® : Ministério da Saude
(I N M Instituto Nacional de Cancer
Coordenacéao de Pds-graduacao

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

Pos-Graduacdo em Oncologia

MICHELLE XAVIER GONCALVES PEREIRA

Estudo da regulacdo das DNA topoisomerases durante o desenvolvimento de
resisténcia ao etoposideo e do papel antitumoral de novos compostos em
leucemias agudas

Orientadora: Prof. Dra. Raquel Ciuvalschi Maia

RIO DE JANEIRO
2017



o

Ministério da Saude
(I M Instituto Nacional de Cancer
Coordenacéao de Pds-graduacao

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

Pés-Graduagdo em Oncologia

MICHELLE XAVIER GONCALVES PEREIRA

Estudo da regulacdo das DNA topoisomerases durante o desenvolvimento de
resisténcia ao etoposideo e do papel antitumoral de novos compostos em
leucemias agudas

Tese apresentada ao Instituto Nacional de Cancer
como parte dos requisitos para obtencéo do titulo
de Doutor em Oncologia

Orientadora: Prof. Dra. Raquel Ciuvalschi Maia

RIO DE JANEIRO
2017

11



FICHA CATALOGRAFICA SERA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DO INCA
PARA A VERSAO FINAL DA TESE
(A ser impressa no verso da primeira folha de rosto)

Palavras-chave: Leucemia mieldide aguda, leucemia linféide aguda, resisténcia a
multiplas drogas, acido pomdlico, LQB-118, LQB-223, Akt, microRNAs, DNA
topoisomerases, Topo | e Topo lla.

111



o

Ministério da Saude
I m Instituto Nacional de Cancer
Coordenacéao de Pds-graduacao

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

Pos-Graduacdo em Oncologia

MICHELLE XAVIER GONCALVES PEREIRA

Estudo da regulagdo das DNA topoisomerases durante o desenvolvimento de
resisténcia ao etoposideo e do papel antitumoral de novos compostos em
leucemias agudas

ORIENTADORA: Prof. Dra. Raquel Ciuvalschi Maia
Rio de Janeiro, 17 de novembro de 2017

EXAMINADORES:

Prof. Dra. Etel Rodrigues Pereira Gimba- INCA - Presidente
Prof. Dra. Patricia Abrado Possik- INCA

Prof. Dra. Aurea Echevarria Aznar Neves Lima - UFRRJ

Prof. Dr. André Luiz Mencalha - UERJ

Prof. Dra. Barbara da Costa Reis Monte-Mor- INCA - Suplente |

Prof. Dra. Ana Carolina Renno Sodero - UFRJ - Suplente Il

RIO DE JANEIRO
2017

v



Aqueles que sempre me inspiraram, me apoiaram e me ensinaram que ‘navegar é

preciso, viver ndo é preciso’. José Carlos, Tania Maria, Jennifer e Egberto.



AGRADECIMENTOS

Ao longo dessa estrada cientifica fui me moldando & medida que fui conhecendo
cada vez mais cientistas loucos. Loucos por aquilo que fazem, pelo amor a ciéncia e
pela vontade de tornar o mundo melhor. Nao a toa vim parar no grupo carinhosamente
chamado de ‘hematoloucos’. A cada um deles tenho que agradecer imensamente por
todo o conhecimento compartilhado, a comecar pela chefe do laboratério Dra. Raquel
Maia que me recebeu de bracos abertos quando eu a procurei, vindo de outra
instituicdo, com a ideia de desenvolver um trabalho com topoisomerases e
quimiorresisténcia. Muito obrigada por embarcar nessa empreitada comigo, pelo
suporte e oportunidade para desenvolver esse trabalho dentro e fora do laboratério
através das diversas colaboracdes, propiciando o meu desenvolvimento como
pesquisadora em formacao.

Muito obrigada também a Dra. Claudete Klumb pelas discussées cientificas nas
nossas reunidées semanais, nos fazendo sempre ‘sair da caixa’ com suas perguntas
no estilo ‘advogado do diabo’ como ela mesma diz.

Também néo posso deixar de agradecer a todos os companheiros do lab-hemato
que tornaram os meus dias muito mais divertidos no laboratério. O que seria das
manhas (melhor mudar para os dias) sem as cantorias afinadissimas da Dani, sem o
café com piadas nerds do Marcos, sem o ‘bom dia galerinha’ da Paty, sem os
comentarios sarcasticos da Marcela, nossa Sudria, sem os comentario da Paloma
‘Bracho’, a gémea ma4, para jogar ainda mais lenha na fogueira (dizem que ela na
verdade € que é a Sdria), sem a tagarelice da Lauana ‘Bracho’, a gémea boa que
cativou a todos com seu sotaque do ‘interiorrrrrrrrrr’,sem a bondade da Robs, sempre
colocando o bem-estar do grupo a cima de tudo e trazendo chocolates para todos
(embora com curto prazo de validade, na maioria das vezes, mas que a gente devora
em uma manha so), sem a praticidade e clareza de ideias da F& que muitas vezes me
orientou, trazendo foco para essa geminiana aqui que sempre acha que dara tempo
de fazer tudo ao mesmo tempo, sem o “posso te explorar muito” da Paulinha sempre
seguidos de um pedido nada explorador e de um “vocé € muito boa para mim”, sem
0s embromations das letras de musicas cantaroladas pela Gabi, sem 0s cortes
sarcasticos da Frava no estilo “qguem canta mesmo essa musica? Ta, entdo deixa eu
ouvir ELE cantar”’, sem a ‘sagacidade’ do Gabriel que sempre arranja um jeito de
implementar algo novo, sem 0s comentarios criativos e mega originais da Thais, sem
0 entusiasmo efervescente e contagiante do Gustavo na defesa de uma causa,

vi



inclusive suas tentativas em nos reunir em Cabo Frio (eu ainda espero que
consigamos!), sem ter que subir e descer as escadas lentamente no ritmo da Debs,
deixando o corrimdo livre para ela, claro, sem os pedidos fofos de abracos da Tandy,
sem os abragos “recusados” pelo Luciano como prova de sua virilidade maxima (s6
no inicio!), sem a positividade da Gis, sempre com mil ideias para desenvolver e
editais de grants para solicitarmos e sem a Karina que mudou de grupo, mas nunca
deixou o lab-hemato e sempre esta disponivel para nos auxiliar com o citbmetro de
fluxo? SO tenho a agradecer a vocés por todo carinho, receptividade e aprendizado.

Agradeco em especial as amigas mais proximas, Paula e Fernanda, por toda
ajuda ao longo dessa caminhada, pelas inUmeras discussdes cientificas, correcdes e
sinteses de textos, ajuda com desenho, planejamento e execucdo de experimentos
(seja ao vivo ou por Skype), por caminharem junto comigo nessa vida intensa de ser
cientista, tornando a trajetéria muito mais suave, mas principalmente pela amizade
que levo para a vida toda, vocés tém um lugar cativo no meu coracao.

Agradeco aos meus colaboradores Dr. Paulo Costa e Dra. Camila Buarque por
cederem os compostos LQBs avaliados nesse estudo, a Dra. Cerli Gattas pelo
composto acido pomolico, aos Dres. Ernesto Caffarena, Mauricio Costa e a Dra.
Amanda Sutter pela colaboragéo para os estudos computacionais, as Dras. Cinthia e
Aline Rangel pela colaboragéo para as analises de citogenética e ao Dr. Eric Asselin
por ter me aceitado em seu grupo de pesquisa durante o meu doutorado sanduiche
para desenvolver o estudo com as proteinas da familia Akt. Muito obrigada a todos do
Groupe de Recherche en Signalisation Cellulaire, em especial a Sophie Parent,
Francois Fabi, Pascal Adam, Laurence Tardiff, Dadou Likonza e Christian Mayemba
por me acolherem tdo calorosamente em pleno inverno canadense, por
compartilharem o laboratério, a bancada, os experimentos, os journals club, e também
pelos momentos de descontracdo e inclusdo na rotina Québecois nas noites de
karaoké e de queijos e vinhos... foi uma experiéncia enriguecedora, tanto
profissionalmente quanto culturalmente!

Obrigada também a querida Anabel Demers do escritério de recrutamento
internacional da Université du Québec a Trois-Rivieres (UQTR), uma pessoa tao
carismatica e ‘do bem’ que para facilitar a vida dos alunos internacionaisaté aprendeu
a falar portugués (algo realmente raro por la). Agradeco também aos amigos
brasileiros que fiz em Trois-Riviéres, em especial ao Rodrigo Oliveira, Erika Melo e
Marcela Pereira por toda ajuda e solidariedade que foram imprescindiveis durante a

minha estadia tdo longe de casa, por me buscar e me levar na rodoviaria, por ajudar

vil



com as minhas malas enormes, pelas saidas turisticas nos finais de semana e por me
apresentarem o badminton, um novo esporte tao divertido que eu virei fa.

Agradecgo também aos amigos ‘gremlins’ que fiz durante o mestrado na Fiocruz
e que carreguei comigo de la para a vida (especialmente os mais proximos, Cica, Naty,
Ludnna, Ana, Babi, Paloma, Bel, Thaysa, Marilacia, Fatinha, William, Dani, Suzanna,
Thati, Juju, André, Carol, Livia e Neusa, minha primeira filha cientifica). Obrigada
também as minhas irmas sereias Bu, Naty, Calu, Lara e Cele que estdo na minha vida
desde a infancia quando nos apaixonamos pelo nado sincronizado. Crescemos
juntas, unidas pelo esporte e eu sé tenho a agradecer pela amizade e por todos 0s
momentos maravilhosos que dividimos dentro e fora das piscinas meninas. Aos meus
amigos-irmaos que carrego comigo desde o Colégio Pedro Il (Rodrigo, Marcelo,
Mariah, Marianna, Bernardo, Theo, Maira, Aline, Livia, Julia, Clarissa, Steffanie e aos
recentemente adicionados, Felipe, Marilia, Denis, Maria Victoria e Chiara), vocés sao
minha segunda familia, a familia do corac&o que escolhemos e sei que posso contar
com vocés para o que der e vier! Obrigada pelos mais de 20 anos de amizade, por
aturarem a minha falta de tempo, minha indisponibilidade para a vida social
(principalmente nessa reta final de confeccdo da tese), por me apoiarem, por me
darem forga para n&o desistir no meio do caminho e por todos os momentos leves e
divertidos que passamos juntos. Em breve teremos mais motivos para confraternizar
e comemorar (assim espero!).

Agradeco a toda minha familia, meus primos Wallace, Kelly, Nathdlia, Gabriela,
Bruno, Bibiana e Nilda, meus tios Jorge, Ana, Sénia, Alexandre, Silvio, Claudia,
Cristina e Wanda que sempre tém uma palavra de incentivo para me dar e sempre
estdo torcendo pelas minhas realizacdes. Obrigada a minha cunhada Alessandra que
ao contribuir com a producéo de um livro técnico me disse que admirava muito quem
se dedicava a pesquisa! (&, ndo é facil...). Obrigada ao meu concunhado Guilherme,
sogros Earli e Nadson, sobrinhas Giovanna e Sophie (também minha afilhada) por
todo apoio, incentivo, carinho e amor. Obrigada também ao meu ‘cunhadinho’ Vinicius
gue acabou de chegar, mas ja passou por um mestrado e compreende bem o meu
momento de tensao! (rsrs). SO tenho a agradecer também aos meus avos Joao e
Isaura que estdo sempre torcendo por mim e quando eu perguntei se eles sentiram
muitas saudades durante a minha estadia fora do pais, eles me responderam que sim,
mas que desejavam o melhor para mim, que eu fosse feliz (realmente ndo tem como

nao ser feliz com avos téo fofos assim!!!)

viil



Agradeco imensamente aos meus pais José Carlos e Tania, minha irma Jennifer
e meu marido Egberto por estarem sempre ao meu lado me dando apoio incondicional
as aventuras profissionais que eu decidi seguir, mesmo nao entendendo muito bem o
gue eu pesquiso. Obrigada por estarem presentes em todas as apresentacdes me
dando suporte, mesmo sabendo que essas costumam ser entediantes para quem nao
€ da éarea cientifica. Obrigada pelo incentivo e estimulo para seguir na profissdo que
eu escolhi, obrigada por todo carinho e amor que vocés me déo todos os dias, eu ndo
seria nada sem vocés! Pai, obrigada pelo ‘paitrocinio’ em inumeros momentos desde
gue eu comecei a iniciacao cientifica e por nunca deixar de acreditar em mim. Ninha,
obrigada por ser minha companheira de todas as horas, minha camplice e confidente
e por ndo ficar chateada com as minhas negativas de convites a saidas nos finais de
semana, sempre tendo que ouvir “eu ndo posso, deixa para depois que eu defender”.
Obrigada por me aguentar, isso esta acabando... te amo! Também tenho que
agradecer ao Beto pela formatacdo das referéncias bibliograficas dessa tese, um
trabalho herculeo que acabou sobrando para o marido (vocé disse ‘sim’ na alegria e
na tristeza)! Obrigada amor por toda dedicacdo, companheirismo, carinho e
compreensao, mesmo tendo que passar as ultimas férias em casa por conta da
doutoranda aqui que tinha que escrever e ndo tinha tempo para viajar! Obrigada por
tornar a minha vida mais colorida, te amo imensamente! Obrigada também maéae pela
ajuda para imprimir, encadernar e entregar todas as copias (mae sempre salva os
filhos... obrigada mamis, pela preocupa¢édo comigo e por todo zelo. Vocés sdo meus
maiores tesouros!

Agradeco aos membros da banca por terem aceitado o convite, por ler e avaliar
esse documento, contribuindo para a minha formacéo.

Por ultimo, mas de suma importancia, agradeco as agéncias de fomento Capes,
CNPq, Faperj, Ministério da Saude, Inca, Programa de Oncobiologia/UFRJ pelo
financiamento e apoio que propiciou a execucédo deste trabalho.

N&o tenho como chegar ao final desse trabalho sem agradecer a tantas pessoas.
Espero que minha memaria (que ndo é muito boa) tenha me ajudado a ndo esquecer
ninguém, minha intencdo foi a melhor possivel. Como dito por Isaac Newton, ‘se
cheguei até aqui foi porque me apoiei nos ombros de gigantes’, a todos vocés meus
gigantes queridos, meu MUITO OBRIGADA!

X



"Now, just

relax your
back-bone

& let yourself

unwind...”

(Clontech Cartoons "DNA Therapy")



(

\ Ministério da Saude

N CA Instituto Nacional de Cancer

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER Coordenagéo de P(’)s—graduagéo

Estudo daregulacédo das DNA topoisomerases durante o desenvolvimento de resisténcia

ao etoposideo e do papel antitumoral de novos compostos em leucemias agudas

RESUMO

TESE DE DOUTORADO
Michelle Xavier Goncalves Pereira

Entre as neoplasias hematoldgicas, as leucemias agudas configuram o maior nimero
de mortes a cada ano. A quimioterapia para estas neoplasias envolve inibidores de
topoisomerase, como as antraciclinas, associados a outros farmacos. Entretanto, alguns
pacientes ndo respondem ao tratamento devido ao desenvolvimento do fendtipo de
resisténcia a multiplas drogas (MDR), considerada a principal causa de refratariedade e falha
no tratamento. Devido a alta taxa de proliferacéo celular, os tumores superexpressam as DNA
topoisomerases | e lla humana (hTopo | e lla), tornando essas enzimas bons alvos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Neste contexto, a procura por novos cOmpostos
capazes de aumentar a taxa de sobrevida global em pacientes com leucemias agudas e que
sejam eficazes em células com fenétipo MDR se faz necessaria. Os objetivos deste trabalho
foram: a)desenvolver linhagens celulares de leucemias agudas resistentes ao etoposido (VP-
16); b)caracterizar o fenétipo de resisténcia, mediado por alteragbes nas enzimas hTopo | e
lla; c)avaliar o mecanismo de acio dos novos compostos LQBs (LQB-118, -192, -223, -266, -
268 e -326) e acido pomdlico (PA), como potenciais inibidores de hTopo | e/ou lla; e
d)investigar a atividade antitumoral dos compostos mais promissores nas linhagens de
leucemias agudas resistentes em comparacao as parentais. Foi demonstrado que dentre os
compostos LQBs avaliados apenas LQB-118 e LQB-223 foram efetivos e especificos em inibir
hTopolla. PA demonstrou ser um composto dual inibindo hTopo | e lla. Os trés compostos
ativos nao intercalam no DNA e atuam como inibidores cataliticos, ndo apresentando
afinidade de interagcéo ao sitio de ligacao entre o DNA e camptotecina ou VP-16. Os estudos
de modelagem molecular também sugeriram que LQB-118 e LQB-223 apresentam alta
afinidade de ligacédo a regido ATPase de hTopolla. Foram desenvolvidas as linhagens
celulares CEM-R (leucemia linféide aguda) e U937-R (leucemia mieldide aguda) a partir da
exposi¢ao a concentracdes crescentes de VP-16. Todas as linhagens apresentam a proteina
BCRP funcional e expressam glicoproteina-P (Pgp), sendo esta superexpressa nas linhagens
resistentes. Um aumento da expresséo do microRNA-143, cujo alvo € hTopolla, foi observado
nas linhagens resistentes. Além disso, baixos niveis de proteinas hTopo lla e [I foram
detectados nas células resistentes que também apresentaram um aumento do nivel de hTopo
| em comparagcdo com a linhagem parental. Niveis aumentados de proteinas da familia Akt,
também foram encontrados nas células resistentes comparadas as parentais. O tratamento
com PA, LOB-118 e LQB-223 reduziu a viabilidade celular das linhagens resistentes e
parentais, mostrando que esses compostos sdo eficazes na superacdo do mecanismo de
resisténcia. Além disso, o tratamento com estes compostos alterou a distribuicdo do ciclo
celular e induziu morte celular. Ainda, o tratamento com LQB-118 reduziu o nivel proteico de
Akt e isso ndo foi associado a inducdo de apoptose. Em conclusdo, nossos resultados
sugerem que PA, LQB-118 e LQB-223 apresentam atividade antitumoral em células de
leucemias agudas, incluindo células com fenétipo MDR. Seu mecanismo de acéo envolve a
inibicdo catalitica das enzimas DNA topoisomerases humana, destacando esses compostos
como agentes antineoplasicos, com potencial para aprimorar 0 esquema terapéutico das
leucemias agudas. Palavras-chave: Leucemia miel6ide aguda, leucemia linféide aguda,
resisténcia a multiplas drogas, acido pomdlico, LQB-118, LQB-223, Akt, microRNAs, DNA
topoisomerases, Topo | e Topo lla.
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DNA topoisomerases's regulation study during resistance development to
etoposide and antitumor role of new compounds in acute leukemias

ABSTRACT
Michelle Xavier Gongalves Pereira

Acute leukemias represent the largest number of annual deaths from hematologic malignancy.
The chemotherapy for these neoplasms involves topoisomerase inhibitors, such as
anthracyclines, associated with other drugs. However, some patients do not respond to this
treatment scheme because of the development of multiple drug resistance (MDR) phenotype.
MDR phenotype is the main cause of refractoriness and treatment failure in acute leukemias.
Due to the high rate of cell proliferation, tumors overexpress human DNA topoisomerases |
and lla (hTopo | and lla), leading these enzymes as good targets for the development of new
anticancer drugs. In this context, the searching for novel compounds capable of increase the
overall survival rate in patients with acute leukemias and be effective on cells with MDR
phenotype is urgent. The objectives of this research are: a) todevelop acute leukemia cell lines
resistant to etoposide (VP-16); b) to characterize the resistance phenotype mediated by
changes on hTopo | and lla; c) to evaluate themechanism of action of new compounds LQBs
(L@B-118, -192, -223, -266, -268 and -326) and pomolic acid (PA), as potential inhibitors of
hTopo | and/or lla; and d) to investigate the antitumor activity of the most promising
compounds on parental or resistant acute leukemia cell lines. It was demonstrated that among
the LQBs evaluated only LQB-118 and LQB-223 were effective and specific to hTopo lla and
that PA inhibited both hTopo | and lla. They did not intercalate into DNA and acted as catalytic
inhibitors with poor affinity to interact with camptothecin or VP-16 biding site. The molecular
modeling studies also suggested that LQB-118 and LQB-223 presented a high affinity to bind
to ATPase region of hTopo lla. Acute lymphoid CEM-R and myeloid leukemia U937-R cell
lines were developed by exposition to increasing concentrations of VP-16. All lineages
presented functional BCRP protein and P-glycoprotein (Pgp) expression, however, resistant
cell lines showed an overexpression of Pgp. The level of microRNA-143, that targets hTopo
lla, was upreguated in both resistant cell lines. Further, low levels of hTopo lla and IIB proteins
and increased levels of hTopo lwere detected in resistant cells, compared to parental cell line.
Increased levels of Akt family proteins were also found in resistant cells compared to parental
cells, corroborating the profile of increased resistance to chemotherapy present in these cell
lines. PA, LQB-118 and LQB-223 treatment reduced cell viability of both resistant and parental
lineages, showing that these compounds are effective in overcoming the resistance
mechanism. In addition, the treatment with these compounds altered the cell cycle distribution
and induced cell death. Moreover, LQB-118 treatment induced a decrease in Akt protein level
and this was not associated with apoptosis induction. In conclusion, our results suggest that
PA, LQB-118 and LQB-223 have powerful antitumor activity against acute leukemia cells,
including cells with MDR phenotype. Their mechanism of action involves human DNA
topoisomerases catalytic inhibition, pointing these compounds as powerful antineoplastic
agents with potential to improve the treatment scheme of acute leukemias.

Keywords: Acute myeloid leukemia, acute lymphoid leukemia, multidrug resistance, pomolic
acid, LQB-118, LQB-223, Akt, human DNA topoisomerases, Topo | and Topo lla.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leucemia

A leucemia € uma neoplasia maligna que se origina na medula 0ssea e
compromete o sistema hematopoiético. Na populacdo essa neoplasia acomete tanto
homens quanto mulheres, adultos e criancas. Dados da International Agency for
Research on Cancer (IARC) mostram que em 2012 a estimativa mundial de incidéncia
de leucemia foi de 352 mil novos casos, dos quais foi estimada uma mortalidade de
265 mil pacientes (75,3%) no mundo em decorréncia desse tipo de cancer.

A alta taxa de mortalidade reflete um pior progndstico, principalmente em
paises em desenvolvimento. No Brasil, a estimativa do Instituto Nacional de Cancer
(INCA) para o ano de 2016 foi de 10.070 novos casos de leucemia, dentre esses 55%
acometeriam homens e 45% mulheres. Os dados do Sistema de Informac&o sobre
Mortalidade (SIM) do Ministério da Salude mostram que em 2015 ocorreram 6.837
Obitos em decorréncia de leucemia, o equivalente a aproximadamente 68% dos
pacientes acometidos por essa neoplasia no pais.

Em adultos, as maiores taxas de sobrevida global relativas a um periodo de
cinco anos (cerca de 60%) sao observadas em populacbes com maiores niveis
socioecondmico, como nos paises da América do Norte, Oeste da Asia, Europa e
Oceania. Segundo o INCA, no Brasil, essa taxa de sobrevida relativa ao periodo de
2000 a 2005 foi de 20% em adultos e 70% em criancas com leucemia. No entanto,
paises como a Austria, Bélgica, Canada, Alemanha e Noruega apresentam uma taxa
de sobrevida maior do que 90% para as leucemias infantis.

Devido a sua complexidade a leucemia é subdividida em diferentes neoplasias
hematolégicas, podendo ser classificada como: leucemia crbnica, cuja progressao é
lenta com aumento de células sanguineas maduras anormais; leucemia aguda, com
acumulo rapido de células imaturas do sangue; e ainda linfoide ou mieloide de acordo

com o tipo celular acometido.



1.2 Leucemias Agudas

As leucemias agudas compdem um grupo de neoplasias que tém em comum o
rapido crescimento de células hematopoiéticas imaturas na medula 6ssea, suprimindo
a maturacao das células sanguineas sadias por esse 6rgao. Como consequéncia, a
doenca se agrava em um pequeno intervalo de tempo (LARSON, 2010). Estas células
séo oriundas de uma Unica célula tronco multipotente ancestral que sofreu mutacdes
génicas e alteracbes cromossdmicas levando a perda da capacidade de diferenciacao
e a proliferacdo celular aberrante (SMITH, HILLS, GRIMWADE, 2011). Estas
alteracdes cromossomicas, incluem translocagodes, inversdes e delecbes que podem
levar a expressao de proteinas oncogénicas, perdas de genes supressores tumorais,
além de alteracbes na expressao de diversas moléculas que participam do controle
da apoptose e proliferacao celular (ODENIKE et al., 2011).

De acordo com a origem da célula hematopoiética progenitora, essas
neoplasias hematolégicas podem ser divididas em dois grupos. Quando as alteraces
citogenéticas e/ou moleculares ocorrem em células no estagio inicial do
desenvolvimento, como as células tronco mieloide ou blasto mieloide, ha o
desenvolvimento da leucemia mieloide aguda (LMA), afetando a maturacdo destes
em células monociticas ou granulociticas. Quando essas alteragcbes ocorrem em
blasto linfoide ha o surgimento da leucemia linfoide aguda (LLA), comprometendo a
maturacdo das células linfociticas B ou T (Figura 1.1) (VARDIMAN et al., 2009).

Célula-tronco

Célula-tronco linfoide Célula-tronco mlelcide Blasto mieloide
ou linfoide
LMA pode se desenvolver 07
o L = a partir de qualquer uma Mutacoes
Blasto linfoide Blasto mieloide Jessas dias calilEe
LLA se desenvolve a P
partir desta célula X ;}

@ - O

& . ) @
O O < @Q

\ & R
Linfécito B Linfécito T Mondcito  Granuldcito Blastos leucémicos

Figura 1.1: Etapas da hematopoiese normal e leucémica a partir da maturacéo da célula-
tronco hematopoiética (adaptado de: Cancer Research UK website).

As leucemias agudas também sao estratificadas na sua prevaléncia na

populacao, acometendo diferentes faixas etarias. A LMA representa cerca de 80% das
28



leucemias agudas do adulto e cerca de 20% das leucemias agudas na infancia.
Enquanto que o contrario € observado na LLA, que apesar de também acometer
adultos € mais comum em criangas, sendo a leucemia infantil mais prevalente na
populacao (INCA, 2001; INCA, 2002a,b).

1.1.1 Leucemia mieloide aguda

Entre as neoplasias hematoldgicas, a LMA configura o maior numero de casos
(cerca de 34% de todas as leucemias) e a maior taxa de morte a cada ano
(aproximadamente 50% dos pacientes) (SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2017). Embora
ocorra em qualquer faixa etaria, a incidéncia de LMA aumenta com a idade, ocorrendo
geralmente em pessoas mais velhas, sendo incomum antes dos 45 anos de idade. A

idade média de um paciente com LMA é de cerca de 67 anos (Figura 1.3).

Taxa de incidéncia de LMA por idade em adultos
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Figura 1.2: Taxa de incidéncia de leucemia mieloide aguda (LMA) em adultos ajustada pela
idade dos pacientes no ano de 2014. Fonte: programa SEER (Surveillance, Epidemiology, and

End Results Program, US National Cancer Institute).

A LMA é uma doencga complexa que leva a manifestagfes clinicas agressivas
(KUMAR, 2011). Os blastos leucémicos podem emergir a partir de diversos estagios
de diferenciacdo dos precursores mieloides, o que implica em uma malignidade
amplamente heterogénea. Devido a isso, a LMA é classificada em diversos subtipos,
estabelecidos a partir de caracteristicas citoquimicas e morfologicas (HARRIS et al,

1997; GILLILAND, 2001).
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A classificacdo da LMA foi estipulada inicialmente pelo grupo Franco-
Americano-Britanico (FAB) em 1976 com base na avaliagdo morfoldégica de
esfregacos de sangue e de medula Ossea, além de alguns procedimentos
citoquimicos. Este sistema distinguiu a LMA e a LLA como distarbios diferentes
(BENNETT et al., 1976), além de estratificar a LMA em oito sub-grupos distintos
(HAYHOE, 1988) (Tabela 1.1). Esse sistema foi e ainda € amplamente utilizado devido
a facilidade de comparacao dos resultados entre instituicdes.

Tabela 1.1: Primeira classificacdo da leucemia mieloide aguda convencionada pelo grupo

Franco-Americano-Britanico (FAB)

MO0: Leucemia mieloblastica aguda indiferenciada
M1: Leucemia mieloblastica aguda sem maturacdo
M2: Leucemia mieloblastica aguda com maturagio
M3: Leucemia promielocitica aguda ou promielocitica
M4: Leucemia mielomonocitica aguda

MS5: Leucemia monoblastica aguda (5a) ou Leucemia
monocitica aguda (5b)

M6: Leucemia eritroide aguda ou Eritroleucemia

M7: Leucemia megacarioblastica aguda

Posteriormente, em 2008, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) fez uma
atualizagdo do sistema FAB a fim de englobar andlises da imunofenotipagem,
etiologia, citogenética e morfologia em uma mesma avaliacdo (SWERDLOWet al.,
2008) (Tabelal.2).
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Tabela 1.2: Classifica¢do da leucemia mieloide aguda (LMA) mais atualizada estipulada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

LMA com anormalidades genéticas recorrentes

LMA com t(8;21)(q22:g22); I*JNXI—RUNXITI

LMA com inv(16)(p13.1g22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11

LPMA com t(15;17)(q22;q12); PML-RARA

LMA com t(9;11)(p22;23); MLLT3-MLL

LMA com t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214

LMA com inv(3)(q21g26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1

LMA (megacariobléstica) com £(1;22)(p13:q13); RBM15-MKL1

Entidade temporaria: LMA com NPM1 mutante

Entidade temporaria: LMA com CEBPA mutante

LMA com alteragGes relacionadas a mielodisplasia

Neoplasias mieloides relacionadas a terapia*

LMA, SOE

LMA com diferenciacdo minima

LMA sem maturacdo

LMA com maturagao

Leucemia mielomonocitica aguda

Leucemia monocitica/monoblastica aguda

Leucemia eritroide aguda

Leucemia eritroide pura

Eritroleucemia, eritroide/mieloide

Leucemia megacarioblastica aguda

Leucemia basofilica aguda

Panmielose aguda com mielofibrose (mielofibrose aguda, mielosclerose aguda)

Sarcoma mieloide (tumor mieloide extramedular, sarcoma granulocitico, cloroma)

ProliferacSes mieloides relacionadas a sindrome de Down

Mielopoiese anormal transiente (disturbio mieloproliferativo transiente)

Leucemia mieloide associada a sindrome de Down

Neoplasia de célula dendritica plasmacitoide blastica

Leucemias agudas de linhagem ambigua

Leucemia indiferenciada aguda

Leucemia aguda de fendtipo misto com £(9;22)(q34;911.2); BCR-ABL1

Leucemia aguda de fenétipo misto com t(v;11q23); rearranjo de MLL

Leucemia aguda de fenétipo misto, B/mieloide, SOE

Leucemia aéuda de fenotipo misto, T/mieloide, SOE

Entidade temporaria: leucemia linfoblastica de célula natural killer/linfoma

BN

*A neoplasia mieloide relacionada a terapia inclui o espectro de qualquer sindrome
mielodisplasica ou leucemia mieloide aguda que ocorra subsequentemente a terapia
citotdxica para distarbio ndo mieloide. (Figura de LARSON, 2010).

