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Resumo

O céancer engloba uma variedade enorme de tipos diferentes, sendo necessarias diversas
abordagens terapéuticas para controle e/ou remissdao. Uma abordagem considerada bastante
promissora € a inibicdo da formacdo do complexo MDM2/p53. A formacao deste complexo
dificulta o desencadeamento do processo apoptotico. J& se encontra em fase clinica de
investigacdo um exemplo promissor inibidor deste complexo, os Nutlins. O composto
LQFMO030 foi originado a partir da simplificacdo molecular do Nutlin-1, o qual ja demonstrou
atividade antitumoral contra o modelo do Tumor Ascitico de Ehrlich. Neste trabalho,
investigamos mecanismos de citotoxicidade do composto LQFMO030 na linhagem leucémica
K562. Na avaliacdo da citotoxicidade utilizando o método de exclusdo do azul de tripano,
obtivemos um valor de IC50 de 0,56 mM, similar a resultados obtidos anteriormente. Para 0s
demais ensaios mecanisticos, foi utilizado o 1C25 (0,283 mM) do composto LQFMO030 e 0,01
mM do composto Nutlin-3a, para tratamento por 24 horas. O composto Nutlin-3a foi utilizado
como padrdo de comparacdo. As analises morfoldgicas das células K562 ap6s o tratamento
com o composto LQFMO030 demonstrou fragmentacdo do nulcleo e a condensacdo da
cromatina, indicando morte celular desencadeada por apoptose, onde juntamente com
citometria de fluxo indicam um processo de morte celular. Na investigacéo do ciclo celular, as
células K562 tratadas com LQFMO030 demonstraram um aumento da fase sub-G1, exposicdo
da fosfatidilserina, diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, aumento da expressao
de TNF-R1, caspases -3/7 e caspase -9; contudo, houve diminuigdo da caspase -8. Por sua
vez, o tratamento das células leucémicas com o Nutlin-3a ndo promoveu alteragdes no ciclo
celular, exposicao de fosfatidilserina corroborando com dados da literatura. Em concluséo o
composto estudado, LQFMO030, apresentou atividade bioldgica importante com capacidade de
induzir morte em células leucémica por mecanismos apoptoticos e interagdo com MDM2 e
MDMX. O composto apresentou mecanismos em alguns aspectos semelhancas ao Nutlin-3a,
porém também mostrou mecanismos distintos evidenciando a sua versatilidade em sua
atuacdo bioldgica. A descoberta de novos agentes com multiplos mecanismos é de grande
importancia para aumentar o arsenal terapéutico de combate ao céncer de forma

complementar e, podendo ainda potencializar eficacia do tratamento.

Palavras chave: Apoptose, LQFMO030, Ciclo Celular, Nutlin-3a



Abstract

The cancer encompasses a huge range of different types, requiring several therapeutic
approaches for control and/or remission. An approach that has been considered quite
promising is the inhibition of the formation of the MDM2/p53 complex. The formation of this
complex hinders the triggering of the apoptotic process. The example of the Nutlins,
inhibitors of this complex, have stood out as promising prototype drugs and are already in the
clinical phase of investigation. The compound LQFMO030 originated from the molecular
simplification of Nutlin-1, which has already demonstrated antitumor activity against the
Ehrlich Ascites Tumor model. In this work, we investigated the cytotoxic effect of compound
LQFMO030 against the K562 leukemic line, as well as some mechanisms of cytotoxicity. In
the evaluation of cytotoxicity using the trypan blue exclusion method, we obtained an IC 50
value of 0.56 mM, similar to results obtained previously. For the other mechanics assays,
IC25 (0.283 mM) of compound LQFMO030 and 0.01 mM of compound Nutlin-3a were used
for treatment for 24 hours. The compound Nutlin-3a was used as the standard for comparison.
Morphological analyzes of K562 cells after treatment with compound LQFMO030 suggest core
fragmentation and chromatin condensation, indicating apoptosis triggered cell death, which
was confirmed by flow cytometric analyzes. In cell cycle investigation, LQFMO030 treated
K562 cells demonstrated increased sub-G1 phase, phosphatidylserine exposure, decreased
membrane potential, increased expression of TNF-R1 and caspase -3/7 caspase -9; However,
there was a decrease in caspase -8. In turn, the treatment of leukemic cells with Nutlin-3a did
not promote changes in the cell cycle, exposure of phosphatidylserine corroborating with data
from the literature. In conclusion the studied compound, LQFMO030, presented important
biological activity with the capacity to induce death in leukemic cells by apoptotic
mechanisms and interaction with MDM2 and MDX. The compound presented mechanisms in
some aspects similarities to Nutlin-3a, but also showed different mechanisms evidencing its
versatility in its biological performance. The discovery of new agents with multiple
mechanisms is of great importance to increase the therapeutic armamentarium of cancer in a

complementary way and, in addition, it can enhance the effectiveness of the treatment.

