 e CEM.

A primeira metodologia utilizada para avaliar a apoptose, foi a observagdo da
morfologia celular pela dupla coloracdo com BE/LA. Este método é utilizado em diversos
trabalhos na literatura (BASKIC et al., 2006; HUANG et al., 2011; WANG et al., 2011;
MILITAO et al., 2012) e permite diferenciar células viaveis, células em apoptose inicial,
células em apoptose tardia e células em necrose. De acordo com a Figura 8, as células vidveis
do grupo controle apresentam fluorescéncia verde e morfologia normal. Apds o tratamento
com a chalcona Al, as células passaram a apresentar caracteristicas tipicas de apoptose como
depdsitos de granulos no citoplasma, condensacdo da cromatina, perda de integridade da
membrana plasmatica e formacdo de corpos apoptoticos. As células apoptéticas no seu estagio
inicial apresentam condensacgdo nuclear com condensacao perinuclear da cromatina, visivel na
forma de arcos verdes no nucleo, ainda apresentando fluorescéncia verde. Células em
apoptose tardia podem apresentar fragmentacdo nuclear, coloracdo alaranjada devido a
formacdo de poros na membrana plasmatica, os quais permitem a entrada do brometo de
etidio e sua intercalagdo ao DNA, e formacdo de corpos apoptdticos. Apds o tratamento com o
composto, a maioria das células apresentaram caracteristicas morfoldgicas tanto de apoptose
tardia quanto de apoptose inicial.

A morte por apoptose causada pela chalcona Al também foi avaliada pela
externalizacdo da proteina fosfatidilserina, detectada pela Anexina V conjugada a FITC. Essa
proteina normalmente esta localizada na parte interna da membrana plasmatica, e é
externalizada ao primeiro sinal de apoptose, transferindo-se para a superficie da célula,

promovendo a perda da assimetria da membrana e identificando a célula para ser fagocitada.
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Por isso, a marcacdo com Anexina V é considerada um marcador inicial de apoptose. De
acordo com a Figura 9 e a Tabela 5, a chalcona Al aumentou de forma significativa a
porcentagem de células positivas para Anexina V nas seis linhagens avaliadas, o que indica
que esse composto causa morte celular por apoptose.

Como visto anteriormente, o resultado final da inducdo da apoptose € a quebra do
DNA da célula, o qual pode ser avaliado pela fragmentacdo nuclear e pela formacdo do
nucleo picnotico (NAGATA, 2000). Assim, o efeito da chalcona Al sobre as fitas de DNA
das linhagens K562, Jurkat e Kasumi foi avaliado pelo método de fragmentacdo do DNA.
Como pode se observado na Figura 10, a chalcona Al provocou o “padrio em escada”
caracteristico de apoptose nas trés linhagens de células avaliadas. Diversos estudos relatam a
capacidade de inducéo da apoptose de chalconas em células de LA, incluindo K562, Jurkat e
U937, as quais também foram utilizadas no presente trabalho (HARIKUMAR et al., 2009;
YANG et al., 2009; WINTER et al., 2010; PEDRINI et al., 2010; AKIHISA et al., 2011).

Recentemente, outros tipos de morte, como a autofagia, vém sendo estudados na
literatura (WATSON; MORTENSEN; SIMON, 2011). A investigacdo da capacidade da
chalcona Al de induzir morte celular por autofagia foi avaliada por microscopia de
fluorescéncia, porém ndo foram observadas alteracfes morfoldgicas condizentes com esse
tipo de morte celular nas linhagens estudadas.

A apoptose pode ser iniciada por duas vias principais que levam a ativacdo da cascata
de caspases: a via extrinseca ou via dos receptores de morte e a via intrinseca, ou mitocondrial
(NDOZANGUE-TOURIGUINE, et al., 2008; HEDRICK, CH’EM e ALVES, 2010). A via
intrinseca, regulada por membros da familia Bcl-2, inicia-se na mitocondria a partir de
estimulos de morte que ocasionam a perda do potencial transmembrana. A perda do potencial
provoca alteraces na permeabilidade da membrana mitocondrial e, consequentemente, leva a
liberacdo de proteinas pro-apoptoticas. (LO et al.; 2011; ALLAN; CLARKE, 2011). Com o
objetivo de investigar se a apoptose causada pela chalcona Al envolvia a via intrinseca,
avaliou-se o efeito do composto sobre o potencial mitocondrial e sobre a expressdo das
proteinas Bcl-2, Bax.

