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RESUMO

Atualmente, o cancer ¢ a segunda causa de morte por doengas ndo infectocontagiosas, sendo o
uso da quimioterapicos uma das principais formas de tratamento. Os quimioterdpicos ja
utilizados na clinica, ndo sdo completamente eficazes para todos os tipos de cancer e nao
apresentam absoluta seletividade, atacando assim células ndo-cancerigenas, causando assim
diversos efeitos colaterais. Nesse contexto, a busca de novas drogas citotoxicas e seletivas para
o tratamento do cancer, incluindo a leucemia, se faz necessario. A reacdo de Heck-Matsuda ¢é
uma possibilidade de aprimoramento de moléculas de origem natural, possibilitando o
melhoramento farmacolédgico, como a atividade anticancer. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o potencial citotoxico in vitro de adutos de Heck inéditos, derivados do
acido labdénico 16, em linhagens celulares leucémicas e ndo cancerigenas. O efeito dos
compostos foi determinado pela redugdo da viabilidade celular por meio do ensaio de reducdo
de MTT com os 8 adutos de Heck, no periodo de 24h e 72h, na linhagem Thp-1. Desses
compostos, 4 apresentaram citotoxicidade nas concentracdes testadas (6,25 a 200uM), nos
quais tiveram suas toxicidades e seletividade avaliadas nas linhagens K562 e HUVEC. Assim,
o composto AH-8 demonstrou maior efeito em K562, com CI50 de 97,85 £+ 3,9uM em 24h e
54,58 + 3,4uM em 72h, além de maior seletividade quando comparado com o efeito em
HUVEC. Dessa forma, foi escolhida a linhagem K562 e o composto AH-8 (100, 50 e 25uM)
para elucidacdo do tipo de morte. Quando avaliada a distribui¢do das fases do ciclo, o composto
AH-8 (100uM) causou um aumento do numero de eventos em sub-Gl 35,85 £ 5,43%.
Adicionalmente, AH-8 ndo demonstrou a¢@o na externalizacao de fosfatidilserina, nem dano na
membrana celular de K562 nas concentragdes testadas. AH-8 (100uM) também foi
comprovado o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), com um
percentual de 17,72 £ 2,22%. Além disso, foi evidenciado o aumento da formagao de organelas
vesiculares acidas, indicador de autofagia, causado por AH-8 a partir de 50uM. Em conclusao,
o composto AH-8 demonstrou citotoxico e seletivo para células cancerigenas, danificando o

DNA, provocando a formag¢do de EROs e induzindo autofagia.

Palavras-chave: adutos de Heck, cancer, citotoxicidade, autofagia.



ABSTRACT

Currently, cancer is the second cause of death by non-infectious diseases, in which the use of
chemotherapy is one of the main forms of treatment. The chemotherapeutic drugs that are
already used by the clinics are not completely effectives for all types of cancer, which also they
are not fully selective attacking non-cancerous cells and causing then various side effects.
Therefore, the search for new cytotoxic and selective drugs for the treatment of cancer including
leukemia is absolute necessary. The Heck-Matsuda reaction is a possibility of enhancement of
molecules with natural origin enabling pharmacological improvement, such as anticancer
activity. Hence, the objective of the present study was to evaluate the in vitro cytotoxic potential
of unpublished Heck adducts derived from labdenic acid 16 in leukemic and non-cancerous cell
lines. The effect of the molecules was determined by the evaluation of the reduction of the Thp-
1-line viability by the 8 Heck-adducts effect using the MTT reduction assay, during the period
of 24h and 72h. From all those compounds, 4 presented cytotoxicity at the tested concentrations
(6,25-200uM), and then they had their respective toxicities and selectivity evaluated on the
K562 and HUVEC cell lines. Thus, AH-8 showed a greater effect on K562, presenting a IC50
of 97,85 + 3,9uM at 24h and 54,58 + 3,4uM at 72h, in addition to a greater selectivity when
compared to its effect on HUVEC line. Thus, the lineage K562 and the AH-8 compound (100,
50 and 25uM) were chosen to the elucidation of what type of programmed cell death were being
induced. When the distribution of the cell cycle phases was evaluated, the compound AH-8
(100uM) caused an increase in the number of events in subG1 35,85 + 5,43%. In addition, AH-
8 showed no effect on phosphatidylserine externalization, or damage on the cell membrane of
K562 at the tested concentrations. AH-8 (100uM) was also proven to increase the production
of reactive oxygen species (ROS), within the percentage of 17,72 + 2,22%. Additionally, AH-
8 (50 and 100uM) displayed an increased formation of acidic vesicle organelles, which it can
indicate autophagy. In conclusion, the AH-8 compound has been shown to be cytotoxic and
selective for cancer cells, damaging their DNA, causing ROS formation, and inducing

autophagy.

Keywords: Heck-adducts, cancer, cytotoxicity, autophagy.
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1 INTRODUCAO

1.1 O cancer: epidemiologia e caracterizacio

Atualmente, o cancer ¢ um problema de saude publica cada vez mais grave devido a seu
alto grau de incidéncia e mortalidade pelo mundo. Estima-se que por ano cerca de 6 milhdes de
pessoas sejam diagnosticadas com esse tipo de enfermidade, conferindo ao cancer o titulo
mundial de segunda causa de morte por doenga cronica ndo-transmissivel (SIEGEL, 2016;
IBRAHIM, 2013). Nos Estados Unidos da América, foram esperados para o ano de 2016,
segundo a American Cancer Society quase 1 milhdo e 700 mil novos diagndsticos de cancer,
com numeros de mortalidade que poderiam chegar a marca 600 mil pessoas. Diante desse
panorama, foram gastos pelos americanos, em 2013, uma marca de 74,8 bilhdes de dolares em
despesas de tratamento para pacientes com cancer, incluindo gastos com hospitais e
medicamentos (ACS, 2016).

A Organizacdo Mundial de Satde, em 2014, contabilizou um total de quase 224 mil
mortes por cancer no Brasil, no quais 53,46% foram de homens e 46,54% de mulheres. Essa
diferenga de nimeros também se reflete no tipo de cancer que acomete cada populacio: para o
sexo feminino, o que mais matou foi o cancer de mama (16,8%), seguido de pulmao (10,6%) e
colorretal (9,3%); no sexo masculino, a maior mortalidade ¢ causada por cancer de prostata
(14,9%), seguido de pulmao (14,1%) e estomago (9,2%); dentre outros (WHO, 2014).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA) as estimativas para Brasil entre
os anos de 2016-17, no que diz respeito a novos casos e diagndsticos, mostram-se bastante
alarmantes. A expectativa para esses anos ¢ de 600 mil novos casos, dos quais 180 mil
correspondem apenas de neoplasias de pele do tipo ndo-melanoma. Os numeros
epidemioldgicos de novos casos se mantém semelhantes ao painel de mortalidade divulgado
pela Organizacdo Mundial de Satde em 2014, sendo o cancer de prostata o mais preocupante
para o sexo masculino e o cancer de mama para o sexo feminino. No entanto, dados de
mortalidade e incidéncia também podem divergir de acordo com o grupo afetado e o tipo de
cancer relacionado (Figura 1) (INCA, 2015).

Tais taxas de incidéncia e mortalidade, considerando o tipo e o local de surgimento do
cancer, tanto em homens quanto em mulheres, estdo intimamente ligados as causas de seu
aparecimento e seus respectivos grupos de risco. Isso acontece porque o cancer se desenvolve
principalmente a partir de fatores como predisposicdo genética, habitos alimentares

inadequados e estilo de vida ndo saudaveis, além de também fatores ambientais, nos quais se
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incluem carcinogénicos artificiais feitos pelo homem, radiagdo e mutagdes causadas por virus

(REDDY et al, 2003).

Localizagdo primaria Casos Novos % Localizagdo primaria €asos Novos %
e 61200 6% ) Mama Feminina 57.960 81%
L . Homens Mulheres i
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Célon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7,9%
Estémago 12.920 6,0% Traqueia, Brénquio e Pulmdo 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Esbfago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Oviério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

Figura 1: Distribuicdo proporcional entre homens (2 esquerda) e mulheres (a direita) dos

dez tipos de cAncer mais incidentes estimados para 2016 (Fonte: INCA, 2015).

O cancer ¢ amplamente descrito na literatura como um aumento descontrolado no
crescimento e proliferacdo celular em relacdo a taxa de morte celular, causando um acumulo de
células anormais no tecido alterando diretamente sua homeostase. Quando a massa de células
se acumula no tecido de origem sem a capacidade de colonizar outras areas, denomina-se tumor
benigno, no entanto quando tais células possuem a capacidade de colonizar qualquer parte do
corpo e reproduzir-se em outros tecidos, ¢ caracterizado como tumor maligno e
consequentemente considerado cancer (BERGMAN; HARRIS, 1997; ALBERTS etal., 2004).

Essas alteracdes anormais na taxa de proliferacdo celular ocorrem por um actimulo de
mutagdes que atingem proto-oncogenes, fazendo-os se expressarem mais que o necessario
tornando a célula cancerigena autossuficiente para estimulos de crescimento. Mutagdes também
podem ocorrer em genes supressores de tumor, nos quais normalmente se expressariam para
evitar a divisdo celular inadequada, nesses casos quando mutados permitem que as células
tumorigénicas progridam no ciclo celular e se multipliquem sem controle (FOSTER, 2008).
Alteragdes moleculares no DNA, também conhecida como alteracdes epigenéticas, podem
desregular a dindmica de expressdo génica considerada saudavel, também desencadeando
processos cancerigenos sem necessariamente haver mutacdo diretamente no material genético
da célula (ESTELLER, 2008).