O padrao citogenético permanece sendo a caracteristica mais importante para
0 prognostico de pacientes com LMA desde a década de oitenta (SMITH; HILLS;
GRIMWADE, 2011; SHAH, BAROCHIA, LOUGHRAN, 2013). Com base na ocorréncia

de anormalidades cromossémicas, 0s pacientes sdo estratificados nas seguintes
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categorias: prognéstico favoravel (baixo risco), intermediario (que pode ser
subdividido em | e Il e agrupa os pacientes de risco intermediario) e desfavoravel ou
adverso (alto risco) (DOHNER et al., 2010) (Tabela 1.3).

Tabela 1.3: Subgrupos citogenéticos e moleculares genéticos de importancia prognostica na
LMA

Resultado clinico | Subgrupos genéticos

Favoravel t(8;21)(q22;q22); RUNX1-RUNX1T1

inv(16)(p13.1qg22) ou t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11
NPM1 mutante sem FLT3-ITD (cariétipo normal)

CEBPA mutante (cariétipo normal)

Intermediario-| NPM1 mutante e FLT3-ITD (cariétipo normal)

NPM1 selvagem e FLT3-ITD (cariétipo normal)

NPM1 selvagem sem FLT3-ITD (cariétipo normal)

Intermediario-Il t(9;11)(p22;q23); MLLT3-MLL
Anormalidades citogenéticas n3o classificadas como favoraveis nem
adversas

Adverso inv(3)(q21g26.2) ou t(3;3)(q21;q26.2); RPN1-EVI1

t(6;9)(p23;q34); DEK-NUP214
t(v;11)(v;q23); rearranjo de MLL
-5 ou del(5q); -7; (17p) anormal; cariétipo complexo*

*QO cariétipo complexo é definido pela ocorréncia de 3 ou mais anormalidades cromossdmicas
na auséncia de uma das translocacbes ou inversfes recorrentes designadas pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS), ou seja, t(15;17), t(8;21), inv(16) ou t(16;16), t(9;11),
t(v;11)(v;923), t(6;9), inv(3)/t(3;3). (Figura de LARSON, 2010).

Além das anormalidades cromossdmicas, a evolucdo clonal difere de cada
tumor como consequéncia a instabilidade genémica (GERLINGER et al., 2012) e isso
€ uma das razdes para as diferentes respostas dos pacientes ao mesmo regime de
tratamento (MARCUCCI, HAFERLACH, DOHNER, 2011).

Apesar de muitos esforcos, a LMA apresenta a menor taxa de sobrevivéncia
dentre todos os tipos de leucemias. O tratamento dessa neoplasia tem sido
basicamente o mesmo ha décadas, isto €, associagao de antraciclinas (idarrubicina
ou daunorrubicina) com citarabina, um nucleosideo analogo da pirimidina que inibe a
sintese do acido desoxirribonucleico (DNA) (O'DONNELL et al., 2012). Embora este
tratamento seja a melhor opcéo para os pacientes, a taxa de sobrevida global em 5
anos para adultos com cerca de 50 anos de idade € de 26 %, e em torno de 10 % para
pacientes com 65 anos ou mais (HOWLADER et al., 2017 BURNETT, 2012;
BURNETT, WETZLER, LOWENBERG, 2011) (Figura 1.3).
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Taxa de sobrevida por tempo e por idade (LMA: 1988 - 2013)
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Figura 1.3: Taxa de sobrevida global relativa ao tempo e a idade dos pacientes com LMA
acompanhados ao longodo periodo de 1988— 2013. Fonte: programa SEER (Surveillance,

Epidemiology, and End Results Program, US National Cancer Institute).

Inicialmente, a taxa de resposta completa é alcancada em cerca de 60 — 70 %
dos pacientes. No entanto, apés 3 a 5 anos do diagnéstico da LMA, a maioria dos
pacientes apresenta recaida da doenca (SMITH; HILLS; GRIMWADE, 2011), e como
consequéncia, muitos deles morrem devido a LMA refrataria a quimioterapia
(FERRARA, 2011). A pior resposta clinica é devido as diferentes propriedades
apresentadas pelos pacientes, como idade, alteracdes citogenéticas e moleculares
(SMITH, HILLS, GRIMWADE, 2011; MARIN et al., 2012).

Uma vez que o tratamento para pacientes com LMA nao evoluiu, ndo houve
mudancas significativas relacionadas a superacao da quimioresisténcia (REBUCCI &
MICHIELS, 2013) ou ao aumento da taxa de resposta completa (ROBAK &
WIERZBOWSKA, 2009) e apenas cerca de 25% dos pacientes podem ser curados

com a quimioterapia utilizada no tratamento (INCA, 2002).
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1.1.2 Leucemia linfoide aguda

A LLA compreende um grupo de neoplasias hematoldgicas que surgem da
transformacao maligna na célula linfoide B (LLA-B) ou na célula linfoide T (LLA-T) da
linhagem progenitora. A LLA é a neoplasia maligna mais comum na infancia, sendo
responsavel por quase 30% dos tumores pediatricos (NIGRO, 2013), afeta
principalmente criancas na faixa etaria entre 2 e 10 anos e representa 85 — 90 % dos
casos de leucemias em criancas (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2012; INABA;
GREAVES; MULLIGHAN, 2013). O risco para o desenvolvimento de LLA é mais
elevado em criangas com menos de 5 anos de idade, diminuindo até cerca de 20 anos

e aumentando lentamente em individuos a partir de 50 anos (Figura 1.4).

Taxa de incidéncia de LLA por idade em criangas,
adolescentes e adultos
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Figura 1.4: Taxa de incidéncia de leucemia linfoide aguda (LLA) em criangas, adolescentes e
adultos ajustada pela idade dos pacientes no ano de 2014. Fonte: programa SEER

(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program, US National Cancer Institute).

A classificacéo da LLA estipulada pelo grupo FAB com base na morfologia n&o
é utilizada para esta leucemia, pois nao possui correlagdo com a relevancia clinica. O

sistema atual de classificacado baseado na morfologia, imunologia, analise citogenética
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e de biologia molecular foi introduzido pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
enquanto que a imunofenotipagem com base na superficie celular e nas proteinas
citoplasmaticas é mais amplamente aplicado. De acordo com a imunofenotipagem, a
LLA pode ser classificada em dois tipos, LLA-T e LLA-B, sendo que a LLA-B inclui
principalmente trés subtipos: pré-células B precoces, pré-células B e células B
maduras. Os principais marcadores dos tipos de LLA estédo listados na Tabela 1.4
(RANDOLPH, 2004; LARSON, 2010).

Tabela 1.4: Principais marcadores dos diferentes tipos de leucemia linfoide aguda (LLA)

Marcadores dos diferentes LLA-B: pré-células B | LLA-B: pré-células B| LLA-B:células B
tipos de LLA precoces maduras
Ig de superficie(slg)+ X
soxinucleotidil-transferase (Td" X X X
CD2+ X
CD3+ X
CD4+ X
CD5+ X
CD7+ X
CD8+ X
CD10+/- X CD10+ X
CD19+ X X X
CD20+ X X
D34+ X
HLA-DR+ X X X

Os esquemas terapéuticos atualmente disponiveis resultam de avancos
consideraveis nas ultimas décadas estdo responsaveis pelo melhor progndstico da
LLA. Diferente da LMA, cujo esquema terapéutico € baseado principalmente na
administracdo de idarrubicina combinada a citarabina em diferentes concentracdes e
intervalos de tempo, a quimioterapia da LLA envolve a combinagdo de mais de dez
farmacos diferentes devido sua ampla heterogeneidade clinica e prognéstica. O
tratamento da LLA costuma ser prolongado e os quimioterapicos sdo administrados
ao longo de cinco fases: 1) inducdo da remisséo, 2) intensificacdo-consolidacéo, 3)
reinducao, 4) prevencéo da leucemia no sistema nervoso central e 5) manutencéao da
remissdo (NERSTING; BORST; SCHIMIEGELOW, 2011; INCA, 2002) (Figura 1.5).
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Tratamento da Leucemia Linfoide Aguda (LLA)

Inducdo Reinducdo
Fase 1: Fase 2: Fase]: Fase O:
Frednisona £ nsiga Dexametasona  Ciclofosfamida
Vinaigina Crarabina T g !
Vincrigina Citarabina

Daunorrubicina  &-hercaptopunna

L-asparaginase  Maotrexato Idarrubicina &-Tioguanina
Maltrevalo M etotrexato
(onsolidacdo (onsolidacdo pés inducdo (2 ciclos):
Maotrexato > 50 anos e/ou LLA-T: Teniposido
Addo folfn.ico Tgnipos_ido Citarabin e
L-asparaginase Citarabina Metatravats
Meotrexato

MANUTENCAO

S-hercaptopunna

Meotrexato

CONDUTAS DO INCA/MS - Revista Brasileira de Cancerologia, 2002.

Figura 1.5: Protocolo de quimioterapia utilizado no tratamento da leucemia linfoide aguda
(LLA) no Instituto Nacional de Cancer (INCA).

A taxa de sobrevivéncia em 5 anos para criancas com LLA é atualmente
superior a 85% (NIGRO, 2013). No entanto, aproximadamente 15% - 20% dos
pacientes com LLA apresentam recaida e prognéstico desfavoravel, uma vez que nao
ha esquemas de resgate eficazes, limitando significativamente a sobrevida dos
mesmos (NGUYEN et al., 2008).

Em contraste com as altas taxas de sobrevida dos pacientes com LLA
pediatricos, as taxas de sobrevida em 5 anos para adolescentes (entre 15 - 19 anos)
e adultos jovens (entre 20 - 29 anos) sao cerca de 60 % e 40 %, respectivamente, de
acordo com o banco de dados SEER do Programa do Instituto Nacional de Cancer
dos EUA (periodo entre 1988 - 2013) (PULTE; GONDOS; BRENNER, 2009). Essas
taxas tornam-se ainda piores em pacientes de LLA com mais de 50 anos, que
apresentam sobrevida em 5 anos de apenas 25 % (HOWLADER et al., 2017) (Figura
1.3). Em pacientes adultos com recidiva e LLA refrataria, a taxa de sobrevida global

em 5 anos é inferior a 10% (FIELDING et al., 2007; ORIOL et al., 2010).
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Taxa de sobrevida por tempo e por idade (LLA: 1988 — 2013)
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Figura 1.6: Taxa de sobrevida global relativa ao tempo e a idade dos pacientes com LLA
acompanhados ao longodo periodo de 1988— 2013. Fonte: programa SEER (Surveillance,

Epidemiology, and End Results Program, US National Cancer Institute).

Embora a maioria dos casos de LLA ocorra em criangas, a maioria das mortes
por LLA (cerca de 4 em 5) ocorre em adultos. A doenca apresenta pior prognostico
clinico em adultos, com uma taxa de cura de apenas 30 - 40% que € muito inferior ao
percentual de cura de criancas portadoras de LLA que corresponde a mais de 80%
(BASSAN; HOELZER,2011). As criangas respondem melhor ao tratamento devido as
diferencas no esquema terapéutico, ja que as criancas geralmente toleram melhor um
tratamento agressivo do que os adultos. Além disso, existem diferencgas biolégicas na
doenca na infancia e nos adultos que desfavorecem o tratamento destes ultimos. Um
desses complicadores, por exemplo, é a expressdo aumentada de mecanismos de
resisténcia a multiplas drogas (MDR) em pacientes adultos, quando comparados as
criangas (INCA, 2002; BASSAN; HOELZER, 2011). Portanto, ha necessidade de

37



melhorar as estratégias terapéuticas para pessoas com idades mais avancadas, e
para os pacientes que apresentam recidiva da doenca. Logo, o desenvolvimento de
farmacos mais especificos e que possam ultrapassar os mecanismos MDR é

necessario, visando melhorar a sobrevida dos pacientes.

1.3 Resisténcia a Mdultiplas Drogas

O fenbmeno MDR é caracterizado pela resisténcia das células tumorais a
quimioterapia. Essa resisténcia pode ser intrinseca as células tumorais, devido a
maior expressdo de moléculas relacionadas a resisténcia, ou adquirida apés a
pressao seletiva durante a exposicao continua das células aos farmacos, tornando-as
resistentes ndo s6 ao farmaco exposto, mas também a outros farmacos com
estruturas e/ou mecanismos de acéao diferentes (MAIA; RUMJANEK, 2009).

Os mecanismos MDR configuram enormes obstaculos a terapia antitumoral e
a principal causa de falha no tratamento das leucemias agudas, uma vez que até o
momento nenhum tratamento é capaz de reverter de forma eficaz esse fendtipo.
Mecanismos MDR foram avaliados em analises multivariadas como o fator
prognaostico, independente, central na faléncia terapéutica em LMA (SHAFFER et al.,
2012).

O desenvolvimento do fendtipo MDR esta frequentemente associado a
superexpressao de proteinas transportadoras de xenobiéticos, também conhecidas
como bombas de efluxo, cujos membros pertencem a superfamilia ABC (ATP Binding
Cassette). Essas proteinas sédo transmembranares e extruem diversas moléculas para
0 meio extracelular, incluindo farmacos e metabdlitos celulares, de maneira ativa, com
gasto de ATP, ocorrendo mesmo contra um gradiente de concentracdo e,
consequentemente, reduzindo o acumulo intracelular destas moléculas, como por
exemplo, de um farmaco. Dentre os membros da superfamilia ABC trés se destacam
no cenario clinico por apresentarem papel relevante no transporte de farmacos: a
glicoproteina-P (ABCB1/MDR1/Pgp), a proteina associada a resisténcia a multiplas
drogas (ABCC1/MRP-1) e a proteina de resisténcia ao cancer de mama
(ABCG2/BCRP) (EL-AWADY et al., 2016).

Além das proteinas transportadoras, algumas células tumorais com fendtipo
MDR nao apresentam a superexpressao dessas bombas de efluxo e sdo entdo
chamadas de células com fenétipo MDR atipico (YOKOMIZO et al., 1994; NAITO et
al., 2005; WANG et al.,, 2010). A aquisicdo desse fenotipo MDR atipico esta
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parcialmente associada a alteracfes nas enzimas DNA topoisomerases, envolvendo
mecanismos de resisténcia cruzada a diversos farmacos que inibem essas enzimas
(OKADA et al., 2001; COSS et al., 2009; WANG et al., 2011). Vias de resisténcia a
farmacos anti-Topo Il independentes de proteinas ABC ja foram associadas a esse
fendtipo MDR. Nesses casos, a Topo Il geralmente estd negativamente regulada,
encontrando-se baixa expressado desse alvo na célula, reducdes na sua estabilidade,
na atividade catalitica, na eficiéncia de localizacdo nuclear da enzima ou alteracdes
estruturais, apresentando mutacdes em algum de seus dominios (HOLOHAN et al.,
2013; OKADA et al., 2001; LAGE et al., 2000; VASSETZKY et al., 1995). Ja foi relatado
que pacientes com LLA nao tratados apresentam uma maior taxa de recaida em dois
anos quando expressam baixos niveis de Topo Il comparados aos pacientes com alta
expressao deste alvo. Além disso, em pacientes com LLA em recidiva da doenca ou
refratarios ao tratamento, a taxa de resposta completa € significativamente menor
naqueles que apresentam baixa expressao de Topo Il do que naqueles com alta
expressao deste alvo (XU; LIN; ZHANG, 2006).

O fendtipo MDR é um evento multifatorial que engloba falhas na apoptose,
aumento de mecanismos antioxidantes e alteracées em proteinas envolvidas com a
proliferacdo e sobrevivéncia celular (HOLOHAN et al., 2013). Outros processos
intracelulares também podem mediar a resisténcia a quimioterapia. Um importante
mediador intracelular de resisténcia a farmacos € a via de sinalizacao fosfatidilinositol
3-quinases (PI3K) / Akt. Essa via intracelular é crucial para muitos processos
fisioldégicos, promove a sobrevivéncia celular, mas apresenta-se desregulada em
diversos tumores, contribuindo tanto para a patogénese do cancer quanto para a
resisténcia terapéutica (BONGIOVANNI; SACCOMANI; PIOVAN, 2017; MARTELLI et
al., 2010); YUAN; CANTLEY, 2008; BRUNET et al., 1999). Os membros proteicos
dessa via, em particular a proteina serina/treonina quinase Akt, sdo frequentemente
superexpressos nas leucemias agudas (FRANSECKY; MOCHMANN; BALDUS, 2015;
GRANDAGE et al., 2005).

Dessa forma, a inibicdo desses alvos que contribuem para o desenvolvimento
do fendtipo MDR, seja em combinacdo com a quimioterapia ou como adjuvante apos

a remissao, pode ser eficaz para melhorar as respostas dos pacientes ao tratamento.
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1.3.1 Proteinas transportadoras ABC

As proteinas membros da superfamilia ABC sdo geralmente compostos por
qguatro dominios centrais. Metade dos dominios sdo transmembranares, sendo este o
sitio de interacdo com o substrato, permitindo-o atravessar a membrana plasmaética.
A outra metade dos dominios é de ligacdo ao nucleotideo (NBD, Nucleotide Binding
Domain). Os NBDs séo os sitios onde ha a ligacdo e convercdo de ATP em ADP,
gerando a energia necessaria para o funcionamento das bombas de efluxo (Figura
1.7) (ZHOU, 2008).

Dominios transmembranares

N

Meio extracelular

Membrana
plasmatica

Meio extracelular

NH,

COOH

NBD NBD

Figura 1.7: Estrutura bidimensional das proteinas ABC com seus dominios
transmembranares e seus dominiosde ligacdo de nucleotideo (NBD), sitios de ligacdo do ATP
(Adaptado de PINTO-SILVA, 2007).

Existem cerca de 50 transportadores ABC em humanos e muitos desses
apresentam funcg@es fisiolégicas nas células normais atuando inclusive como um
mecanismo de defesa contra toxinas e xenobio6ticos (KUNJACHAN et al., 2013).
Entretanto, o efluxo de moléculas realizado por estes transportadores também reduz
a disponibilidade e altera a distribui¢cao tecidual de farmacos, sendo importantes alvos
para o desenvolvimento de novos compostos (SZAKACS et al., 2006; COLE, 2014).

Dentre as proteinas transportadores com papel de transporte de moléculas, a
Pgp humana, codificada pelo gene de resisténcia a multiplas drogas ABCB1/MDR1, e
localizado no cromossomo 7g21.1, possui destaque no cenario clinico (KUNJACHAN
et al., 2013). Essa proteina de 170 kDa faz o transporte de diversos quimioterapicos
antitumorais utilizados na clinica, tais como: alcaldides da Vinca, antraciclinas,
epipodofilotoxinas e taxanos. Dessa forma, pacientes que expressam altos niveis de
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Pgp podem exibir alteracbes na absorcado e biodisponibilidade de farmacos e/ou
desenvolver um fendtipo MDR, dificultando o sucesso do tratamento antitumoral
(ZHOU, 2008; KUNJACHAN et al., 2013). A superexpressdao desta proteina é
detectada ao diagnéstico em cerca de 30% dos pacientes com LMA, 50% nos
pacientes com recaida e aumentando para 70% em pacientes idosos. Pgp é
freqientemente expressa nos blastos de pacientes idosos com LMA, particularmente
naqueles com LMA secundaria e raramente em criancas com LMA (LEITH et al., 1999;
SHAFFER et al., 2012). Pacientes com LMA que expressam o gene ABCB1/MDR1
apresentam significativamente menor resposta a terapia de inducéo de remissao, com
maior incidéncia de recaida ao tratamento em 5 anos (55% em pacientes com
superexpressao de Pgp versus 46% em pacientes Pgp negativos) e uma maior taxa
de resisténcia a quimioterapia, 14% para os pacientes Pgp positivos versus 5% nos
Pgp negativos (SCHAICH, 2004; PALLIS et al., 2011).

Outra proteina transportadora com papel na disposicdo de moléculas
clinicamente relevantes é a BCRP codificada pelo gene ABCG2 e localizada no
cromossomo 4q22. Essa proteina de 72 kDa é encontrada em células de cancer
gastrico, do colon, mama, pulmédo, além de células blasticas de pacientes com
leucemia mieloide aguda e leucemia linfoide aguda (ROSS et al., 2000; KUNJACHAN
et al., 2013). A expressdo de BCRP ¢ induzida em baixas condi¢cbes de oxigénio e,
portanto, sua alta expresséo ocorre em tecidos expostos a ambientes com baixo nivel
de oxigénio, interagindo com porfirinas como o grupo heme no sangue, em um grande
namero de neoplasias hematoldgicas, além de tumores sélidos (MAO; UNADKAT,
2015; KRISHNAMURTHY; SCHUETZ, 2005). A superexpressao dessa proteina esta
associada a altos niveis de resisténcia a diversos agentes antitumorais, incluindo
antraciclinas, mitoxantrona, topotecano e camptotecina, uma vez que aumenta o
efluxo dessas moléculas (MAO; UNADKAT, 2015). Além disso, BCRP também é
expressa em células-tronco leucémicas, contribuindo para a resisténcia a erradicacao
da leucemia pelos agentes quimioterapicos (NATARAJAN et al., 2012).

Varios estudos demonstraram uma correlacdo positiva entre niveis elevados de
BCRP e um pior prognostico em LMA, como por exemplo, ocorréncia de doenga
recidiva ou refrataria, baixa taxa de resposta ao tratamento, menor sobrevivéncia
global e/ou auséncia de remissdo completa (ROSS; NAKANISHI, 2010; NATARAJAN
et al., 2012). Em criancas com LMA recém-diagnosticada a analise da expressao
génica de BCRP revelou que a mediana da expresséo deste gene estava aumentada,

em mais de 10 vezes, em pacientes que nao atingiram a remissao apos a primeira
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fase de quimioterapia. Além disso, a expressao do gene BCRP foi maior na recaida
do que no diagnostico (STEINBACH et al., 2002). Em adultos com LMA foi
demonstrado uma correlacdo entre a expressao de RNA mensageiro (RNAm) de
BCRP e menor taxa de remissao completa (43% em pacientes BCRP positivos versus
69% em pacientes negativos) e menor sobrevivéncia (12% dos pacientes BCRP
positivos apresentaram sobrevida livre de doenca em 4 anos versus 33% em
pacientes negativos para expressao de BCRP (BENDERRA et al., 2004). Em relacao
a sobrevida global de 4 anos, 19% dos pacientes BCRP positivos a alcancaram versus
38% em pacientes BCRP negativos) (BENDERRA et al., 2004). Além disso, 0s
pacientes podem superexpressar mais de uma proteina transportadora e ja foi visto
que a expressao de BCRP e Pgp em conjunto configura um pior prognéstico
(BENDERRA et al., 2005).

1.3.2 DNA Topoisomerases

As DNA topoisomerases sdo enzimas que modulam o estado topoldgico do
DNA nas células. Essas enzimas regulam o superenovelamento positivo e negativo
do DNA e removem os nés e emaranhados do material genético, criando uma quebra
transitéria na dupla hélice (BARANELLO; KOUZINE; LEVENS, 2013).

O DNA é um polimero extremamente longo de forma que um Unico genoma de
mamiferos corresponde a aproximadamente 2 metros de comprimento. Este DNA é
localizado no nucleo celular, cujo volume é de aproximadamente 102" m3 e o diametro
equivalente a 6uM, ou seja, a circunferéncia média de um nucleo de uma célula de
mamifero € quase um milhdo de vezes menor do que o comprimento do genoma que
precisa ser armazenado no seu interior. Logo, o DNA deve ser altamente compactado,
0 que cria muitas alcas nos dominios do DNA (loops) e pontos de contato entre esses
dominios. Além disso, o metabolismo do DNA necessita que as duas fitas da dupla
hélice sejam separadas para que elas sirvam como modelos para replicacéo,
transcrigéo, recombinacgao e reparo. Devido ao tamanho e a massa dos complexos de
replicacéo e transcricéo, é plausivel que tais complexos nao girem livremente em torno
da dupla hélice de DNA. Devido a rotacéo limitada dos dominios de DNA flanqueados
aos complexos de replicacdo e transcricdo, o DNA superenovelado € gerado como
consequencia do seu metabolismo (ALBERTS et al., 2017) (Figura 1.8).

O acumulo de DNA superenovelado positivamente gera diversos fendmenos
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celulares, como o bloqueio da replicacao, transcricdo, e outros processos essenciais
as células, além da geracao de nés no material genético que, quando acumulados no
genoma, inviabilizam a separagéo da fita dupla de DNA (ROCA, 2011). Além disso,
se cromatides-irmas permanecessem emaranhadas (ou seja, concatenadas) antes da
divisado celular, as células morreriam por falhas durante o processo de mitose (NITISS,
2009b). Portanto, as topoisomerases eucaridticas sdo enzimas cruciais para as
células, pois elas podem relaxar o DNA positiva e negativamente superenovelado.
Esse relaxamento possibilita a separacéo das fitas duplas de DNA para a transcricao
e replicacdo, a segregacao de duas copias idénticas de genomas inteiros em duas
células filhas apos a replicacdo, e a compactacdo do genoma nas células (CHEN;
CHAN; HSIEH, 2013).

Magquinario de replicagio

Maquinario de transcrigao
Remodelagem da cromatina

Pra == %
Q\fii{( /YX LA A SR SR A SRS SSSSIALALESSSss s®
NN 4

Matriz
nuclear

Maquinario de replicagdo ——-
Magquinario de transcrigéo
Remodelagem da cromatina

.-\.-\“'
'5;’ “J} Superenovelamento

/xfﬂ?(l”xﬁ(‘){}:)-:x:\”i\’:\“:\_. "\ (J‘ % positivo
OOOC)CC( :}\‘}:}L‘lﬁxfy}:m—\. -~ \:;.;:x‘_‘:O
‘\l\::cx:@;\:\xx:ocx_w:\. o lj' )

‘“_ & Matriz
)X{) nuclear
3 W

L] {
4 .
7Y
Ik\ﬁ("j

Figura 1.8: Formacgé&o de DNA superenovelado positivamente causado pelo deslocamento do

magquinario de replicagéo, transcricdo do DNA e remodelagem da cromatina através do DNA
imobilizado a regibes da matriz nuclear (representados pela seta e haste de movimento na
dupla hélice). Adaptado de POMMIER, 2006.

As topoisomerases séo classificadas como tipo | e tipo Il, de acordo com o
namero de fitas da dupla hélice de DNA que elas clivam. Portanto, sdo denominadas
Topo | quando clivam uma unica fita do DNA, e Topo Il quando clivam as duas fitas
da dupla hélice do DNA para exercer suas funcdes cataliticas (FORTERRE et al.,
2007; VOS et al., 2011).
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Uma caracteristica comum das topoisomerases € 0 mecanismo catalitico, que
€ semelhante em todas as classes dessas enzimas e consiste em um ataque
nucleofilico a ligacdo fosfodiéster do DNA por um residuo de tirosina catalitico da
topoisomerase. O resultado € a fixacdo covalente da tirosina ao fosfato do DNA (P-Y)
na porcao final da fita de DNA clivada. Essas reacdes sdo altamente reversiveis e
deixam a sequéncia de DNA inalterada ap0s as reacfes com as topoisomerases
(POMMIER, 2013).

As topoisomerase apresentam redundancia em suas funcdes e sua expressao
€ induzida em resposta a atuacdo dos inibidores de topoisomerases. A inibicao
completa de apenas um tipo de topoisomerase j4 é suficiente para levar a morte
celular por apoptose (KOH; NISHIO; SAIJO, 2005; POMMIER, 2013).

1.3.2.1 Aspectos gerais, estrutura, atividade e funcdo da Topo |

A Topo | humana consiste em um mondmero, com 91kDa. O gene que a
codifica esta localizado no cromossomo 20ql11.2 — 13.1. Essa enzima tende a se
concentrar nas regides superenoveladas da cromatina, particularmente associada aos
complexos de transcricdo ou replicacdo (BUGREEV & NEVINSKY, 2009).

A enzima Topo | humana tem 765 residuos de aminoacidos e € formada pelos
dominios N-terminal, C-terminal, dominio central e o dominio espacador ou de ligacéo
(STEWART; IRETON; CHAMPOUX, 1996) (Figura 1.9). O dominio N-terminal
(residuos 1 — 214) é altamente carregado e contém alguns residuos hidrofébicos e
varios peptideos sinais. Este dominio é responsavel pela localizacao nuclear da Topo
I, mas nao é essencial para atividade desta enzima (ALSNER et al.,1992). A regido C-
terminal (residuos 713 — 765) contém Tyr723, que forma uma ligacéo fosfodiéster com
o fosfato na posicao terminal 3' do filamento alvo na clivagem do DNA. O dominio C-
terminal, juntamente com o dominio central (subdominios I, Il e Ill; residuos 215 —
635), o qual contém residuos que formam o centro ativo e de ligacdo ao DNA,
determinam a atividade catalitica da Topo | (BUGREEV & NEVINSKY, 2009). O
dominio espacador ou de ligacéo (residuos 636 — 712) conecta os dominios central e
C-terminal. Esta regido néo esta diretamente envolvida na atividade catalitica da Topo
I, mas parece participar do relaxamento do DNA superenovelado (SIRIKANTARAMAS
et al., 2015).

44



Subdominio central Il

Subdominio
central |

< Dominio

' tispagador
a %

Dominio

Subdominio central Il )
C-terminal

Figura 1.9: Estrutura de dominios da Topo | humana complexada ao DNA. O dominio central
e 0s seus trés subdominios estdo mostrados em cores, sendo | (amarelo), Il (azul) e IlI
(vermelho). Os dominios espacador e o C-terminal estdo representados em laranja e verde,
respectivamente. As regibes N-terminal (N) e C-terminal (C) da proteina também estéo
indicadas na figura, assim como o sitio de tirosina () ativo. Adaptado de CHAMPOUX, 2001.

A enzima Topo | relaxa o DNA superenovelado na auséncia de um cofator
energético clivando uma unica fita da dupla hélice de DNA e permitindo que a fita
clivada gire em torno do complexo Topo | ligado ao DNA (Figura 1.10). Esse
mecanismo de rotacdo do DNA é controlado e ocorre na conformacdo de grampo
fechado da Topo I, sem abertura do mesmo, causando atrito entre o DNA e a cavidade
da enzima, ou seja, o DNA néo gira livremente (POMMIER, 2013).