De acordo com a Figura 11, a chalcona Al reduziu o potencial mitocondrial
transmembrana das células K562, Jurkat e Kasumi de forma significativa. Mais de 60% das
células tiveram seu potencial reduzido nas trés linhagens celulares. Na Figura 14, pode-se
observar que houve reducdo significativa na expressdo da proteina antiapoptotica Bcl-2 nas
linhagens K562 e Jurkat apds 12 h de tratamento com a chalcona Al. Além disso, também foi

observado um aumento significativo da expressao da proteina pré-apoptotica Bax nas duas
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linhagens no mesmo tempo de incubacdo (Figura 14). Estes resultados demonstram uma
inversdo na proporgdo de fatores pro-apoptdticos e antiapoptéticos, o que, segundo a
literatura, pode ser o responsavel pela inducéo da célula a apoptose (YE et al., 2005; VIVEK
et al., 2011). Além disso, 0 aumento da expressdao de membros pro-apoptéticos da familia
Bcl-2 ou a diminuicdo da expressdo de membros antiapoptdticos estd associado a diminuigéo
do potencial oncogénico e a maiores taxas de resposta a quimioterapia (SHEN et al., 2007).
Assim, a inversdo da proporcdo Bcl-2/Bax somado a reducdo do potencial transmembrana
indicam que a morte celular provocada pela chalcona Al nas células de LA envolvem a via
intrinseca da apoptose. A literatura relata estudos que mostram o envolvimento da via
mitocondrial no tratamento de células leucémicas com chalconas sintéticas corroborando os
resultados encontrados no presente trabalho. Enquanto a maioria dos estudos relatam a
regulacdo tanto da proteina Bcl-2 quanto da Bax e inversdo da proporcdo Bcl-2/Bax (YE et
al., 2005; FURUSAWA et al., 20009; PEDRINI et al., 2010), outros relatam apenas o
aumento da expressédo de Bax (PARK et al., 2009; JING et al., 2010) ou a diminui¢do da
expressao de Bcl-2 (ZHU et al., 2005).

A outra via envolvida na apoptose € a via extrinseca, desencadeada pela ativacdo de
receptores pro-apoptéticos encontrados na superficie celular, como DR4, DR5 e FasR. A
ativacdo dessa via leva a agregacdo dos receptores € a iniciagdo do recrutamento e da ativacéo
da caspase iniciadora caspase-8 (RODER; TRAUZOLD; KALTHOFF, 2011; LEE et. al.,
2012). A literatura relata que os efeitos apoptdticos de alguns agentes quimioterapicos estao
relacionados a regulacdo positiva da expressdo de FasR, (HSU; KUO; LIN, 2005). Assim,
com o intuito de investigar o efeito da chalconas Al nessa via de apoptose, a expressdo do
receptor FasR foi avaliada nas células K562 e Jurkat ap6s 12 h de incubagdo com o composto.
De acordo com a Figura 15, houve um aumento significativo na expressdo de FasR na
linhagem Jurkat, porém ndo houve diferenca significativa na linhagem K562. Essa diferenca
pode explicar o menor valor de ICsy encontrado para as células Jurkat quando comparado as
células K562: na linhagem de LLA (Jurkat) houve o envolvimento das duas vias apoptéticas,
enguanto que na linhagem de LMA, houve o envolvimento apenas da via intrinseca.