Células que acumulam tais mutagdes ou alteragdes epigenéticas normalmente também
desenvolvem progressivamente algumas caracteristicas exclusivas de células cancerigenas que
facilitam o estabelecimento da doenca, sendo essas: evasdo de sinais anticrescimento,
resisténcia a resposta imunoldgica, potencial replicativo ilimitado, estimula¢do de mediadores
inflamatorios, tendéncia a invasdo de outros tecidos e metastase, indu¢do de angiogénese,

instabilidade gendmica e consequentemente maior propensao a mutagdes, resisténcia a morte
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celular, desregulacdo do metabolismo energético, além de autossuficiéncia aos sinais de
crescimento (Figura 2). A aquisicdo gradativa e o acimulo dessas caracteristicas ¢ essencial
para a progressdo da divisdo celular descontrolada e para o avanco e estabelecimento da

neoplasia (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Autossuficiéncia Insenbilidade a
a sinais de sinais
crescimento anticrescimento

Reprogramagao
do metabolismo
eneruético * V

Evasdo a
resposta
imunoléaica

o s

Resisténcia Potencial
a morte replicativo
celular ilimitado

Instabilidade Indugdo de
gendmica e mediadores
mutacéao inflamatérios

Indugéo de Ativagdo de
angiogénese invasao e
metastase

Figura 2: Caracteristicas particulares e exclusivas a progressiao do cancer (Adaptado de

HANAHAN e WEINBERG, 2011).

1.2 Leucemia

Os diferentes tipos de células do sangue sdo produzidos rapida e continuamente a partir
de uma linhagem pluripontente capaz de se diferenciar por um processo denominado
hematopoese. Essas células pluripotentes se diferenciam em duas linhagens: a linhagem de
células mieloides que incluem hemadcias (ou eritrocitos), granuldcitos, megacaridcitos e
monocitos; e a linhagem de células linfoides que incluem linfécitos B e linfocitos T (SCHMIDT;
PRZYBYLSKI, 2001; VISNJIC et al, 2004).

A leucemia ¢ um tipo cancer que acontece quando os mecanismos de controle de
producdo dessas células sofrem algum distirbio, como consequéncia alguma fase dessas
linhagens, mieloide ou linfoide, podem ter sua homeostase alterada levando uma proliferagao
excessiva em detrimento das células saudaveis. Ha diferentes classificagoes da leucemia, sendo

esses baseados no tipo da linhagem celular afetada e no estagio de maturagdo das células
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anormais. Por conseguinte, a leucemia pode ser classificada em leucemia linfoide/linfocitica
que afeta a linhagem linfoide (linfocitos B ou linfocitos T); a leucemia mieloide/mielocitica
que ¢ das células da linhagem mieloide; e a leucemia eritroide que afeta os eritrocitos. Quanto
ao estagio de maturacdo da linhagem afetada ¢ possivel destacar a leucemia aguda, na qual se
desenvolve a partir de células jovens ou pouco diferenciadas que se alastram rapidamente e
seus efeitos clinicos sdo sentidos a curto prazo; além da leucemia cronica que desenvolve a
partir de células anormais j4 maduras que possuem crescimento continuo e lento (POKHAEL,
2012; ROSE-INMAN; KUEHL, 2014).

Na busca de novos compostos quimioterapicos ou novas estratégias para o tratamento
de varios tipos de cancer, incluindo a leucemia, vem-se utilizando primariamente modelos de
linhagens celulares cancerigenos e ndo cancerigena para ensaios in vitro de avaliagdo de
citotoxicidade e determinag¢do de mecanismos de acdo desses compostos. Para a leucemia sdo
utilizadas linhagens modelo humanas como a K562, leucemia mieloide cronica; e/ou THP-1,
leucemia monocitica aguda (AUWERX, 1991; DANTAS et al, 2015; COULIDIATI et al, 2015;
Ll et al, 2017).

1.3 Citotoxicidade

O controle do uso de animais em laboratério como modelos experimentais, bem como
a busca da biosseguranga no uso de substancias novas em seres humanos criou uma necessidade
crescente do uso, desenvolvimento e padronizacdo de testes in vitro que avaliem uma possivel
toxicidade a saide humana e animal. Estabelecido pela International Standard Organization
(ISO), de acordo com o ISO 10993, a priori ¢ imprescindivel a utilizagdo de ensaios in vitro
que mensurem a biocompatibilidade da substancia em questdo visando uma maior seguranca
para o ser alvo ao qual se destina a substincia testada, além de também evitar a utilizagao
desnecessaria de modelos in vivo (ROGERO et al, 2003; MULLER, 2008).

Sendo assim, a citotoxicidade ¢ considerada a capacidade potencial de um composto de
causar efeito toxico a nivel celular, podendo assim acarretar em danos @ membrana plasmatica,
reducdo do metabolismo, altera¢des enzimaticas e no funcionamento de organelas, diminui¢ao
da proliferagdo celular, e deformagdes morfoldgicas; induzindo assim, direta ou indiretamente
a morte celular (FRESHNEY, 2001; EISENBRAND, 2002; MULLER, 2008).

Técnicas de avaliagdo de citotoxicidade buscam estipular a concentragdo média de uma
substancia capaz de gerar uma resposta biologica, sendo ela neutra, de morte ou proliferagcao

celular. Um parametro bastante utilizado para indicar a alteracdo da viabilidade celular pela
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substancia testada ¢ a Clso. A Clsp indica a capacidade inibitoria média capaz de gerar 50% do
efeito maximo da substancia, medido através da substancia em concentragdes crescentes em
interagdo direta ou indireta com as células modelo, assim pode ser gerado uma curva
concentragdo-resposta que vai de 0 a 100% de faixa de inibicdo (RANG, 2004; FAHEINA-
MARTINS, 2009). Além da concentracdo inibitoria média, estudos de citotoxicidade podem
servir para o estabelecimento de perfis de ligagdo aos receptores celulares, propor mecanismos
de acdo dos compostos utilizados e elucidar o tipo de morte celular induzido (SNODIN, 2002).

Mesmo drogas ja aprovadas e utilizadas comercialmente e diretamente como farmacos,
sobretudo drogas anticancer, ainda ha uma preocupagao enorme no que diz respeito a seu modo
de utilizagdo e posologia na administragao, uma vez que devido a sua alta toxicidade existe um
limite ténue entre a administragdo de uma dose letal da administragdo terapéutica
(ERDLENBRUCH et al, 2002; FYHR; AKSELSSON, 2012).

De acordo com diferentes modos de obten¢do e niveis de complexidade, os sistemas
celulares mais comumente aplicados em testes in vitro sdo: culturas primarias, linhagens
imortalizadas, culturas em diferentes estagios de diferenciagdo, co-culturas de diferentes
linhagens celulares, amostras teciduais isoladas diretamente de 6rgaos, culturas tridimensionais,
células tronco e células geneticamente modificadas (ZUCCO et al, 2004).

Portanto, a experimentagdo in vitro ¢ empregada indispensavelmente por apresentarem
vantagens que vao de rapidez na produg¢do dos resultados, diminui¢do na quantidade de animais
manipulados, facilidade na reproducdo dos dados, financeiramente mais vidveis em
determinados casos, at¢ a possibilidade de limitagdo e controle das varidveis testadas

(ROGERO et al, 2003).

1.4 Ciclo e morte celular

A maioria das células somaticas quando ja diferenciadas encontram-se em estado de
quiescéncia, ou seja, nesse momento nao estdo passando por diferenciagdo ou proliferacdo
celular, sendo essa fase chamada de GO. Contudo, quando as células comegam a sofrer
estimulos mitogénicos através da agdo de fatores de crescimento (CDKSs e ciclinas), elas podem
ser reintroduzidas ao ciclo celular. Assim sendo, as células passam para a fase G1 que consiste
na preparacdo para a fase de replicacdo do DNA; a fase S, que se caracteriza como sendo o
periodo de sintese do DNA que tem sua quantidade dobrada passando para a fases G2,
conhecida como fase de preparacgdo para a fase final M em que a célula de fato se divide. Entre

todas as fases do ciclo, existem pontos de checagem do contetido celular afim de garantir que



21

o DNA e as proteinas necessdrias estejam integras e a célula estd segura para passar para a
proxima fase do ciclo (BRAUN-DULLAEUS et al., 1998; KAPLON et al., 2015; WIMAN;
ZHIVOTOVSKY, 2017).

Assim como os mecanismos de controle de proliferacao e ciclo celular, os organismos
multicelulares complexos possuem seus mecanismos de controle de morte celular gerenciando
diretamente a taxa de prolifera¢ao e morte, para renovagao tecidual e remogao de células lesadas,
mantendo assim um dominio da homeostase em tecidos saudaveis (REED et al., 1996;
BERGMAN; HARRIS, 1997).

A morte celular pode ser classificada de duas formas diferentes mutuamente exclusivas:
a morte celular acidental (“accidental cell death” — ACD) e a morte celular regulada (“regulated
cell death” — RCD). A ACD ¢ causada por injurias severas de qualquer tipo, sendo elas fisicas,
incluindo altas temperaturas e pressao; quimicas, potentes detergentes ou mudangas drasticas
no pH; e mecanicas, como o corte/rompimento da célula propriamente dito; sem que esses
fatores possam ser revertidos por intervengdes genéticas ou farmacoldgicas. J4& a RCD,
envolvem diretamente o uso de ferramentas moleculares de regulacao genética pela célula, em
que tais mecanismos podem sofrer interferéncias farmacolégica e genéticas (GALLUZZI et al.,
2015).

Os mecanismos de morte celular podem ser reversiveis, até que as células que estdo
passando por tais processos cheguem a um ponto irreversivel podendo assim serem
consideradas mortas. Portanto, o Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD), postulou os
seguintes parametros para considerarem uma célula definitivamente morta, ou seja, quando ela
passou do “ponto de restricdo” considerado irreversivel: (1) a célula que perdeu a integridade
da membrana plasmatica, percebido pelo uso de corante vitais usados em ensaios in vitro; (2) a
célula que, incluindo seu ntcleo, fragmentar-se e formar pequenos corpusculos discretos,
definidos frequentemente como “corpos apoptoticos™ e (3) tais corpusculos forem fagocitados
por células adjacentes, se tratando de sistema in vivo (KROEMER et al., 2005).