Uma vez que o DNA esta relaxado, a Topo | religa covalentemente as fitas de
DNA clivadas. Esta religacéo requer o alinhamento do grupo hidroxila-5' na porgao
final do DNA com a ligacao fosfodieéster DNA-tirosina. Para isso, a ligacdo com a
tirosina catalitica é desfeita e entdo sao religadas as extremidades 5’ € 3’ de uma das
fitas do DNA. Em condi¢cdes normais, os produtos intermediarios da clivagem sdo
transitorios e a religagédo é favorecida em detrimento da clivagem (CHEN; CHAN;
HSIEH, 2013) (Figura 1.10).
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Figura 1.10: Relaxamento do DNA superenovelado pela Topo | através de rotacéo controlada
do DNA. Adaptado de POMMIER et al., 2010.

Portanto, as Topo | humanas sao capazes de aliviar o stress causado pela
torcéo da dupla hélice de DNA. As Topo | estdo envolvidas em todos 0s processos de
DNA que englobem sistemas de rastreamento e tém um papel importante na

manutencdo da integridade genémica (VOS et al., 2011).

1.3.2.2 Aspectos gerais, estrutura, atividade e funcao da Topo Il

As enzimas Topo Il possuem duas isoformas, a Topo lla e 1B, sendo a Topo
lla objeto do presente trabalho. A Topo lla humana € um homodimero, com 170 kDa,
cujo gene que a codifica esta localizado no cromossomo 17g21-22. Essa enzima é
essencial para a sobrevivéncia de células com crescimento ativo, sendo encontrada
em forquilhas de replicacdo, além de permanecer fortemente associada aos
cromossomos durante a mitose, atuando na replicacdo do DNA e na segregacao de
cromossomos (NITISS, 2009b).

A estrutura primaria da Topo lla pode ser dividida em trés dominios (Figura
1.11). O dominio N-terminal (primeiros ~ 428 aminoacidos) contém o sitio de ligagéo
e hidrélise do ATP (LINDSEY et al., 2014). O dominio central (aminoacidos ~429 —
1.200) contém o sitio ativo da tirosina (aminoacido 805, na hTopo lla) necessario para
a clivagem e religagéo do DNA (LINDSEY et al., 2014). O dominio C-terminal da Topo
[la (aminoacidos ~1.201 — 1.521) é altamente variavel entre diferentes espécies e
inclusive entre as duas isoformas (a e B) de hTopo Il. Embora seja dispensavel para
a atividade catalitica in vitro, este dominio contém sequéncias de localiza¢ao nuclear,

sitios de fosforilacdo, além de desempenhar um papel importante no reconhecimento
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da geometria do DNA. Esse dominio ainda participa da regulacdo da atividade da
enzima por modificagBes pds-traducionais, e da regulacéo da funcdo da enzima pelas
interacdes proteina - proteina (GILROY & AUSTIN, 2011).

Topoisomerase lla Humana

Clivagem /
ATPase Religagcéo Variavel
NHo—_ SLN __PO4 }—COOH
Y805 1531
Dominio Dominio Dominio
N-terminal Central C-terminal

Figura 1.11: Estrutura da Topo lla eucaridtica. A esquerda é mostrada a estrutura dos
dominios ATPase e de clivagem e religacdo ao DNA, destacando o residuo de tirosina (Y,
indicado pela seta apontandoa esfera azul clara) que faz a ligagdo covalente com o DNA e o
cofator ATP (indicado pela seta apontando as esferas verde). O dominio N-terminal é
localizado no topo da estrutura (amarelo e laranja) e o dominio central esta localizado na parte
inferior da estrutura (vermelho, lilaz, azul claro e azul escuro). Adaptada de (SCHOEFFLER,;
BERGER, 2008).

A enzima Topo lla, relaxa de forma mais eficiente o DNA positivamente
superenovelado. Essas enzimas sdo capazes de remover a torcdo na hélice de DNA,
além de resolver os nds e o emaranhado existentes na dupla hélice. A atuacéo das
enzimas Topo lla no processamento do DNA é necessaria para a recombinacao,
segregacao cromossomica, além de condensacéo e descondensacédo adequada dos
cromossomos (GHILAROVI; SHKUNDINA, 2012; SEOL et al., 2013).

A acéo das enzimas Topo lla resulta numa quebra temporaria na fita dupla de
DNA, seguida por um evento de passagem de uma segunda fita dupla de DNA atraves
do DNA previamente clivado. Para a realizagao desta atividade catalitica, a Topo lla
necessita de dois cofatores, um cation divalente, como Mg*? para todas as etapas
além da ligacdo da enzima com o DNA; e o ATP (DEWEESE & OSHEROFF, 2010).

Essas enzimas atuam primeiro se ligando a dois segmentos do DNA clivando uma
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dupla hélice em um dos segmentos. Apoés, transportam o segundo segmento de DNA
através da fenda de clivagem, religando o primeiro segmento de DNA clivado e
liberando o segundo segmento de DNA transportado. Por fim, fecham a fenda de
clivagem e finalmente recuperam a capacidade de iniciar um novo ciclo catalitico
(CHANG et al., 2013) (Figura 1.12).

Para conduzir a reagdo de passagem de um segmento de DNA por outro, a
Topo lla utiliza a energia do ATP, necessitando normalmente, de duas moléculas do
mesmo. O ATP néo é necessario para a clivagem do DNA e nem para a religacédo do
mesmo, no entanto, a ligagado desta molécula a Topo lla desencadeia o transporte de
DNA através da fenda de clivagem de &cidos nucléicos. Além disso, apesar da
hidrélise de ATP ndo ser um pré-requisito para o evento de passagem do segmento
de DNA, parece que esta etapa ocorre mais rapidamente se ela é precedida pela
hidrolise de uma das moléculas de ATP ligadas a enzima e esta hidrélise é necessaria
para a reciclagem da enzima (DING; LIN; FENG, 2013).
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Figura 1.12: Reacao de separagao de duas fitas duplas de DNAs pela Topo lla. 1) A enzima
Topo lla primeiro se liga ao segmento G (verde) de uma molécula de DNA entrelacada; 2) A
ligagdo de duas moléculas de ATP (estrela preta) ao dominio N-terminal (amarelo e laranja)
fecha o “portdo-N”, capturando um segmento T (cinza) de DNA; 3) A hidrdlise de uma molécula
de ATP e a liberagdo do fosfato inorganico ocorre concomitantemente com a passagem do
segmento T através do “portdo-DNA”. O ATP restante permanece intacto, prevenindo a
abertura do “portdo-N" e o escape do segmento T; 4) Apds a religagdo do segmento G ha a
abertura do “portdo-C”, permitindo que o segmento T passe pela enzima e seja liberado. A
hidrélise do ATP remanescente e liberacdo do ADP e Pi leva a abertura do “portdo-N”,
restabelecendo a topoisomerase para um novo ciclo de separagédo de duas fitas de DNA.
Adaptado de SCHOEFFLER; BERGER, 2008.

1.3.3 Familia serina-treonina quinase Akt

Akt também conhecida como proteina quinase B (PKB) é uma proteina de 57
kDa com importante papel fisiologico, estando envolvida com a ativacao de diversos
alvos celulares através da fosforilacdo destes. Foram identificados mais de 100
substratos de Akt, dos quais cerca de 40 foram caracterizados como mediadores das
funcdes pleiotropicas de Akt, envolvidos na inducdo de proliferacdo, migracéo e
sobrevivéncia celular (MANNING; CANTLEY, 2007).

A familia de proteinas Akt compreende trés isoformas altamente conservadas

e homodlogas entre si (Akt-1, Akt-2 e Akt-3) que regulam o crescimento, a
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sobrevivéncia e a morte celular em tumores (DATTA; BRUNET; GREENBERG, 1999;
FORTIER; ASSELIN; CADRIN, 2011). No entanto, apesar do alto grau de semelhanca
entre as sequéncias nucleotidicas dessas isoformas, elas possuem fungdes distintas
e algumas vezes opostas. Elas sdo encontradas expressas em diferentes niveis de
acordo com o tipo celular e contribuem de formas diferentes para a progresséao tumoral
(KHABELE et al., 2014; HOFBAUER et al., 2016; LINNERTH-PETRIK et al., 2014;
GROTTKE et al., 2016).

Em condi¢cbes normais a via de Akt é regulada negativamente por PTEN, um
gene supressor tumoral, no entanto esse é encontrado mutado na maioria dos
tumores. Na auséncia de PTEN funcional, a proteina Akt é encontrada
constitutivamente ativada nas células e essa alta atividade correlaciona-se com a
carcinogénese, respostas precarias ao tratamento e aumento da resisténcia a
quimioterapia (McCUBREY et al., 2011).

A ativacdo de Akt ocorre na membrana plasmatica, através da sua fosforilagdo
nos sitios Thr308 e Ser473. A ativacdo de Akt completa requer ambas as etapas de
fosforilacdo. Akt migra, entdo, tanto para o citosol quanto para o nucleo, onde
desempenha importantes papéis anti-apoptoticos (MARTELLI et al., 2006).

Akt é encontrada constitutivamente ativa em diversas neoplasias, dentre elas
na LMA e na LLA de linfécitos T (LLA-T) (BONGIOVANNI; SACCOMANI; PIOVAN,
2017; MARTELLI et al., 2010). Sendo assim, a inibicdo da atividade de Akt restringe
a sobrevivéncia celular, de forma que mutantes dominante-negativos em Akt
predispde a um aumento do efeito citotéxico de farmacos quimioterapéuticos,
revertendo o fenétipo MDR. Dessa forma, moléculas inibidoras dessa proteina tém
sido avaliadas em ensaios clinicos com grande potencial no tratamento tumoral
(GIROUARD et al., 2013; DEFEO-JONES et al., 2005).

1.3.4 microRNAs na resisténcia tumoral

A atencado de muitos pesquisadores tem se voltado para o papel de microRNAs
(miRNA) como potenciais biomarcadores da resisténcia tumoral aos quimioterapicos,
uma vez que eles sdo encontrados desregulados em diversas doencas, incluindo
tumores, e estdo envolvidos com a regulacdo génica pos-transcricional em processos
como apoptose, proliferacdo, diferenciagdo e sinalizacdo celular (DRAKAKI;
ILIOPOULOS, 2009; GIOVANNETTI et al, 2011; ZHENG et al, 2010).
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Os miRNAs constituem uma classe de pequenas moléculas de RNAs, de 18 a
24 nucleotideos, ndo codificadores de proteinas que se ligam as sequéncias
complementares na regido 3' UTR (untranslated region) de RNAs mensageiros
(RNAm) de multiplos alvos (GIOVANNETTI et al, 2011). A ligacdo desses miRNA ao
RNAmM, na maioria das vezes, nao ocorre com perfeita complementaridade, levando a
inibicho da traducdo ou desestabilizagdo do RNAmM complementar.
Consequentemente, sdo encontrados baixos niveis da proteina codificada pelo RNAm
alvo (JANSSON; LUND; 2012; GREGORY; SHIEKHATTAR, 2005).

Os miRNAs estdo presentes de forma abundante em todas as células humanas,
cerca de 1.400 miRNAs ja foram identificados em humanos, atuando na represséo de
centenas de alvos e regulando mais de 60% dos RNAm. Esta é, provavelmente, a
maior forma de regulacéo pés-transcricional ja identificada (JANSSON; LUND; 2012).

Diversos estudos tém associado os miRNAs com a resisténcia ao tratamento em
diversas neoplasias, sugerindo que alvos especificos de miRNAs possam se
configurar como uma nova abordagem terapéutica para o tratamento do cancer (ZHU
et al., 2014; GOUNARIS-SHANNON; CHEVASSUT, 2013; POGRIBNY et al., 2010;
WEIDHAAS et al., 2007).

Dessa forma, diversas moléculas tém sido exploradas como alvos de diferentes
mMiRNAs. AlteracBes nas proteinas topoisomerases estdo relacionadas a resisténcia
as antraciclinas, podofilotoxinas, amsacrinas e demais quimioterapicos que atuam na
inibicdo dessas enzimas. Essas enzimas ja foram validadas como alvos de diversos
MiRNAs, dentre eles 0s microRNAs miR-23a, miR-143 e miR-485 atuam
respectivamente no RNAm da Topo |I e de forma direta ou indireta no RNAm da Topo
lla (WU et al., 2011; SRIKANTAN et al., 2011; UGRAS et al., 2011; CHEN et al., 2011).

O emprego dos miRNAs como alvos terapéuticos é uma abordagem recente e
resultados in vitro e in vivo sugerem que os miRNAs séo eficientes para o tratamento
do céncer, mas ainda existe uma enorme defasagem entre os resultados dos miRNAs

gerados na pesquisa basica e as suas aplicagdes clinicas (GIOVANNETTI et al, 2011).
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1.4 Inibidores de topoisomerases no tratamento antitumoral

As enzimas Topo | e lla sdo alvos moleculares bem estabelecidos de farmacos
antitumorais, de forma que inibidores dessas enzimas estdo entre os farmacos mais
eficazes no tratamento do cancer (NITISS, 2009a; CHIKAMORI et al., 2010;
CASTELLI et al., 2012; KATHIRAVAN et al., 2013; KHADKA & CHO, 2013).

As topoisomerases sdo particularmente vulneraveis aos inibidores durante o
estagio de clivagem, referido como "complexo de clivagem". Os inibidores da enzima
séo classificados como poisons ou como inibidores cataliticos. Os inibidores do tipo
poisons atuam de forma a transformar as topoisomerases em toxinas letais para o
DNA, por isto sdo referidos como tais. Esses compostos atuam estabilizando o
complexo covalente Topoisomerase—DNA, impedindo que as quebras na fita do DNA
sejam consertadas, o que resulta em um aumento dos niveis de DNA clivado nas
células vivas. Tal complexo torna-se citotoxico e resulta consequentemente, em
apoptose (POMMIER, 2013).

Ja os inibidores cataliticos ndo resultam na clivagem do DNA, mas diminuem a
velocidade da reacdo catalisada pelas enzimas. Esses inibidores tém sido bastante
identificados nos ultimos anos e dentre os que inibem a enzima Topo lla estao
incluidos a merbarona - um derivado de cumarina, fostriecina, aclarubicina, SN22995,
novobiocina, suramina, cloroquina e bisdioxopiperazinas (ICRF-193, ICRF-187, ICRF-
154, MST-16, etc.) (ANNETTE et al.,, 2003; PASTOR et al.,, 2012). Os inibidores
cataliticos da Topo lla podem atuar em qualquer uma das etapas do ciclo catalitico. A
aclarubicina inibe a ligacédo da enzima com o DNA, a merbarona e taurosporina inibem
a clivagem da dupla fita do DNA, a novobiocina e coumarina inibem a passagem da
fita dupla em presenca de ATP e ICRF-193 inibe a hidrélise do ATP (POGORELCNIK;
PERDIH; SOLMAJER, 2013).

Inibidores poisons de topoisomerases como a camptotecina (poison de Topo 1)
e 0 etoposideo (poison de Topo lla) sdo utilizados como farmacos antitumorais na
clinica (BALDWIN; OSHEROFF, 2005; LORUSSO et al, 2010). O etoposideo e seu
derivado, teniposideo, sdo compostos derivados da podofilotoxina e representam uma
classe de agentes antitumorais mais ativos contra tumores solidos, sendo amplamente
utilizados como farmacos padrao para o tratamento de varias neoplasias, como cancer
de pulméao, ovario, linfomas e leucemias. Além dos derivados da podofilotoxina, outros
compostos antitumorais com atividade poison que atuam sobre Topo lla sdo bastante

relevantes clinicamente. Dentre estes estdo as antraciclinas, muito utilizadas no
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tratamento de leucemias agudas (LMA e LLA) e cancer de mama (como por exemplo,
adriamicina, mitoxantrona, doxorrubicina, idarrubicina e daunorrubicina) e as
aminoacridinas (por exemplo, m-AMSA) (KETRON et al., 2012; POGORELCNIK;
PERDIH; SOLMAJER, 2013b).

Além desses farmacos atualmente em uso clinico, existem diversos compostos
inibidores da Topo lla que exibem alta atividade antitumoral, incluindo em células
resistentes ao etoposideo, em testes clinicos (STIBOROVA; FREI, 2014; POMMIER,
2013; MOROHASHI et al., 2005; YOU, 2005; SHIMIZU et al., 2002; MALONNE et al.,
2000).

Os inibidores de Topo lla do tipo poison diferem uns dos outros em relacao ao
mecanismo de acdo. Alguns atuam inibindo a religagdo do DNA no complexo de
clivagem (etoposideo, teniposideo, antraciclinas, amsacrina), enquanto outros
induzem o aumento da formacgédo do complexo de clivagem (elipticinas, azatoxinas, o
flavonoide natural genisteina e a quinolona CP- 115,953) (BALDWIN; OSHEROFF,
2005; CHIKAMORI et al., 2010; COWELL; AUSTIN, 2012; STIBOROVA; FREI, 2014).

Os inibidores de Topo I, tais como a camptotecina (CPT) e seus derivados,
aprisionam esta enzima em um complexo covalente com o DNA. O irinotecano (CPT-
11), um derivado de camptotecina, foi o primeiro inibidor de Topo | aprovado para uso
clinico sendo usado no tratamento de muitos tipos de neoplasias, incluindo o cancer
de pulmé&o, ovario e colo-retal. A camptotecina foi descoberta pelo Instituto Nacional
de Céancer nos EUA (NCI), em uma triagem de milhares de plantas em 1950 (WALL,
1998), na qual apenas uma espécie, a Camptotheca acuminata, uma arvore pequena
nativa da China, mostrou atividade significativa. Os ensaios clinicos iniciados na China
pelo NCI foram logo abandonados devido a efeitos colaterais incluindo a toxicidade
hematoldgica grave e cistite hemorragica. Na década de 1980, foi demonstrado que a
camptotecina inibia a atividade da Topo | de forma especifica, ndo se ligando a Topo
Il, por ex., e como consequéncia, uma seérie de derivados deste composto foram
posteriormente desenvolvidos para aplicacdo clinica. (HUANG et al., 2015; KOH,;
NISHIO; SAIJO, 2005).

Depois da descoberta de que Topo | era o alvo exclusivo da camptotecina,
iniciou-se uma busca por diversos compostos com estruturas semelhantes a este
composto natural com a inteng&o de inibir a Topo |, mas avancar na estabilidade do
composto, diminuir a toxicidade e a resisténcia, uma vez que a camptotecina é
substrato para proteinas transportadoras de efluxo da familia ABC. Nesse sentido

foram desenvolvidos alguns inibidores de Topo | ndo derivados da camptotecina,
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como NB-506, um derivado de indolocarbazole, que mostrou alta atividade antitumoral
in vitro e in vivo e poucos efeitos adversos quando testado em estudo de fase | no
Japao (MENG; LIAO; POMMIER, 2003; POMMIER, 2013). Outro inibidor de Topo |
derivado de indolocarbazole € o composto J-107088 que exibe uma alta atividade
antitumoral contra células resistentes a multiplas drogas e atividade antimetastatica
em modelo de micrometastase para o figado (SAIF et al., 2010; KURTZBERG et al.,
2011).

Duas familias de inibidores sintéticos de Topo | ndo derivados de camptotecina,
indenoisoquinolinas e dibenzonaftiridinonas, estdo em desenvolvimento clinico,
atualmente iniciando estudo de fase Il (POMMIER; CUSHMAN, 2009; KHADKA; CHO,
2011; POMMIER, 2013). Elas também superam o mecanismo de efluxo de drogas
associado a resisténcia a camptotecina e produzem complexos de clivagem mais
estaveis e apresentam menos toxicidade do que o topotecano.

Todos os inibidores da enzima Topo | utilizados na quimioterapia do cancer sao
do tipo poison, mas ha um grande interesse no desenvolvimento de novos inibidores
do tipo catalitico, devido as suas possiveis vantagens. Uma delas seria a eficacia
sobre as células tumorais insensiveis a camptotecina que apresentam mutacdes no
gene Topl afetando o sitio de ligacdo da camptotecina a esta enzima (MARTINEZ;
CHACON-GARCIA, 2005; POMMIER, 2013).

Além disso, os inibidores cataliticos da enzima Topo lla tém uma variedade de
aplicacoes clinicas. Além de agentes antineoplasicos (aclarubicina e MST-16), eles
também podem ser usados como cardioprotetores (ICRF-187) ou moduladores para
aumentar a eficacia de outros agentes (suramina e novobiocina) (SWIFT et al., 2008).

Por fim, novos tipos de inibidores de topoisomerases que apresentam inibicao
dupla tanto da Topo | quanto da Topo lla tém sido desenvolvidos. Um deles, o TAS-
103 (Taiho Pharmaceutical), se mostrou ativo contra células resistentes ao irinotecano
(CPT-11) e contra as células com fenétipo MDR (FUJIMOTO, 2007). Outro inibidor
dual, o composto F11782, derivado de podofilotoxina, € um inibidor catalitico que inibe
a ligacado das topoisomerases ao DNA (KRUCZYNSKI et al., 2004; KAMAL et al.,
2015).
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1.5 Compostos com atividade antitumoral

A producao de medicamentos antitumorais baseia-se fortemente em produtos
naturais (NEWMAN; CRAGG,; SNADER, 2003; CRAGG; NEWMAN, 2005;
IMPERATORE et al., 2014), esses representam quase 60 % dos medicamentos
autorizados pelas agéncias reguladoras para uso na clinica (NEWMAN; CRAGG;
SNADER, 2003). Por isso, nos ultimos anos, diversos compostos de diferentes
classes de produtos naturais tém sido avaliados quanto ao seu potencial antitumoral
e de inibicdo das enzimas DNA topoisomerases com interesse na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (DEWICK, 2009; SCOTTI et al., 2017).

Dentre os produtos naturais bem descritos na literatura por apresentar atividade
antitumoral estdo as classes dos flavondides (SUDAN; RUPASINGHE, 2014),
isoflavondides (MIZUSHINA et al., 2013; VARINSKA et al., 2015), quinonas (REGAL;
MERCER; DEWEESE, 2014), naftoquinonas (NEVES et al., 2013), pterocarpanos
(MAURICH et al., 2006; MILITAO et al., 2014), triterpenos (HATA et al., 2006; ZHENG
et al., 2010; YIN et al., 2015), sulfonamidas (GUIANVARC'H, 2004; SHAH; RIVERA,;
ASHFAQ, 2013), dentre outros.

Os triterpenos apresentam atividade antitumoral e citotoxicidade em células
com fenétipo MDR (KUETE et al., 2015). O acido pomdlico (AP), um triterpeno
pentaciclico encontrado em Crysobalanus icaco, foi descrito como inibidor do
crescimento celular, indutor de apoptose e ativo nas células de leucemia mieldide
cronica com fenotipo MDR (FERNANDES et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007).
Além disso, o composto AP também apresentou propriedades antitumorais em células
de cancer de mama, gastrico, Utero, ovario, célon e melanoma (YOSHIDA et al., 2005;
YOUN et al., 2012; YOO et al., 2013)

A estrutura quinona € comum a muitos produtos naturais e é associada a
atividade anticancerigena, antibacteriana, antiviral, antimalarica, antifangica e
tripanocida. Os derivados de quinonas podem ser téxicos as células através de
diferentes mecanismos incluindo a ciclagem redox, intercalacao, inducéo de quebras
nas fitas do DNA e formacéo de radicais livres (SCHMIEDER et al., 2003; INMAN et
al., 2014).

A presenca do grupo amino nas quinonas leva a formacéo de compostos
biolégicamente ativos, cuja atividade esta relacionada a habilidade delas receberem

um ou dois elétrons, induzindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio. Com
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iSso, 0 estresse oxidativo gerado nas células acaba por desempenhar um papel na
mutagénese e carcinogénese (ASCHE, 2005; KOSTRZEWA-NOWAK et al., 2012).

Compostos naturais e sintéticos derivados de quinonas tém sido amplamente
investigados para a terapia do cancer (CARDOSO et al., 2014). Muitos medicamentos
contendo uma porcdo quinona receberam aprovacdopara uso clinico, tais como
mitomicina C (POPLIN et al., 1994; TETEF et al., 1995), doxorrubicina (HANDE, 1998)
e menadiona (TETEF et al., 1995).

A menadiona € um composto quimico sintético analogo a 1,4-naftoquinona que
tem sido avaliado na clinica em estudos de fase I/ll no tratamento de cancer de
préstata combinado a vitamina C (TAREEN et al., 2008; JIANG et al., 2013).

A mitomicina C é um composto do grupo das mitomicinas, quinonas com
atividade antibiética e antitumoral, sendo produzida pelo fungo Streptomyces
caespitosus. Este composto é utilizado na quimioterapia de certos tipos de tumores
sélidos, como no tratamento de pacientes com cancer de mama, colo do Utero e de
bexiga (KAHMANN et al., 2010; VOLPE et al., 2010).

A daunorrubicina e seus analogos doxorrubicina e idarrubicina sdo agentes
antitumorais da série das antraciclinas, uma classe de quinonas antibidticas
proveniente de culturas de fungos Streptomyces. A daunorrubicina tem sido
vastamente utilizada no tratamento das leucemias agudas. A doxorrubicina possui
espectro de atividade antineoplasica mais amplo do que a daunorrubicina, sendo
utilizado em diversos tumores sélidos. A idarrubicina também é empregada nas
leucemias agudas, em alguns tipos de linfomas e no cancer de mama, e sua toxicidade
€ menor do que a apresentada pela doxorrubicina e daunorrubicina, induzindo menor
risco de cardiotoxicidade. Ha trés décadas as antraciclinas vém sendo empregadas
como primeira linha de tratamento em diversos tipos de tumores sélidos e
hematoldgicos. Dentre os mecanismos celulares que levam ao efeito anticancerigeno
destes farmacos podem ser citados: intercalacdo com o DNA e formacédo de espécies
reativas de oxigénio. Entretanto, o principal fator indutor de morte celular desta
substancia reside na inibicdo da atuagdo das enzimas topoisomerases Il (a e )
(DEZHENKOVA et al., 2008; NIELSEN et al.,1996).

As naftoquinonas atuam na inibicdo das topoisomerases, acao que pode estar
envolvida com o seu mecanismo citotéxico e que provoca o desencadeamento da
apoptose celular (NEVES et al, 2013). Alguns exemplos de naftoquinonas que atuam

na inibicdo de topoisomerases sdo plumbagin, shikonin, naphthazarin, além do
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lapachol, uma naftoquinona natural e o seu derivado, a B-lapachona (YANG et al.,
2006).

Dentre as classes de produtos naturais, outro importante grupo que se destaca
€ o dos isoflavonoides, que apresenta grande diversidade estrutural e inclui diversas
substancias como: isoflavonas, isoflavanas, isoflavanonas, cumestanos,
pterocarpanos, dentre outras (BOLAND; DONNELLY; 1998; DEWICK, 2009). Os
isoflavonoides tém sido muito investigados devido as suas diversas atividades
bioldgicas, tais como protecdo contra doencas cardiovasculares, osteoporose, além
da atividade antitumoral. Recentemente, também foi demonstrado seu efeito anti-
proliferativo em células de cancer de mama (CHOI; KIM, 2013) e em cancer de
prostata (ADJAKLY et al., 2013). Além disso, a atividade desses compostos foi
associada a inibicdo das enzimas DNA topoisomerases (MIZUSHINA et al., 2013;
SUDAN; RUPASINGHE, 2014).

Dentre o grupo dos isoflavonoides, os pterocarpanos representam a segunda
maior classe de substancias presentes em produtos naturais e sdo citotoxicos em
diversas células tumorais, tais como, células de cancer de mama (NGUYEN et al.,
2009; MILITAO et al., 2014), leucemias (NETTO et al., 2009), cancer de pancreas
(AWALE et al., 2008), de célon (LI et al., 2008a), de carcinoma cervical humano (LI et
al., 2008b), além de inibir a angiogénese (LEE, 2013).

Outro grupo de grande importancia na quimica medicinal € formado pelos
compostos sulfonamidas, cujas estruturas apresentam varias atividades bioldgicas,
como atividades anti-inflamatorias e antitumorais (BANO et al., 2011; SHAH; RIVERA;
ASHFAQ, 2013). A atividade antitumoral das sulfonamidas ocorre devido a interagéo
destas com diversos alvos moleculares, como as enzimas piruvato-quinase (CHEN et
al., 2014), COX-2 (SUPURAN et al., 2004), anidrase carbdnica (BOZDAG et al., 2014),
quinases dependentes de ciclina, CDKs (BYTH et al., 2009) e topoisomerases
(GUIANVARC'H, 2004).

Com o objetivo de reunir a atividade de diversos compostos desses grupos
ativos a fim de gerar estruturas com efeitos potencializados, foram sintetizadas novas
moléculas de pterocarpanos e pterocarpanquinonas (denominadas LQBs). Essas
moléculas foram sintetizadas no Laboratorio de Quimica Bio-orgéanica, do Instituto de
Pesquisas de Produtos Naturais (IPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), sob a coordenacgéo do Prof. Paulo R. R. Costa em colabora¢cdo com a Dra.
Camila D. Buarque do Departamento de Quimica da Pontificia Universidade Catolica
do Rio de Janeiro (PUC-RIi0). Essas moléculas surgiram inicialmente mediante a
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hibridizacdo molecular de um pterocarpano com o lapachol, uma naftoquinona com
atividade antineoplasica, formando a pterocarpanquinona LQB-118 (SALUSTIANO et
al., 2010). Esse primeiro composto vem sendo bastante estudado pelo nosso grupo e
por grupos colaboradores, tanto em estudos in vitro (mecanismo de acéo,
bioselectividade, efeito antiproliferativo em diferentes linhagens celulares, incluindo
células com fenétipo MDR) (MAIA et al., 2011; REIS et al., 2013; NESTAL DE MORAIS
et al., 2014) quanto in vivo (acdo leishmanicida, antitumoral e estudos toxicologicos
em camundongos) (revisado em BUARQUE et al., 2015). Em seguida, com o objetivo
de otimizar essa estrutura, outros compostos dessa série LQB foram sintetizados,
surgindo o LQB-192 (que mantém o grupamento quinona e tem a adi¢do do grupo
fenilsulfonamida) e carbo-analogos que perderam a estrutura quinona, mantendo o
grupo fenilsulfonamida ou N-benziloxicarbonil. Dentre esses compostos carbo-
analogos, o composto LQB-223 mostrou ser o mais ativo da série ja tendo sido
estudado em células de leucemia, inclusive com fenétipo MDR (BUARQUE et al.,
2014).

Além disso, esses compostos LQBs também apresentaram potencial inibicdo
da enzima topoisomerase | de plasmodium falciparum em estudos de modelagem
computacional e atividade antimalarica em camundongos (CORTOPASSI et al.,
2014).