Como visto anteriormente, a via intrinseca e a via extrinseca convergem para a
ativacdo das caspases efetoras, caspases-3, -6 e -7, as quais, por sua vez, ativam
desoxirribonucleases ativadas por caspases que levam a célula a apoptose (ECHEVERRIA et
al., 2009). A literatura relata que a caspase-3, em particular, é essencial para a propagagdo do
sinal apoptotico apds a exposicdo da célula a farmacos antineoplasicos (ROMAGNOLI et al.,

2009). Assim, foi avaliado se a ativacdo das vias apoptdticas provocada pela chalcona Al
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levou ao aumento de expressdo da caspase-3 ativa. Os resultados indicados na Figura 17
mostram que a chalcona Al aumentou a expressdo da caspase-3 ativa nas células K562 e
Jurkat de forma significativa. O aumento foi ligeiramente superior nas células Jurkat,
corroborando a hipdtese de que o composto é mais citotoxico para esta linhagem devido a
ativacdo de membros da via intrinseca e da via extrinseca. Foi encontrado na literatura apenas
um trabalho recente em células K562 (ROMAGNOLI et al., 2009) e um trabalho em células
Jurkat envolvendo a ativacdo da caspase-3 (TABATA et al., 2005) ap06s o tratamento com
chalconas sintéticas.

Outras proteinas também estdo envolvidas na cascata de apoptose, dentre elas o AlF.
Este fator € liberado apds a despolarizacdo da membrana mitocondrial e esta envolvido na
ativacdo da caspase-3. Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que a chalcona
Al ndo alterou de forma significativa a expressao de AIF nas linhagens K562 e Jurkat, o que
sugere que a ativagdo da caspase efetora envolva a liberagdo de outras proteinas da via
intrinseca, como, por exemplo, o citocromo ¢ (FRANKLIN, 2011). A apoptose também pode
estar relacionada a diminuicdo da expressdo de proteinas que inibam a cascata das caspases,
como, por exemplo, as IAPs. O principal membro dessa familia € a survivina, cuja expressdo
costuma estar aumentada em células tumorais. De acordo com a literatura, a diminuicdo da
expressdo dessa proteina estd relacionada a inducdo da célula tumoral a apoptose e a uma
melhor resposta ao tratamento (HARIKUMAR et al., 2009). Como pode ser observado na
Figura 13, a chalcona Al diminuiu a expressdo da proteina survivina nas células K562, Jurkat
e Kasumi, o que indica que essa proteina também esta envolvida no mecanismo de resisténcia
celular dessas linhagens.

Considerando-se os resultados promissores da citotoxicidade in vitro da chalcona Al
sobre as linhagens de LA, em uma segunda etapa, avaliou-se o seu efeito ex vivo em células
mononucleadas de SP e MO de pacientes portadores de LA atendidos no HU/UFSC.

De acordo com a Tabela 6, o Paciente 1 e o Paciente 2 foram diagnosticados com
LLA-B comum. A LLA-B é uma neoplasia de células precursoras comprometidas com a
linhagem de células B. Aproximadamente 64 % dos casos dessa leucemia ocorrem antes dos
18 anos de idade, sendo que nessa faixa etaria mais de 95 % dos pacientes atingem remissao
completa apos a quimioterapia. Em adultos, o prognéstico € menos favoravel, com taxa de
remissdo completa entre 60-85 % (SWERDLOW et a., 2008). As Clsy encontradas para 0s
dois pacientes (Tabela 7: Paciente 1 - 26,18 + 1,42 uM e Paciente 2 - 21,38 + 1,33 uM)
foram semelhantes entre si. O maior valor encontrado para o Paciente 1 pode ser explicado

pela presencga de piores critérios de prognostico, como, por exemplo, a elevada leucometria
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(142,340 leucéeitos/mm?), a qual significa maior massa tumoral e, possivelmente, maior
agressividade do tumor. Apesar de nenhuma linhagem de LLA-B ter sido incluida no presente
estudo, a chalcona Al reduziu a viabilidade celular das células mononucleadas dos dois
pacientes de forma dependente da concentracdo, 0 que permite sugerir que 0 composto
também seja efetivo contra esse tipo de leucemia.