Quando necessario, as células utilizam diferentes mecanismos de morte celular
programada (“programmed cell death” — PCD), sendo 3 tipos: apoptose, autofagia e necrose
programada ou necroptose; sendo que cada uma delas segue vias de sinalizagao diferentes e
manifestam, mas ndo necessariamente, sinais morfoldgicos distinguiveis uns dos outros
(OUYANG et al., 2012).

Visto que as células cancerigenas sdo capazes de evadir os mecanismos de controle de

proliferacdo celular do sistema imune e se retroalimentar de fatores de crescimento, a indugao
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de mecanismos de morte celular por meios quimioterapicos funcionam como uma estratégia de

combate ao cancer (HANAHAN; WEINBERG, 2011; LETALI, 2015).

1.4.1 Autofagia

A autofagia ¢ um mecanismo de PCD presente numa diversa gama de espécies em
resposta a danos celulares causados por fatores estressantes como: espécies reativas de oxigénio;
substancias citotoxicas; parasitismo por bactérias ou virus; privagdo de nutrientes disponiveis
para a célula; além de também esse processo fazer parte do controle homeostatico natural. A
autofagia pode tanto levar a morte de células com metabolismo e estruturas muito danificadas,
como também atuar como uma resposta positiva e protetiva contra estresses em que as células
estdo submetidas levando assim a um aumento no seu potencial de sobrevivéncia e proliferacdo
(LEVINE; YUAN, 2005; HA; KIM, 2016).

Morfologicamente, células passando por processo de autofagia também se diferenciam
dos outros tipos de PCD pelas seguintes caracteristicas: formag¢ao de autofagossomos, também
consideradas organelas vesiculares acidas (AVOs); degradagdo de organelas em estigios
iniciais; manutencdo da estrutura do citoesqueleto até estagios mais avangados; fragmentagao
do DNA apenas nos estagios finais; e auséncia de inducdo de inflamagdo (LEVINE; YUAN,
2005; LIN; BAEHRECKE, 2015).

A autofagia ¢ subdividida em 3 tipos: microautofagia, autofagia mediada por chaperonas
e a macroautofagia. Durante a microautofagia ocorre o englobamento de componentes celulares
(exceto organelas) pelo lisossomo para a degradagao e reciclagem. Na autofagia mediada por
chaperonas, as proteinas das células ligadas a chaperona hsc70 (proteinas do reticulo
endoplasmatico rugoso responsaveis pelo enovelamento adequando das proteinas celulares) sdo
reconhecidas pelo lisossomo através da proteina de membrana associada ao lisossomo tipo 2
(LAMP-2A) que levam a sua entrada pela membrana do lisossomo e posterior degradagdo (HA;
KIM, 2016). J& a macroautofagia, comumente referida apenas como autofagia, ha o
englobamento de componentes celulares, incluindo as organelas, levadas aos lisossomos pelo
reticulo endoplasmatico rugoso formando o autofagossomo (vesiculas de membrana dupla).
Quando o autofagossomo chega ao lisossomo, fundem-se formando o autofagolisossomo,
iniciando a degradagdo dos componentes internos em meio acido (DOORN; PAPINI, 2013;
HA; KIM, 2016).

As vias de sinalizag@o da autofagia sao moduladas pelas proteinas produzidas por genes

de autofagia (ATG), que ja foram descritos mais de 30 tipos com potencial de regulagdo do
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processo autofagico (HALE et al., 2013). Uma série de genes e proteinas sdo criticos na
sinalizagdo, como PI3K classe I, I[II/AKT, Beclin-1, MAPK e p53 nos quais atuam para regular
positiva ou negativamente a proteina alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR) (SU et al.,
2015).

No cancer, a autofagia pode funcionar de forma benéfica ou maléfica para a manutengao
do tumor, visto que sua funcdo pode ser de morte celular ou de manutencao da integridade de
suas fungdes frente a estresses. Varios estudos vém demonstrado que tanto as abordagens de
estratégias de inibicdo, quanto de indugdo de autofagia podem ser uteis como alvos no
tratamento do cancer através de intervengdes quimioterdpicas (YAN et al., 2011; CHEN;

KARANTZA; 2011; LIN; BAEHRECKE, 2015; HA; KIM, 2016).

1.4.2 Apoptose

A PCD por apoptose se trata do tipo de morte celular mais comum em metazoarios para
controle de homeostase tecidual, assim as células que ndo possuem mais utilidade ou que sdo
potencialmente perigosas para células adjacentes, como por exemplo em infecgdes virais e
células tumorais, passam por apoptose e sdo posteriormente fagocitadas e digeridas por
macrofagos ou células adjacentes, sem que haja extravasamento do contetido intracelular
(STELLER, 1995). Dado tal fato, substancias que induzem apoptose ndo tem efeito
inflamatorio nem causam dano a células vizinhas e tecidos proximos (JOHNSTONE; RUEFLI,
LOWE, 2002).

No que diz respeito a alteracdes morfologicas nas células apoptoticas, sao
majoritariamente caracterizadas pela condensagdo da cromatina e fragmentagdo nuclear;
enrugamento da membrana plasmatica com perda da capacidade de adesdo, com externalizagdo
da fosfatidilserina (PS), mantendo a integridade da membrana celular até os ultimos estagios
do processo; pouca ou nenhuma alteragdo estrutural em organelas citoplasmaticas; diminui¢ao
do volume celular; com finalmente formagao de corpos apoptoticos (EDINGER; THOMPSON,
2004; OUYANG et al., 2012).

Alternativamente, hd dois caminhos de vias de sinalizagdo celular que culminam na
morte celular por apoptose associados a quimioterapicos, sao elas chamadas de via extrinseca,
associada a receptores na membrana celular, a via intrinseca, associada a estimulos
mitocondriais (ELMORE, 2007). Ambas as vias estdo diretamente ligadas a ativacdo de uma

classe de proteases, denominada caspases (sintetizadas com zimogénios, ou seja, pro-enzimas
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inativas), nas quais sdo responsaveis por boa das alteracdes morfologicas e execucdo do
processo de apoptose (HENGARTNER, 2000).

A via extrinseca estéd associada diretamente a receptores na membrana celular membros
da superfamilia de fator de necrose tumoral (TNF). Esses receptores, como exemplo o CD95
também conhecido como Receptor Fas (FasR), sdo ativados por citocinas especificas a seus
respectivos receptores, como o fator de necrose tumoral-a (TNF-at), também conhecido como
TRAIL-R1 e a proteina Fas associada ao dominio de morte (FADD), a TRAIL-R2. As
procaspases (forma inativa) iniciadoras, comumente a procaspase-8 e procaspase-10, entdo sao
recrutadas para o complexo de sinalizag¢do indutor de morte (DISC) formado pelo receptor de
morte, seu ligante e a caspase iniciadora, nos quais vao entdo serem consequentemente clivadas
transformando-se sua forma ativa caspase-8 e caspase-10, respectivamente, iniciando a cascata
de clivagem e sinaliza¢do de procaspases efetoras que t€m a funcao de clivar proteinas ligadas
ao citoesqueleto e estrutura nuclear, especialmente a procaspase-3 que ¢ comum as duas vias
apoptoticas. (IGNEY; KRAMMER, 2002).

Também conhecida como via mitocondrial, a via intrinseca da apoptose ¢ estimulada
por fatores de morte que aumentam a permeabilidade da membrana da mitocondria causando
consequentemente sua despolarizacdo permitindo assim, a liberagdo de proteinas pro-
apoptdticas que irdo ativar as proteinas caspases (MENAKER et al.; LIU; BROUHA;
GROSSMAN 2004).

A regulagdo da via apoptotica mitocondrial ocorre pelo balango entre proteinas pro-
apoptoticas e antiapoptoticas da familia Bcl-2 que tem a fung@o de regular a permeabilidade da
membrana mitocondrial (SAELENS et al., 2004). Uma vez que ocorre a alteragdo na
permeabilidade da membrana mitocondrial, fatores apoptogénicos, como o citocromo ¢ (CC),
iniciam a efetivacdo do processo ligando-se ao fator 1 ativador de protease apoptotica (Apaf-
1), formando um complexo proteico chamado apoptossomo que por sua vez ativa a procaspase
9 em caspase 9, responsavel pela clivagem da procaspase 3 tornando-a efetora, caspase 3 (OOI,
MA, 2013).

Além do CC, outros fatores pro-apoptoticos podem ser liberados das mitocondrias,
como ¢ o caso das proteinas Smac/DIABLO e HtrA2/OMI. Tais fatores mitocondriais
promovem a apoptose através da inibi¢do das proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) que
possuem a fun¢do de regular a atividade das caspases, sobretudo a caspase 9 que estad
diretamente envolvida na via mitocondrial da ativagdo da procaspase 3 (LIU; BROUHA;

GROSSMAN; SAELENS 2004).



25

1.4.3 Necrose programada ou necroptose

Caracterizada morfologicamente pelo aumento no volume celular, desorganizagao do
citoplasma, agregacdo na cromatina e perda da integridade da membrana celular resultando no
extravasamento do conteudo citoplasmatico no meio extracelular sinalizando para estimulo de
processo inflamatorio (GRIVICH; REGNER; ROCHA, 2007), a morte celular por necrose foi
por muito tempo considerada apenas uma ACD, como ja referenciado em Galluzzi et al. (2005),
resultado de dano muito severo de carater quimico, fisico ou mecanico.

No entanto, sob condi¢des especificas, como em infec¢cdes virais ou bloqueio de
maquinaria apoptotica por inibi¢do ou ndo ativagao das caspases, pode ocorrer um tipo de PCD
com caracteristicas morfoldgicas de necrose denominada necrose programada ou necroptose
(CHO, 2014).

Metabolicamente a necroptose estd associada tanto a receptores de morte celular de
membrana que incluem a familia de receptores TNF, FasR ou CD95, TRAIL21 e TRAILR2
quanto com a sinalizagdo proveniente de dano ao DNA pela a¢do do fator nuclear-kB (NF-kB)
causando uma cascata de morte independente da acdo das caspases. Tais fatores que iniciam
necrose acionam as proteinas quinase que interagem com os receptores (RIPKs), como as RIP1
e RIP3, dando continuidade ao processo necrético programado (CHAN; LUZ; MORIWAKI,
2014).