Keywords: Apoptosis, LQFMO030, Cell Cycle, Nutlin-3a
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Tabela 1. Sequéncia de “primers” utilizados na reacdo de polimerizacdo em cadeia ap6s

transcrigao reversa qUANTITICALIVAL .........c.coiiiiiiiie e 49

15



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS E ABREVEATURAS

A¥Ym Potencial de membrana mitocondrial

ATCC American Type Culture Collection

CDK Quinases ciclina-dependentes (cyclin-dependent kinase)
c-MYC Gene relacionado ao processo de apoptose

CML Leucemia Mieloide Cronica

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DNp63 Isoforma delta-N da proteina p63

DNp73 Isoforma delta-N da proteina p73

E2F1 Fator de transcricao do ciclo celular

FAS Receptor de superficie envolvido na ativacdo de apoptose
FDA Food and Drug Administration

FITC Isotiocinato de fluoresceina (fluorescein isothiocyanate)
FSC Forward Scatter Channel

GADD-45 Gene Growth Arrest DNA Damage Inducille

GHS Global Harmonized System

IARC International Agency for Research on Cancer

IC50 Concentracdo inibitoria de 50% da populagéo de células
INCA Instituto Nacional do Cancer

INPI Instituto Nacional da Propriedade Industrial

IP lodeto de propidio

LQFM Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal

Mdm2 Antagonista de p53 (murine double minute 2)

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil brometo de tetrazolium


http://www.inpi.gov.br/

NF-kappaB

OMS

P21

P27

P53

P57

PBS
PBS-BSA
PBS-Tween 20
PhRMA
RNA
RPMI 1640
SFB

SsC
TAp63
TAp73
TNFR
TNF-R1
TP53

TP63

TP73

TRADD

TRAIL

Fator nuclear do locus k de imunoglobulina em células B

(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

Organizacdo Mundial da Saude

Proteina p21

Proteina p27

Proteina p53

Proteina p57

Tampao fosfato salina (phosphate buffer saline)
PBS com albumina sérica bovina

PBS com 0,05% de tween 20

Pharmaceutical Research and Manufacturers of America
Acido ribonucleico

Roswell Park Memorial Institute 1640

Soro fetal bovino

Side Scatter Channel

isoforma TA da proteina p63

Isoforma TA da proteina p73

Fator de necrose tumoral (tumor necrosis fator)
Receptor 1 do fator de necrose tumoral

Gene p53

Gene p63

Gene p73

receptor 1 de TNF associado ao dominio de morte (TNF-
associated death domain)

Ligante relacionado ao fator de necrose tumoral
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1. Introducgéo

1.1. Cancer

O cancer ¢ um conjunto de doencas genéticas que tem como resultado comum o
crescimento celular de forma desordenado, no qual algumas células apresentam a capacidade
de invadir tecidos e 6rgdos, apresentam fungdes normais anormais e consequentemente,
interferem nas funcdes dos 6rgdos (JUNIOR et al., 2002; SACOMAN, 2007; INCA, 2016).

De acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC,
International Agency for Research on Cancer) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), na
ultima década ocorreu um aumento de 20% na incidéncia de cancer no mundo, sendo que esse
aumento pode alcancar a marca de aproximadamente 60% até o ano de 2030. Uma pesquisa
conduzida pelo INCA no inicio do ano de 2016, valida para os anos de 2016 e 2017,
demonstra que a estimativa de ocorréncia de novos casos de cancer é cerca de 600 mil novos
casos para 0 Brasil nesses respectivos anos. Esses dados demonstram que o0 cancer é um
problema de salde publica, cuja acdo para prevencdo, orientacdes sobre a doenca e formas de
tratamento sdo necessarias para a populacdo (SIEGEL et al., 2011, INCA 2016).

O cancer ¢é classificado de acordo com o tecido e/ou tipo de célula de origem. Os
canceres derivados de tecidos epiteliais sdo chamados de carcinomas e correspondem cerca de
90% dos canceres humanos. Os derivados do tecido conjuntivo ou de tecidos musculares sao
chamados de sarcomas. Por sua vez, 0s canceres que ndo se enquadram em nenhuma dessas
categorias, como as leucemias e linfomas derivados de células hematopoiéticas e canceres de
origem das células do sistema nervoso representam cerca de 7% dos tipos de canceres
(ALBERTS et al., 2010).