As topoisomerases sdo alvos importantes na quimioterapia antitumoral, de
modo que em mais de 30 anos de seu uso na clinica, cerca de 50% dos protocolos de
tratamento atuais ainda empregam ao menos um medicamento direcionado a inibicéo
das topoisomerases (NITISS, 2009a). No entanto, devido aos efeitos cardiotoxicos e
do surgimento de neoplasias secundarias ao tratamento apds o uso de etoposideo e
poisons usados na clinica), ha grande expectativa quanto a delineacéo de estratégias
racionais usando substancias ativas sobre estas enzimas para o combate de
neoplasias. Principalmente com mecanismo de acéo diferente dos inibidores poisons,

além de seletivas sobre as diferentes isoformas das topoisomerases.
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2. JUSTIFICATIVA

O tratamento das leucemias agudas é feito com inibidores de topoisomerases
associados a outros quimioterapicos. Apesar de atualmente esta ser a melhor opcao
de tratamento para estes pacientes, a taxa de morte ainda é alta tanto em LMA quanto
em adolescentes e adultos com LLA. Nessas leucemias, a remissao completa muitas
vezes ndo é alcancada devido ao fenétipo MDR, uma das causas responsaveis pelo
surgimento de refratariedade ao tratamento com inibidores de topoisomerases. Neste
contexto, a fim de se obter avancos no tratamento destas doencas, torna-se
fundamental o entendimento dos mecanismos moleculares da resisténcia aos
inibidores de topoisomerases nas leucemias agudas, além do desenvolvimento de

novos compostos efetivos sobre as células com fenotipo de resisténcia.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Investigar o mecanismo MDR mediado por alteracbes nas enzimas DNA
topoisomerases, 0 mecanismo de acdo dos novos compostos modificados de
isoflavonoides (LQBs) e do triterpeno natural &cido pomolico como potenciais
inibidores das enzimas DNA topoisomerases e sua atividade antitumoral nas

linhagens celulares de leucemias agudas parentais ou resistentes ao etoposideo.

3.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar a atividade biolégica antitumoral dos novos compostos nas linhagens de

leucemias agudas;

¢ Investigar o mecanismo de acdo dos novos compostos via inibicdo das enzimas

DNA topoisomerases | e lla humana;

e Caracterizar o mecanismo de agao molecular dos compostos mais promissores,
avaliando o tipo de inibicao (intercalacdo no DNA, inibi¢cdo catalitica ou poison), a
afinidade de interagcdo e a preferéncia do sitio de ligacdo nas enzimas DNA

topoisomerases mediante ensaios bioquimicos e de biologia computacional;
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e Desenvolver e caracterizar duas linhagens celulares de leucemias agudas (LMA
e LLA) resistentes ao etoposideo (VP-16) quanto ao perfil morfologico,
citogenético, de resisténcia a diferentes quimioterapicos, de expressao e atividade
das proteinas transportadoras de efluxo Pgp e BCRP, de expresséo proteica das
DNA topoisomerases, de proteinas da familia Akt e de miRNAs relacionados a

hTopo lla em comparacdo com as linhagens parentais;

e Avaliar o efeito antineoplasico dos novos compostos na proliferacdo celular, na
citotoxicidade, na alteragao do perfil do ciclo celular e na indugc&o de morte celular
das linhagens de leucemias agudas resistentes ao VP-16 comparadas as

linhagens parentais;

¢ Investigar a modulacao da proteina Akt apds o tratamento com o composto LQB-

118 nas linhagens de leucemias agudas (parentais e resistentes ao VP-16).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cultura celular

As linhagens de leucemias agudas utilizadas neste trabalho foram — CCRF-
CEM (ATCC® CCL-119™), derivada da LLA, e as derivadas da LMA —HL60 (linhagem
celular de leucemia promielocitica, ATCC® CCL240™, subtipo FAB M2/M3), U937
(ATCC® CRL-1593.2™, subtipo FAB M4/M5) e Kasumi-1 (ATCC® CRL-2724™,
subtipo FAB M2). A partir dessas linhagens parentais foram desenvolvidas linhagens
resistentes ao etoposideo (VP-16), inibidor classico de topoisomerase lla, mediante a
exposicao continua a concentracdes crescentes deste farmaco. As linhagens CCRF-
CEM e U937 foram submetidas inicialmente a concentragédo de 0,001 uM de VP-16 e
apos 21 meses de aumento gradual da exposicdo a este farmaco, as linhagens
tornaram-se resistentes a concentragdo de 1 uM de VP-16. As linhagens resistentes
ao VP-16 foram denominadas CEM-R (LLA) e U937-R (LMA). Todas as linhagens
foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma, St.Louis, MO, USA) suplementado com
glutamina (2 mM) e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado por 1 h a 56 °C (Defined,
HyCloneTM) com excecdo da linhagem Kasumi-1 que foi cultivada em meio
DMEM/F12(Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 — GIBCO®,
Invitrogen, Carlsbad, California, USA) com 20% SFB. As linhagens foram mantidas

em estufa de atmosfera umida contendo 5% de CO2 a 37 °C.As linhagens resistentes
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CEM-R e U937-R foram mantidas com 1 uM de VP-16 adicionado ao meio de cultura,

concentracdo maxima atingida durante a inducao de resisténcia.

4.2 Anélise do perfil de STR das linhagens de leucemias agudas

A autenticidade das linhagens celulares foi confirmada através da metodologia
STR (Short Tandem Repeat) que se baseia na identificacdo de regides polimorficas
presentes no genoma da amostra através da amplificacdo por PCR (Reacdo em
Cadeia da Polimerase). Para tanto, foi adicionado PBS (solucéo salina tamponada
com fosfato) a 5x10° células das linhagens HL60, U937 e Kasumi-1 que foram, entdo,
submetidas a centrifugacdo a 500 g por 3 minutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet seco foi congelado e enviado ao Laboratorio
Sonda da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) para analise genotipica. A
genotipagem da linhagem CCRF-CEM foi realizada no Laboratério de Diagndsticos
por DNA (LDD) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Para tanto, foi
feita a extracdo de DNA de cerca de 5x10° células pelo método DNAzol (DNAZzol
Reagent®, Invitrogen). Ao todo, foram avaliados nove loci nas linhagens HL60 e U937,
e dezesseis loci nas linhagens Kasumi-1 e CCRF-CEM. O perfil STR destas linhagens
foi comparado com as informacdes depositadas no banco de dados da ATCC
(American Type Culture Collection). Foi possivel correlacionar as caracteristicas da
linhagem U937, HL60 e Kasumi-1 integralmente com o perfil descrito na ATCC. A
linhagem CCRF-CEM apresentou diferenca em um unico alelo do marcador CSF1PO,
no entanto, isso nao desqualifica a sua identidade que foi majoritariamente

correspondente ao perfil encontrado na ATCC (Figura 4.1).
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A)

B)
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Figura 4.1: Genotipagem das linhagens de leucemias agudas. Resultado do perfil STR da (A)
U937 (LMA); (B) CCRF-CEM (LLA); (C) HL60 (LMA); (D) Kasumi-1 (LMA). O laudo de STR
da CCRF-CEM foi emitido pelo Laboratério de Diagnosticos por DNA — UERJ e os demais
pelo Laboratério Sonda - UFRJ; ATCC: representa o perfil dos marcadores listados no banco

de dados da American Type Culture Collection; INCA ou LHOCM: perfil dos marcadores




4.3 Avaliacdo da presenca de micoplasma nas linhagens celulares

Todas as linhagens foram avaliadas periodicamente quanto a presenca de
micoplasma, a fim de garantir a qualidade das mesmas para realizacdo dos
experimentos. Para tanto, as células foram submetidas a centrifugacdo, a fim de
coletar o sobrenadante de cada cultura celular, seguido de extragdo do DNA de cada
linhagem, pelo método DNAzol. Em seguida, 100 ng do DNA extraido foram usados
para analise de deteccdo de micoplasma feita por PCR semiquantitativo como
previamente descrito (UPHOFF; DREXLER, 2014). Posteriormente, os produtos de
PCR foram avaliados em eletroforese de gel de agarose 1,5 %, com tampao TAE 1X
(0,04 M Tris-acetato; 0,001 M EDTA) e 0,5 pg/mL GelRed, possibilitando a
visualizacdo das bandas de DNA gue foram fotografadas sob iluminacao ultra-violeta
mostrando que as linhagens se encontravam livres de contaminag¢ao por micoplasma

ao longo de todo o periodo do estudo (Figura 4.2).

V

Figura 4.2: Analise eletroforética em gel de agorose 1% dos produtos de PCR do teste
de avaliacdo da presenca de micoplasma nas linhagens de leucemias agudas. A seta

indica a banda relativa & contaminag&o por micoplasma.
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4.4 Analise citogenética das linhagens de leucemias agudas

Afim de acompanhar as alteracbes cromossémicas referentes ao
desenvolvimento das linhagens resistentes foi feita a avaliacdo do cariétipo das
linhagens U937, U937-R, CCRF-CEM e CEM-R em colabora¢do com o Laboratério
de Citogenética, Centro de Medula Ossea - INCA. Para essa analise, foi utilizada a
técnica previamente descrita por Testa e colaboradores em 1985 (TESTA et al., 1985).
Para tanto, foi adicionado 0,05 pg/mg de colchicina a cultura de células com 1 x 107
células/mL, seguido de incubacédo na estufa por 1 h, em uma atmosfera contendo 5%
de CO2 a 37 °C. Para a preparacao das laminas utilizou-se a metodologia descrita por
Hungerford em 1965 (HUNGERFORD, 1965) e os cromossomos foram avaliados pela
técnica de bandeamento GTG (SEABRIGHT, 1971). A identificacdo e classificacédo
cromossOmica foi feita segundo o Sistema Internacional de Nomenclatura de
Citogenética Humana (ISCN), 2013 (SIMONS; SHAFFER; HASTINGS, 2013). Foram
analisadas em microscopio 6tico pelo menos 30 metafases por linhagem, das quais
foram adquiridas 5 a 10 imagens para a montagem dos cariétipos de cada linhagem,

através do Sistema de Cariotipagem Cytovision Applied Image.

4.5 Agentes citotdéxicos e compostos avaliados

Os novos compostos LQBs -118, -192, -223, -266, -268 e -326, (Figura 4.3)
foram sintetizados no Laboratorio de Quimica Bio-organica, do IPPN, UFRJ e no
Departamento de Quimica da PUC-Rio, como descrito previamente (NETTO, et al.,
2010; BUARQUE, et al., 2014).

O composto natural acido pomoalico (Figura 4.4) foi adquirido pela Biobiopha
Co., Ltda, Yunnan, P.R. China e cedido pelo Laboratério de Imunologia Celular, do
Instituto de Biofisica Carlos Chaves Filho (IBCCF), UFRJ.

Os compostos (sintético e natural), foram recebidos na forma liofilizada,
solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich St Louis, MO, USA) e
mantidos em estoque na concentracdo de 25 mM, a -20 °C. Para uso experimental,
0os compostos foram diluidos em meio de cultura RPMI-1640 (para 0s ensaios
celulares) ou em agua (para os ensaios bioquimicos de inibicdo enzimatica das DNA
topoisomerases), imediatamente antes do uso. O DMSO foi usado como controle do
veiculo em todos os experimentos, na concentragdo maxima contida na diluicdo dos

compostos avaliados.
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Figura 4.3: Estrutura geral dos novos compostos LQBs, estruturalmente relacionados ao
lapachol, uma naftoquinona natural extraida da planta Tabebuia spp. (Bignoniaceae),

popularmente conhecida como "ipé".

Chrysobalanus icaco HC cH, Acido Pomélico

Figura 4.4: Estrutura do composto acido pomolico, um triterpeno natural isolado da planta

Chrysobalanus icaco.

4.6 Ensaio de viabilidade celular

A andlise da viabilidade celular foi realizada pelo ensaio colorimétrico MTT
(brometo de 3-(4,5-dimetilazolil-2)-2,5-difeniltetrazolium, da GE Healthcare, USA) com
a finalidade de avaliar o efeito citotdéxico da exposicdo das quatro linhagens de
leucemias agudas a diversas concentracdes de diferentes moléculas. Nesse ensaio,
a viabilidade celular é avaliada de acordo com a atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial, uma vez que estas enzimas sao capazes de reduzir o sal de tetrazélio
MTT de coloracdo amarela, ao produto formazana nas células viaveis e
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metabolicamente ativas (MOSMANN, 1983). A formazana constitui cristais que ao
serem solubilizados em DMSO exibem uma coloracéo violeta a solucdo. Esta pode
ser quantificada por espectrofotometria. Para o ensaio foram adicionadas 2 x 10*
células das linhagens de LMA e 8 x 10* células das linhagens de LLA em cada poco,
em uma placa para cultura de células de 96 pocos. Em seguida, a cada célula foi
adicionado um dos seguintes compostos, avaliados em diferentes concentra¢des por
diluicdo seriada: daunorrubicina, idarrubicina ou doxorrubicina: 0,013 — 15 pM, VP-16
(0,05 uM — 12,8 uM), LQB-118 ou LQB-223 (0,78 uM — 100 puM) e AP (0,62 uM — 30
puM). O DMSO foi adicionado na mesma concentracdo presente na condicdo com a
menor diluicAo de cada composto avaliado, simulando a concentracdo méxima de
DMSO utilizada como veiculo no experimento. Também foi utilizado como controle
negativo, somente células e meio de cultura, sem nenhum composto, para avaliar a
condicdo de viabilidade das células sem tratamento. O volume final foi de 200 uL por
poco. Cada condicdo no experimento foi feita em quatro replicatas e em seguida as
placas foram mantidas em estufa a 37 °C contendo 5% CO: pelo periodo de 24, 48 e
72 h. Posteriormente, faltando trés horas para finalizar o periodo de incubacgéo
estabelecido, foi adicionado a cada poco 20 pL de MTT (10 ug /mlem PBS pH 7,4) e
as placas retornaram para a estufa, abrigadas da luz, pelas trés horas restantes. Ap6s
a finalizacdo do tempo de incubacao, as placas foram centrifugadas por 5 minutos a
500 g sob temperatura ambiente e vertidas rapidamente, a fim de retirar o volume do
sobrenadante. Os cristais de formazana foram entdo solubilizados com adicdo de 150
puL de DMSO. Por fim, as placas de 96 pocos foram analisadas em espectrofotdmetro
(EZ Read 400, Biochrom) e as densidades o6ticas foram mensuradas no comprimento
de onda de 570nm. A porcentagem de células viaveis foi calculada pela seguinte
equacdao: [(Absorbéancia das células tratadas / Absorbancia das células néo tratadas)
x 100]. Os resultados finais foram obtidos atraves da média de trés experimentos
independentes.

Ao final dos experimentos de viabilidade celular, as concentragbes dos
compostos escolhidos para os ensaios de morte celular e analise do perfil do ciclo
celular foram geradas através do calculo dos valores de IC50, feitos por regressao

nao linear logistica.
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4.7 Avaliacao da proliferacéo celular através de excluséo por azul de tripan

Além do ensaio de viabilidade celular por MTT também foi realizada a
metodologia de exclusdo por Azul de Tripan a fim de comparar a densidade e
proliferacdo celular das linhagens leucémicas parentais e resistentes ao VP-16
submetidas ao tratamento com este farmaco.

As células U937-R e CEM-R mantidas com VP-16 (0,1 — 2 uM) durante o
desenvolvimento da resisténcia foram avaliadas quanto a taxa proliferativa durante
24, 48 e 72 h. Para tanto, foi adicionado azul de tripan (4mg/mL) as células que foram
contadas em microscoépio 6tico utilizando uma camara de Neubauer. As células azuis,
que perderam a integridade da membrana plastica, permitindo a entrada do corante,
caracterizam as ceélulas mortas. As células ndo coradas foram consideradas células
viaveis. A porcentagem de células vivas foi calculada em relacdo ao controle, o qual
foi considerado 100%. E a quantidade de células mortas foi calculada em relacdo ao
total de células (vivas e mortas) presentes em cada condicao.

4.8 Extracdo de RNA, miRNA e sintese de cDNA

O RNA total das linhagens de leucemias agudas parentais ou resistentes foi
extraido utilizando o método por Trizol™ (Invitrogen). Para tanto foi adicionado PBS a
uma suspensdo de 5 x 108 células/mL, seguido de centrifugacédo por 5 min a 500 g e
adicao de 1 mL de Trizol ao pellet. As amostras foram, entdo, armazenadas em freezer
a—80 °C até seu processamento, quando foram incubadas previamente por 5 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado a essas amostras 200 pL de
cloroférmio para cada mililitro de Trizol, seguido por agitagéo vigorosa do eppendorf
por alguns segundos e incubacdo do mesmo por 3 minutos a 30°C. A amostra foi,
entdo, centrifugada a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C e ap0s essa etapa a fase aquosa
contendo o RNA (sobrenadante) foi cuidadosamente retirada para evitar
contaminagao com DNA, e transferida para outro tubo. O RNA foi, entdo, precipitado
pela adi¢ao de 500 pL de isopropanol, seguido de incubacédo por 10 minutos a 30 °C
e nova centrifugacédo a 12.000 g por 10 minutos a 4 °C. Em seguida foi adicionado 1
mL de etanol 75% ao pellet e a amostra foi, entdo, misturada sob forte agitacdo no
vortex, seguido de centrifugacéo a 7.500 g por 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi seco em estufa a 37 °C por aproximadamente 10 minutos,

até que o pellet estivesse quase totalmente seco. Por fim, o RNA foi dissolvido em 30
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puL dgua milli-Q autoclavada, desnaturado a 60 °C por 10 minutos e armazenado no
freezer a —80 °C. Previamente a sua utilizagdo o RNA foi quantificado por
espectrofotometria no NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.) observando-
se a razéo das absorvancias obtidas nas densidades 6pticas a 260 e 280 nm, sendo
esperado valores proximos a 2 para um RNA com boa qualidade e uma razao 260/230
inferior a 1 para um RNA puro, livre de contaminantes como fenol (CHOMCZYNSKI,
SACCHI, 1987).

Em seguida foi realizada a sintese do DNA complementar (cDNA) especifico
para cada alvo mediante a utilizacdo do Kit TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems®) com primers especificos para as sequéncias dos
mMiRNAs avaliados e a partir de 100 ng de RNA. A reacéao foi feita de acordo com as
recomendacdes do fabricante, utilizando o termociclador (Peltier Thermal Cycler
(PTC-100) BioRad) com as seguintes condi¢cdes: 30 minutos a 16°C, seguido de 30
minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C e 4°C «. Ao término da reagao, a amostra foi

armazenada a -20°C.

4.9 Avaliacdo da expressao de microRNAs

A analise da expressdo dos microRNAs foi realizada por PCR em tempo real
(Real Time Polymerase Chain Reaction) pelo método TagMan descrito em 1991
(HOLLAND et al., 1991). As sondas utilizadas foram hsa-miR-23a, hsa-miR-143, hsa-
miR-485-3pe RNUG6b (enddgeno utilizado como controle da expressdo basal)
(TagMan® MicroRNA Assay). As sondas adquiridas apresentam fluorocromo reporter
6-FAM (6-carboxilfluoresceina) ligado a sua porcao 5' e um quencher néo fluorescente
na sua porcéo 3' para deteccéo da sequéncia de interesse (concentracao final de 250
nM). Além das sondas, para a reacdo de PCR também € adicionado a solucdo Master
Mix (TagMan 2x Universal PCR Master Mix), a enzima DNA polimerase (Applied
Biosystems) e o cDNA previamente sintetizado.

Durante a reacdo de PCR, a sonda TagMan (marcada com 6-FAM) se liga de
forma especifica a sequéncia complementar e é entdo clivada pela atividade 5'
nuclease da DNA polimerase que s6 atua nas sondas ja hibridizadas com o alvo. A
clivagem separa o fluorocromo reporter do quencher, resultando em aumento da
fluorescéncia emitida pelo reporter, uma vez que antes de ser clivada, o fluorocromo

reporter e o guencher encontram-se préximos um ao outro, levando a supresséo da
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fluorescéncia primaria. Logo, o aumento do sinal de fluorescéncia ocorre apenas apos
a hibridizacdo da sonda a sequéncia alvo no cDNA, seguido de sua clivagem. Dessa
forma, ndo hé deteccao de ligagdes inespecifica (BUSTIN, 2002).

A reacéo foi otimizada, contendo volume final de 10 uL por po¢o, incluindo 0,5
ML de sonda (20X TagMan Gene Expression Assay, Applied Biosystems), 5 uL de
Master Mix (2X TagMan Universal Mix), 2 uL de cDNA. Apés a mistura homogénea
dos reagentes, estes foram distribuidos em placa de 45 pogos, em seguida esta foi
vedada com adesivo proprio (Applied Biosystems) e submetida ao termociclador
StepOne™ Real-Time PCR System, (Applied Biosystems) para inicio da reacdo (10
minutos a 95 °C, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto).
Ao término dos ciclos, os valores de CT (Cycle Threshold) foram exportados para uma
planilha do Excel e analisados pelo método 224C;, Esses valores de CT indicam o
namero fracionario de ciclos nos quais a quantidade de alvo amplificado ultrapassa
um limiar fixado (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A andlise da expresséo relativa dos
microRNAs avaliados foi, entdo, realizada através da comparacdo dos valores

encontrados na linhagem resistente versus a linhagem parental.

4.10 Extracéo e eletroforese de proteinas

Para a analise da expressao proteica, inicialmente foi realizada a lise celular
através da ruptura da membrana plasmatica por choque térmico e agitacdo vigorosa
em vortex. Para esse procedimento cada amostra teve seu conteudo proteico extraido
com a utilizacdo de 30 - 60 uL de tampao Cell Extraction Buffer (Invitrogen), com
adicdo de inibidores de fosfatase e protease (1:1), para cada pellet de células,
conforme as instrucdes do fabricante. Em seguida, as amostras foram submetidas a
centrifugacdo e o sobrenadante contendo as proteinas foi armazenado a -20°C.
Posteriormente, as proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry utilizando o
kit de dosagem de proteinas DC™ (detergent compatible) Protein Assay (Bio-Rad
Laboratories, Inc). Apos a quantificacdo proteica, foi adicionado 15 pyL de tampéo de
amostra (0,06 M de Tris-HCI, pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10%, 0,025% de azul de
bromofenol e 200 mM de -mercaptoetanol) a 25 - 50 ug de proteina de cada amostra.
Essa solucéo foi homogeneizada e aquecida por 5 minutos a 95 °C, a fim de romper
as pontes dissulfeto e desnaturar as proteinas, desfazendo a estrutura tridimensional
delas. Em seguida essas amostras foram submetidas a eletroforese unidimensional

segundo protocolo de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Poliacrylamide Gel
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Electrophoresis) descrito por Laemmli (LAEMMLI, 1970). Para a resolucdo de
proteinas de diferentes pesos moleculares, foram utilizados géis de poliacrilamida
variando de 8 — 15% (gel de resolucéo; resolving gel), cuja trama apresenta poros
maiores (menor porcentagem de acrilamida) ou menores (maior porcentagem de
acrilamida) o que possibilita a separacdo das proteinas de acordo com 0 seu peso
molecular. Apos a polimerizacdo do gel de resolugcédo foi adicionado o gel de
empilhamento (stacking gel) e em seguida foi colocado um pente para formacéo dos
pocos para aplicacdo das amostras neste gel. Apos a completa polimerizacao
(aproximadamente 30 minutos), as amostras foram aplicadas no gel e submetidas a
migracao eletroforética a 100 V constantes por 1:30h.em um tampéao contendo 0,025
M de Tris, 0,0192 M de glicina, SDS 0,1% (p/v), pH 8,3. O padrao de peso molecular
utilizado para referéncia do tamanho das proteinas foi o Rainbow (Amersham

Biosystems / GE Healthcare).

4.11 Avaliacdo da expressao proteicapor Western Blot

Apos eletroforese, as bandas proteicas foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose Hybond™ECL, (Amersham Biosciences) utilizando-se tampéo
contendo Tris 25 mM, Glicina 193 mM e 20 % de metanol em uma cuba de
transferéncia imida a 100 V por 3 h. ApGs a transferéncia, as membranas foram
coradas com Vermelho de Ponceau (Ponceau S 50mg, Acido Acético glacial 5%, agua
Milli-Q g.s.p. 50 mL), para verificar se a transferéncia foi eficiente.

Apos lavagem com TBST (tampédo TBS + Tween 20) a membrana foi incubada
por 1 h com uma solucdo contendo TBST e 5% de leite em p6 desnatado a
temperatura ambiente sob agitacdo leve e depois lavada em tampdo TBST por 1
minuto. Em seguida, as membranas foram incubadas com os anticorpos: AKT (1:1000,
Cell Signaling), AKT-1 (1:1000, Cell Signaling), AKT-2 (1:1000, Cell Signaling), Topo |
(2:500, Sigma-Aldrich), Topo lla (1:500, Invitrogen), Topo lIB (1:500, Invitrogen),
HSC70 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology), e B-actina (1:3000, Sigma-Aldrich),
diluidos em TBST leite 5% overnight a 4°C. Apds incubagdo com 0s anticorpos
primarios, as membranas foram lavadas trés vezes por 5 minutos cada, em TBST sob
agitacao leve em temperatura ambiente e incubada com o0s respectivos anticorpos
secundarios diluidos em TBST 5% de leite por 1 h a temperatura ambiente, sob
agitacdo suave, e seguida por trés lavagens de 10 minutos cada em TBST. Os

complexos proteina-anticorpo foram visualizados utilizando o kit ECL Prime Detection
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System (Amershan Biosciences), de acordo com as especificacées do fabricante. As
membranas foram entdo escaneadas utilizando C-Digit™ Blot Scanner e as imagens

foram geradas utilizando Image Studio Lite software (Li-cor Biosciences).

4.12 Deteccdao do perfil de expresséo das proteinas transportadoras de efluxo

Para deteccdo da proteina transportadora de efluxo Pgp 5 x 10° células foram
submetidas a incubacao por 15 minutos com solucdo de bloqueio contendo 2% de
SFB seguida por centrifugagao durante 5 minutos a 500 g. O pellet celular foi, entéo,
incubado com 2,5 pL de anticorpo anti-Pgp (clone UIC2) por 30 minutos. Em seguida,
foi adicionado solucdo PBS contendo 2% de albumina do soro bovino (BSA) as células
gue foram centrifugadas em seguida, com repeticdo desse processo por duas vezes
antes de finalizar o protocolo com a fixacdo das células com 500 pL de formaldeido
1%. Por fim, a aquisi¢do das células foi feita utilizando o citdmetro de fluxo Cyan ADP
(Dako Colorado, Inc., Fort Collins, USA) e a andlise foi feita pelo programa Summit
v4.3 (Dako, USA). Para a deteccdo da expressdo da Pgp, foi feito o calculo da razéo
entre a média de intensidade de fluorescéncia (RIF) da amostra imunomarcada sobre
RIF da amostra controle, sem imunomarcagdo com anticorpo, a fim de excluir da
andlise a autofluorescéncia da célula (HUET et al., 1998). Valores de RIF iguais ou
superiores a 1,1 foram considerados positivos para a expressao das proteinas MDR
(SILVA et al., 2003).

4.13 Avaliacao da atividade das proteinas transportadoras de efluxo

A atividade das proteinas transportadoras de efluxo Pgp e BCRP foi avaliada por
citometria de fluxo através do ensaio de extrusdo celular dos corantes fluorescentes
Rodamina-123 (Rho-123; Sigma, St. Louis, USA) para Pgp e Pheophorbide A (PhA;
Fisher Scientific, USA) para BCRP, conforme protocolo descrito previamente em um
trabalho do nosso grupo (VASCONCELOS et al., 2013).

Brevemente, para estes ensaios 5x10° células das linhagens de leucemias
agudas foram expostas por 45 minutos a 37°C aos corantes fluorescentes (Rho-123
ou PhA) na presenca ou auséncia (controle negativo) de agentes moduladores (BECK
etal., 1996; LEBEDEVA; PANDE; PATTON, 2011). Foram usados como moduladores

das proteinas transportadoras de efluxo a ciclosporina A (CSA; Novartis, Suica) que

71



modula diferente proteinas transportadoras, tais como: Pgp, MRP-1 e BCRP (QADIR
et al., 2005), o verapamil (VRP), um blogqueador de canais de calcio que se liga a Pgp,
inibindo competitivamente a ligacdo de farmacos citotdéxicos a essa molécula
(CORNWELL; PASTAN; GOTTESMAN, 1987) e o Fumitremorgin C (FTC; Sigma, St.
Louis, USA), um produto natural - uma toxina fungica, que inibe especificamente
ABCG2/BCRP (RABINDRAN et al., 2000). Ao término do periodo de incubacéao foi
adicionado PBS as células que foram em seguida submetidas a centrifugacéo por 5
minutos a 500 g. Ao pellet foi adicionado meio de cultura contendo (ou ndo) CSA, VRP
ou FTC. As células foram, entdo, novamente incubadas a 37°C por 45 minutos e em
seguida foram analisadas no citdmetro de fluxo.

O padréao de autofluorescéncia celular foi definido com utilizag&o das células sem
os corantes fluorescentes e sem 0os moduladores. Os resultados da avaliacdo de Pgp
funcional foram expressos como a razdo das médias de intensidade de fluorescéncia
das células com o corante fluorescente Rho-123 e adicdo dos agentes moduladores
CSA ou VRP sobre RIF das células somente com Rho-123. A detec¢do de BCRP
funcional foi feita de maneira semelhante, mediante o calculo da razéo de RIF das
células com PhA e adicdo de FTC sobre RIF das células somente com PhA. Dessa
forma, o aumento da fluorescéncia emitida pelos fluorocromos Rho-123 ou PhA
mantidos no interior da célula devido a inibicdo das bombas de efluxo pelos
moduladores VRP, CSA ou FTC leva a um deslocamento do pico de fluorescéncia
para a direita no grafico e um aumento dos valores de RIF quando comparados com
os valores gerados s6 com os fluorocromos, na auséncia dos moduladores.

Assim como no ensaio para avaliacdo da expressdo de Pgp, valores de RIF
iguais ou superiores a 1,1 também foram considerados positivos neste ensaio para

deteccao das proteinas MDR funcionais.

4.14 Analise do ciclo celular e fragmentacdo do DNA

A avaliacdo do perfil do ciclo celular foi feita pela anélise do contetdo de DNA
por citometria de fluxo apés o tratamento das células com os compostos avaliados.
Paratanto, 1 x 108 células foram incubadas com diferentes concentragdes de AP (12,5
e 15 uM), LQB-118 e LQB-223 (ambos nas concentracdes de 1,5; 3 e 6 uM) por 48 h
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nas linhagens de LMA e 24 h nas linhagens de LLA. Ao término do periodo de
tratamento as células foram lavadas com PBS, submetidas a centrifugacdo por 5
minutos a 500 g e transferidas para os tubos especificos para analises no citbmetro
de fluxo. Em seguida, as células foram submetidas a uma nova etapa de lavagem com
PBS e centrifugacdo. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi incubado por 15
minutos, protegido da luz e a temperatura ambiente, com uma solugéo contendo 500
ML de ribonuclease A (RNAse) 100 ug/ml diluida em tampdo citrato 40 mM e 500 ul
de iodeto de propideo (PI) 50 ug/ml diluido em tampao citrato 4 mM e Triton X-100
0,3%. Posteriormente, foi feita a aquisicdo de 10.000 eventos por amostra no citbmetro
de fluxo (FACSCALIBUR, BD), no canal FL3 para avaliagcdo do conteudo de DNA. O
programa Summit v4.3 foi utilizado para analisar a distribuicdo das fases sub-G0/G1,
GO0/G1, S e G2/M ao longo do ciclo celular. A fragmentacdo do DNA induzida pelos
compostos LQB-118, LQB-223 e AP foi quantificada pela porcentagem de células na
fase sub-GO/G1.