A necrose programada ¢ considerada como um plano alternativo em relacdo ao ndo
funcionamento da apoptose. Contudo, ja foi demonstrado que no periodo embrionario e na fase
adulta, essas 2 formas de PCD agem concomitantemente na manutencdo da homeostase tecidual.
Nao obstante, os mecanismos moleculares de substitui¢do de um tipo de morte celular pelo
outro ainda nao foram claramente descritos (ZHANG et al., 2009; DAGENAIS; DOUGLAS;
SALEH, 2014).

1.5 Produtos semissintéticos como fonte de farmacos a partir de reacdes de hemissintese:

derivados de diterpenos labdanicos e suas aplicagcoes

Do século XX para o XXI, ocorreu um avango extraordinario na busca de novos
farmacos para combate de diversas doengas, sobretudo as neoplasias, com o uso de produtos
que possuem algum componente de origem natural em sua composi¢cdo. Nesse contexto, 0s

produtos naturais vém se mostrando de grande importancia nessa jornada, sendo as plantas e os
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micro-organismos grandes aliados (COSTA-LOTUFO, 2010). No entanto, certamente essa
histéria ndo ¢ recente, visto que ha registros do uso de componentes naturais nao isolados para
as mais variadas fun¢des e mais variadas formas de administracdo, sobretudo a partir de plantas,
sendo o que classificamos hoje por Etnobotanica Medicinal (GURIB-FAKIM, 2006).

Hoje em dia a ciéncia estd bastante focada no isolamento da possivel molécula
responsavel pelo principio ativo desejado, permitindo iniciar testes in vitro e in vivo (LEE,
1999). Todavia, as moléculas de origem natural isoladas ndo necessariamente servirdo da
melhor forma para o fim farmacéutico designado, ¢ entdo que compostos naturais podem
auxiliar na geracdo de outras moléculas com propriedades biotecnoldgicas e farmacéuticas
diferentes e melhoradas através de processos quimicos (ORTHOLAND; GANESAN, 2004).

Nessa conjuntura, a reacdo de hemissintese ¢ de grande utilidade na estratégia de
ampliar a quantidade de moléculas possiveis, a partir de uma tnica molécula de isolamento de
origem natural. O produto molecular resultado da rea¢do de hemissintese gera uma estrutura
semissintética, ou seja, parte de origem natural e parte de origem sintética. Sendo assim, esse
processo se insere na busca de substancias inéditas, analogas as substancias naturais, com uma
possibilidade de melhor resposta farmacoldgica e também bioativa como ja ¢ altamente
reportado na literatura cientifica (BALUNAS; KINGHORN, 2005; SILVA et al., 2010; SILVA
JUNIOR, 2015).

As moléculas derivadas de extratos de diferentes partes de plantas podem servir de base
para a reacdo de hemissintese e sdo de grande utilidade na farmacologia atualmente. Como
exemplo, destaca-se nesse trabalho a planta do género Moldenhawera, com taxonomia ndo
totalmente definida e de dificil classificagcdo, no qual pertence a familia Leguminosae e possui
cerca de 10 espécies, com distribuicdo geografica concentrada ao nordeste do Brasil. A espécie
Moldenhawera nutans tem porte arbustivo, sendo ao que tudo indica limitada endemicamente
ao estado da Bahia primordialmente em areas de restinga e ¢ usada como modelo para extracdo
de compostos com atividades biologicas importantes (DAVID et al., 1998; do VALE et al.,
2005; SILVA JUNIOR, 2015).

Dentre os compostos encontrados em Moldenhawera nutans sdo ressaltados os
diterpenos labdanicos, que constituem uma classe bastante diversa de diterpenos ciclicos, no
qual tem sua principal origem em vegetais. Vem sido reportada na literatura uma vasta
aplicacdo biologica, sdo exemplos: atividade antitumoral, antifungica, antibacteriana, anti-
inflamatoria, antiprotozoaria; bem como indutora enzimatica no controle da hipertensdo
vascular e na protecdo gastrica; além de também terem sido reportados como possiveis

moduladores da atividade de células do sistema imune e de receptores neurologicos
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(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2005; LAHLOU et al., 2007; KOUKOULITSA et al, 2008;
KIM et al.; SCHRAMM et al., 2013; CORREIA JUNIOR et al., 2014).

Alguns grupos de pesquisa vém aplicando a reacdo de hemissintese de derivados de
diterpenos labdanicos naturais a fim de produzir e estudar diferentes estruturas quimicas
inéditas e suas possiveis atividades bioldgicas. Dentre outros compostos dessa classe, o acido
labdénico 16 (Figura 3), também conhecido como acido labd-8(20)-en-15-6ico que consiste
numa olefina natural de origem vegetal extraido comumente de plantas do género Cistus
(majoritariamente Cistus symphytifolius e Cistus palinhae) e também da espécie Moldenhawera
nutans que se mostrou como uma poderosa fonte desse produto natural. Por conseguinte, a
partir da reagdo de arilagdo de Heck-Matsuda ¢ possivel produzir compostos aril-labdanos
hemissintéticos, adutos de Heck, inéditos para a investigacdo de suas possiveis atividade
bioldgicas, sobretudo anticincer (CALABUIG, 1981; KOUKOULITSA et al, 2008; SILVA
JUNIOR, 2015). Dessa maneira, adutos de Heck serviram de base para realizacao desse estudo,
cujas estruturas foram preservadas por prote¢ao da propriedade intelectual, pois possivelmente

serdo enviados para deposito de patente.

Figura 3: Estrutura molecular do acido labdénico 16 (Fonte: SILVA JUNIOR, 2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial citotoxico in vitro de adutos de Heck inéditos derivados do acido

labdénico 16 em linhagens celulares leucémicas e ndo cancerigenas.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar um screening avaliando o potencial citotdéxico dos compostos AH-1, AH-2,
AH-3, AH-4, AH-5, AH-6, AH-7 ¢ AH-8 frente a linhagem de leucemia monocitica
aguda Thp-1;

e Avaliar o potencial citotoxico dos compostos AH-2, AH-3, AH-7 e AH-8 frente a
linhagem de leucemia mieloide aguda K562 e suas respectivas seletividades frente a
linhagem ndo-cancerigena humana HUVEC;

e Determinar o efeito de AH-8 na distribuicdo do DNA nas fases do ciclo celular de K562;

e Examinar a inducdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio por AH-8 em K562;

e Identificar o feito do composto AH-8 na inducdo da apoptose ou necrose em K562;

e Analisar se h4 inducdo de morte celular por autofagia provocado por AH-8 em K562.
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MATERIAIS E METODOS



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

e Baldes Volumétricos (250 a 1000mL)

e Béqueres (100 a 1000mL)

e (Camara de Neubauer

e Erlenmeyer (200 a 500mL)

e Frasco para cultivo celular (25cm” e 75¢m?)
e Frascos para armazenamento de solucdes (250, 500 e 1000mL)
e Kitassato (500 e 1000mL)

e Pipetas do tipo pasteur estéreis

e Placa de pétri

e Placas estéreis (24 e 96 pocos)

e Ponteiras

e Provetas (100 a 1000mL)

e Tubos do tipo “eppendorffs” (1,5 e 2mL)

e Tubos do tipo “falcon” (15 e 50mL)

3.2 Equipamentos

e Agitador de placas (Shaker PSU-2T Plus)

e Agitador magnético com controle de temperatura (Vexter)
e Autoclave (Vertica Phoenix)

e Balanga analitica modelo AY220 (Shimadzu)
e Banho maria com agitagdo (Nova Etica)

e Centrifuga (HERMLE Labortechnik GmbH)
e Citometro de fluxo (BD Facs Calibur)

e Estufa HF212 UV Ultrasafe (Biosystem)

e Estufa de secagem (De Leo)

¢ Fluxo laminar EcoPa300 (Pachane)

e Fluxo laminar Pa410 (Pachane)

e Freezer -20°C DC41 (Electrolux)



e Leitor de ELISA ELx800 (Biotek Instruments)

e Microscdpio Optico de inversdo XS 201 (Taimin)
e Microscopio otico de inversdo (Medilux)

e pHmetro (Quimis)

e Refrigerador (Electrolux)

o Ultra freezer -86°C (Indrel)

e Ultra purificador de d4gua (New Human UP900)
e Vortex QL-901 (Vertex)

3.3 Reagentes e solucoes

e Alcool etilico 70% (Toscano)

e Azul de tripan 4%, (Sigma)

e Dimetilsulfoxido, DMSO (Cristalia 36)

e EDTA 0,5M (Sigma)

e Etoposideo (Amresco)

e Sonda molecular H,DCFDA (Sigma)

e lodeto de propidio 50pg/mL de PBS (Sigma)

e Meio de cultura celular RPMI 1640 (Sigma)

e MTT (Amresco)

e Salina tamponada com sais de fosfato (PBS) (Vetec)

e SDS/HCL, 10g de SDS (Amresco), 100mL HCL 0,01N (Fisher)
e Solugdo de antibidticos: penicilina e estreptomicina (Sigma)

e Solucdo de tripsina/EDTA (Amresco)

e Soro Bovino Fetal Inativado (SBF) (Cripion)

e Tampao de lise para andlise do ciclo celular, 50mg de citrato de sodio (Grupo

Quimica), 50uL de Triton-X (Isofar), 2,5mg de IP (Sigma).

3.4 Modelos de experimentacio in vitro

3.4.1 Cultivo de modelos in vitro (linhagens celulares)

32
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Para que esse estudo fosse realizado, foi utilizado células cancerigenas e ndo-
cancerigenas (Tabela 1) obtidas através do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ) ou de
colaboradores. Os cultivos foram feitos no Laboratério de Biotecnologia Celular e Molecular
no Centro de Biotecnologia, Universidade Federal da Paraiba.