O Paciente 3 e 0 Paciente 6 foram diagnosticados com LPA com t(15;17)(922;921).
Esta leucemia é uma LMA com predominio de promiel6citos anormais, corresponde a 5-8 %
dos casos de LA nos EUA e 15 % no Brasil e € mais comum em individuos de meia idade. Na
maioria dos pacientes portadores de LPA é observada a presenca a translocacdo entre os
cromossomos 15 e 17, t(15;17)(g22;q11-21), provocada pela quebra do gene PML no
cromossomo 15 e a interrupcao do gene da cadeia do receptor de acido retindico (RARa) no
cromossomo 17 (ANTUNA et al; 2000; KOOGAN et al; 2001). Como resultado da
translocacdo, ocorre a sintese da proteina hibrida PML-RARo, a qual apresenta um papel
importante na patogénese da LPA. Esta proteina anémala interfere no processo normal de
apoptose, resultando em um aumento da sobrevida da célula, de forma a promover o processo
leucemogénico (KOOGAN et al; 2001). A LPA é considerada uma variedade de progndstico
favoravel, com taxas de remissdo completa chegando a 95%, devido a sua boa resposta ao
tratamento quimioterdpico com antraciclinas associado a administracdo de ATRA, o qual
induz a diferenciacdo das células leucémicas & granulécitos maduros (ANTURNA et al; 2000;
TALLMAN et al; 2002). No presente trabalho, foi avaliado o efeito da chalcona Al em
células NB4 de LPA com t(15;17) (q22;921) e obteve-se Clsg de 3.58 + 0.31 uM, tornando-se
a linhagem mais sensivel aos efeitos citotoxicos do composto. A Clsp encontrada para as
células mononucleadas do Paciente 3 (7,19 £ 0,86 uM) também foi a mais baixa entre 0s oito
pacientes avaliados. Em relacdo ao Paciente 6 esse efeito ndo foi tdo bem evidenciado,
provavelmente devido as caracteristicas individuais do portador, como a positividade para o
marcador de células imaturas CD34. Em geral, as LPAs com expressdo de CD34 sdo de
prognostico desfavoravel e apresentam recidivas mais frequentes.

O Paciente 4 foi diagnosticado com leucemia mielomonocitica aguda, a qual é
caracteriza tanto pela proliferacdo de precursores da linhagem neutrofilica quanto da linhagem
monocitica. Essa leucemia corresponde a 5-10 % dos casos de LMA e, em geral, apresenta
prognostico desfavoravel. Apos o tratamento das células com a Chalcona Al, foi encontrada
uma Clso de 42,27 + 2,04 uM. Diversos fatores contribuem para o mau prognostico desse

paciente, como a idade elevada (76 anos), a alta leucometria (35,500 leucdcitos/mm?®) e a
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positividade de CD34, o que poderia explicar porque o valor de Cls, foi 0 segundo mais alto
entre os oito pacientes avaliados.

Em relacdo a amostra do Paciente 7, portador de LMA sem maturacédo, o efeito da
chalcona Al sobre a viabilidade celular (16,04 + 1,20) foi muito semelhante a Cls
encontrada para a linhagem Kasumi (17,62 + 0,70 uM), a qual é uma linhagem de células de
LMA com t(8:21)(g22;922), considerada de bom prognostico. Apesar de o Paciente 7 ndo ser
positivo para esta translocacdo, seu progndstico foi considerado indeterminado, uma vez que
também ndo houve positividade para marcadores de mal prognostico como CD34 e CD56.

O Paciente 5, diagnosticado com LA de linhagem mista, apresentou a maior Clsg
dentre os oito pacientes do estudo. Essa leucemia n&o apresenta evidéncia clara de
diferenciacdo para uma Unica linhagem celular. O SP ou a MO desses pacientes podem conter
duas ou mais populagdes de blastos, cada uma de uma linhagem diferente; ou uma Unica
populacdo de blastos expressando antigenos de diferentes linhagens; ou uma combinacéo de
ambas (WHO, 2008). As LA de linhagem mista, em geral, apresentam pior prognostico, o que
justificaria a grande resisténcia das células do Paciente 5 a chalcona Al. O Paciente 8, apesar
de também ter sido diagnosticado com LA de linhagem mista, apresentou uma Clsy baixa
(11,15 £ 1,01 uM). Essa diferenca pode ser explicada pela presenca de diversos fatores de
bom progndstico, como a baixa leucometria (5,680 leucécitos/ mm?®) e a negatividade para
t(9:22)(g34;q11) e para 0 gene FLT3, o que sugere uma doenca mais branda.