4.15 Ensaio de morte celular

A taxa de morte celular foi avaliada pelo ensaio de marcagao com anexina V/PI
(Genzyme Diagnostics, Cambridge, MA, USA). A anexina V € uma proteina capaz de
se ligar a fosfatidilserina (FS), um fosfolipidio da membrana plasmatica (MP) que em
condigfes fisioldgicas é encontrado na face interna desta. No entanto, durante o
estimulo apoptético ha a inversao da FS para a face externa da MP (VERMES et al.,
1995). Como a anexina V nao € permeavel a membrana plasméatica das células
viaveis, a ligacdo da anexina V na FS s6 ocorre na face externa da MP e por isso essa
ligacdo € correlacionada ao fenbmeno de apoptose. Com a finalidade de avaliar o
efeito dos novos compostos na indugdo de morte celular utilizou-se a anexina V
conjugada com fluorescein isothiocyanate (FITC; Apoptosis Detection Kit — Genzime
Corportion, Cambridge, MA, USA) e a analise foi feita em citdbmetro de fluxo. Neste
ensaio, células com a MP integra, ou seja, sem rupturas, nao apresentam marcacao
pelo fluorocromo. Entretanto, nas células apoptéticas, cuja integridade de membrana
foi comprometida, a anexina V pode marcar tanto a FS expressa na face externa
(caracteristica de apoptose inicial), quanto aquela presente na face interna da MP
(caracteristica de apoptose tardia). Para separar estas populagcdes de células utilizou-
se o Pl a 50 pg/mL (Sigma), um marcador de acidos nucléicos. Desta forma, células

vivas ndo apresentam marcacdo para anexina V e PI; células em apoptose inicial
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apresentam marcacdo apenas para anexina V; células em apoptose tardia
apresentam marcacao tanto para anexina V quanto para Pl; e células em necrose
apresentam marcacdo somente para Pl (VERMES et al., 1995). Para este ensaio
2x108 células foram incubadas com diferentes concentracdes de AP (12,5; 15,0 e 20
uM), LOB-118 e LQB-223 (ambos nas concentracdes de 1,5, 3 e 6 uM) por 48 h nas
linhagens de LMA e 24 h nas linhagens de LLA. Apdés este periodo, as células foram
lavadas com PBS e submetidas a centrifugagéo por 5 minutos a 500 g, a temperatura
ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi incubado
por 15 minutos, na auséncia de luz e em temperatura ambiente, com uma solucéo
contendo 10 pL de tampéo de ligacdo 10X (Apoptosis Detection Kit), 0,5 yL de anexina
V-FITC e 79,5 uL de &gua deionizada. Posteriormente, adicionou-se 300 pL de tampéao
de ligagao 1X (Apoptosis Detection Kit) e imediatamente antes da leitura no citdmetro
de fluxo adicionou-se 10 uL de PI. Por fim, foi feita a aquisicdo de 10.000 eventos por
amostra e a leitura foi efetuada nos canais FL-1 (530 m) para a anexina V e FL-3 (para
o PI) e os dados foram avaliados pelo programa Summit v4.3.

4.16 Estudos de Inibicdo das enzimas hTopo | e hTopo lla

A avaliacdo da atividade dos compostos AP e LQBs foi realizada empregando-
se 0s ensaios de relaxamento do DNA pela enzima hTopo | ou hTopo lla. Para estes
ensaios foram obtidos na Sigma-Aldrich, Inc (St. Louis, MO) os seguintes materiais:
enzimas recombinantes (hTopo | e hTopo lia), DNAs plasmidiais superenovelados
(pBR322 e pRYG), proteinase K de Tritirachium album (que foi dissolvida em agua
livre de DNase), os controles positivos de inibicdo (camptotecinae etoposideo;
liofilizados) e 10% SDS. Os tampdes de amostra para eletroforese em gel de agarose
10X (0,25% de azul de bromofenol; 50% de glicerol), o tampéao de relaxamento da
Topo | (TGS 10X: 0,01 M Tris-HCI - pH 7,9; 0,001 M EDTA,; 0,15 M NacCl; 0,1% BSA,;
0,0001 M espermidina e 5% glicerol), o tampéao de relaxamento da Topo lla 10X (0,5
M Tris-HCI — pH 8; 1,5 M NaCl; 0,1 M MgClz; 0,005 M DTT; 300ug BSA/mL; 0,02 M
ATP) e o tampéo TAE 1X utilizados nos ensaios de eletroforese em gel de agarose
foram preparados no laboratorio previamente a realizacdo dos ensaios. Este ensaio €
baseado na transformacéo de um substrato de DNA plasmidial superenovelado em
uma populacdo de produtos relaxados pela atividade catalitica das enzimas
topoisomerases. Apesar de idénticos na sequéncia de nucleotideos e no peso

molecular, a natureza compacta do DNA superenovelado e seus topoisébmeros
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relaxados séo facilmente distinguidos atraves de eletroforese em gel de agarose. O
sistema de andlise se baseou na observacdo dos produtos da reacdo das enzimas
topoisomerases sobre plasmideos (DNA fita dupla circular e superenovelado), na
presenca ou ndo dos compostos sob avaliacdo, conforme descrito previamente
(NEVES et al., 2013). De acordo com o padrao de migracao e intensidade das bandas
resultantes no gel, foi possivel avaliar a atividade dos compostos testados (Esquema
4.1, gel sem BrEtd).

Para a triagem inicial, as substancias foram testadas na concentracao de 1 mM.
Essa concentracao foi escolhida com base na concentracao efetiva dos padrées CPT
e VP-16 recomendado pela TopoGen. Em seguida, 0s compostos que demostraram
atividade foram avaliados em concentragdes até dez vezes menores (0,1 mM) a fim
de verificar sua poténcia.

Para garantir que o DMSO ndao interferisse no experimento, diferentes
concentracOes desses solventes foram testadas, mostrando nenhuma interferéncia na
funcéo das enzimas em um intervalo de concentracdo de 0-10%.

A ordem de adicdo dos reagentes no ensaio foi: tampdo de relaxacéo,
composto testado, hTopo | ou hTopo lla e por fim, DNA plasmidial. Os compostos
foram incubados com 200 ng do DNA plasmidial superenovelado (pBR322 para o
ensaio com hTopo | e pRYG para o ensaio com hTopo lla), com as enzimas hTopo |
ou hTopo lla humana (quantidade suficiente para relaxar completamente o substrato,
usualmente 0,2 — 2 unidades) e tampao de relaxamento TGS 1X (volume final de
20pL) por 30 minutos a 37 °C. A CPT e o VP-16 foram usados como controles positivos
da inibicdo das enzimas hTopo | e hTopo lla, respectivamente. As reagdes foram
terminadas pela adicdo de SDS, numa concentracao final de 1%, seguida pela adicédo
de proteinase K (concentracao final de 50 pg/ml) e incubacgéo a 37 °C por 30 minutos.
O SDS facilita a captura do complexo de clivagem, enquanto que a protease digere
as proteinas ligadas ao DNA. Em seguida, foi adicionado 2L de tampao de amostra
para eletroforese em gel de agarose 10X seguido pela extracdo do DNA com 24:1
cloroférmio: alcool isoamilico (CIA). As amostras foram imediatamente submetidas ao
vortex, centrifugadas e a fase aquosa azul, contendo o DNA, foi submetida a
eletroforese em gel de agarose 1% sem adicdo de brometo de etidio (Br.Etd). A
auséncia do agente intercalador Br.Etd facilita a verificacdo da atividade das enzimas
topoisomerases, sendo possivel a observacao dos topoisémeros relaxados, ja que 0s
isdmeros de DNA relaxados migram mais vagarosamente do que a forma de DNA

superenovelada, além da separacdo do plasmideo superenovelado do plasmideo
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completamente relaxado. Por fim, o produto da reacéo foi resolvido em gel de agarose
1% mediante a migragcdo eletroforética por cerca de 16 h a 30V em temperatura
ambiente (cerca de 25 °C), em tampdo TAE. Os géis foram fotografados sob
iluminacéo ultra-violeta apés serem corados com Br.Etd (0,5ug/mL) por 30 minutos.
A poténcia de inibicdo dos compostos sobre as topoisomerases foi obtida
através da comparacdo da intensidade das bandas de DNA superenovelado e

relaxado entre as amostras e os controles (NEVES et al., 2013).
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Esquema 4.1: Protocolo experimental usado na identificagdo de inibidores de
topoisomerases. Adaptado de: SOE; HARTUNG; GROSSE, 2006.
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4.17 Caracterizacdo do mecanismo molecular de inibicdo das topoisomerases

4.17.1 Avaliacao do potencial de intercalacdo dos compostos

Compostos que provocam a abertura do DNA alteram suas propriedades
topolégicas e, consequentemente a distribuicdo gaussiana dos topoisémeros, é
afetada. Essa pode ser observada ao final do experimento e avaliada através de
eletroforese em géis de agarose.

Para determinar se um composto particular induz a abertura do DNA,
caracteristica de intercaladores de DNA, foi seguida a metodologia usada por WEBB
& EBELER, 2003. Neste ensaio foi adicionado ao plasmideo relaxado (preparado
como descrito na secao anterior) ou ao superenovelado (controle para a reacéo de
unwinding) os diferentes compostos testados ou os controles de inibicdo (CPT e VP-
16) e de intercalacdo do DNA (Br.Etd.), em um volume final de 20uL. As amostras
foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente (cerca de 25°C), em seguida
adicionou-se 2 — 6 unidades de topoisomerase (10x a quantidade usada no ensaio de
relaxamento do DNA) a reacéo que foi submetida a nova incubacdo de 30 minutos a
37 °C. A reacéao foi terminada através da adi¢cdo de SDS e proteinase K, seguida pela
extracdo do DNA com CIA, conforme detalhado na secéo anterior. As amostras foram,
entdo, analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% sem Br.Etd no gel (Esquema
4.2).
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Esquema 4.2: Protocolo experimental usado para diferenciar inibidores de topoisomerases
de intercaladores de DNA. Adaptado de: PALCHAUDHURI & HERGENROTHER, 2007.

4.17.2 Caracterizacdo do tipo de inibicdo — poison ou catalitica

O tipo de inibicdo dos compostos sobre as enzimas topoisomerases foi avaliado

através do ensaio de clivagem da fita dupla do DNA plasmidial.

O ensaio foi realizado como descrito na sesséo 4.16, no entanto, os produtos

de clivagem do DNA gerados pela acdo de inibidores do tipo poison sobre as

topoisomerases foram resolvidos através de eletroforese em gel de agarose 1%

contendo 0,5 pg/mL Br.Etd. A presenca do Br.Etd durante a corrida eletroforética leva

a uma mudanca topologica do DNA, possibilitando a visualizacdo dos produtos de

clivagem (DNA nicked, no caso da reagdo com hTopo | ou DNA linear, no caso da

reagdo com hTopo lla) separados das formas de DNA fechadas (circular relaxado e

circular superenovelado) que s&o gerados por inibidores do tipo poison que

aprisionam o complexo de clivagem formado pela enzima associada ao DNA.

Os geéis foram submetidos a migracéao eletroforética por cerca de 16h a 1V/cm,

em tampéao TAE 1X com adi¢do de 0,5 yg/mL de Br.Etd (Esquema 4.1, gel com BrEtd).
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4.18 Analises por biologia computacional da interacdo dos novos compostos

(LQBs e AP) com as enzimas hTopo | e hTopo lla

A avaliacdo computacional da interacdo do AP e dos LQBs com as
topoisomerases foi realizada em colaboracdo com o Grupo de Biofisica e Modelagem
Molecular, PROCC, FIOCRUZ, RJ.

A estrutura 3D da enzima hTopo lla completa, foi construida a partir de dois
mondmeros dessa enzima depositados no PDB utilizando-se os parametros padrées
do programa Modeller versdo 9.12. O primeiro mondémero corresponde ao dominio
ATPase da hTopo lla (codigo PDB 1ZXN, resolucdo de 2,51A) (WEI et al., 2005),
variando de Ser29 a Leu394, de acordo com a sequéncia dessa proteina depositada
sob o nimero P11388 do UniProt (Universal Protein Resource) (BATERMAN et al.,
2015). O segundo monémero corresponde a uma parte da estrutura da hTopo lla
ligada ao DNA (residuos Asn433 a GIn1190) (cédigo PDB 4FM9, resolucdo de 2,90
A) (WENDOREFF et al., 2012). O modelo gerado pelo programa Modeller com valores
minimos de DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) foi submetido a refinamento
automatico usando o servidor 3D refine (BHATTACHARYA; CHENG, 2013) para
otimizar os residuos das cadeias laterais.

Apés a construcao do modelo, foi realizada sua validagéo e a qualidade a fim
de determinar a sua utilidade. A qualidade estereoquimica foi avaliada através do
grafico de Ramachandran, produzido pelo servidor RAMPAGE (LOVELL et al., 2003).
A validacdo da estrutura tridimensional da proteina, buscando identificar possiveis
erros associados ao procedimento de modelagem, foi analisada através do gréafico
Errat obitido pelo servidor SAVES (the Structure Analysis and Verification Server)
(EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

4.18.1 Docking Molecular

A metodologia docking é utilizada para avaliar a conformacgéo e orientacéo de
um ligante no receptor alvo, possibilitando estimar a atividade de um ligante
(FERREIRA et al, 2015).

Os ensaios de docking molecular foram feitos no programa DOCKTHOR que
utiliza a estratégia de algoritmo genético como método de busca conformacional (DE
MAGALHAES et al., 2014).
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Os algoritmos genéticos foram criados levando-se em consideracédo a teoria
evolucionaria de Darwin. Nessa estratégia, cada busca da melhor conformacédo se
baseia na geracao de uma populacéo de individuos. Cada individuo equivale a uma
possivel solugcdo para o problema de docking, que é a conformacédo do ligante em
relacdo ao receptor alvo. Desta forma, cada conformacéo do ligante equivale a um
cromossomo. Esses sédo formados por genes que sao equivalentes aos graus de
liberdade translacional, orientacional e conformacional. Esses individuos sé&o
avaliados por duas energias, a energia de interacdo entre a proteina e o ligante
(complexo macromolecular), e a energia intramolecular do ligante (HEBERLE; DE
AZEVEDO, 2011). Posteriormente, é feito uma busca aleatéria pelo método
desenvolvido por SOLIS & WETS, 1981 a fim de minimizar a energia do melhor
individuo em cada geracdo.

A estrutura da enzima hTopo |1 complexada ao DNA e ao ligante etoposideo
(EVP) (codigo PDB 3QX3, resolucéo de 2,16A) (WU et al., 2011) foi utilizada como
referéncia para a configuracdo dos parametros a serem usados nos calculos de
redocking por apresentar as maiores identidades sequenciais com a enzima hTopo
lla. Nesse estudo o ligante € ancorado na conformacao da proteina com a qual ele foi
co-cristalizado.

Para os calculos com a enzima hTopo | foi utilizada a estrutura da enzima
complexada ao ligante poison topotecano (TTC) (cédigo PDB 1KA4T, resolugéo de 2,1
A) (STAKER et al., 2002).

Os calculos de redocking com EVP foram realizados com as estruturas 4FM9
e 3QX3 do PDB a fim de determinar os melhores parametros a serem utilizados nos
calculos de docking nas enzimas hTopo lla e hTopollB, respectivamente. Para a
enzima hTopo I, o redocking foi feito com TTC utilizando a estrutura 1ZXN do PDB.

Os calculos de docking foram executados em uma grade cubica de tamanho
de 15 A centrado no ligante EVP e 10 A centrado no ligante TTC. O fragmento de DNA
e o ion magnésio (Mg*?) foram incluidos como cofatores. O espacamento considerado
entre os pontos da grade foi de 0,25 A. O numero de avalia¢do, o tamanho da
populacdo, o nimero de execucdes e 0 espacamento da grade foram considerados
como padréao, a menos que especificado de outra forma.

Os célculos computacionais foram realizados utilizando-se trés abordagens
diferentes. Na primeira, as moléculas AP, LQB-118 e LQB223 foram ancoradas no
sitio de ligag&o dos inibidores poisons (TTC ou EVP) nas topoisomerases |, lla ou IIB.

Para a topoisomerase lla, a localizagéo do sitio de ligagédo foi feita com base na
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sobreposi¢cao de ambas as estruturas (Topo lla e Topo IIB), devido a semelhanga
estrutural entre estas duas isoformas e o fato da estrutura experimental disponivel de
Topo I apresentar o EVP ligado a ela e ao DNA (modelo 3QX3 do PDB). Esse
procedimento foi feito para verificar se os compostos AP, LQB-118 e LQB223 podem
se ligar no mesmo sitio de ligacdo que aos inibidores poisons. Na segunda
abordagem, os ligantes foram ancorados sem especificacdo de um local de ligacao
exato, mas considerando todas as cavidadesda proteina hTopo |, lla ou IIB (docking
cego). Esse procedimento foi realizado a fim de detectar locais de ligacao plausiveis
nas enzimas topoisomerases. Na terceira abordagem, os ligantes foram ancorados no
sitio de ligacdo da hTopo lla ao ATP (cédigo PDB1ZXM) (WEI et al., 2005).

Os ligantes AP, LQB-118 e LQB-223 foram construidos utilizando o software
Avogadro (HANWELL et al. 2012) e a otimizacéo da geometria dos compostos foi feita

com os parametros padrdes desse mesmo software.

4.19 Andlises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 5.0
utilizando o teste ANOVA, seguido pelo pos-teste Bonferroni. Os valores de p foram
calculados em um intervalo de confianca de 95% e os valores menores do que 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Quanto menor o valor de p, maior
0 numero de asteristicos e maior o poder estatistico, sendo representado da seguinte
forma nos gréficos: p < 0,05: *; p< 0,01: **; p< 0,001: ***,
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreensdo e discussdo dos resultados, esta secao foi
separada em trés partes independentes. Estas séo referentes aos resultados obtidos:
(D na avaliacdo biologica (atividade antitumoral) bioquimica e por biologia
computacional da inibicAo das topoisomerases pelos novos compostos; (II) no
desenvolvimento de linhagens resistentes ao etoposideo e (lll) na avaliagdo
antineopléasica (incluindo anti-MDR) dos novos compostos sobre as linhagens

resistentes.

Parte |: Analise da atividade antitumoral dos novos compostos e avaliacdo
bioquimica e por biologia computacional da interagcdo desses com as enzimas

hTopo | e hTopo lla.

5.1 Atividade bioldgica antitumoral dos novos compostos

5.1.1 Avaliacdo da viabilidade celular

O efeito citotoxico do AP em células mononucleares de sangue periférico
(PBMC, peripheral blood mononuclear cells) de individuos saudaveis foi previamente
avaliado pelo nosso grupo e ndo foram encontradas diferengas significativas entre o
indice apoptético de PBMC do controle e das células PBMC tratadas com AP até 105,5
MM (50 pg / mL) (VASCONCELOS et al., 2007). Nosso grupo também demonstrou
gue o LQB-118 ndo causa toxicidade nas células da medula 6ssea de camundongos
C57B1 (NESTAL DE MORAIS et al., 2014) e nédo é toxico para as células PBMC (ICso
> 20 UM, concentracdo necessaria para inibir o crescimento celular em 50%) (NETTO,
et al., 2010). Também demonstramos que LQB-223 n&o € téxico em linfécitos murinos
(BUARQUE et al., 2014) e nem para as células PBMC humana (ICso > 30 uM)
(MENDES et al., 2017 (submetido)).

O efeito do AP na LMA foi avaliado mediante a analise por MTT da viabilidade
celular das linhagens celulares HL60, Kasumi-1 e U937 tratadas com AP em diferentes
concentracgdes (0,62 — 20 pyM) durante o periodo de 24, 48 e 72 h. Como pode ser
observado na Figura 5.1, os tratamentos resultaram em reducfes estatisticamente
significativas da viabilidade celular de uma maneira dose-dependente. AP diminuiu a
viabilidade celular a partir de 10 pyM nas linhagens HL60 e U937 apds 24 h

(aproximadamente 40% e 50%, respectivamente). Kasumi-1 foi a linhagem celular
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mais resistente ao tratamento com AP, ja que a viabilidade celular desta linhagem sé
diminuiu apods a incubagéo com 20 uM de AP apos 24 h (aproximadamente 65% de
reducao).

A linhagem Kasumi-1 apresenta o oncogene AML1-ETO e mutac¢des no gene c-
kit que podem explicar a maior resisténcia apresentada por esta linhagem (LARIZZA,
MAGNANI; BEGHINI, 2005). Embora a translocacdo cromossomica t(8; 21) esteja
relacionada a um progndstico favoravel e cerca de 90% dos pacientes atingem
inicialmente a taxa de resposta completa, cerca de 50% dos pacientes de LMA
portadores dessa translocacdo ativam constitutivamente mutacées nos dominios de
KIT-quinase que estdo associados a maiores taxas de recaida, um perfil mais
resistente aos quimioterapicos e uma menor sobrevida global (LARIZZA; MAGNANI;
BEGHINI, 2005).

Esses resultados demonstram que o tratamento com AP pode inibir de forma

eficaz a viabilidade celular de linhagens de LMA com diferentes fenotipos.
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Figura 5.1: Efeito citotoxico do acido pomalico (AP) na viabilidade celular das linhagens de leucemia mieloide aguda (LMA) HL60, U937 e Kasumi-1
apos exposicao ao composto em diferentes concentragdes por 24, 48 e 72 h. Os gréficos demonstram as médias e os desvios padrdo de no minimo
trés experimentos independentes. (*** P-valor <0,001).



O efeito citotoxico do AP na LLA, inclusive em células da linhagem celular CCRF-
CEM, assim como o efeito citotoxico dos LQBs nas leucemias agudas, ja foi avaliado
previamente (KUETE et al., 2015; BUARQUE et al., 2014; NESTAL DE MORAIS et
al., 2014; DE SOUZA REIS et al., 2013; DE SA BACELAR et al., 2013) e, portanto, o
efeito do AP na LLA e dos LQBs nas leucemias agudas sera avaliado no perfil de

resisténcia na parte Il deste trabalho.

5.1.2 Avaliacdo da morte celular

A avaliacdo da inducdo de morte celular nas células de LMA apdés exposicdo ao
AP por 48 h foi realizada por ensaio de marcacdo com Anexina V/Pi e por
guantificacdo de inducéo de fragmentacdo do DNA por citometria de fluxo. Conforme
mostrado na Figura 5.2, o tratamento com AP causou um aumento na porcentagem
de células marcadas com Anexina V (Anexina V*) de forma dose-dependente (valor P
< 0,01). Aproximadamente 40% das células HL60 tratadas com 12,5 yM de AP foram
Anexina V*, e 15 uM induziu cerca de 80% de marcacao positiva. Perfis semelhantes
foram observados nas células U937, nas quais aproximadamente 40% e 60% das
células foram Anexina V* apoés incubacdo com 12,5 uM e 15 uM, respectivamente. A
linhagem celular Kasumi-1 atingiu a maior porcentagem de células Anexina V* com
AP 20 uM, resultando em aproximadamente 60% de morte celular.

Além disso, o tratamento com 12,5 e 15 uM de AP induziu cerca de 70% - 80%
de fragmentacdo do DNA apés 48 h de incubac¢éo nas linhagens HL60 e U937 (p <
0,001). Por outro lado, na Kasumi-1 - a linhagem de LMA mais resistente - 20 uM de
AP levou a aproximadamente 45% de fragmentacdo do DNA (Figura 5.3). Em
conjunto, esses resultados sugerem que o AP induz apoptose celular em células de
LMA que exibem diferentes subtipos.
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Figura 5.2: Efeito do acido pomalico (AP) na indug&o de morte celular nas linhagens de leucemia mieléide aguda (LMA: HL60, U937 e Kasumi-1) ap0s

exposi¢do ao composto nas concentracdes de 12,5, 15 ou 20 pyM por 48 h. Os Histogramas séo representativos para cada linhagem celular avaliada

e os graficos demonstram as médias e os desvios padrao da porcentagem de células Anexina V* de no minimo trés experimentos independentes (**
valor P < 0,01*** P-valor <0,001).
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Figura 5.3: Efeito do acido pomdlico (AP) na inducéo de fragmentacao do DNA em células de leucemia miel6ide aguda (LMA: HL60, U937 e Kasumi-
1) ap0s exposicao ao composto nas concentragdes de 12,5, 15 ou 20 yM por 48 h. Os Histogramas séo representativos para cada linhagem celular

avaliada e os gréficos demonstram as médias e os desvios padrdo da porcentagem de células na fase sub-GO0 / G1 do ciclo celular de no minimo trés

experimentos independentes (*** P-valor <0,001).



5.1.3 Avaliacéao do perfil de distribuicdo de células no ciclo celular

Uma vez que o acumulo de células em uma das fases do ciclo celular € um
mecanismo importante para a reducao da viabilidade celular, o conteddo de DNA foi
avaliado por citometria de fluxo apés o tratamento com 12,5, 15 e 20 yM de AP por 48
h. A Figura 5.4 mostra que 15 yM de AP aumentou as células na fase S na linhagem
HL60 (aproximadamente 26,8% no controle com DMSO para 36,7% no tratamento) e
em G1 na linhagem U937 (48,4% no controle com DMSO para 55,7% no tratamento).
O AP néo afetou a distribuicdo de células no ciclo celular da linhagem Kasumi-1 em
nenhuma das concentra¢des avaliadas. Esses resultados sugerem que o acumulo de
células no ciclo celular induzido pelo AP varia de acordo com os fendtipos de

resisténcia das linhagens celulares.
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Figura 5.4: Efeito do acido pomdlico (AP) no perfil do ciclo celular das células de leucemia
mieldide aguda (LMA: HL60, U937 e Kasumi-1) ap0s exposicdo ao composto nas
concentragoes de 12,5, 15 ou 20 uM por 48 h. As setas indicam a porcentagem de células em

cadafase (G1, S e G2/M). Os dados séo representativos de trés experimentos independentes.
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5.2 Atividade dos compostos acido pomaolico e LQBs sobre as enzimas DNA

topoisomerases humana

Uma vez que os compostos estudados neste trabalho apresentam estruturas
guimicas relacionadas a inibicdo das enzimas topoisomerases, eles foram avaliados
em ensaios bioguimicos de relaxamento do DNA, a fim de verificar se apresentavam
atividade inibitéria sobre estas enzimas.

A Figura 5.5 mostra o resultado da avaliagcdo dos compostos AP, LQBs -118, -
192, -223, -266, -268 e -326 sobre as enzimas hTopo | e hTopo lla. E possivel
observar que nenhum composto da série dos LQBs inibiu a enzima hTopo |, uma vez
gue nenhum desses compostos conseguiu impedir a conversao da banda de DNA
superenovelado em bandas de DNA relaxado, que € ocasionada pela acdo das
enzimas topoisomerases no relaxamento do DNA superenovelado. Por outro lado, o
composto AP interferiu no relaxamento do DNA, mantendo o DNA superenovelado
apos a interacdo com a hTopo |, apresentando, portanto, atividade inibitoria sobre esta
enzima (Figura 5.5a).

Em relacéo a avaliacdo da atividade desses compostos sobre a enzima hTopo
lla, foi observado que os compostos AP, LQB-118 e LQB-223 apresentaram atividade
inibitéria sobre esta enzima (Figura 5.5b).
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Figura 5.5: Efeito dos compostos acido pomolico (AP) e LQBs na inibicdo do relaxamento do DNA catalisado pelas enzimas hTopo | (A) e hTopo lla
(B). DNA SC: controle com DNA superenovelado (supercoiled, banda indicada pela seta) sem adicdo das enzimas; Topoisémeros: bandas de DNA
relaxado geradas pela acdo das enzimas DNA topoisomerases; Topo | ou Topo lla: controle da atividade da enzima na auséncia de inibidores; DMSO:
controle da atividade da enzima na auséncia de inibidores e na presenca de DMSO; LQBs e AP: compostos avaliados como inibidores das enzimas
Topo | e Topo lla. Os LQBs foram avaliados na concentracdo de 0,1 mM e AP nas concentracdes de 0,1 — 1 mM; CPT: camptotecina, inibidor poison
de Topo I; VP-16: etoposidio, inibidor poison de Topo Ila. Os controles CPT e VP-16 foram utilizados na concentragdo de 1 mM.
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O ensaio de relaxamento do DNA também demonstrou que o composto AP
apresentou atividade inibitoria sobre ambas as enzimas hTopo | e hTopo lla, sendo
considerado um inibidor dual dessas enzimas. Adicionalmente foi feito uma curva de
dose-resposta para avaliar a poténcia de acdo do composto AP sobre essas enzimas
a fim de verificar se havia diferencas de interacdo deste composto com as enzimas
hTopo | e hTopo lla. Foi verificado que a agao do AP sobre a hTopo | é iniciada a partir
de 250 uM de concentracédo desse composto e que a interacdo dele com a hTopo lla
se inicia a partir de 100 uM (Figura 5.5).

Atualmente, existe um grande interesse nesses compostos duais, pois um
unico agente farmacoldgico que iniba ambas as topoisomerases parece combinar as
propriedades dos inibidores especificos individuais. Assim, compostos duais
apresentariam atividade antitumoral mais promissora, pois atuariam em uma
populacdo maior de células. Além disso, ofereceriam menores efeitos toxicos
secundarios, em comparacao com a associacao da utilizacdo de dois inibidores de
topoisomerases diferentes (KOH; NISHIO; SAIJO, 2005; SALERNO, et al., 2010).

5.3 Potencial de intercalacdo dos compostos AP, LQB-118 e LQB-223 ao DNA

O ensaio de abertura do DNA (também chamado de ensaio unwinding) foi
realizado para avaliar a capacidade dos compostos AP, LQB-118 e LQB-223 de se
intercalarem ao DNA. Compostos intercaladores de DNA podem gerar resultados
falso-positivos no ensaio de relaxamento do DNA usado para fazer uma triagem dos
compostos inibidores de topoisomerases. Por isso, a avaliagdo da intercalacdo desses
compostos ao DNA foi realizada para distinguir intercaladores de DNA de inibidores
diretos das enzimas topoisomerases (WEBB & EBELER, 2003; PALCHAUDHURI;
HERGENROTHER, 2007; NEVES et al., 2013).