As células utilizadas (Figura 4, 5 e 6), sendo cancerigenas e ndo-cancerigenas, em todos
os experimentos foram cultivadas em frascos estéreis com meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e acrescidos dos antibidticos penicilina
(100U/mL) e estreptomicina (100pg/mL). Tais frascos de cultivo foram mantidos em estufa
com temperatura controlada de 37°C e 5% de CO,. Houve monitoramento didrio do crescimento
celular utilizando microscopia Optica invertida.

A troca do meio de cultura era realizada periodicamente a cada dois dias. As células
aderentes demandavam o uso da solugdo tripsina/EDTA afim de solta-las do frasco de cultivo
quando se atingia a confluéncia de 80%. O cultivo celular ficava em contato com a solugdo de
tripsina/EDTA no volume de 1,5mL por 5 minutos, ou até notar-se o deslocamento da
monocamada na parede do frasco. Posteriormente a a¢cdo da tripsina/EDTA era bloqueada com
o uso de meio RPMI/SBF, e as células entdo centrifugadas. As linhagens ndo aderentes foram
diretamente centrifugadas. Ambas eram centrifugadas a 200 g durante 5 minutos.

Para assegurar a viabilidade celular da linhagem no frasco de cultivo, era feita contagem
na camara de Neubauer utilizando a técnica de exclusdo por azul de tripan. Quando a membrana
celular esta integra, o azul de tripan ndo penetra na célula, indicando assim que a célula esta
viavel. J& na célula de membrana danificada, o corante consegue penetrar deixando a célula
com uma cor azulada podendo assim ser identificada e contada como invidvel no microscopio
optico invertido. Quando a amostrar possuia 90% de células viaveis, poderia seguir para a
experimentacdo (STROBER, 2015). O seguinte calculo de contagem de viabilidade celular foi

utilizado:

% de viabilidade celular = numero de células viaveis x 100

namero de células totais
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Tabela 1: Linhagens modelo utilizadas para os ensaios de citotoxicidade in vitro.

Tipo histologico da
Linhagem Origem Tipo de cultura
linhagem celular

Nao-cancerigena —
Imortalizadas
HUVEC isoladas do endotélio Humana Aderente
de cordao umbilical

humano

Nao-
Tumoral — Leucemia
K562 Humana aderente/em
mieloide cronica
suspensao

Nao-

Tumoral — Leucemia
Thp-1 ) Humana aderente/em
monocitica aguda .
suspensao

Figura 4: Fotomicrografia de linhagem niao-tumoral HUVEC em microscopio optico

invertido com aumento de 400x.
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Figura 5: Fotomicrografia de linhagem leucémica K562 em microscopio éptico invertido

com aumento de 400x.
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Figura 6: Fotomicrografia de linhagem leucémica Thp-1em microscépio optico invertido

com aumento de 400x.
3.5 Métodos experimentais
3.5.1 Moléculas estudadas
As moléculas estudadas foram sintetizadas através da reacdo de arilagdo de Heck-

Matsuda a partir do acido labdénico 16 (Figura 3) puro isolado da planta de espécie

Moldenhawera nutans. As estruturas moleculares dos adutos de Heck, todas inéditas, ndo serdo
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reveladas nesse trabalho para preservar a propriedade intelectual. Todas as moléculas utilizadas
foram purificadas e sintetizadas, sendo gentilmente cedida pela equipe do professor Dr. Jailton
de Souza Ferrari do Departamento de Quimica, da Universidade Federal da Paraiba.

Para a realizagdo dos ensaios, os 8 adutos de Heck, denominados AH-1, AH-2, AH-3,
AH-4, AH-5, AH-6, AH-7 ¢ AH-8, foram dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) puro e
estéril, com concentragdo de DMSO nao superior a 1%, para o preparo da solugdo estoque a
uma concentragdo de S0mM. A partir da solug¢ao estoque de S0mM, era realizada uma dilui¢ao

seriada em meio RPMI para obtencao das concentracdes finais utilizadas no tratamento.

3.5.2 Ensaio colorimétrico por reducio de MTT

A técnica de reducdo de MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium]) consiste num ensaio colorimétrico que serve para a inferéncia da
citotoxicidade, proliferacdo e/ou viabilidade celular. A redu¢do de MTT ocorre nas células
viaveis através do metabolismo intracelular indireto feito pelo subproduto, NADH e NADPH,
de enzimas mitocondriais ¢ lisossomais (MOSMANN, 1983; LIU et al, 1997). Entdo, o MTT
que ¢ um sal com estrutura de anel tetrazélio hidrossoluvel é reduzido em cristais de formazan
ndo hidrossoluveis de cor purpura a terem a intensidade da absorbancia mensurada por
espectrofotometria do tipo ELISA. Considera-se assim, a intensidade de absorbancia lida pelo
ELISA diretamente proporcional a quantidade de células vidveis em cada pogo pos-tratamento
(FAHEINA-MARTINS, 2009; RISS et al, 2013).

O indice de seletividade (SI) ¢ utilizado para indicar a agdo seletiva de um composto em
relagdo a mais de uma linhagem celular, podendo assim indicar um potencial anticancer da
substancia. Nesse estudo foi determinado que quanto maior o valor do indice de seletividade,
mais seletivo ¢ o aduto de Heck. Entdo, o SI corresponde ao valor da Clsy da linhagem
cancerigena (K562) dividido pela Cls da linhagem nado-cancerigena (HUVEC) (SUFFNESS;
PEZZUTO; ROMERO et al., 1991; CITALINGAM et al., 2015):

Indice de Seletividade (SI) = Cls_da linhagem cancerigena

Clsy da linhagem ndo-cancerigena

Primeiramente foi realizado um “screening” das moléculas modelo na linhagem de
leucemia monocitica aguda (Thp-1) afim de avaliar a citotoxicidade baseado nos valores das
Clso. As moléculas que apresentaram efeito citotoxico em Thp-1 prosseguiram para a avaliacdo

de citotoxicidade e do SI as linhagens de leucemia mieloide cronica (K562) e ndo-cancerigena
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(HUVEC). Quando a molécula ndo apresentou atividade nas concentragdes testadas no periodo

de incubacdo de 72 horas, ndo foi realizado o teste de redu¢ao de MTT em 24 horas.

Protocolo experimental:

Ap6s o teste de viabilidade com azul tripan (>90%), as células foram incubadas em
placas de 96 pocos, para serem colocadas numa estufa durante o tratamento a condigdes
reguladas de temperatura de 37°C e 5% de CO, numa densidade celular em cada pogo de
5x10%células/mL para células ndo-aderentes (em suspensdo); e 3x10* células/mL para células
aderentes.

Posteriormente, foi adicionada a substancia a ser testada nas concentragdes de 6,25 a
200uM/mL, e incubadas nos periodos de tratamento de 24h e/ou 72h. Para células aderentes a
substancia foi adicionada logo apds o plaqueamento das células, ja para células aderentes foi
respeitado o tempo de adesdo celular a placa: portanto a substancia foi colocada apenas no dia
seguinte ao plaqueamento. Respeitado os periodos de incubagdo de 24h ou 72h, o tratamento
foi interrompido para uma lavagem com solugdo salina (PBS), e subsequente adi¢do de MTT
(5mg/mL de PBS) e esperado o periodo de 4h (necessario para a metabolizacdo do MTT em
azul de formazan pelas células vidveis) nos quais foi adicionado a solu¢ao de SDS/HCI.

Finalmente, as placas foram colocadas no agitador de placas pelo periodo de “overnight”
afim de ajudar na solubiliza¢do dos cristais de formazan, sendo em seguida mensuradas por

espectrofotometro do tipo ELISA com filtro de 570nm.

Analise de dados de ensaio colorimétrico de reduciao de MTT:

Cada experimento foi feito em triplicata e repetido no minimo 3 vezes respeitando um
n> 3. A representacao dos resultados foi feita por graficos de barra com um eixo representando
a porcentagem de viabilidade celular versus concentracdo de substancia (6,25 a 200 uM/mL).
Com base nos resultados obtidos pdde ser determinada a Clsy (concentragdo inibitdria média
capaz de provocar 50% do efeito maximo) usando uma curva de regressao ndo-linear utilizando
o software GraphPad Prism, versao 6.0. Os dados entdo foram comparados por analise de
variancia ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni, sendo considerada uma diferenca

significativa quando p<0,05.
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3.5.3 Estudo dos mecanismos de morte celular por citometria de fluxo

Todos os experimentos em citometria de fluxo seguiram o seguinte protocolo: apos o
teste de viabilidade por exclusdo de azul tripan (>90%), as células foram incubadas em placas
de 24 pocos para serem colocadas numa estufa durante o tratamento a condi¢des reguladas
numa estufa a temperatura de 37°C e 5% de CO, numa densidade celular de 1x10° células/mL.
Posteriormente, foram tratadas por 24 horas com o composto AH-8 considerando as
concentragdes da Clsgy, Clso/2 e Clso/4 (100, 50 e 25uM). Foi utilizado como controle positivo

o etoposideo considerando a Clsy da substancia testada na célula modelo.

3.5.3.1 Analise do conteudo de DNA e sua distribui¢ao nas fases do ciclo celular

Quando a célula deixa a fase de quiescéncia (GO) e reingressa no ciclo, ¢ possivel se
identificar 4 fases diferentes: G1, S, G2 e M, sendo cada uma caracterizada por sua quantidade
de DNA. Com exceg¢ao das fases G2 e M que possuem a mesma quantidade, todas as fases sdo
distinguiveis entre si utilizando esse pardmetro. Sendo assim, a avaliacdo das fases do ciclo
celular utiliza-se o iodeto de propidio (PI) que se liga ao DNA da célula que teve sua membrana
rompida pela a¢do de uma solugdo detergente utilizada no protocolo (0,1% de triton X-100, 0,1%
de citrato de sodio e 50pg/mL). Consequentemente, a fluorescéncia gerada pelo PI no citometro
¢ diretamente proporcional a quantidade de DNA na célula, determinando assim sua fase no

ciclo (NUNEZ, 2001).