No conjunto, embora a amostragem tenha sido pequena, 0s resultados ex vivo
confirmam aqueles observados para as diversas células de linhagem de LA e sugerem 0 uso

da chalcona A1 como um potencial novo farmaco com atividade antileucémica.
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7. CONCLUSOES
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Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

o As chalconas sintéticas (2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-
ona (A23) e (2E)-1-(2,5-dimetoxi-fenil)-3-(1-naftil)-2-propen-1-ona (Al), derivadas do 1-
naftaldeido, e (2E)-1-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-3-(2-naftil)-2-propen-1-ona (C24), derivada do 2-
naftaldeido, apresentaram efeito citotoxico significativo sobre as células de LMA K562 e
sobre as células de LLA Jurkat apds 24 h de tratamento. Dentre os compostos avaliados, a
chalcona A1 apresentou maior reducdo da viabilidade celular (menor Clsg).

o A chalcona Al causou reducdo da viabilidade celular das células K562, Jurkat,
U937, NB4, Kasumi e CEM de forma dependente da concentracdo e do tempo de incubacao.

o A chalcona Al reduziu a viabilidade celular das células de adenocarcinoma de
célon HT-29 de forma dependente da concentracdo e do tempo de incubagdo, mostrando que
0 composto ndo apresenta citotoxicidade exclusiva para tumores hematoldgicos.

o A chalcona Al ndo causou efeito citotoxico significativo em células de
fibroblastos humanos normais de MO (JMA) e em células mononucleadas de individuos
saudaveis voluntarios no HU/UFSC.

o A chalcona Al provocou blogueio do ciclo celular na fase GO/G1 nas células
U937 e CEM, na fase S nas células Jurkat e na fase G2/M2 nas células K562, Kasumi e NB4,
além de aumentar a proporcao de células na fase sub GO/G1.

. A chalcona Al diminuiu a expressdo da proteina de proliferacdo celular KI-67
nas células K562, Jurkat e Kasumi.

. A chalcona Al provocou morte celular por apoptose nas células K562, Jurkat,
U937, NB4, Kasumi e CEM.

. A apoptose induzida pela chalcona Al envolve a diminuicdo do potencial de
membrana mitocondrial nas células K562, Jurkat, U937, NB4, Kasumi e CEM, o que sugere 0
envolvimento da via intrinseca.

. O envolvimento da via intrinseca foi evidenciado nas células K562 e Jurkat
pela diminuicdo da expressdo da proteina antiapoptdtica Bcl-2 e pelo aumento da expressédo
da proteina pré-apoptética Bax.

o A apoptose induzida pela chalcona Al em celulas Jurkat tambem envolve a via
extrinseca, evidenciada pelo aumento da expressdo de FasR.

e A apoptose induzida pela chalcona Al envolve ainda 0 aumento da expressao da

caspase-3 ativa e diminui¢do da proteina antiapoptotica survivina.
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e Assim como ocorreu com as linhagem de LA K562, Jurkat, U937, NB4 e CEM, a
chalcona A1 foi citotoxica para células mononucleadas de pacientes portadores de LA,
apresentando diminui¢do da viabilidade celular a partir de 10 pM inclusive em

subtipos que ndo haviam sito avaliados in vitro.

A compilacdo de evidéncias obtidas no presente estudo nos permite sugerir um dos
provaveis multiplos mecanismos de citotoxicidade da chalcona Al em células leucémicas.
Como pode ser observado no esquema a seguir (Esquema 14), os resultados demonstram que
0 composto aumenta a expressao da proteina pro-apoptética Bax, diminui a expressdo da
proteina antiapoptética Bcl-2 e diminui o potencial mitocondrial nas linhagens de LMA
(K562) e de LLA (Jurkat), indicando que houve envolvimento da via intrinseca. Além disso, a
chalcona Al aumentou a expressdo de FasR nas células Jurkat, mostrando que, nesta
linhagem, também houve ativacdo da via intrinseca. Foi observado, ainda, aumento da
expressao da caspase efetora caspase-3, diminuicdo da IAP survivina e diminuicdo do

marcador de proliferacdo celular KI-67, resultados que confirmam a morte celular por

apoptose.
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Esquema 14: Esquema ilustrativo do mecanismo de ac¢ao da chalcona Al em células Jurkat.
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8. PERSPECTIVAS
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As perspectivas do presente trabalho sdo:

o Avaliar o efeito da chalcona Al nas espécies reativas de oxigénio.