Como mostrado na Figura 5.6 nenhum dos compostos avaliados induziu um
superenovelamento do DNA comparado ao brometo de etidio, utilizado como controle
de intercalacdo ao DNA. Isto é, nenhum dos compostos gerou a banda de DNA SC
gue pode ser visualizada no controle positivo com Br.Etd. Ao contrario, os compostos

AP, LOB-118 e LQB-223 apresentaram uma atividade semelhante a camptotecina,
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controle positivo para a inibicdo da DNA topoisomerase. Logo, o bloqueio da atividade

das topoisomerases no relaxamento do DNA, causado por esses compostos no

N s ap s

intercalagéo ao DNA.
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Figura 5.6: Analise do potencial de intercalacao ao DNA pelos compostos LQB-118, LQB-223
e acido pomdlico (AP) através do ensaio de abertura do DNA (unwinding). DNA SC: controle
com DNA superenovelado (banda indicada pela seta) sem adigdo da enzima; Topo I controle
da atividade da enzima na auséncia de inibidores e na presenca de 1% DMSO; Topoisdmeros:
bandas de DNA relaxado geradas pela acdo das enzimas DNA topoisomerases; CPT:
camptotecina, inibidor poison de Topo |; Br.Etd: brometo de etidio, intercalador de DNA. Todos

0s compostos foram utilizados na concentragéo de 1 mM.

5.4 Caracterizacdo do tipo de inibicao provocada pelos compostos AP, LOB-

118 e LQB-223 sobre as enzimas DNA topoisomerases humana

Inibidores poison de topoisomerases como 0 etoposideo e a camptotecina
diferem dos inibidores cataliticos quanto ao mecanismo de ac&do. Os inibidores
cataliticos diminuem a velocidade de reacao da enzima sem levar ao acimulo de DNA
clivado, como acontece com os inibidores poison que estabilizam o complexo de
clivagem da enzima associada ao DNA. Para distinguir esses dois tipos de inibidores
foi feita a analise da clivagem do DNA em eletroforese de gel de agarose 1% contendo
0,5 pg/mL de Br.Etd. A presenca do Br.Etd. nos géis de agarose torna possivel a

separacdo das bandas de DNA clivado (DNA nicked, clivado em uma Unica fita da
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molécula de DNA, ou DNA linear, clivado em ambas as fitas) resultantes da atuacao
de um inibidor poison, das demais formas de DNA (DNA superenovelado e DNA
relaxado).

Como pbde ser visualizado na Figura 5.7, nenhum composto avaliado sobre a
hTopo | ou hTopo lla levou ao aparecimento de uma banda de DNA clivado detectavel,
como ocorre com o0s controles de inibicdo do tipo poison. Estes dados sugerem que

todos os compostos avaliados atuam como inibidores cataliticos das topoisomerases.

«
;,0 °x° & 0:\"% 0:»'&
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DNA Clivado —»

DNASC —)

DNA Relaxado ---»

Figura 5.7: Andlise do mecanismo de inibicdo das DNA topoisomerases pelos compostos
LQB-118, LQB-223 e acido pomolico (AP) mediante a analise da clivagem do DNA por
eletroforese em gel de agarose a 1% (na presenca de brometo de etidio). DNA SC: controle
negativo representado pelo DNA superenovelado (banda indicada pela seta vermelha vazada)
sem adi¢do da enzima; Topo + DMSO: controle da atividade da enzima na auséncia de
inibidores e na presenca de 1% DMSO; DNA clivado (seta vermelha sélida); DNA relaxado

(banda indicada pela seta vermelha pontilhada); Poison: controle positivo de inibicao.

Atualmente, a maioria dos inibidores de topoisomerases utilizados na
guimioterapia antitumoral € do tipo poison. Existe, entdo, um grande interesse no
desenvolvimento de novos inibidores do tipo catalitico, uma vez que os inibidores do
tipo poison, como VP-16, estdo associados ao desenvolvimento de leucemias
secundérias (EZOE, 2012). Ja os inibidores cataliticos de Topo Ila podem modular os
efeitos citotoxicos dos poison e sobrepujar o fenbmeno MDR (LARSEN;

ESCARGUEIL; SKLADANOWSKI, 2003). Outra vantagem potencial € a eficacia dos
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inibidores cataliticos ndo ser dependente do nivel de expressao de Topo lla. Como
acontece com VP-16 e seus derivados, a acao dos inibidores poisons é, muitas vezes,
diretamente proporcional ao nivel de expressdo das enzimas topoisomerases
(POMMIER, 2013).

Uma vez que as células resistentes apresentam baixos niveis de DNA
topoisomerases e, portanto, ndo respondem aos medicamentos poisons utilizados, 0s
inibidores cataliticos mostram ser compostos promissores para 0 tratamento
antitumoral, incluindo o fenétipo MDR (TAKIGAWA et al., 1992; ALPSQOY; YASA,
GUNDUZ, 2014; ZHANG et al., 2012; XU; LIN; ZHANG, 2006).

Até hoje, existem pouquissimos inibidores cataliticos de Topo lla utilizados na
clinica, como Aclarubicin (Aclacinomycin A®), utilizado no tratamento da leucemia
mieloblastica e linfoma (CASE et al., 1987; POGORELCNIK; PERDIH; SOLMAJER,
2013a), MST-16 (Sobuzoxane®), desenvolvido no Japdo como um agente antitumoral
para leucemia e linfomas (ANDOH, 1998; SAKAI & MUROTANI, 2010; TOYODA et
al., 2014) e ICRF-187 (Zinecard®, Cardioxane®) que é utilizado como cardioprotetor
nos Estados Unidos, Canada e Europa (KOLARIC, 1995; HASINOFF; HERMAN,
2007; POGORELCNIK; PERDIH; SOLMAJER, 2013a).

5.5 Construcéao e validagcdo de um modelo computacional em 3D da hTopo lla

Para a constru¢cdo do modelo tridimensional da hTopo lla pelo programa
Modeller foram utilizadas duas sequéncias de referéncia, uma vez que a qualidade
dos modelos gerados por este programa € maior quando utilizado até trés sequéncias
de referéncia, mais do que isso leva a constru¢cao de modelos danificados (LARSSON,

2008). Esse modelo foi otimizado com valores minimos de DOPE (Figura 5.8).
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Figura 5.8: Estrutura tridimensional da enzima topoisomerase lla completa construida com
utilizacéo do programa Modeller. Em ciano, modelo de menor DOPE (M59) e em azul escuro,
0s modelos de referéncia usados na modelagem (1ZXN e 4FM9). Em laranja,o fragmento de
DNA, em verde o ADP (que também esta indicado por uma seta da mesma cor) e em amarelo,
os ions magnésio (Mg*?), representados pelas duas esferas da mesma cor. Os valores de
RMSD (Root Mean Square Deviation) entre hTopo lla e as estruturas 1ZXN e 4FM9 foram
0,255 A e 0,275 A, respectivamente.

Esse modelo foi submetido ao refinamento das cadeias laterais e loops. A
estrutura obtida foi avaliada quanto a sua qualidade através do grafico de
Ramachandran que determina a quantidade de residuos nas regifes energicamente
favoraveis e desfavoraveis (VYAS et al., 2012). Pela analise do grafico de
Ramachandran (Figura 5.9) o modelo da enzima hTopo lla apresentou 97,3% dos
residuos nas regifes favoraveis, 2,3% nas regides permitidas e 0,3% nas regides
desfavoraveis.

Em relacdo a validagéo da estrutura tridimensional da proteina, o grafico Errat
avalia as estatisticas da auséncia de interacdes entre diversos atomos e calcula o
valor da fungéo de erro, resultando em um fator de qualidade igual a 79,04, indicando
o0 modelo como adequado (Figura 5.9).

Apos o alinhamento estrutural de hTopo lla e 113, o valor de RMSD resultante

entre eles foi de 1,4 A, considerando somente atomos de carbono alfa.
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Figura 5.9: Validacao e analise da qualidade da estrutura tridimensional completa de hTopo lla gerada pelo programa Modeller. A) A tabela mostra a
guantidade de residuos nas regifes energicamente favoraveis e desfavoraveis encontrados no grafico de Ramachandran para os modelos de
referéncia (1ZXN e 4FM9) e para a estrutura otimizada que foi construida (M59); B) Gréafico de Ramachandran mostrando a distribuicdo dos residuos
da estrutura M59 nas regides energicamente favoraveis e desfavoraveis; C) Gréfico Errat mostrando as regiées com probabilidade de erro da estrutura
M59 que foi validade com um fator de qualidade igual a 79,04 por esta metodologia.
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5.6 Docking Molecular

Para avancar na avaliacdo do modo de ligacdo dos compostos AP, LQB-118 e
LQB-223 nas enzimas topoisomerases, foi analisado o modo de ligacdo desses
compostos no sitio de clivagem do DNA e também em todas as outras cavidades nas
enzimas topoisomerases (docking cego).

Assim, como o AP foi o Unico composto que inibiu a hTopo | nos ensaios
bioguimicos, iniciamos os experimentos de docking molecular com este composto. O
docking cego do AP na hTopo | resultou em 917 solugbes que foram reunidas em
quatro grupos, indicados por circulos vermelhos na Figura 5.10a. Apesar do TTC, o
ligante poison de hTopo I, estar presente no segundo grupo de interacdes com esta
enzima, ele n&o esta localizado no maior grupo populacional e isto pode sugerir que
o0 AP ndo tem preferéncia de interacdo no mesmo sitio de ligagdo ao TTC. A fim de
explorar melhor a possibilidade de interacdo do AP no sitio de ligacdo ao TTC,
avaliamos o docking no sitio de clivagem do DNA ligado ao TTC na hTopo I. Todas as
interacbes geradas neste ensaio apresentaram valores energéticos altamente
positivos (106,5 Kcal / mol) (Figura 5.10a caixa superior), sugerindo baixa
possibilidade de interacdo do AP nessa regido de ligacdo do TTC na hTopo |.

Para a interagdo do AP com as enzimas hTopo lla e hTopo 11, o docking cego
revelou que todas as solugbes geradas, respectivamente 932 e 908, foram reunidas
em apenas um grupo para cada enzima e que em ambas estava localizado fora do
sitio de clivagem do DNA ligado ao EVP (Figura 5.10b-c). Além disso, foram gerados
resultados semelhantes aos do docking do AP na mesma regidao da enzima hTopo |,
isto €, valores de energia altamente positivos (224,8 Kcal / mol para hTopo lla e 129,9

Kcal / mol para hTopo IIB) (Figura 5.10b-c caixa superior para cada enzima).



Total energy = 106.471
vdW = 1.857
Coulomb =-18.584
Internal = 123.198

Total energy = 224.838
vdW = 95.615
Coulomb = 0.883
Internal = 128.340
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Total energy = 129.911
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Figura 5.10: Resultado de docking do modo de ligacdo do acido pomdlico (AP) as DNA
topoisomerases: docking cego do AP na hTopo | (a), hTopo lla (b) e hTopo IIB (c). Os circulos
vermelhos indicam os locais de ligacéo preferencial no docking cego com 917 conformacdes
(a), 932 conformacdes (b) e 908 conformacfes (c). TTC: ligante topotecano. EVP: ligante
etoposideo. As caixas mostram a interacdo do AP no sitio de ligacdo dos poisons TTC na
hTopo | (a) e EVP na hTopo lla (b) e hTopo 1B (c). As estruturas cristalogréaficas do TTC (a)
e do EVP (b e c) sdo mostrados em azul e as estruturas resultantes do docking com AP sdo
mostradas em ciano. Todos os valores de energia exibidos dentro das caixas estdo em kcal /
mol.
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Para realizar o docking nas enzimas hTopo I, inicialmente foi feito o redocking
do ligante EVP no sitio de ligacdo da hTopo IIB. O redocking resultou em um valor de
RMSD de 0,18 A entre a conformac&o de mais baixa energia obtida pelo docking e a
conformacao encontrada na estrutura resolvida experimentalmente por difracdo de
raio-x (cédigo PDB 3QX3). Esse resultado € um indicador de que o0s parametros
utilizados no docking séo adequados para o sistema em estudo.

Em seguida, o EVP foi submetido ao docking na regido da hTopo lla
(equivalente a regido da ligacdo na hTopo IIB). O resultado foi um valor de RMSD de
0,43 A entre a conformacio de mais baixa energia obtida pelo docking e a
conformacao encontrada na estrutura do PDB 3QX3.

Essas regides de interacdo do EVP com as enzimas hTopo lla e IIf foram,
entdo, utilizadas nos calculos de docking dos ligantes LQB-118 e LQB-223 nestas
enzimas para a abordagem de docking no sitio ativo da enzima de ligacdo ao DNA e
inibicdo por EVP. Todas as estruturas ancoradas por essa abordagem apresentaram
energias totais de ligacdo positivas, sugerindo que ndo ha interacbes favoraveis
observadas entre os ligantes e as enzimas hTopo lla e 11 no sitio de ligagao do EVP
(Tabela 5.1). Esses dados corroboram os dados experimentais que mostraram que o
mecanismo de inibicdo das topoisomerases por estes compostos é diferente do

etoposideo.

Tabela 5.1: Resultados do docking das topoisomerases com os compostos LOQB-118 e LQB-
223 ancorados na regido do sitio de EVP e do docking cego feito sobre os modelos 3QX3 do
PDB (hTopo IIB) e M59 (hTopo lla), construido através do Modeller.

Energia Total (Kcal/mol)

Docking - sitio de VP-16

Modelagem
computacional

Docking cego

Topo lla com LQB-118 5,15 -2,74
Topo IIB com LQB-118 4,95 0,07
Topo lla com LQB-223 48,44 17,22
Topo IIB com LQB-223 55,66 16,11

Em seguida, buscando elucidar a regidao de preferéncia de ligacdo desses
ligantes nas enzimas topoisomerases, foi realizado o docking cego. Essa abordagem
mostrou energias totais de ligacdo entre as enzimas topoisomerases e 0s ligantes
mais baixas (Tabela 5.1). Nessa abordagem, o ligante LQB-118 mostrou ser o

COmMpOSto mais promissor uma vez que apresentou energias negativas de ligacdo, o
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gue o torna mais favoravel para a interacdo nesse sitio (Tabela 5.1). Aléem disso, a
energia de interacéo desse ligante com a hTopo lla (-2,74 kcal/mol) foi menor do que
com a hTopo II (0,07 kcal/mol), mostrando que a preferéncia de ligagdo deste
composto é pela isoforma alfa. Esse resultado apresenta potencial relevancia clinica
visto que a inibicdo de hTopo II esta associada a genotoxicidade, induzindo quebras
e translocacbes no locus MLL, podendo ocasionar neoplasias secundarias
relacionadas ao tratamento, principalmente LMA secundaria (AZAROVA et al., 2007,
AZAROVA et al., 2010; COWELL et al., 2012).

Na Figura 5.11 é possivel observar o resultado do docking do LQB-118 nas
enzimas topoisomerase lla e lIB. O docking desse ligante com a hTopo IIf resultou
em 909 solugbes reunidas em trés grupos principais, G1, G2 e G3, com as
correspondentes populacdes de 96,25%, 2,1% e 1,65%, respectivamente. Vale
ressaltar que nenhum desses agrupamentos foi identificado no mesmo local de
ligagdo do EVP. No entanto, como mostrado na Tabela 5.1, o docking deste ligante
na isoforma beta resultou em uma energia total positiva. Ja o docking do LQB-118
com a hTopo lla resultou em 900 solucBes reunidas em sete grupos. Trés destes séo
altamente populosos, e quatro estao distribuidos em varios sitios da proteina. Do total,
861 conformacdes correspondiam aos trés primeiros grupos, 42,88% deles eram parte
do grupo G1, 29,77% formaram o segundo grupo G2 e 23% foram acumulados no G3.

A maioria das conformacées foi ancorada perto da posicédo do cofator Mg*? e
nao houve intercalacdo ao DNA, corroborando com os resultados experimentais que
mostraram que esses compostos ndo sao agentes intercaladores do DNA.

Analisando somente em relacéo as energias de interacéo, os grupos G2 (regido
gue comporta a estrutura cristalografica de EVP) e G3 apresentam a maioria das
moléculas com menores energias. Embora menor, o grupo G3 apresentou as
moléculas com valores de energia mais negativas, ou seja, as conformagdes com 0s
valores mais baixos de energia de ligagdo foram localizadas neste grupo, indicando
as conformacgdes de LQB-118 com maior estabilidade.

As interacgOes intermoleculares entre o ligante LQB-118 e a enzima hTopo lla
foram mapeadas, e pdde-se observar que as conformacgdes pertencentes ao grupo
G3, foram as que interagiram mais intensamente com a proteina apresentando os
menores valores de energia (Figura 5.11).

Da mesma forma que ocorreu com a hTopo IIB, todas as conformacdes do LQB-
118, presentes no grupo mais populoso (G1) e no grupo energeticamente mais
favoravel (G3), foram encontrados em um local diferente da regiéo de ligacédo ao EVP.
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O docking cego de LQB-223 com a hTopo lla resultou em trés grupos principais
e com a hTopo IIB, em dois grupos principais. No entanto, todos 0s grupos
apresentaram energias positivas (cerca de 17,22 Kcal/mol para hTopo lla e
aproximadamente 16,11 kcal/mol para hTopo IlIB) e, consequentemente, foram
descartados. Mais uma vez, nenhuma das conformacdes foi encontrada no mesmo
sitio de ligacéo do EVP.

Posteriormente, utilizamos a terceira abordagem do docking proposta a fim de
avaliar melhor a probabilidade de interacdo desses ligantes diretamente ao dominio
ATPase de hTopo lla.

Sabendo-se que a hidrélise do ATP em ADP e fosfato inorgénico controla os
eventos de clivagem/religacdo do DNA e passagem de um segmento de DNA por
outro (BATES; BERGER; MAXWELL, 2011), foi utilizada a sequéncia 1ZXM do PDB
gue corresponde a estrutura 3D do dominio ATPase da hTopo lla humana, ligada ao
AMP-PNP (Phosphoaminophosphonic Acid-Adenylate Ester, um analogo do ATP néo
hidrolisavel) (WEI et al., 2005). Ultimamente, muitos trabalhos tém relatado inibidores
cataliticos que interagem nessa conformacao do dominio ATPase, como analogos de
purina, naftoquinonas, dentre diversos outros compostos heteropoliciclicos (CHENE
et al., 2009; FURET et al., 2009; MA et al., 2011; PARK et al., 2013; BAU & KURZ,
2014).

No estudo de docking, foi analisada a energia de ligacdo as moléculas de agua,
a fim de compreender a importancia do solvente na estabilidade dos ligantes
associados a hTopo lla. Além disso, foram analisadas as energias totais de ligacao,
ligacdo de hidrogénio e os residuos de proteinas mais importantes associados a essas

interacdes (Figura 5.12).

101



A) B)
Docking cego de Topo lla com LQB-118 Docking cego de Topo IIf com LQB-118

Total_Energy = 0.074
G4 vdW =-9.197

Total_Energy=-2.740
vdW = -14.703

Coulomb = -22.282 Coulomb =-24.974 LQB 118
Internal = 34.245 Internal = 34.245
G7
Total: 900 conformagdes Total: 909 conformagdes
Preferéncias de ligagdo Preferéncias de ligagdo

Figura 5.11: Estudo computacional da interacdo entre o composto LQB-118 e as enzimas DNA topoisomerases. A) Avaliacdo da preferéncia de ligagédo
do LQB-118 em qualquer regido da hTopo lla por docking cego. G1 representa o maior grupo com 42,88% das conformagdes do ligante interagindo
com a proteina; G2 corresponde a 29,77% das conformacdes; G3 representa 0 menor grupo, com 23% das conformagfes, no entanto, estas
apresentam os valores energéticos mais baixos. (B) Avaliagdo da preferéncia de ligacdo do LQB-118 em qualquer regido da hTopo 1l por docking
cego. As conformacdes foram agrupadas em trés regifes: G1, G2 e G3, com populagdes de 96,25%, 2,1% e 1,65%, respectivamente. Foram
analisadas 900 conformacgdes de possibilidades de ligacdes do LQB-118 com a hTopo lla e 909 conformagbes para hTopo lIf. As areas com as
interacBes preferenciais foram demarcadas em circulos amarelos e vermelhos (Maior porcentagem de preferéncia de ligacdo das conformacdes do
LQB-118). Em azul, a estrutura cristalografica do EVP e em ciano, o docking do LBQ-118.
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Os resultados do docking dessa terceira abordagem mostraram que a
ancoragem dos compostos LQB-118 e LQB-223 na hTopo lla apresentou
conformacdes com baixos niveis energéticos (-22,65 kcal/mol e -20,38 kcal/mol,
respectivamente), indicando uma alta afinidade pelo dominio ATPase desta enzima
(Figura 5.12).

A) Docking de LQB-118 na regiao ATPase de Topo lla

| Energy = -22.65
vdW = -7.566
Coulomb = -15.084

Arg98A
Internal = 39.047 rg98

Tyr186A

B) Docking de LQB-223 na regidao ATPase de Topo lla
Arg98A

| Energy = -20.382
vdW = -8.750
Coulomb =-11.632 Q.

Internal = 45.282

Figura 5.12: Resultados do docking com LQB-118 (A) e LQB-223 (B) ancorados na regido
ATPase (PDB: 1ZXM) de hTopo lla, mostrando as energias em kcal/mol e os residuos que
interagem com a enzima neste dominio. As linhas tracejadas indicam liga¢Ges de hidrogénio,
pontes de sal e interacdes metalicas. As imagens foram geradas com o programa PoseView
e PyMOL.



As interacdes por ligactes de hidrogénio sdo importantes para o processo de
reconhecimento e estabilidade entre enzima — ligante (WANG et al., 2008; MA et al.,
2011). O composto LQB-118 faz interagOes por ligacbes de hidrogénio com o0s
residuos Tyr186A e Arg98A (Figura 5.12a) e ndo apresenta interacdes por ligacdes de
hidrogénio com a agua. O composto LQB-223 faz interagbes por ligacdes de
hidrogénio com moléculas de 4gua e com o residuo Arg98A (Figura 5.12b). Além
disso, ambos os compostos avaliados interagiram com o0 ion magnésio. Apesar de
mostrarem interacdes com residuos diferentes, ambos os compostos apresentaram
energias negativas de ligacdo com a hTopo lla semelhantes. Sugerindo uma interacao
altamente favoravel entre os ligantes e o sitio de ligacdo ao ATP da hTopo lla.

Parte Il: Desenvolvimento e caracterizacdo das linhagens de leucemias agudas
resistentes ao etoposideo

5.7 Efeito dainducao de resisténcia ao etoposideo

As linhagens CEM-R e U937-R, resistentes a 1 pM de VP-16 foram
desenvolvidas através do cultivo dessas linhagens com concentracdes crescentes
desse farmaco. Foi possivel perceber que o crescimento das linhagens resistentes era
diferente das linhagens parentais. As linhagens resistentes CEM-R e U937-R,
apresentaram algumas células de grande tamanho que foram se acumulando ao longo
do cultivo celular (Figura 5.13). O aumento de tamanho observado pode estar
relacionado a maior dificuldade das células resistentes em se dividir, uma vez que as
células das linhagens parentais mantidas em cultura pelo mesmo periodo de tempo,

ndo apresentam essas células maiores (Figura 5.13).
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Figura 5.13: Analise morfologica das células das linhagens de leucemias agudas parentais e
resistentes ao etoposideo (VP-16). Imagens das células U937 (A), U937-R (B), CCRF-CEM
(C) e CEM-R (D) adquiridas no microscopio de campo claro Nikon Eclipse E200 usando o
programa Nis Element F 2.30 (Nikon Instruments, Melville, NY, EUA), no aumento de 40X.

Corroborando com as alteragbes na morfologia das células resistentes, as
células das linhagens parentais se multiplicam mais rapidamente do que as células
das linhagens resistentes. Foi observado maior numero de células vivas nas linhagens
CCRF-CEM e U937 parentais, em relacdo as linhagens resistentes as diferentes
concentracdes de VP-16 (Figura 5.14). Apés 24, 48 ou 72 h de cultivo foi possivel
observar uma diferenca de cerca de duas vezes mais células nas linhagens parentais
do que nas linhagens resistentes, tanto em LLA quanto em LMA. As células resistentes
das linhagens de LLA apresentam o crescimento um pouco mais lento do que as
células resistentes de LMA gquando comparadas as parentais (crescimento da CEM-R
foi 2 vezes menos do que o da CCRF-CEM, enquanto que o crescimento da U937-R
0i 1,5 vezes menor do que da U937) (Figura 5.14).

Essa redugdo na viabilidade celular é observada em diversos modelos de
selecdo in vitro de linhagens resistentes a quimioterapicos, sendo uma das principais
dificuldades para inducdo de linhagens resistentes, pois mesmo expostas a baixas
concentracbes dos farmacos, eles causam alguma citotoxicidade (KAPOOR et al.,

1995; MAHON et al., 2000).
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Figura 5.14: Quantidade de células de leucemias agudas vivas ao longo do tempo (24, 48 e
72 h) ap6s a inducao de resisténcia com VP-16. A) Linhagens de LLA: CCRF-CEM e CEM-R
(resistentes a 1 uM de VP-16). B) Linhagens de LMA: U937 e U937-R (resistente a 1 uM de

VP-16).

Tanto as linhagens de LMA quanto as de LLA resistentes ao VP-16
apresentaram reducfes em torno de 50% da proliferacdo celular das linhagens
parentais ja em 24 h e isso € mantido com o0 aumento do tempo de cultivo das células.
Essa menor taxa proliferativa das linhagens resistentes é compativel com a possivel
reducdo dos niveis proteicos de topoisomerases nessas células, dificultando a
ocorréncia dos processos de de replicagdo e transcri¢cdo celular e, consequentemente,

impactando na proliferacdo dessas células ao longo do tempo.
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5.8 Analise do padrédo cromossémico apés inducéo de resisténcia com

etoposideo

A resisténcia a agentes antitumorais € um grande desafio no tratamento do
cancer. Alguns tumores sao resistentes a terapia primaria e outros se tornam
resistentes durante o tratamento, mostrando a necessidade do desenvolvimento de
modelos celulares para o estudo dos mecanismos envolvidos com a aquisicdo de
resisténcia (FUNATO et al., 2004).

As quatro linhagens de leucemias agudas (U937, U937-R, CCRF-CEM e CEM-
R) apresentaram um caridtipo complexo (com trés ou mais alteracdes
cromossbmicas), caracteristico de tipos celulares neoplésicos. Caridtipos complexos
estdo associados com a resisténcia ao tratamento, ao prognéstico desfavoravel e a
baixa taxa de sobrevida em pacientes com LMA (STYCZYNSKI & HAUS, 2006). Em
contrapartida, a hiperdiploidia (presenca de mais de 50 cromossomos) € caracteristica
de bom prognéstico em pacientes com LLA (HARRISON & FORONI, 2002;
STYCZYNSKI & HAUS, 2006).

As linhagens parentais U937 e CCRF-CEM, apresentaram um cariotipo
hiperdipbide (com mais de 50 e mais de 80 cromossomos, respectivamente). Todavia,
ambas as linhagens apresentaram apenas uma Unica populagéo.

A linhagem U937 apresenta 0  seguinte  cariftipo:  55,X,-
Y,+der(1)del(1)(p32),+2,+der(3)t(1;3)(q32;928),del(5)(g21),+7,+9,add(10)(p15),del(11
)(g21),+der(11)add(11)(p15),+12,add(14)(p11),add(15)(p11),+19,-22,+3mar (Figura
5.15). Diferente da linhagem parental, a linhagem de LMA resistente ao VP-16,
denominada U937-R, apresentou duas subpopulagdes coexistindo na mesma cultura,
uma com caribtipo: 45,XY,-5,+der(6)del(6)(q14),-10,+mar em 60% das metafases
analisadas (Figura 5.16) e outra com 45,XY-2,-6,+der(6)del(6)(q14),-10,+mar (Figura
5.16) em 40% das metafases analisadas. Este cariGtipo mostrou ser totalmente
diferente da linhagem parental (U937). Contudo, ndo ha relatos na literatura de uma
linhagem U937 resistente ao VP-16. Estas alteracbes podem ser derivadas da
instabilidade genética das linhagens celulares submetidas a presséo seletiva pela
inducao de resisténcia ao VP-16, resultando em ganho ou perda de cromossomos,
delecdes parciais ou totais aléem de novos rearranjos cromossémicos (BIGNOLD;
COGHLAN; JERSMANN, 2006).
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Figura 5.15: Analise citogenética da linhagem de leucemia miel6ide aguda U937 realizada por bandeamento G. Os numeros indicam a numeragao
dos cromossos; X: cromossomo X; Y: cromossomo Y ausente; mar: cromossomos marcadores (sem padréo de bandas definido).
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Figura 5.16: Analise citogenética da linhagem de leucemia miel6ide aguda resistente ao etoposideo, U937-R, realizada por bandeamento G. A)
Subpopulacéo encontrada em 60% das metafases. B) Subpopulacédo encontrada em 40% das metafases. Os nimeros indicam a numeracéo

dos cromossomos; X: cromossomo X; mar: cromossomos marcadores (sem padrao de bandas definido).



Ja a linhagem CCRF-CEM possui 0 carioétipo:
81,XX,+1,+1,+2,+2,+3,+4,+4,+5 +5 +6,+6,+7,+der(7),del(7q),+10,+10,+11,+12,+13,
+13,+13,+14,+14,+15,+16,+16,+17,+18,+18,+19,+20,+20,+21,+22,+mar (Figura
5.17). Na linhagem de LLA resistente ao VP-16, denominada CEM-R, o numero
cromossOmico variou entre 81 - 85 cromossomos apresentando na maioria das
metafases 0 seguinte cariotipo:
81,XX,+1,+2,+2,+3,+3,+4,+7,+8,+9,+10,+11,+12,+12,+13,+14,+15,+16,+18,+19,+20,
+21,+21,+13mar (Figura 5.17). Diferente da linhagem parental (CCRF-CEM), que néo
apresentou nenhum cromossomo marcador (cromossomos sem padrédo de bandas
definido), a linhagem CEM-R apresentou um ganho de 13 cromossomos marcadores.
Isto pode ser explicado pelo mecanismo de acao do VP-16, uma vez que o tratamento
com este farmaco inibe a topoisomerase lla, aprisionando-a no complexo de clivagem
ligada ao DNA. Isto pode resultar na clivagem da dupla hélice e, consequentemente,
em quebras nos cromossomos (PENDLETON et al., 2014).

Durante o tratamento continuo com drogas citotoxicas, clones minoritarios
citogeneticamente distintos podem ser selecionados e passam a predominar na
cultura celular levando ao aparecimento de um clone resistente. Além disso o
tratamento prolongado com o quimioterapico pode culminar em uma nova organizacao
do padrdo cromossémico com a presenca de novas alteracbes numeéricas ou
estruturais resultando na resisténcia a morte celular e sobrevivéncia da célula
(FUNATO et al., 2004; CORCES et al., 2014).
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Figura 5.17: Analise citogenética das linhagens de de leucemia linfoide aguda parental e resistente ao etoposideo realizada por bandeamento G. A)
CCRF-CEM. B) CEM-R. Os numeros indicam a numeragéo dos cromossomos; X: cromossomo X; Y: cromossomo Y ausente; mar: cromossomos
marcadores (sem padrdo de bandas definido).