Protocolo experimental:

Ap0s o periodo de tratamento as células foram transferidas para um microtubo do tipo
“eppendorffs” e centrifugadas a 400g por 5 minutos em temperatura ambiente, além de seguidos
de lavagem com PBS. O ‘pellet’ celular foi ressuspendido na solucdo de lise da membrana
contendo PI, por 30min a 4°C de temperatura. Subsequentemente, as amostras foram analisadas
em citdmetro de fluxo modelo FACS Calibur (BD Biosciences), tendo o PI sido excitado pelo

laser azul de 488 nm no filtro 585/42 nm (FL2).

3.5.3.2 Avaliacao da apoptose por externalizacido da fosfatidilserina (PS) e necrose por

marcac¢io com iodeto de propidio (PI)
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Um dos primeiros sinais de mudancas morfologicas durante a apoptose ¢ a
externalizacdo da PS, que em células saudaveis fica apenas na superficie interna da membrana
celular ainda intacta (OUYANG et al.,, 2012). Dessa forma, quando ha mudanca nessa
distribuicao de PS, pode-se indicar que a célula esta sofrendo um processo de apoptose e esse
fator manifesta as células adjacentes atraindo-as para posterior fagocitose dos corpos
apoptoticos (MARTIN et al., 1995). A anexina V associada a um fluorocromo, liga-se,
dependentemente de Ca®" a PS exposta na parte exterior da membrana celular ainda integra
indicando apoptose na sua fase inicial. No entanto, quando a anexina V ¢ colocada junto com
um marcador de DNA, como o PI, ¢ possivel assim diferenciar células na fase mais tardia da
apoptose, ja que so penetram quando ha dano na membrana da célula, sendo marcadas duplo-
positivamente (VERMES et al., 1995; WANG et al., 2004). Por conseguinte, células nao
marcadas foram consideradas viaveis (AnexinaV-/PI-); células em apoptose inicial
(AnexinaV+/PI-); células em necrose (AnexinaV-/PI+) e células em apoptose tardia

(AnexinaV+/PI+).

Protocolo experimental

Posterior ao periodo de tratamento das células com o composto por 24h, as células foram
lavadas com PBS e em seguidas centrifugadas a 400g por 5 minutos em temperatura ambiente.
O sobrenadante foi completamente removido e o pellet ressuspendido na solugao de 100uL do
tampao de ligacdo e marcado com 1uL de AnexinaV-Alexafluor kit (/nvitrogen, USA) e
100uM de PI, esperando o periodo de 30 minutos no escuro a 4° C. Passados os 30 minutos, foi
adicionado mais 400uL do tampao de ligagdo, no qual as amostras foram levadas para a leitura
em citometria de fluxo modelo FACSCalibur (BD Biosciences), sendo ambos PI e Alexafluor
488 excitados pelo laser azul 488 nm, e lidos nos filtros FL3 (670 nm) e FL1 (530/30 nm),

respectivamente.

3.5.3.3 Avaliacao da producio de espécies reativas de oxigénio (EROs)

As EROs sdo produzidas pelas células durante seu metabolismo, principalmente na
geracdo de energia dependente de oxigénio na mitocondria. As EROs sdo instaveis
eletronicamente, por isso possuem uma forte tendéncia a ser oxidado/reagir com outras

moléculas presentes no citoplasma podendo até destruir sitios ativos de proteinas e danificar
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organelas. Regularmente, as células possuem seus mecanismos para neutralizar as EROs
presentes no citoplasma e evitar o estresse oxidativo, porém quando sua capacidade de
neutralizacdo fica limitada, os EROs acumulam gerando danos ao metabolismo celular podendo
dessa forma induzir morte celular programada dependente de EROs (JACOBSON, 1996;
THANNICKAL; FUNBURG, 2000).

A sonda molecular H,-DCFH-DA ¢ utilizada como indicador de EROs uma vez que
quando penetra na membrana celular, o seu metabdlito ¢ oxidado pelas EROs presentes no
citoplasma emitindo fluorescéncia passivel de ser mensurada por citometria de fluxo. (KUBO

et al., 2008).

Protocolo experimental

Depois de plaqueadas e tratadas com o composto por 24h, as células foram lavadas com
PBS, centrifugadas a 400g por 5 minutos e retirado todo sobrenadante. As células foram
ressuspendidas com 500uL em solugdo da sonda molecular H,-DCFH-DA (10uM) por 30
minutos na auséncia de luz a 37°C. Entdo, a fluorescéncia emitida pela sonda molecular nas
células foi mensurada e analisada por citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur (BD

Biosciences), sendo excitado pelo laser azul 488nm e detectados pelo filtro FL1 (530/30 nm).

3.5.3.4 Marcacao de organelas vesiculares acidas (AVOs) como indicador de autofagia

Durante o processo de morte celular por autofagia, por¢des do citoplasma e subpartes
de organelas danificadas sdo sequestradas pelo reticulo endoplasmaético formando vesiculas de
membrana dupla, chamadas de autofagossomo, que posteriormente se fundem com o lisossomo
formando o autofagolisossomo. Essas vesiculas sdo consideradas organelas vesiculares acidas
(AVOs) (PAGLIN et al., 2001).

O composto Laranja de Acridina (AO) ¢ um corante basico que consegue penetrar na
membrana celular devido sua caracteristica lipofilica. Uma vez que o AO penetra na célula, ela
aceita protons de substancias com pH acido tornando-se positivo em carga ficando impedido
de passar por membranas celular lipidicas ficando assim retidas em compartimentos acidos.
Dessa forma, o AO que tem fluorescéncia verde em pH basico passa a emitir fluorescéncia
vermelha/alaranjada quando em contato com vesiculas acidas, nesse caso as AVOs, que sdo
produtos do processo autofagico. Nesse contexto, a AO serve como marcador de autofagia

(TRAGANOS; DARZYNKIEWICZ, 1994; KANZAWA et al., 2003).
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Protocolo experimental

Ap6s o periodo de 24h de incubagdo com o composto, as células foram lavadas com
PBS, centrifugadas a 400g por 5 minutos e retirado todo sobrenadante. O pellet foi
ressuspendido com 500uL de solugdo de AO (1pg/mL) diluida em meio de cultura por 30
minutos em temperatura ambiente abrigado da luz. Entdo, as amostras tiveram suas
fluorescéncias mensuradas e analisadas por citometro de fluxo modelo FACS Calibur (BD

Biosciences).

3.5.4 Analise dos dados em citometria de fluxo:

Para todos os experimentos feitos através da citometria de fluxo foi utilizado o
equipamento de Citdometro FACS Calibur (BD Biosciences), que no momento da
leitura/aquisicdo das amostras foi operado com o auxilio do programa BD CellQuest Pro
Software 6.0. Cada experimento foi feito em duplicata para cada concentracdo e repetidos
minimamente 2 vezes respeitando um n>2. De cada amostra, foram lidos 10 mil eventos,
considerando cada evento uma célula detectada pelo citometro.

Utilizando o software GraphPad Prism na versao 6.0, os dados foram expressos como
média = desvio padrao em seguida comparados por andlise de variancia de uma via (ANOVA)
seguido do pos-teste de Newman-Keuls, sendo que para ser considerada alguma diferenca

significativa ¢ necessario o p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacio do efeito citotoxico dos adutos de Heck

Afim de avaliar o potencial citotoxico dos 8 adutos de Heck derivados do &cido
labdénico 16 (AH-1, AH-2, AH-3, AH-4, AH-5, AH-6, AH-7 ¢ AH-8), foi empregado
inicialmente o ensaio de redu¢do de MTT em linhagem de leucemia monocitica aguda (Thp-1)
como modelo para o “screening”. Entdo, os resultados do screening das moléculas em ensaio
de MTT nos periodos de 24h e 72h estdo demonstrados na Tabela 2.

Foi possivel observar que 4 compostos apresentaram citotoxicidade nas concentragdes
testadas, sendo esses compostos: AH-2, AH-3, AH-7 e AH-8. A diminui¢do da viabilidade
celular foi dependente de concentracdo e tempo de tratamento em Thp-1.

O composto AH-2 apresentou citotoxicidade no periodo de 24h com Clsy de 180 =
3,IuM; e em 72h de 68,4 + 3,3uM. Ja o aduto AH-3 foi citotoxico apenas no periodo de
tratamento de 72h com Clsy de 91,2 + 3,2uM, sem atividade em 24h.

Se tratando do aduto de Heck AH-7, apresentou efeito em ambos os periodos de
tratamento 24h e 72h, com Clsy de 177,8 + 3,1uM e 106 + 3,4u,M respectivamente. Por fim,
pode-se destacar o composto AH-8, que expressou o melhor resultado dentre todos os derivados

testados em ambos os periodos de incubagdo, com Clsy de 68 +3,2uM para 24h; e 32,7 +3,2uM.
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Tabela 2: Efeito citotoxico dos adutos de Heck (AH) e do etoposideo (Etop.) com 24h e 72h

de tratamento sobre a linhagem Thp-1. Demonstrado pela média dos valores de Clso (WM) £

EPM. NT corresponde a ndo testados.

Linhagem Thp-1

AH 24h 72h
AH-1 NT >200
AH-2 180,0+3,1 | 68,4+3,3
AH-3 >200 91,2+32
AH-4 NT >200
AH-5 NT >200
AH-6 NT >200
AH-7 177,8+3,1 | 106,0+3.4
AH-8 68,0+3,2 | 32,7+3,2

Posteriormente, os 4 adutos que apresentaram citotoxicidade satisfatéria foram

utilizados nos ensaios de viabilidade celular por reducdo de MTT na linhagem leucémica mais

resistente K562 e na linhagem ndo-cancerigena HUVEC, gerando a Tabela 3.

Tabela 3: Efeito citotoxico dos adutos de Heck (AH) e do etoposideo (Etop.) com 24h e 72h

de tratamento sobre as linhagens K562 e HUVEC. Demonstrado pela média dos valores de

Clso (uM) = EPM. NT: ndo testados. ND: ndo se aplica.