o Investigar a capacidade da chalcona Al de provocar diferenciacdo das células
NB4 para as linhagens monocitica e/ou granulocitica.

o Investigar o efeito da chalcona Al na expressdo do gendtipo e do fendtipo das
proteinas de resisténcia a multiplos farmacos ABCB1, ABCCL1 e LRP nas células de linhagem
de LMA (K562) e de LLA (Jurkat).

o Avaliar o efeito da chalcona Al na atividade das proteinas de resisténcia a
multiplos farmacos ABCB1, ABCCL1 e LRP nas células K562 e Jurkat.

. Comparar os resultados encontrados in vitro nas células K562 e Jurkat para as
proteinas ABCB1, ABCC1 e LRP com resultados obtidos em SP e MO de pacientes
portadores de LA.

o Testar o efeito da chalcona A1 em modelo in vivo.

o Avaliar a citotoxicidade do composto A23 em células K562 e Jurkat.
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APENDICE A: Efeito da chalcona Al na expressdo do receptor FasR em células K562. As

células K562 (1 x 10° células/poco) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de 24 h. O

grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por citometria de

fluxo ap6s a marcagdo com o anticorpo anti-FasR. Os graficos representam o resultado de um

experimento de 12 h, dentre os trés experimentos independentes realizados. As analises foram

realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto
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Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.3.
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APENDICE C: Efeito da chalcona Al na expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax em células
K562. As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de
24 h. O grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por
citometria de fluxo ap6s a marcacdo com o0s anticorpos anti-Bcl-2 e anti-Bax. Os gréficos
representam o resultado de um experimento de 12 h, dentre os trés experimentos independentes
realizados para cada tempo. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto™ 1l (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software

Infinicyt versdo 1.3.
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APENDICE D: Efeito da chalcona Al na expressdo das proteinas Bcl-2 e Bax em células
Jurkat. As células Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de
24 h. O grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por
citometria de fluxo apés a marcacdo com os anticorpos anti-Bcl-2 e anti-Bax. Os gréficos
representam o resultado de um experimento de 12 h, dentre os trés experimentos independentes
realizados para cada tempo. As analises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD
FACSCanto™ 11 (Becton Dickinson Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software
Infinicyt versédo 1.3.
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APENDICE E: Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina Caspase-3 em células
K562. As células K562 (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de
24 h. O grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por
citometria de fluxo apds a marcagdo com o anticorpo anti-Caspase-3. Os graficos representam o
resultado de um experimento de 24 h dentre os trés experimentos independentes realizados. As

™ 1]

andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt verséo 1.3.
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APENDICE F: Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina Caspase-3 em células
Jurkat. As células Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de
24 h. O grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por
citometria de fluxo apds a marcacdo com o anticorpo anti-Caspase-3. Os graficos representam o
resultado de um experimento de 24 h dentre os trés experimentos independentes realizados. As
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andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt versdo 1.3.
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APENDICE G: Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina AIF em células K562. As
células K562 (1 x 10° células/poco) foram incubadas com a chalcona Al na Clg, de 24 h. O
grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por citometria de
fluxo apds a marcagdo com o anticorpo anti-AlF. Os graficos representam o resultado de um
experimento de 12 h, dentre os trés experimentos independentes realizados para cada tempo. As

™ ”

analises foram realizadas no citébmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt verséo 1.3.
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APENDICE H: Efeito da chalcona Al na expressdo da proteina AIF em células Jurkat.
As células Jurkat (1 x 10° células/pogo) foram incubadas com a chalcona Al na Cls, de 24 h. O
grupo controle representa as células sem tratamento. A IFM foi determinada por citometria de
fluxo apds a marcagdo com o anticorpo anti-AlF. Os graficos representam o resultado de um
experimento de 12 h, dentre os trés experimentos independentes realizados para cada tempo. As

™ 1]

andlises foram realizadas no citdmetro de fluxo BD FACSCanto (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems) e avaliadas pelo software Infinicyt verséo 1.3.
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