5.9 Viabilidade celular das linhagens de leucemias agudas parentais e

resistentes ao etoposideo

Como as linhagens resistentes foram desenvolvidas mediante a exposicao
continua ao VP-16, para seguir com a caracterizacdo das mesmas, buscamos
investigar a resposta destas linhagens frente o tratamento com diversas
concentracdes de VP-16, comparando com as linhagens parentais.

Para tanto, primeiro investigamos a viabilidade celular das linhagens parentais
U937 e CCRF-CEM ao tratamento com VP-16. Na Figura 5.18 é possivel observar
que tanto a linhagem CCRF-CEM quanto a U937 tiveram reducao do percentual de
células viadveis de maneira tempo e dose — dependente ao compararmos o tratamento
com o controle. Essa reducéo foi estatisticamente significativa a partir de 72 h com 0,1
UM de VP-16 na CCRF-CEM, em torno de 25% de reducéo do percentual de células
viaveis (p < 0,01) e a partir de 72 h com 0,8 uM de VP-16 na U937, aproximadamente
50% de reducéo da viabilidade celular (p < 0,001).

Visto que a concentracdo clinica do farmaco VP-16 é equivalente a 1 uM,
verificamos também o perfil de viabilidade celular dessas linhagens quando expostas
a concentragbes semelhantes a utilizada no tratamento de pacientes. Analisando a
Figura 5.18 podemos perceber que a concentra¢do mais préxima a esse valor (isto €,
0,8 uM) reduziu a viabilidade celular de forma significativa (p < 0,001) nos trés tempos
avaliados na CCRF-CEM, chegando a 70% de reducdo em 72 h. Na linhagem U937,
a exposicao a 0,8 uM de VP-16 levou a redugdo significativa de cerca de 50% apenas
em 72 h (p <0,001) e o dobro dessa concentracdo (1,6 uM) reduz a viailidade celular

com significancia estatistica em todos os tempos avaliados com p < 0,001.
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Figura 5.18: Viabilidade celular das linhagens CCRF-CEM (A) e U937 (B), avaliada por MTT
apos o tratamento com diversas concentracdes de VP-16 por 24, 48 e 72 h. Andlise estatistica:
ANOVA, seguido pelo pds-teste Bonferroni (*p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001). Os gréaficos

demonstram as médias e os desvios padrao de no minimo trés experimentos independentes.

Em seguida, buscamos avaliar diferengas no perfil de viabilidade celular entre
as linhagens parentais e resistentes, e, se de fato houve a aquisicao do fenoétipo de
resisténcia ao VP-16, além de avaliar a poténcia desta resisténcia. Para isso, a
viabilidade celular das linhagens de leucemias agudas parentais ou resistentes foi
avaliada por MTT, ap0s tratamento com diversas concentra¢gdes de VP-16 (0,05-12,8
MM), por 24, 48 e 72 h.
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Na Figura 5.19 é possivel observar que o farmaco VP-16 reduziu bastante a
viabilidade celular das linhagens CCRF-CEM e U937 e com minimas alteracdes na
viabilidade das células CEM-R e U937-R. Estas Ultimas somente apresentaram
reducdo da viabilidade quando expostas as maiores concentracdes de VP-16 e nos
maiores tempos do tratamento. Ainda assim, a reducdo maxima da viabilidade na
linhagem CEM-R foi de cerca de 40% com 6,4 uM e 12,8 pM em 72 h (p < 0,001). Nos
tempos de 24 h e 48 h praticamente ndao houve reducgao da viabilidade celular desta
linhagem que permaneceu com cerca de 90 — 100% das células viaveis.

A linhagem U937-R apresentou reducdo da viabilidade celular nos tempos
anteriores de 24 h e 48 h, no entanto, esta reducao também foi restrita aos pontos de
maior concentracdo de VP-16. Como por exemplo, na concentragdo de 12,8 uM a
reducdo da viabilidade observada foi tempo-dependente, de cerca de 30%, 60% e
80% em 24 h, 48 h e 72 h, respectivamente. Todas essas reduc¢des na viabilidade
celular citadas anteriormente, assim como a reducao de 40% da viabilidade celular
gerada na concentragéo de 6,4 pM em 72 h foram estatisticamente significativas (p <
0,001). Com excecado desses pontos, as demais concentracdes e tempos avaliados
nas linhagens CEM-R e U937-R representados na Figura 5.19 ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significativas quanto a reducao da viabilidade celular ao
compararmos as linhagens resistentes com as parentais, permanecendo com cerca
de 90 — 100% das células viaveis ap0s o tratamento.

As analises estatisticas mostradas na Figura 5.19 foram realizadas entre as
linhagens parentais e resistentes. Dessa maneira, a significancia estatistica obtida na
maioria dos pontos comparados entre as linhagens parentais e resistentes comprova
a diferenca entre as linhagens e que a exposi¢cdo a concentracfes continuas e

graduais de VP-16 realmente induziu o fenétipo de resisténcia a esse farmaco.
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Figura 5.19: Efeito da exposicao a diferentes concentra¢des de VP-16 durante o periodo de 24, 48 e 72 h na viabilidade celular das linhagens de (A)
leucemia linfoide aguda parental (CCRF-CEM) e resistente (CEM-R) ao VP-16 e (B) leucemia mieloide aguda parental (U937) e resistente (U937-R)
ao VP-16. As andlises estatisticas (ANOVA, seguido pelo pés-teste Bonferroni) foram realizadas comparando a linhagem parental com a resistente
(*p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001). Os graficos demonstram as médias e os desvios padrdao de no minimo trés experimentos independentes.



5.10 Poténcia de resisténcia ao etoposideo

Com o objetivo de avaliar o nivel de resisténcia ao VP-16, foi calculado o ICso
deste farmaco nas linhagens CEM-R e U937-R. Estes dados foram comparados com
os valores de ICso das linhagens CCRF-CEM e U937, respectivamente, visando
estabelecer uma relagédo que informe o quao mais resistente ao VP-16 as linhagens
desenvolvidas sdo quando comparadas as linhagens parentais.

A tabela da Figura 5.20 mostra que na linhagem CEM-R so foi possivel calcular
0 ICso para o tratamento com VP-16 apds 72 h. Por se tratar de uma linhagem
resistente, esta nédo atingiu 50% da viabilidade celular nos tempos anteriores de 24 h
e 48 h, inviabilizando o calculo do ICso em tempos mais precoces. O mesmo ocorreu
com a linhagem U937-R tratada com VP-16 por 24 h que nao teve o ICso gerado para
este ponto, uma vez que este tempo de tratamento ndo reduziu 50% da viabilidade
celular (Figura 5.19).

Além disso, a Figura 5.20 também mostra que enquanto a linhagem parental
de LLA precisa de 0,34 uM de VP-16 para reduzir a metade a viabilidade celular
induzida por este farmaco em 72 h, a linhagem resistente precisa de 13,8 uM deste
farmaco, no mesmo periodo de tempo. Logo, a concentracdo necessaria para atingir
50% de reducao da viabilidade celular é quarenta vezes maior na linhagem de LLA
resistente (13,8uM / 0,34uM = 40,6). Isso caracteriza uma relacdo na qual a linhagem
CEM-R é quarenta vezes mais resistente ao tratamento com VP-16 por 72 h do que a
linhagem CCRF-CEM.

Da mesma forma, a diferenca de concentracdo de VP-16 necessaria para
reduzir 50% da viabilidade celular nas linhagens de LMA U937 e U937-R em 72 h é
de cerca de oito vezes (isto €, 7,25 uM / 0,86 uM = 8,4). Logo, a linhagem U937-R é
oito vezes mais resistente ao tratamento com VP-16 por 72 h, do que a linhagem
u937.



Valores de IC50

FérmacosxTempo%CCRF-CEM CEM-R U937z

VP-16 - 24 h 4,40 X 3,98 X
VP-16 - 48 h 0,95 X 1,62 11,20
VP-16 - 72 h 0,34 13,8 = 0,86 7,25

B)

Relacdo de resisténcia ao VP-16
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Figura 5.20: Aquisicdo de resisténcia ao etoposideo (VP-16) pelas linhagens de leucemias
agudas. A) A tabela mostra os valores de ICso das linhagens CCRF-CEM, CEM-R, U937 e
U937-R em resposta ao tratamento com VP-16 por 24 h, 48 h e 72 h. Os valores de I1Cso foram
calculados através de regressao nao linear logistica. O “x” indica que o ICso ndo foi calculado
para os pontos marcados, por nao atingir 50% de viabilidade celular na condi¢éo avaliada. B)
O grafico mostra os niveis de resisténcia adquiridos durante o desenvolvimento das linhagens
resistentes ao VP-16 através da razdo entre o ICso das linhagens resistentes em relacdo as

parentais, mediante ao tratamento com VP-16 por 72 h. Unidade de concentragéo: uM.

5.11 Viabilidade celular das linhagens parentais e resistentes a outros

guimioterapicos usados no tratamento das leucemias agudas

Uma vez que linhagens com fenétipo MDR apresentam resisténcia ao farmaco
ao qual foram desenvolvidas e também a outros quimioterapicos ao qual ndo foram
expostas inicialmente, avaliamos o efeito do tratamento das linhagens de leucemias
agudas parentais e resistentes a outros quimioterapicos usados no tratamento de

neoplasias, tais como: daunorrubicina, idarrubicina e doxorrubicina (Figura 5.21).
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resistente (U937-R). As andlises estatisticas (ANOVA, seguido pelo pds-teste Bonferroni) foram realizadas comparando a linhagem parental com a

resistente (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001). Os graficos demonstram as médias e os desvios padréo de trés experimentos independentes.



Como pode ser visualizado na Figura 5.21 as linhagens CEM-R e U937-R
apresentaram uma maior resisténcia ao tratamento com os trés farmacos avaliados
do que as linhagens parentais CCRF-CEM e U937. Além disso, avaliando a reducao
da viabilidade celular na concentracdo equivalente a utilizada na clinica (1 uM), ponto
de 0,9 uM no grafico, € possivel perceber que a reducéo da viabilidade celular é baixa
nas linhagens resistentes. A maior reducao, em torno de 65% ocorreu com a utilizagao
da idarrubicina, no entanto, os demais farmacos induziram niveis de reducdo da
viabilidade celular em apenas 20 — 30% com daunorrubicina e doxorrubicina nas

linhagens resistentes tanto de LLA quanto de LMA.

Esses resultados reafirmam a necessidade do desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de pacientes resistentes a quimioterapia vigente, uma vez
gue aumentar a concentracdo desses farmacos ndo é uma boa opcao devido a

existéncia dos diversos efeitos colaterais.

5.12 Expresséo e funcado das proteinas transportadoras de efluxo

As linhagens de leucemias agudas parentais e resistentes ao VP-16 foram
caracterizadas quanto ao perfil MDR, a fim de verificar se haveria diferencas na
expressao e funcao das proteinas transportadoras de efluxo Pgp e BCRP entre essas
células.

Como pode ser observado na Figura 5.22 todas as linhagens avaliadas
apresentaram valores de RIF acima do ponto de corte de 1,1 para os ensaios de
expressdo de Pgp, demostrando que tanto as linhagens resistentes quanto as
parentais, de LMA e LLA, expressam essa proteina. Contudo, as linhagens resistentes
ao VP-16 (U937-R e CEM-R) apresentaram um aumento na expressao da Pgp quando
comparadas as linhagens parentais. Esse aumento foi principalmente evidenciado na
linhagem U937-R que passou a expressar 15 vezes mais a proteina Pgp do que a
linhagem parental U937. A linhagem CEM-R teve um aumento de 2,4 vezes na
expressao da Pgp quando comparada a linhagem parental CCRF-CEM (Figura 5.22).
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Este resultado tem potencial relevancia para a caracterizagdo das linhagens
resistentes, visto que a Pgp esta associada ao fendbmeno MDR por atuar na extruséo
ativade farmacos para o meio extracelular, evitando que estes se acumulem no interior
da célula e, por conseguinte, reduzindo o efeito dos mesmos (FUKUDA & SCHUETZ,
2012; TEW, 2012). Dessa forma, seguimos na caracterizacdo do perfii MDR e
passamos a investigar se essas linhagens, bem como as linhagens parentais,
possuiam também a proteina Pgp ativa e funcional. Além da Pgp também verificamos
se a proteina BCRP estava com a sua funcéo de extrusdo de xenobidticos ativa nas
linhagens resistentes e parentais de leucemias agudas. Para isso, foram feitos
ensaios visando investigar a atividade das proteinas Pgp e BCRP na extrusdo de
corantes fluorescentes e, entdo, mensurar a atividade destas proteinas como bombas
de efluxo.

Nesses ensaios foi verificado que a Pgp estava ativa nas linhagens de LLA
avaliadas, tanto na parental quanto na resistentes ao VP-16. No entanto, os valores
de RIF gerados estavam no limiar ou levemente acima do ponto de corte (RIF = 1,1)
para considerar a positividade para o ensaio funcional. Portanto, esse ndo parece ser
0 mecanismo majoritario para a aquisicdo do fenétipo de resisténcia presente na
linhagem CEM-R, que chega a ser 40 vezes mais resistente do que a CCRF-CEM nos
ensaios de viabilidade celular com VP-16 (Figura 5.20). Além disso, as linhagens de
LMA avaliadas ndo apresentaram a proteina Pgp funcional, visto que a mesma néo
exibiu atividade de extrusdo dos corantes fluorescentes na linhagem parental, assim
como na resistente (RIF < 1,1) (Figura 5.23a). Apesar da linhagem U937-R expressar
15 vezes mais a proteina Pgp em relacéo a linhagem parental, isso ndo resultou em
uma maior atividade desta proteina como bomba de efluxo.

Em relacdo a atividade da BCRP esta foi encontrada ativa em todas as
linhagens de leucemias agudas avaliadas, tanto na LLA quanto na LMA, incluindo as
células resistentes e parentais. Contudo, os valores de RIF encontrados também
estavam no limiar ou levemente acima do ponto de corte (RIF = 1,2 na CCRF-CEM e
na CEM-R e RIF = 1,1 na U937 e U937-R) e ndo foram alterados entre as linhagens
resistentes comparadas as parentais (Figura 5.23b).
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Esses dados demonstram que os niveis aumentados de expressdao da Pgp
detectados nas linhagens resistentes, especialmente os altos niveis de Pgp
encontrados na U937-R, ndo estdo associados a sua fungdo como proteina
transportadora de efluxo. Da mesma forma ndo ha um aumento na atividade de
extrusdo de moléculas pela proteina BCRP entre as linhagens resistentes e parentais,
tanto de LLA quanto de LMA, sugerindo que a aquisi¢do do fendtipo de resisténcia
apresentado por estas linhagens € independente do efluxo de farmacos ocasionado
pelas proteinas transportadoras da familia ABC.

Apesar do papel classico da Pgp ser associado a extrusdo de farmacos,
diversos trabalhos relataram uma influéncia direta da Pgp na funcéo de proteinas
envolvidas em vias de regulacdo, incluindo a progressao da apoptose (PALLIS et al.,
2000; RUEFLI; JOHNSTONE, 2003; JOHNSTONE et al., 2000; FLETCHER et al,
2010; BREIER et al., 2013). A atividade anti-apoptética mediada pela Pgp protege as
células neoplasicas da acao dos quimioterapicos e vem sendo atribuida a interferéncia
na formacao do complexo de sinalizacdo de inducé&o de morte celular na membrana
plasmatica, a supressao de ativacdo de caspases (IDRISS et al., 2000; SOUZA et al.,
2011) e a alteracdo na regulacdo de p53 (HE et al., 2010).

Em relagéo a proteina BCRP a sua deteccéo j& foi associada a resisténcia as
antraciclinas (farmacos que atuam inibindo as topoisomerases) (SARGENT et al.,
2001) e foi correlacionada a um pior prognostico de pacientes com LMA, incluindo
resisténcia a quimioterapia (STEINBACH et al., 2002; BENDERRA et al., 2004,
SUVANNASANKHA et al., 2004). Contudo, como pode ser visualizado na Figura 5.23,
todas as linhagens de LMA e LLA avaliadas, apesar de positivas para BCRP
apresentaram baixos niveis de atividade desta proteina (variacdo de RIF entre 1,1 a
1,2). Esses resultados nos levam a questionar o quanto a evidéncia da presenca e
funcdo destas proteinas transportadoras de efluxo de fato contribui para o
desenvolvimento do fenotipo de resisténcia nas linhagens U937-R e CEM-R.

Outros trabalhos com inducgéo de resisténcia aos inibidores de topoisomerases
ja relataram que os altos niveis de resisténcia foram alcan¢cados como resultado da
sinergia entre os niveis reduzidos de RNAmM de Topo lla, acompanhado por uma
diminuicdo da atividade desta enzima, e podendo estar associados ou ndo a

superexpressao de bombas de efluxo (MATSUMOTO et al., 2001). Logo, € provavel



qgue a inducao de resisténcia através da adaptacédo celular a uma pressao crescente

de exposicdo a farmacos, utilize mais do que um mecanismo.

5.13 Perfil de expressao das proteinas topoisomerases e da familia Akt

Apdés a investigacdo dos niveis de expressdo e funcdo das proteinas
transportadoras de efluxo, observamos que a aquisicdo da resisténcia ao VP-16
parece ndo estar associada somente a estas proteinas classicamente associadas ao
perfil MDR. Sabendo-se que o VP-16 tem como alvo a inibicdo da enzima Topo II,
analisamos 0s niveis de expressao proteica das DNA topoisomerases.

Para tanto avaliamos por western blot os niveis das proteinas hTopo |, hTopo lla
e hTopo IIB. A Figura 5.24a mostra reducdo no nivel proteico de hTopo lla e hTopo
lIB na linhagem CEM-R comparada a linhagem parental. Em relacédo a hTopo | foi
observado um efeito oposto, isto €, aumento do conteddo desta proteina na linhagem
resistente.

O aumento do nivel de expressdo da hTopo | em um cenario onde ha baixos
niveis de hTopo lla e hTopo lIf sugere a ocorréncia de uma compensacao nos niveis
de hTopo | quando hTopo Il esta alterada. Como as enzimas topoisomerases Sao
essenciais para diversos processos relacionados ao crescimento e divisdo celular,
esse mecanismo de compensacgao parece ser importante para garantir a viabilidade
das células que entrariam em colapso caso houvesse redu¢do ao mesmo tempo de
todas as proteinas topoisomerases. Essa correlacdo ja foi visualizada em outros
estudos, no qual a diminui¢éo nos niveis de Topo lla foi compensada por um aumento
dos niveis de Topo | em células P388 (leucemia em camundongos) resistentes a m-
AMSA (TAN et al., 1989). A correlagéo inversa também foi observada em células
estaminais cancerosas. Neste modelo, a diminuicdo da atividade de Topo | levou a
reducdo da sensibilidade a camptotecina, inibidor de Topo I, e esta foi acompanhada
pelo aumento da atividade de Topo lla e maior sensibilidade ao etoposideo, inibidor
de Topo lla (PELEG et al., 2014). A existéncia dessa correlacdo pode ser interessante
para aprimorar o tratamento de pacientes resistentes, com a incluséo de farmacos que

tenham a Topo | como alvo.
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Figura 5.24: Andlise do conteldo proteico das DNA topoisomerases (A) e das proteinas da
familia Akt (B) nas linhagens de leucemias agudas resistentes comparadas as parentais. A
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das DNA topoisomerases e das proteinas da familia Akt, respectivamente. Figura
representativa de trés experimentos independentes.

Em seguida foi feita a avaliacéo de proteinas da familia Akt, uma vez que essas
proteinas estdo envolvidas com a maior sobrevivéncia celular e costumam estar
constitutivamente ativadas na maioria das neoplasias, incluindo as leucemias agudas
gue superexpressam Akt (GRANDAGE et al., 2005). Como pode ser observado na
Figura 5.24b, tanto a proteina Akt total quanto as suas isoformas Akt-1 e Akt-2
encontram-se mais expressas nas linhagens resistentes CEM-R e U937-R quando
comparadas as linhagens parentais CCRF-CEM e U937. Esse aumento sugere uma
contribuicdo para a resisténcia terapéutica dessas linhagens. J& foi visto tanto em
células de LMA primaria quanto em linhagens celulares que a ativacéo de Akt protege
as células contra os agentes quimioterapéuticos, incluindo citarabina e etoposideo
(FRANSECKY; MOCHMANN; BALDUS, 2015), destacando o papel da via de Akt na
resisténcia a quimioterapia. Portanto, esses resultados sugerem uma contribuicdo dos
alvos DNA topoisomerases (lla e 113) e Akt (tanto a total quanto suas isoformas -1 e -
2) na contribuicdo para o desenvolvimento do fenétipo MDR dessas linhagens.
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5.14 Perfil de expressao dos microRNAs miR-23a, miR-143 e miR-485-3p nas

linhagens de leucemias agudas parentais e resistentes ao etoposideo

Uma vez que as analises do perfil de expressdo proteica das DNA
topoisomerases mostraram alteracdes nos niveis destas enzimas, fomos investigar se
estas alteracdes poderiam ser consequéncia de modificagcdes pds-traducionais. Para
tanto, analisamos os niveis de expressdo de microRNAs associados a regulacéo
direta ou indireta de Topo lla e Topo IIB. Para isso, avaliamos os niveis de expressao
dos microRNAs miR-23a, miR-143 e miR-485-3p nas linhagens de leucemias agudas,
parentais e resistentes ao VP-16, por PCR em tempo real.

Conforme pode ser observado na Figura 5.25a, o nivel de expressdo do miR-
143 apresentou um grande aumento nos dois experimentos realizados tanto na
linhagem U937-R (aumento de cerca de 115 e 40 vezes em cada experimento) quanto
nalinhagem CEM-R (aumento de 4,7 e 3,2 vezes) comparadas as linhagens parentais.
O miR-143 se liga a regido 3" UTR de Topo lla, regulando diretamente a tradugéo
desta proteina. Logo, o aumento desse microRNA leva a reducdo traducional da Topo
lla. Alguns trabalhos ja associaram os altos niveis do miR-143 com a reducao da
expressdo de Topo lla, além da reducdo de proliferacdo celular e resisténcia a
guimioterapia (UGRAS et al.,, 2011; SRIKANTAN et al., 2011). Srikantan e
colaboradores mostraram que o controle da traducao de Topo lla influencia na eficacia
do tratamento com doxorrubicina, uma vez queapoés a reducao dos niveis de Topo lla
em células HelLa, em consequéncia da superexpressao de microRNAs com alvo em

Topo lla, estas células tornaram-se resistentes ao tratamento.
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Outro microRNA avaliado foi o miR-485-3p que se encontra reduzido na
linhagem CEM-R quando comparada a linhagem parental CCRF-CEM, apresentando
valores de expresséao de 0,4 e 0,3 em cada experimento. ISso representa uma redugao
de 60 e 70% em relac&o a linhagem parental, cuja expressao é referenciada como 1,0
ou 100% de expresséao Figura 5.25b).

Este microRNA atua na inibicdo de Topo lla de forma indireta, uma vez que sua
ligacdo ocorreno sitio 3' UTR do fator de transcricdo NF-YB, reduzindo a expressao
deste. Por sua vez, NF-YB regula negativamente a expressao de Topo lla, de forma
gue quando os niveis de NF-YB estéo altos, os niveis de Topo lla estdo baixos e vice-
versa (CHEN et al., 2011). Logo, com a reducéo da expressao do miR-485-3p, como
vimos nesse trabalho, ha um aumento dos niveis de NF-YB e consequentemente uma
diminuicao dos niveis de Topo lla. Chen e colaboradores observaram que em células
de LLA resistentes ao teniposideo, e em células de rabdosarcoma resitentes ao
etoposideo, ocorria baixa expressdo do miR-485-3p, um aumento de NF-YB e baixos
niveis proteicos de Topo lla. Além disso, esse efeito foi revertido apds a
superexpressao deste microRNA (CHEN et al., 2011). Alguns trabalhos na literatura
tém associado os baixos niveis deste microRNA com niveis reduzidos de Topo llq,
perfil MDR, além de estarem associados a regulacdo da proliferacdo celular,
apoptose, migracdo e metastase em tumores soélidos (CHEN et al., 2011; FORMOSA
et al., 2014; YANG et al., 2013 LOU et al., 2016).

Também avaliamos o envolvimento da Topo |If para o fenétipo de resisténcia
através da analise do miR-23a que se liga diretamente aregido 3" UTR dessa enzima,
regulando a traducéo da proteina Topo IIf. Como pode ser observado na Figura 5.25c,
o0 nivel de expressdo do miR-23a aumentou em ambas as linhagens resistentes
avaliadas. Na linhagem U937-R esse aumento foi de 2,8 e 2 vezes em cada um dos
dois experimentos realizados e na linhagem CEM-R o aumento foi de 3,6 e 1,9 vezes
em cada experimento comparados as linhagens parentais. Diversos trabalhos ja
associaram os altos niveis do miR-23a com a reducdo da expressdo de Topo I,
sendo considerado um agente da quimiorresisténciae um marcador da progressao
tumoral (PENG et al., 2015; WU et al., 2011; PEREZ-SAYANS et al., 2012; YU et al.,
2010).

Estes resultados (altos niveis de miR-143 e miR-23a e baixos niveis de miR-485-
3p nas linhagens resistentes) sugerem um papel das enzimas topoisomerases, mais
especificamente da Topo II, no fendtipo de resisténcia apresentados pelas células
U937-R e CEM-R.



Ja foi descrito que a maioria das linhagens celulares resistentes a inibidores de
topoisomerases apresentam essa resisténcia mediada por alteracdes nessas enzimas
(baixos niveis de RNAmM, mutacgdes e atividade reduzida da enzima) (HOLOHAN et al.,
2013; VASSETZKY et al., 1995; MATSUMOTO et al., 2001). No entanto, pouco se
sabe sobre o papel dos microRNAs na aquisi¢cao deste fenotipo de resisténcia. Neste
trabalho demonstramos a ocorréncia de modificacdes poés-traducionais, como
alteracdo na expressédo de microRNAs que regulam as enzimas topoisomerases, 0
gue sugere uma relacdo dessas modificacbes pos-traducionais com a inducéo de

resisténcia nas linhagens de LMA e LLA avaliadas.

Parte Ill: Efeito antineoplasico (incluindo anti-MDR) dos novos compostos nas

linhagens resistentes

5.15 Atividade citotoxica dos compostos LQB-118, LQB-223 e Acido Pomdlico

nas linhagens de leucemias agudas resistentes versus parentais

Os inibidores de topoisomerase que atuam estabilizando o complexo de
clivagem (inibidores poison), como etoposideo, camptotecina e diversas antraciclinas
sdo amplamente empregados no tratamento das leucemias. No entanto, diversos
pacientes apresentam resisténcia a estes inibidores. Neste contexto, torna-se
essencial o desenvolvimento de novos compostos antitumorais efetivos sobre as
células resistentes a quimioterapia.

Como os compostos LQB-118, LQB-223 e Acido Pomélico mostraram inibir
bioquimicamente as DNA topoisomerases, através de um mecanismo de acao
diferente dos inibidores destas enzimas utilizados na clinica (inibidores poison de
topoisomerases), resolvemos avaliar o potencial citotoxico destes compostos nas
linhagens de leucemias agudas parentais e resistentes ao VP-16. Para tanto, a
viabilidade celular dessas linhagens foi avaliada por MTT apds o tratamento com
diversas concentracdes destes compostos por 24, 48 e 72 h (Figura 5.26 e Figura
5.27).

As analises estatisticas foram feitas comparando as linhagens parentais com
as resistentes, com a finalidade de verificar se as diferencas de viabilidade celular
entre essas linhagens seriam estatisticamente significativas. Como pode ser
observado na Figura 5.26, os tratamentos com os compostos LQB-118 e LQB-223

nao resultaram em diferencas estatisticamente significativas em nenhuma das
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concentracbes, e em nenhum dos tempos avaliados, entre as linhagens de LLA
parental e resistente. Isto comprova a hipétese de que esses compostos atuam
inviabilizando ambas as linhagens a despeito de seu perfil de resisténcia.

O tratamento com o composto AP nas linhagens de LLA (Figura 5.26) e de LMA
(Figura 5.27) apresentou diversos pontos com diferencas estatisticas significativas (p
< 0,001) entre as curvas referentes as linhagens parentais e resistentes ao VP-16. Isso
indica que este composto atuou na reducgéo da viabilidade celular de maneira diferente
entre as linhagens parentais e resistentes ao VP-16. Isto é, a reducéo da viabilidade
celular da linhagem resistente foi menor do que a reducao na linhagem parental para
uma mesma concentragao e tempo de tratamento com AP. Ainda assim, em altas
concentragdes e principalmente em maiores tempos, o AP reduziu a viabilidade das
células resistentes em até 80% na linhagem resistente de LLA (CEM-R), no tempo de
72 h (concentracfes de 5 — 20 uM) (Figura 5.26). No entanto, na linhagem resistente
de LMA (U937-R), o tratamento com a maior concentragcao e nos maiores tempos de
exposi¢do ao farmaco (20 uM de AP durante 48 h e 72 h) levou a reducdo de no
maximo 40% da viabilidade celular (Figura 5.27).

Em relacdo ao tratamento com o0s compostos LQB-118 e LQB-223 nas
linhagens de LMA (Figura 5.27), o perfil de resposta também apresentou alguns
pontos com diferencas estatisticas significativas (p < 0,01) ente as curvas referentes
as linhagens parentais e resistentes ao VP-16. No entanto, os compostos LQB-118 e
LQB-223 reduziram a viabilidade das células resistentes até cerca de 90% e 80%
respectivamente, nas linhagens de LMA tratadas com concentragdes a partir de 6,25
MM desses compostos, nos tempos de 48 h e 72 h (Figura 5.27). Nas linhagens de
LLA, o tratamento com LQB-118 e LQB-223 reduziu a viabilidade das células
resistentes com a mesma poténcia com que reduziu as células parentais em todas as
concentra¢cfes e tempos avaliados, de forma que ndo houve diferengas estatisticas
significativas entre esses tratamentos (Figura 5.26).