Linhagens Indice de
HUVEC K562 Seletividade
(SD
AH 24h 72h 24h 72h 24h 72h
AH-2 >200 194,5 + 3,1 >200 168,9 + 3,9 ND 1,15
AH-3 NT >200 NT >200 ND ND
AH-7 NT >200 NT >200 ND ND
AH-8 1942+3,0 | 100+3,0 | 97,85+3,9 | 54,58 +3,4 1,98 1,83
Etop. NT NT >50 NT ND ND
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O composto AH-2 demostrou efeito em 72h com Clsy de 168,9 + 3,9uM sobre K562; ja
sobre HUVEC, também em 72h, obteve Clso de 194,5 + 3,1uM. O aduto AH-8 por sua vez,
também demonstrou ter efeito dependente de tempo e concentragdo tanto sobre HUVEC com
Clso de 194,2 + 3,0uM no tratamento em 24h e 100 + 3,0uM em 72h, quanto sobre K562 com
Clso de 97,85 £+ 3,9uM em 24h e 54,58 + 3,4uM em 72h. E possivel destacar entdo que AH-8
possui atividade em ambos os tempos de tratamento, 24h e 72h, enquanto que AH-2 s6 mostrou
atividade em 72h em ambas as linhagens.

Ainda na tabela 3, quanto ao SI, o composto AH-8 mostrou maior seletividade quando
comprado com AH-2. AH-8 obteve SI de 1,98 para 24h e 1,83 para 72h, maior que em AH-2
com SI de 1,15 para 72h de tratamento e ndo aplicavel para 24h ja que ndo demonstrou efeito

citotoxico em ambas as linhagens.

4.2 Avaliacao do tipo de morte celular por AH-8 em leucemia mieloide cronica (K562)

Para avaliar os mecanismos de morte celular induzidos por adutos de Heck foram feitos
diversos ensaios em citometria de fluxo para analisar diferentes pardmetros associados a
morfologia celular que pudessem ajudar a caracterizar o tipo de morte celular causado.

Uma vez que a AH-8 obteve a menor Clsy € 0 maior SI de todos os adutos de Heck em
todas as linhagens, mostrou-se a molécula com resultados mais promissores. Entdo, o composto
AH-8 foi escolhido para dar continuidade aos estudos. Além disso, a linhagem K562 foi
selecionada como modelo para a elucidacdo do mecanismo de morte celular ativado por AH-8

no periodo de 24h em diferentes concentragdes (100, 50 e 25uM).

4.2.1 A distribuicao do ciclo celular de K562 ¢é afetada por AH-8

A distribuigdo do ciclo celular foi avaliada pela andlise de fluorescéncia de PI,
diretamente proporcional a quantidade de DNA nas células, dando assim indiretamente a
indica¢do da fase do ciclo que as células se encontram durante o tratamento de 24h em
concentragdes (100, 50 e 25uM) diferentes de AH-8 comparados com o composto etoposideo
(100uM) (Tabela 4).

AH-8 atuou de forma concentracdo-dependente na distribuicdo do ciclo celular, e
mostrou um aumento significativo da fracao hipodiploide (subG1) (Figura 7) de 6,46% =+ 0,68

nas células sem tratamento para 35,85% = 5,43 na concentracdo de 100uM e consequentemente
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diminuindo sua distribui¢do nas fases G1 (de 43,51% % 0,36 no controle para 27,45% * 1,83)
e G2/M (de 25,56% + 0,69 no controle para 17,08% + 1,15). O etoposideo, usado como controle

positivo a 100uM, causou efeito com o aumento significativo da porcentagem de células na

fase G1.

Tabela 4: Efeito do composto AH-8 e do etoposideo a 100uM (Etop.100pM) na
distribuicio do DNA ao longo do ciclo celular na linhagem K562. Valores expressos em
porcentagem (%) + EPM de dois experimentos em duplicata com dados analisados por ANOVA

seguido de pos-teste de Newman-Keuls, onde **p<0,01 e ****p<0,0001.

[ 1] Etop.100uM
Controle (%) | 25uM (%) 50uM (%) 100puM (%)
Fase (%)
35,85 +
SubG1 6,46 + 0,68 7,20+ 0,81 8,48 £ 0,80 12,98 + 0,05
5’43****
27,45 + 20,60 +
G1 43,51 +0,36 | 44,52+1,92 | 43,33 +£1,66
1,83%%%x 1,54%3%%%
23,16 +
S 22,8+045 | 2444+ 1,14 18,23 +£1,83 | 25,99 +3,99
0,62
17,08 +
G2/M 25,56 +0,69 | 24,11 +1,48 | 21,86 £ 1,79 s 30,38 £ 4,44
1,15
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Figura 7: Histograma representativo da quantidade de DNA a partir do efeito do
composto AH-8 ao longo do ciclo celular na linhagem K562. A) controle sem tratamento; B)
AH-8 (25uM); C) AH-8 (50uM); D) AH-8 (100uM); e E) etoposideo (100uM). A area
sinalizada por M1, M2, M3 e M4 representam respectivamente: subG1, G1, S e G2/M.

4.2.2 AH-8 induz producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) em K562

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo gerados através do metabolismo celular,

majoritariamente mitocondrial. As células possuem mecanismos antioxidantes para diminuir os

niveis de EROs no citoplasma, porém uma vez que seus niveis ficam demasiadamente elevados,
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tais moléculas podem reagir com outros compostos causando alteragcdes no metabolismo ou
mesmo danos ao DNA, consequentemente induzindo PCD (JACOBSON, 1996;
THANNICKAL; FUNBURG, 2000).

Afim de avaliar o papel do composto AH-8 na producdo de EROs em K562 foi utilizado
a sonda H,DCFDA, que na presenga de EROs no interior da célula se oxida e emite
fluorescéncia que pode ser mensurada através da citometria de fluxo.

Foi entdo observado (Figura 9) que na maxima concentracdo testada (100uM) o
composto AH-8 induziu produgdo de espécies reativas de oxigénio em 17,72 + 2,22% em
comparac¢do com o grupo de células controle ndo tratadas. O controle positivo utilizado por sua
vez, etoposideo, obteve resultado inferior a AH-8 pois ndo foi capaz de induzir a producao de

EROs na concentracao de 100uM.
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Figura 8: Grafico da producio de espécies reativas de oxigénio (EROs) pela linhagem
K562 tratadas com AH-8 com periodo de incubacio de 24h. Os dados estdo expressos como
média (%) £ EPM de dois experimentos em duplicata com dados analisados por ANOVA

seguido de pos-teste de Newman-Keuls, onde ****p<0,0001.
4.2.3 Efeito do AH-8 na externalizacdo da fosfatidilserina (PS)
A marcag¢do dupla de anexina V e PI ¢ utilizado na citometria de fluxo para identificar

quais células estdo viaveis, quais estdo em processo de apoptose inicial ou tardia e quais estdo

em processo de necrose. A anexina V quando marcada em PS externalizado na membrana de
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células e o PI intercala-se no DNA das células de membrana danificada. O composto AH-8
(Figura 8) ndo demonstrou aumento na marcacdo de anexina V/PI para nenhuma das

concentragdes testadas durante a incubagao por 24h.
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Figura 9: Graficos de células (K562) marcadas com Anexina V e/ou PI apds o tratamento
com AH-8 por 24h. Os graficos de ponto sdo representativos de A) controle sem tratamento;
B) AH-8 (25uM); C) AH-8 (50uM); D) AH-8 (100uM); o grafico de barras mostra E) a
porcentagem de células em morte celular, no qual os dados estdo expressos como média (%) +
EPM de dois experimentos em duplicata com dados analisados por ANOVA seguido de pos-

teste de Newman-Keuls.
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4.2.4 Inducio de autofagia por AH-8 em K562

Utilizando a marca¢do de AVOs por Laranja de Acridina foi possivel observar que a
partir da concentracao de 50uM, o composto AH-8 ja ativa os mecanismos de autofagia (Figura
10). A taxa de células apresentando perfil autofagico saiu de 3,91% + 1,1 no controle sem
tratamento, para um aumento significativo com 14,58% + 1,7 em 50uM e 25,26% + 1,5 em
100uM. O etoposideo obteve resultados similar a S0uM de AH-8, sendo o tratamento com
100uM capaz de gerar 13,26% =+ 1,88 de células com AVOs.
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Figura 10: Grafico das células K562 em processo de morte celular por autofagia marcadas
com Laranja de Acridina induzidos por AH-8 no periodo de 24h. Os dados estdo expressos
como média (%) + EPM de dois experimentos em duplicata com dados analisados por ANOVA

seguido de pos-teste de Newman-Keuls, onde **p<0,01; e ****p<0,0001.
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5 DISCUSSAO

A organizacdo mundial de saude e o INCA reportam que nas ultimas décadas vem
crescendo ao longo dos anos o difundido indice de incidéncia e mortalidade do cancer (INCA,
2015; WHO, 2014). Visto que as terapias disponiveis nao sdo totalmente seletivas e certos tipos
de cancer, como a leucemia, podem oferecer resisténcia a¢ao das drogas em fase de teste ou de
uso clinico, ressalta-se que a busca de novos farmacos no tratamento dessa doenca merece
atengdo (ROSE-INMAN; KUEHL, 2014). Nesse sentido, o estudo de moléculas inéditas
utilizando linhagens celulares como modelo in vitro ¢ o primeiro passo para determinar sua
possivel atividade anticancer (ROGERO et al., 2003; MULLER, 2008). O presente trabalho se
faz dessas afirmativas como premissas para sugerir uma possivel nova alternativa de composto
quimioterdpico anticancer com foco antileucémico.