Estes resultados indicam uma maior atividade dos compostos LQBs nas células
resistentes comparados ao AP. Enquanto o tratamento com o AP nao atingiu 50% de
reducdo da viabilidade das células de LMA resistentes, os LQBs promoveram altos
niveis de reducéo da viabilidade celular, em torno de 90%. Isso sugere uma maior
capacidade em contornar os mecanismos MDR apresentados pelos LQBs e, portanto,
seguiremos com eles para melhor investigar seu mecanismo de a¢cdo nos proximos

experimentos.
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Figura 5.26: Efeito citotoxico dos compostos LQB-118 (A), LQB-223 (B) e Acido Pomdlico (C) apés 24, 48 e 72 h de anélise da viabilidade celular por
MTT nas linhagens de leucemia linfoide aguda (LLA) parental (CCRF-CEM) e resistente (CEM-R) ao etoposideo. As andlises estatisticas (ANOVA,
seguido pelo pos-teste Bonferroni) foram realizadas comparando a linhagem parental com a resistente (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001). Os gréficos

demonstram as médias de no minimo trés experimentos independentes.
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Figura 5.27: Efeito citotoxico dos compostos LQB-118 (A), LQB-223 (B) e Acido Pomdlico (C) apds 24, 48 e 72 h de anélise da viabilidade celular por

MTT nas linhagens de leucemia mieloide aguda (LMA) parental (U937) e resistente (U937-R) ao etoposideo. As analises estatisticas (ANOVA, seguido

pelo pos-teste Bonferroni) foram realizadas comparando a linhagem parental com a resistente (*p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001). Os graficos

demonstram as médias de no minimo trés experimentos independentes.
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5.16 Potencial dos compostos LQB-118 e do LQB-223 na inibi¢cédo das

linhagens de leucemias agudas resistentes versus parentais

A fim de avaliar a poténcia de inibicdo dos compostos LQBs, foi calculado o
ICso destes compostos nas linhagens CEM-R e U937-R e estes dados foram
comparados com os Vvalores de ICso das linhagens CCRF-CEM e U937,
respectivamente.

A Tabela 5.2 mostra que para o composto LQB-223 néo foi possivel calcular o
ICs0 para o tratamento por 24 h nas linhagens CCRF-CEM, CEM-R e U937-R, pois
estas nao atingiram 50% da viabilidade celular neste tempo de tratamento inicial. Além
disso, a Tabela 5.2 também mostra que os valores de ICso calculados tanto para o
composto LQB-118, quanto para o LQB-223 foram, na maioria dos pontos avaliados,
muito semelhantes entre as linhagens parentais e resistentes ao VP-16. Deve-se
ressaltar que a linhagem CEM-R é quarenta vezes mais resistente ao VP-16 e a
linhagem U937-R € oito vezes mais resistente a este mesmo farmaco, comparadas as
linhagens parentais (Figura 5.20). Portanto, a proximidade entre os valores de 1Cso
calculados para o tratamento com os LQBs nas linhagens parentais e resistentes,
demonstra que esses compostos foram capazes de sobrepujar o mecanismo de
resisténcia e, portanto, conseguiram reduzir a viabilidade celular das linhagens

resistentes ao VP-16 em niveis semelhantes aos das linhagens parentais.

Tabela 5.2: Calculo dos valores de ICsp das linhagens CCRF-CEM, CEM-R, U937 e U937-R
em resposta ao tratamento com LQB-118 e LQB-223 por 24 h, 48 h e 72 h. Unidade de

concentracao: M.

Valores de IC50

Farmacos x Tem iCCRF-CEM CEM-R |
LQB-118-24 h 3,3 3,40 2,89 6,01

LQB-118-48 h 2,73 288 234 251
LQB-118-72 h 2,81 3,16 = 2,08 3,81
LQB-223-24 h X X 3,23 X

LQB-223-48 h 1,94 257 | 1,81 2,88
LQB-223-72h 1,42 1,51 @ 2,10 2,21

Obs: Os valores de ICso foram calculados através de regressédo nao linear logistica. O “x”
indica que o ICso ndo foi calculado para esse ponto por ndo atingir 50% de viabilidade na

condicdo avaliada.



Apbs o célculo do ICso foram escolhidas as concentracdes e 0s tempos
utilizados para o tratamento das linhagens de LMA e LLA parentais e resistentes ao
VP-16 para os ensaios de ciclo celular e inducdo de morte celular.

Para o tratamento das linhagens U937 e U937-R, foram escolhidas as
concentracbes de 3 UM e 6 UM dos compostos LQB-118 e LQB-223 no tempo de 24
h. O tratamento das linhagens CCRF-CEM e CEM-R foi avaliado com as
concentracfes de 1,5 uM, 3 UM e 6 uM dos compostos LQB-118 e LQB-223 no tempo
de 48 h.

5.17 Efeito dos compostos LQB-118 e LQB-223 na inducédo de morte celular nas

linhagens de leucemias agudas resistentes versus parentais

A investigacdo da taxa de inducdo de morte celular pelos compostos LQB-118
e LQB-223 foi feita pelo ensaio de Anexina V/Pi e por quantificacdo de inducdo de
fragmentacao do DNA por citometria de fluxo, nas linhagens de LMA e LLA parentais
e resistentes ao VP-16, ap0s o tratamento com esses compostos por 24 ou 48 h.

O tratamento por 48 h com 3uM e 6 yM de LQB-118 ou de LQB-223 nas
linhagens de LLA resultou em aproximadamente 20% e 60% de marcacédo celular
positiva para Anexina V, respectivamente (Figura 5.28). Em relacdo as linhagens de
LMA, 24 h de tratamento com 3uM e 6 yM de LQB-118 ou de LQB-223 resultou em
aproximadamente 50% e 70% de positividade para Anexina V, respectivamente
(Figura 5.29). Ambas as concentracfes de 3uM e 6 yM de LQB-118 e LQB-223
usadas no tratamento das células de LLA e LMA apresentaram significancia estatistica

quando comparados a condi¢&o controle, contendo somente o veiculo.
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Figura 5.29: Efeito do LQB-118 e do LQB-223 na inducdo de morte celular nas linhagens
resistente e parental de leucemia mieloide aguda (LMA), avaliados no ensaio de marcacao de
células anexina V* por citometria de fluxo, apds incubagdo por 24 h. A) Histogramas
representativos deno minimo trés experimentos independentes. B) Graficos contém a média
da porcentagem de células marcadas com anexina V/Pi. As analises estatisticas (ANOVA,
seguido pelo pés-teste Bonferroni) foram realizadas comparando: a linhagem parental com a
resistente (ndo houve valor de p significativo) e comparando o tratamento com o DMSO (***p

< 0,001 em cinza).

A Figura 5.28 e a Figura 5.29 mostram que a inducdo de morte celular
produzida pelos compostos LQB-118 e LQB-223 apresentou percentuais semelhantes
entre as linhagens resistentes e parentais de forma que ndo houve significancia
estatistica entre essa comparacao (resistente x parental) em nenhuma concentragéo
dos compostos avaliados. Esses resultados de inducédo de morte celular corroboram

com os de reducao de viabilidade celular, indicando que os LQBs atuam inviabilizando
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as células e induzindo morte celular tanto nas células resistentes quanto nas parentais
de intensidade semelhante, conseguindo sobrepujar os mecanismos MDR.

Na Figura 5.30 é possivel observar que o tratamento com os compostos LOQB-
118 e LQB-223 gerou fragmentacdo do DNA tanto nas linhagens parentais quanto nas
resistentes. A inducédo de fragmentacdo do DNA foi maior apds o tratamento com o
composto LQB-223 (6 uM), aproximadamente 50% nas linhagens de LMA e cerca de
30% nas linhagens de LLA ap0s 24 e 48 h de tratamento, respectivamente. O
tratamento com o composto LQB-118, apresentou uma maior taxa de fragmentacéo
de DNA nas linhagens de LMA (cerca de 40% e 30% para U937 e U937-R,
respectivamente) apos incubagdo com 6 uM por 24 h. Nas linhagens de LLA as taxas
de fragmentacdo de DNA foram menores, cerca de 20% e 10% para CCRF-CEM e
CEM-R, respectivamente, apds incubacdo com 6 uM por 48 h. Isso reflete a maior
resisténcia ao tratamento das linhagens de LLA (cuja a resisténcia adquirida ao VP-
16 é de 40 vezes) comparadas as de LMA (com resisténcia de 8 vezes) (Figura 5.20).

A auséncia de significAncia estatistica entre a taxa de fragmentacdo de DNA
causada pelos compostos LQBs nas linhagens resistentes compradas as parentais,
tanto de LMA quanto de LLA, demonstra que a atuacdo desse composto é
independente do perfil de resisténcia da célula.

A Figura 5.31 e a Figura 5.32 mostram o0s histogramas representativos da
inducao de de fragmentacdo do DNA causada pelos compostos LQBs nas linhagens
de LLA e LMA, respectivamente. Esses resultados de marcacgéo celular com Anexina
V e inducgéo de fragmentacdo de DNA sao indicativos de induc&o de apoptose nessas
células (WLODKOWIC; SKOMMER; DARZYNKIEWICZ, 2012).
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Figura 5.30: Efeito do LQB-118 e do LQB-223 na inducao de fragmentacdo do DNA nas linhagens parentais e resistentes de LLA (A) tratadas por 48
h e LMA (B) tratadas por 24 h com os compostos. Os graficos contém a média de da porcentagem de fragmentacdo de DNA das células em sub-
GO0/G1 de no minimo trés experimentos independentes. As analises estatisticas (ANOVA, seguido pelo pés-teste Bonferroni) foram realizadas
comparando: a linhagem parental com a resistente (ndo houve valor de p significativo) e comparando o tratamento com o0 DMSO (**p < 0,01 e ***p <

0,001 em cinza).
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Figura 5.31: Histogramas representativos da inducdo de de fragmentacdo do DNA causada pelos compostos LQB-118 e LQB-223 nas linhagens de
leucemia linfoide aguda (LLA) resistente e parental.
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Figura 5.32: Histogramas representativos da inducéo de de fragmentacdo do DNA causada pelos compostos LQB-118 e LQB-223 nas linhagens de

leucemia mieloide aguda (LMA) resistente e parental.
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5.18 Efeito dos compostos LQB-118 e LQB-223 no ciclo celular das linhagens

de leucemias agudas resistentes versus parentais

Para avaliar se os efeitos anti-proliferativos de LQB-118 e LQB-223 resultaram
em alteracdes no perfil do ciclo celular, o contetdo de DNA foi avaliado por citometria
de fluxo apos os tratamentos. Como mostrado na Figura 5.33, 3 uM e 6 uM de LQB-
223 induziram um grande acumulo de células em G2/M apdés 24 h de tratamento nas
linhagens U937 e U937-R. Concentragbes de 1,5 uM e 3 pM desse mesmo composto
também induziram acumulo de células em G2/M apos 48 h de tratamento nas
linhagens CCRF-CEM, e CEM-R, enquanto que a concentracdo mais alta, de 6 uM,
induziu acumulo de células em G2/M na linhagem CCRF-CEM e em S na linhagem
CEM-R.

O composto LQB-118 (Figura 5.33) induziu, um leve acumulo de células em S
apos 24 h de tratamento com 3 uM e 6 uM na linhagem U937. Na linhagem resistente
U937-R,0 tratamento com 3 uM e 6 uM induziu um acumulo de células em G2/M e S,
respectivamente. No tratamento da LLA, concentragbes de 3 uM e 6 uM de LQB-118
induziram um leve acumulo de células em G2/M nas linhagens parental e resistente,
e a concentracdo mais alta, de 6 uM, induziu um acumulo de células em S na linhagem
CEM-R. Mostrando que concentracdes maiores levam a paradas em fases anteriores
do ciclo, principalmente nas células resistentes que apresentam niveis reduzidos de
Topo lla e Topo IR e, portanto, terdo mais dificuldades para realizar a diviséo celular.

A Figura 5.34 e a Figura 5.35 mostram os histogramas representativos do efeito
dos LQBs na distribuicdo de células nas fases do ciclo celular nas linhagens de LLA e
LMA, respectivamente. Esses resultados mostram que os compostos LQBs alterarem
a distribuicdo das células nas fases do ciclo celular induzindo um acumulo nas fases
S ou G2/M. Esse resultado condiz com a inibicdo de Topo Il, uma vez que essas
enzimas s&80 essenciais para 0s processos de replicacdo e transcricdo celular.
Contudo, o acumulo de células em cada fase variou de acordo com o tipo de linhagem
lEucemica tratada (LMA ou LLA), com os fenotipos de resisténcia das linhagens
(parentais ou resistentes) e com 0os compostos avaliados (LQB-118 ou LQB-223). Isso
pode sugerir que além do mecanismo de acdo via inibicdo das topoisomerases
apresentado por esses compostos, outros mecanismos contribuem para a reducéo da

viabilidade celular e induc&o da morte celular apos o tratamento com os LQBs.
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Figura 5.33: Avaliacdo do efeito dos compostos LQB-118 e LQB-223 no perfil do ciclo celular das linhagens de leucemia linfoide aguda (LLA) (A)
tratadas por 48 h e leucemia mieloide aguda (LMA) (B), tratadas por 24 h com esses compostos. Os graficos contém a média das células em G1, Se

G2/M de trés experimentos independentes.
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Figura 5.34: Histogramas representativos do efeito dos compostos LQB-118 e LQB-223 no perfil do ciclo celular das linhagens de leucemia linfoide

aguda (LLA) resistente e parental.
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Figura 5.35: Histogramas representativos do efeito dos compostos LQB-118 e LQB-223 no perfil do ciclo celular das linhagens de leucemia mieloide

aguda (LMA) resistente e parental.
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5.19 Efeito do composto LQB-118 na modulagdo de Akt nas linhagens de

leucemias agudas resistentes versus parentais

Uma vez que a proteina Akt estd envolvida em diversos processos que
contribuem para a progressdo e resisténcia tumoral, buscamos avaliar se esta
proteina poderia ser regulada no tratamento com o composto LQB-118.

Como pode ser visualizado na Figura 5.36a o tratamento com 3 uM de LQB-118
durante 24 h reduz completamente os niveis proteicos de Akt na linhagem U937. Na
linhagem resistente U937-R este mesmo efeito foi induzido com a concentracéo de 6
UM do LQB-118. Portanto, LQB-118 promoveu uma reducdo completa da proteina Akt
tanto na célula resistentes quanto na parental. O tratamento das linhagens de LLA
induziu um efeito semelhante, 6 uM de LQB-118 por 24 h reduziu totalmente a proteina
Akt na linhagem CCRF-CEM, entretanto, na linhagem CEM-R foi necessério 12 uM
para que Akt fosse reduzida (Figura 5.36b). Assim como tem ocorrido nos
experimentos anteriores apresentados neste trabalho, a linhagem CEM-R foi a mais
resistente a reducdo de Akt, ndo apresentando uma reducdo total no conteudo
proteico desta molécula. Apesar da maior resisténcia, o tratamento com LQB-118
também reduziu o nivel de Akt tanto na linhagem resistente quanto na parental na
LLA.

A)
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LQB-118 LQB-118
DMSO 3uM 6uM  DMSO 3uM 6uM 12uM

[ | [ | Akt
|.——4 |.—.-.._._ |[3—actina
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Figura 5.36: Efeito do LQB-118 na modulacdo dos niveis de Akt apés o tratamento com

diferentes concentracdes (1,5 — 12 uM) do composto, durante 24 h, nas células resistentes ou
parentais de leucemia miel6ide aguda (A) ou leucemia linfoide aguda (B). DMSO: controle
com células sem tratamento e na presenca do veiculo DMSO. O conteudo proteico da $-actina
foi utilizado como controle endégeno do experimento. Figura representativa de dois

experimentos independentes.



Em seguida, como vimos que o composto LQB-118 induz as células a apoptose
e que a cascata de sinalizacdo celular ativada na indugé&o da morte celular pode levar
a reducao de Akt, buscamos avaliar se a reducéo proteica de Akt apds o tratamento
com LQB-118 era resultado da inducdo de morte celular. Como observado na figura
Figura 5.37 a reducéo de Akt por LQB-118 é independente da apoptose, uma vez que
mesmo inibindo a apoptose com o inibidor de pan caspase Z-VAD-FMK (Sigma-
Aldrich) o LQB-118 continuou reduzindo o conteudo proteico de Akt em todas as

linhagens de leucemias agudas avaliadas, tanto as resistentes quanto as parentais.

|-l_| B-actina

U937 U937-R
- . -+ + LQB-1183puM . - -+ + LQB-118 6 uM
= -+ . + Z-VAD-FMK - -+ . + Z-VAD-FMK
- + - - - DMsO . + = g - DMSO
+ - - - - CTR + : : = - CTR
[——— . | Akt — | Akt
|' ' : " - |Casp 3cl | il ICasp 3cl
[ S| B-actina [ = e =] B-actina
CCRF-CEM CEM-R
- - - + + LQB-118 6 uM - - - + + LQB-118 12 uM
- - + - + Z-VAD-FMK - - + - + Z-VAD-FMK
- + - - - DMSO = + . . - DMsO
- - = - - CTR + . - = - CTR
I | Akt | - | Akt
| - | Casp 3 cl. |Casp 3cl

M B-actina

Figura 5.37: Avaliagdo do efeito da apoptose na modulag¢éo dos niveis da proteina Akt apds
tratamento com LQB-118 por 24h nas linhagens de leucemias agudas resistentes ou
parentais. CTR: controle com células sem tratamento; DMSO: controle com células sem
tratamento e na presenca do veiculo DMSO; Z-VAD-FMK: inibidor de pan caspase; Casp 3
cl.: caspase 3 clivada, marcador para a inducdo de apoptose; p-actina: controle enddgeno.

Figura representativa de dois experimentos independentes.

Visto que a reducdo de Akt pelo LQB-118 ndo ocorreu como consequéncia da
apoptose gerada por este composto, realizamos a cinética de tempo do tratamento

com LQB-118, a fim de inferir possiveis mecanismos que estariam levando a reducao
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de Akt total. A Figura 5.38 mostra que a reducéo de Akt ndo é precoce, ocorrendo de
forma completa nos maiores tempos de 16 h e 24 h nas linhagens de leucemias
agudas resistentes e parentais.

U937 + LQB-118 3uM U937-R +LQB-118 6uM
() (¢}
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Figura 5.38: Efeito do LQB-118 na modulacédo dos niveis de Akt nas células resistentes ou

parentais de leucemias agudas durante uma cinética de tempo em até 24 h. O conteludo
proteico da [-actina foi utilizado como controle enddégeno do experimento. Figura

representativa de dois experimentos independentes.

Esses dados sugerem a participacao de vias de proliferacdo celular no efeito
antitumoral do composto LQB-118. Uma vez que as vias de PI3K / Akt estdo
constantemente ativadas nas leucemias agudas (BONGIOVANNI; SACCOMANI;
PIOVAN, 2017; GRANDAGE et al., 2005) a regulacéo de vias de sobrevivéncia celular
representa um importante mecanismo de acdo do composto LQB-118. Estudos
demonstram que a utilizacdo de inibidores farmacologicos da via PI3K / Akt
associados a quimioterapia padrdo em células leucémicas levam a um efeito sinérgico
na inducédo de apoptose, sugerindo um papel relevante dessa via na mediacado da
resisténcia a quimioterapia nas leucemias agudas (JEFFREY et al.,, 2009;
FRANSECKY; MOCHMANN; BALDUS, 2015).

Assim como observado em nosso estudo, ja foi mostrado que o composto LQB-
118 induz apoptose em linhagens celulares de leucemia com fenétipo MDR (MAIA et
al., 2011; DE SOUZA REIS et al., 2013) e em células de cancer de préstata resistentes
a terapia com androgénio (MARTINO et al., 2014). Além disso, um dos mecanismos
de acdo do LQB-118 para sua atividade antitumoral é a inducdo de ROS que j& foi
vista em células de leucemia mieloide crénica, incluindo células com perfii MDR
(NETTO et al., 2010; SALUSTIANO et al., 2010; DE SA BACELAR et al., 2013).

Também ja foi demonstrado que a apoptose celular, a geracdo de ROS e a
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fragmentacao de DNA possuem um papel importante na regulacéo da atividade da via
de PI3K / Akt mediada por genotoxinas (ROOS; KAINA, 2013; XU et al., 2012;
GANGULY et al., 2007; ZHAO et al., 2012). Além dos resultados gerados em nosso
estudo, outros trabalhos do nosso grupo também demonstraram a reducdo de Akt
total, além da forma fosforilada dessa proteina, em modelos de glioblastoma e
leucemia mieloide crbénica (DE FARIA et al.,, 2015; BERNARDO, 2016). Neste
trabalho, observamos a reducdo da proteina Akt total ocorrendo independente da
ativacdo da apoptose. Alguns grupos ja observaram a regulacdo de Akt em resposta
a danos ao DNA (ROOS; KAINA 2013; XU et al., 2012) e inibidores cataliticos de Topo
Il foram implicados na ativacdo da via de sinalizagdo das quinases ATM e ATR,
proteinas centrais na sinalizacdo em resposta a dano no DNA (FUKUDA et al., 2013;
DEMING et al., 2001; WU et al., 2010). Dados ainda nao publicados pelo nosso grupo
mostram a inducao de fosforilagdo da histona H2AX (yH2AX), um dos alvos de ATR
ativados ap0s estresse na replicacdo celular, ap6s o tratamento com os LQBs em
células de glioblastoma. Fukuda e colaboradores observaram uma reducéo tanto na
proteina Akt total quanto na sua forma fosforilada a partir de 8h de incubacdo com um
composto natural inibidor catalitico da DNA topoisomerases | e lla, além da indugéo
de yH2AX (FUKUDA et al., 2013). Logo, a reducéo de Akt observada nesse trabalho
pode estar associada aos danos ao DNA induzidos por LQB-118, uma vez que 0s
danos gerados no DNA ocorrem antes da apoptose, a etapa final resultante da inducéo
desses danos.

Além disso, a diminuicdo nos niveis de expressao total de Akt, observada apés
tratamento com LQB-118 também pode estar associada a alguma regulacdo pés-
transcricional. Em um trabalho recente do nosso grupo a familia do microRNA-29
(miR-29a, miR-29b, miR-29c) que regula a proliferacdo e apoptose, mediante a
inibicdo do RNAm de Akt, em diferentes tumores foi avaliada como possivel alvo do
LQB-118. No entanto, o tratamento com LQB-118 né&o alterou a expressao desses
microRNAs nas células de leucemia mieloide crénica nos tempos avaliados, mas
devido a meia vida dos microRNAs ndo ser muito grande, avaliagbes em tempos mais
precoces sao necessarias para refutar ou confirmar a participacéo dessas moléculas
na resposta ao LQB-118 (DE FARIA, 2016). Por fim, as alteragdes no nivel proteico
de Akt por LQB-118 também podem ser resultados de modificagfes pos-traducionais,
inducéo da degradacgdo proteica e/ou inibicdo da sintese proteica que precisam ser

investigados.
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. CONCLUSOES

e Nossos resultados mostram que a exposi¢cdo das linhagens CCRF-CEM e
U937 a concentracdes crescentes de VP-16 foi eficaz na inducdo da resisténcia
a esse farmaco, gerando linhagens 40 vezes e 8 vezes mais resistentes a este
farmaco (CEM-R e U937-R, respectivamente), além de serem resistentes a
outros quimioterapicos, tais como: daunorrubicina, idarrubicina e doxorrubicina.

e A exposicdo ao VP-16 na indugao de resisténcia nas linhagens de leucemias
agudas levou a uma taxa de proliferacdo celular inferior as obtidas nas
linhagens parentais.

e A caracterizacao das linhagens resistentes em relacdo as parentais quanto ao
perfil de resisténcia, mostrou que elas apresentam maior expressao da proteina
transportadora Pgp. No entanto, esta expresséo néao foi correlacionada com um
maior aumento de atividade desta proteina ou da BCRP no efluxo de moléculas.
Além disso, também foi demonstrado nas linhagens resistentes alteracdo na
expressdo de microRNAs que regulam a Topo lla, uma expressao proteica
reduzida de hTopo lla, hTopo IIB e um aumento na expressao proteica de
hTopo I, Akt total, Akt-1 e Akt-2, quando comparadas as linhagens parentais.

e Os compostos acido pomdlico, LQB-118 e LQB-223 apresentaram acao
inibitéria sobre as enzimas topoisomerases, sendo caracterizados como
inibidores cataliticos dessas enzimas.

e Tanto os ensaios bioguimicos quanto os de biologia computacional sugerem
que os compostos LQBs nao intercalam no DNA e ndo atuam no sitio de ligacao
ao VP-16. Além disso, os resultados da modelagem computacional sugeriram
gue a interacao desses compostos é mais favoravel no sitio ATPase de Topo
lla e que estes apresentam maior afinidade pela Topo lla do que pela Topo IIB.

e O composto LQB-118 modula o contetdo de Akt celular e esta modulacdo é
independente da apoptose.

e Os compostos avaliados reduziram a viabilidade, alteraram o perfil de
distribuicdo de células no ciclo celular e induziram morte celular nas linhagens
resistentes comparadas as parentais, sobrepujando o mecanismo MDR e,
mostrando ser potenciais compostos para 0 tratamento nos casos de

resisténcia aos inibidores classicos de topoisomerases usados na clinica.
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7. CONCLUSAO GERAL

Nossos resultados evidenciaram que os compostos acido pomolico, LQB-118 e
LQB-223 sdo potentes agentes antitumorais em células de leucemias agudas. Os
compostos LQBs se destacaram por serem potentes no tratamento de leucemias
agudas com fenétipo MDR, podendo ser uma op¢ao para os pacientes resistentes aos

quimioterapicos empregados nos protocolos terapéuticos atuais.

8. PERSPECTIVAS

e Avaliar a interacdo dos novos compostos com o sitio ATPase de hTopo lla por
ensaios bioquimicos.

¢ Investigar a ocorréncia de lesées no DNA e a reversibilidade do DNA clivado
nas células tratadas com os novos compostos, como resultado da inibicdo das
topoisomerases.

e Investigar a modulacdo de Akt pelo composto LQB-223 e investigar possiveis
alteracdes nos mecanismos de sintese e/ou degradacdo desta proteina
moduladas pelos LQBs.

e Avaliar o efeito da combinacéo do tratamento com inibidores de topoisomerase
(inibidores classicos usados na clinica) associados com a inibi¢cao de proteinas
da familia Akt, visando o estudo de uma abordagem utilizando quimioterapia

combinada.
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ABSTRACT

Background: Acute myeloide leukemia (AML) represent the largest number of annual deaths
from hematologic malignancy. In the United-States, it is estimated that 21.380 individuals will be
diagnosed with AML and 49.5% of patients will die in 2017. Therefore, the searching for novel
compounds capable of increasing the overall survival rate to the treatment of AML cells is urgent.
Objectives: To investigate the cytotoxicity effect of the natural compound PA and to explore the
mechanism of action of PA in AML cell lines with different phenotypes. Methods: It was used three
different AML cell lines, HL60, U937 and Kasumi-1 cells with different mechanisms of resistance to
analyze the effect of PA on the cell cycle progression, on DNA intercalation and on human DNA
topoisomerases (hTopo I and Ila) in vitro studies. Theoretical experiments of the inhibition of hTopo |
and Ila were done to explore the binding modes of PA. Results: PA reduced cell viability, induced cell
death and increased sub-G0/G1 accumulation in all cell lines, altered the cell cycle distribution and
inhibited the catalytic activity of both human DNA topoisomerases. Conclusion: Finally, this study
showed that PA has powerful antitumor activity against AML cells suggesting that this natural

compound might be apotent antineoplastic agent to improve the treatment scheme of this neoplasm.

Keywords: Acute myeloid leukemia, natural compound, pomolic acid, human DNA topoisomerases,

Topo I, Topo Ila, anticancer agent, drug discovery.
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Abstract

11a-N-Arylsulfonyl-5-carbapterocarpans (5a-c and 6a-c), 9-Arylsulfonyl-4,4a,9,9a-
tetrahydro-3H-carbazole (7), 11a-N-Arylsulfonyl-5-carbapterocarpen (8) analogues of LQB-
223 (4), were synthesized through palladium catalyzed azaarylation of substituted
dihydronaphtalenes (14a-c) and cyclohexadiene (15), respectively, with N-tosyl-o-iodoaniline
(11). In order to investigate the role of the arylsulfonamide moiety for the pharmacological
activity, the azacarbapterocarpen (9) was also synthesized by Fischer indol reaction. The
structural requirements at the A-ring for the antineoplastic activity toward human leukemias
and breast cancer cells were evaluated as well. Substitutions on the A-ring of LQB-223 and
analogues seems to direct the effect for different breast cancer subtypes. On the other hand, it
is not essential for antileukemic activity since compound 7, which does not contain the A-ring,
showed efficacy with high selectivity indexes for drug-resistant leukemias. Molecular docking
studies showed that compounds 4, 5b, and 7 interact with Topoisomerases | and Il with similar
binding energies to known inhibitors, highlighting the importance of the arylsulfonamide for
this activity. Finally, the DNA relaxation and cleavage assays suggest that the
prototypicalarylsulfonamide-carbapterocarpan LQB-223 (4) could act as a catalytic inhibitor of

Topolla.

Keywords:  Cancer; multidrug resistant phenotype (MDR); arylsulfonamide-

carbapterocarpans; molecular docking; DNA Topoisomerases.

Highlights

e Palladium-catalyzed azaarylation reaction is the key step for the synthesis of N-
arylsulfonylcarbapterocarpans.

e Compounds 4, 5b and 7 are the most promising prototypes for targeting leukemias.

e Compound 5b is the most promising prototype for targeting breast cancer cells.

e The arylsulfonamide group (tosyl) is important for the biological activity and for the
interaction with DNA Topoisomerases.

e The DNA topoisomerases were validated as a molecular target for compound 4
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Abstract

Searching for novel compounds capable of increasing the overall survival rate to the
treatment of acute leukemias we analyzed the effect of a series of pterocarpans and
pterocarpanquinones (LQBs) compounds in acute leukemias cells. To investigate their
cytotoxicity it was used four different cell lines, U937 (derived from acute myeloid leukemia),
CCRF-CEM (derived from acute lymphoid leukemia) and two chemoresistant cell lines that we
developed to acquire resistance to etoposide (VP-16) derived from the first two cell lines. The
characterization of the resistant cell lines showed that they expressed more levels of Pgp
protein, altered levels of DNA topoisomerases (hTopo I and Ila) and upregulated the miR-143
and downregulated miR-485compared to parental cell lines.Among 6 LQBs evaluated the
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LQB-118 and LQB-223 were the effective compounds. They reduced cell viability, induced
cell death and increased sub-G0/G1 accumulation in all cell lines. To explore the mechanism
of action of LQBs it was analyzed its effect on the interference of cell cycle profile, on DNA
intercalation and on hTopo | and Ila in vitro and theoretical inhibition. These experiments
showed that they both alter the cell cycle distribution and inhibit hTopo Ila, acting as catalytic
inhibitors(with high affinity to bind to ATPase region of hTopo Ila), without intercalating into
DNA. Further, LQB-118 treatment induced a decrease in total and phosphorylated Akt and it
was not a consequence of apoptosis. Finally, our results suggest that LQB-118 and LQB-223
are potential antitumor compounds for the treatment of acute leukemias including the MDR

phenotype.
Keywords: Acutemyeloid leukemia, acute lymphoid leukemia, multiple drug resistance

phenotype, anticancer agents, DNA topoisomerases, Topo I, Topo Ila, LQB-118, LQB-223,
microRNAs.
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