Como ja ¢ de uso extenso para testes in vitro de compostos antileucémicos (LI et al.,
2017), a linhagem de leucemia monocitica aguda (Thp-1) serviu como um modelo inicial para
a avaliacdo da citotoxicidade dos 8 adutos de Heck propostos, no qual 4 deles demonstraram
efeito citotoxico satisfatorio. Em seguida, as linhagens de leucemia mieloide cronica (K562) e
ndo cancerigena humana (HUVEC) também se mostraram importantes na avaliagdo do indice
de seletividade dos adutos de Heck e posteriormente do tipo de morte celular induzido por AH-
8 em K562.

Um grande problema das drogas citotoxicas utilizadas na clinica, sobretudo no
tratamento do cancer, ¢ que elas ndo sdo completamente seletivas, tendo em vista que tendem
a alterar o funcionamento das células ndo-alvo, ou seja, células saudaveis (ANAZETTI et al.,
2003; HE et al., 2014). O composto AH-8 teve efeito citotoxico mais atenuado na linhagem
ndo-cancerigena HUVEC, em ambos periodos de incubagdo de 24h e 72h, quando comparada
com a linhagens leucémica K562. A Clso de HUVEC foi em média a metade em comparacdo
com a Clsp de K562 com indice de seletividade proximo a 2. Portanto, foi escolhido o composto
AH-8 para avaliar o mecanismo de morte celular induzido.

Penthala et al. (2014) também utilizou produtos de Heck a partir de compostos naturais,
como o partenolideo e 0 melampomagnolideo-B, para demonstrar a atividade antileucémica em
60 linhagens diferentes com efeito na distribuigdo das fases do ciclo celular.

Os resultados obtidos e aqui descritos corroboram com outros estudos na literatura
cientifica que mostram o potencial citotoxico e/ou antileucemia e anticancer de produtos

semissintéticos resultados da reacdo de Heck-Matsuda (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,
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2005; LAHLOU etal., 2007; KOUKOULITSA et al, 2008; KIM et al.; SCHRAMM et al., 2013;
CORREIA JUNIOR et al., 2014).

Para melhor elucidar possiveis alteragdes no ciclo celular e o tipo de morte celular
causada pelos adutos de Heck foi verificado o efeito do composto AH-8 na linhagem K562
considerando os dados de viabilidade celular e o valor da Clsy do periodo de incubagdo de 24h.
Ademais, a linhagem K562 também serviu como modelo experimental adequado por apresentar
caracteristicas de diferentes estagios de maturacdo da linhagem mieloide, além da sua
resisténcia a a¢do de quimioterdpicos e a indugdo da apoptose (ASSEF et al., 2005; MARQUES
et al., 2010).

Mudangas no controle do ciclo celular podem ter consequéncias na frequéncia da qual
as células proliferam-se levando a algumas patologias, incluindo o cancer. (KAPLON; DAN;
PEEPER, 2015). Para isso, foram realizados ensaios que avaliaram a altera¢do na distribui¢ao
do ciclo celular afetado pelo composto AH-8, demonstrando que o composto aumento a
quantidade de DNA em subGl, diferentemente do etoposideo (100uM) que causou retencao do
ciclo na fase G1. Comumente, o aumento de subG1 ¢ usado para representar células com seu
DNA fragmentado, sendo assim relacionado a apoptose (ALIWAINI et al., 2013). No entanto,
o padrdo de alteracdo da distribui¢do do ciclo celular causado pelos compostos pode se alterar
dependendo do tempo de incubagdo, da concentracao utilizada e da linhagem celular exposta a
droga (SABATINI et al., 2005; SCHON; HENNESEN; DARTSCH, 2009; YOO et al., 2012).

Outro parametro importante a ser avaliado ¢ o estresse oxidativo, pois esse pode ser
induzido por compostos, como o AH-8, e como consequéncia acarretar danos as organelas
celulares, ao material genético, reagir com proteinas citosodlicas, e em decorréncia um distirbio
no funcionamento do metabolismo da célula. Dessa forma, EROs também possuem um papel
importante no desencadeamento da morte celular (THANNICKAL; FUNBURG, 2000). Com
o uso da sonda molecular que reage com EROs foi possivel verificar que o composto AH-8
(100uM) induziu a produgcdo de EROs em K562. Mishra et al. (2008) também demonstra
quimioterapicos citotoxicos a K562 com mecanismos de morte celular mediados por EROs.

Para investigar mais profundamente o efeito do AH-8 no aumento de subG1 e inducdo
de produgdo de EROs em K562 a inducdo de diferentes tipos de morte celular, foi realizado o
ensaio de marcagdo da PS e do DNA através da anexina V e PI, respectivamente. Esse ensaio
ajudou a elucidar se K562 estaria entrando em processo de morte celular por apoptose ou
necrose (WANG et al., 2004). No entanto, o resultado foi negativo para todas as concentragdes
durante o tratamento de 24h, mostrando que o composto AH-8 ndo ¢ capaz de induzir apoptose

ou necrose nas concentragdes testadas.
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Os dados de avaliagdo da apoptose por externalizacdo da PS e necrose por marcagdo
com PI mostram que ndo houve indugdo de apoptose, nem de necrose provocado pelo composto
AH-8, sugerindo que outro processo de morte celular possa estar envolvido. Foi entdo realizada
a avaliacdo da formag¢do de AVOs por meio da marcagdo por Laranja de Acridina
(TRAGANOS; DARZYNKIEWICZ, 1994, KANZAWA et al., 2003). A marcagao foi
significativa e dependente de concentragdo, com aumento detectado ja a partir de S0uM de AH-
8. Esse resultado aponta a capacidade do aduto de Heck AH-8 provocar o processo de autofagia
em K562. AH-8 foi capaz de induzir a formacdo de AVOs em niveis similares ao controle
positivo etoposideo (100uM), porém em concentragdo mais baixa (5S0uM).

Uma possivel ligagcdo do estresse oxidativo com a autofagia merece aten¢do, ja que a
producdo de EROs também pode estar relacionado a ativacdo de proteinas supressora de
tumores e na indugdo de vias de sinalizagdo que provocam a morte celular (JIANG et al., 2015).
Duan et al. (2011) demonstraram que a produ¢do de EROs induzida por compostos, podem
ativar morte celular por autofagia pela ativagdo da p53 via p38. Apesar disso, a regulacdo
positiva da p53 por vezes induz autofagia, por outras vezes age como um bloqueador autofagico.
Ademais, foi demonstrado que esse processo ¢ dependente de alteragdes metabolicas e
disfunc¢des mitocondriais.

Outros compostos como a silibinina, citreoviridina e a saguinarina, sdo exemplos de
moléculas com atividade anticincer relatada que demonstraram induzir morte celular por
autofagia, inclusive dependente de EROs, sugerindo que o estresse oxidativo pode ser essencial
para a ativagdo desse tipo de morte celular (DUAN, et al, 2011; LIU et al.; 2014;
PALLICHANKANDY et al.; JIANG et al., 2015).

Muitos trabalhos também discutem a importancia da autofagia no tratamento do céancer.
Como citado da literatura cientifica anteriormente, algumas abordagens induzem a via de morte
celular por autofagia, mostrando sua agdo como positiva frente ao tratamento do cancer (CHEN;
KARANTZA, 2010; RODRIGUEZ-ROCHA, et al.; DUAN et al., 2011; ALIWAINI et al.,
2013; LIU et al., 2014; LIN; BAEHRECKEJIANG; PALLICHANKANDY et al., 2015). No
entanto, outros estudos demonstram que a autofagia pode aumentar a proliferacdo das células
cancerigenas por atuarem como um agente de reparo aos danos sofridos pelos compostos
utilizados e por vezes retardando ou inibindo outros processos de PCD (LEVINE; YUAN, 2005;
ABEDIN etal., 2007, MAYCOTTE; THORBURN, 2011; ZHAI et al., 2013; FAN etal., 2015).

Rodriguez-Rocha et al. (2011) discutiram o papel dubio da autofagia frente a danos no
DNA e estresse oxidativo. Foi constatado que, eventualmente, os autofagossomos vao degradar

componentes citosolicos, como proteinas e organelas danificadas, favorecendo assim a
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sobrevivéncia celular e consequentemente beneficiando a progressdo do cancer. Porém, em
certas condi¢des ainda ndo suficientemente entendidas, os danos vao desencadear na célula a
morte celular por autofagia. Nesse contexto, os resultados do efeito do AH-8 em K562
demonstram que a indu¢do de autofagia ndo atuou apenas como um modo de recuperagdo de
danos celular, visto que ha na mesma concentragdo uma reducdo da viabilidade celular
demonstrado pelo ensaio de MTT, bem como o aumento de subGl e producdo de EROs,
considerados critérios para indu¢do de morte celular.

Diante dos resultados expostos, pode-se constatar que os adutos de Heck podem
apresentar atividades citotoxicas. O composto AH-8 teve o melhor resultado de citotoxicidade
com evidéncia de fragmentagdo de DNA, produgdo de EROs e ativacdo de morte celular por
autofagia em K562.

Os dados obtidos no presente trabalho revelam o potencial antileucémico do composto
AH-8, que demonstra ser um candidato a tratamento da leucemia mieloide cronica. Entretanto,
¢ necessario expandir o nimero de linhagens de cancer testadas além das utilizadas no presente
trabalho afim de ampliar o entendimento e o alcance da droga a outras formas de leucemia e/ou
cancer. Ensaios pré-clinicos in vivo também sdo imprescindiveis para compreender o

funcionamento do AH-8 num sistema multicelular complexo.
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5 CONCLUSAO

e Os adutos de Heck AH-2, AH-3, AH-7 ¢ AH-8 demonstraram citotoxicidade na
linhagem Thp-1;

e O composto AH-8 mostrou-se ser o mais citotoxico dentre os testados, em 24h e 72h,
para K562 e HUVEC e também teve a maior seletividade frente a HUVEC;

e O composto AH-8 causou dano significativo ao DNA e aumentou a fragao subdiploide
subG1 na linhagem K562;

e O composto AH-8 induziu a producao de espécies reativas de oxigénio em K562;

e Nao houve deteccdo de apoptose ou necrose induzido por AH-8 em K562;

e O composto AH-8 provocou morte celular por autofagia na linhagem K562.
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