1.1.2. Leucemia

A leucemia mieloide crénica (LMC) € uma doenca mieloproliferativa caracterizada
pela neoplasia de células pluripotentes da medula 6ssea e constitui 14% de todas as leucemias,
com indice anual de 1,6 novos casos por 100 mil individuos, ocorrendo com maior frequéncia
em adultos entre 25 e 60 anos de ambos 0s sexos, porém com predominancia no sexo
masculino (BERGANTINI et al., 2005; ASTER, 2008).
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Sua origem estd relacionada a alteracbes genéticas adquirida no cromossomo
Philadelphia (cromossomo Ph), resultado de uma anormalidade que move o gene ABL do
cromossomo 9 para uma posi¢do do cromossomo 22 adjacente ao gene BCR. Esta fusdo de
pedacos de cromossomos é chamada de gene BCR-ABL (INCA, 2016; ASTER, 2008).

O tratamento inicial da LMC pode ser realizado com hidroxiuréia, interferon-a,
mesilato de imatinibe (Glivec®) e transplante alogénico de medula O6ssea. Um fator
desfavoravel ao tratamento é o grande nimero de mutagdes no sitio ativo da proteina BCR-
ABL, que impede o efeito dos medicamentos relacionados ao tratamento e causa resisténcia
aos mesmos. Como consequéncia, 0s pacientes portadores dessa doenca, sofrem recaidas e
seu quadro pode evoluir mais facilmente para outras fases da doenca (CONDUTAS DO
INCA, 2003; ASTER, 2008).

Além da resisténcia aos medicamentos, os inumeros efeitos colaterais e reacfes
adversas relacionadas a toxicidade dos medicamentos séo outros problemas relacionados aos
tratamentos convencionais da LMC. Neste contexto, diversos grupos de pesquisa trabalham
na busca de novos candidatos a farmacos com potencial antileucémico, que apresentem maior
diversidade de mecanismos de indu¢do de morte celular, com atuacao nos diferentes estagios

do ciclo celular e preferencialmente com menor toxicidade.

1.2. Ciclo Celular

O ciclo celular ¢ um processo ordenado pelo qual as células somaticas se
multiplicam, dividem seu material genético e originam duas células-filhas. Esse processo
requer a presenca de um importante mecanismo de controle que assegure que a divisao celular
ocorra de maneira adequada (MALUMBRES; BARBCID, 2009).

Como conhecido, o ciclo celular é dividido em duas grandes etapas, apresentadas na
Figura 1. A primeira etapa, a interfase, é dividida em fases denominadas: GO, G1, S e G2,
onde ocorre a duplicacdo do DNA e a preparacdo para a proxima etapa: a cariocinese ou
mitose, na qual ocorre a fase M responsavel pela finalizacdo da divisdo celular. O ciclo
celular possui pontos de verificacdo em que a proxima fase s6 ocorre quando 0S processos
fisiologicos da fase anterior estdo finalizados. Em caso de erros durante processo de

multiplicacdo, o ciclo celular pode ser atrasado ou interrompido (BARTEK; LUKAS, 2001).
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Figura 1: Esquema demonstrando a divisdo dinamica do ciclo celular. Fonte: O autor.

- Fase GO
Fase G1

Fase G2

B Fase S
B Fase M

/w

Na interfase, 0 momento GO (do inglés, gap, intervalo) do ciclo celular, as células
estdo em repouso, e ndo ha atividade para estimulo do crescimento celular. Na fase G1, as
células sofrem estimulos para aumentar de tamanho e iniciar o processo de divisdo celular
(EKHOLM et al., 2001). Na fase S, fase de sintese, ocorre a duplicacdo do material genético
da célula, e ocorre também o “checkpoint” que assegura uma cépia idéntica do material
genético da célula mée na sintese do novo DNA. Na fase G2 do processo de crescimento
celular ocorre a sintese de RNA, de proteinas e de outras estruturas necessarias para o inicio
da divisdo. Nesta fase, também se inicia a condensacdo da cromatina, que facilitara as fases de
mitose. Esta fase basicamente prepara a célula para a divisao e o “checkpoint” dessa fase tem
0 intuito de analisar se a célula esta pronta para se dividir. A divisdo propriamente dita ocorre
na fase M, fase da Mitose. Nesta fase, 0 DNA duplicado é separado e enviado a cada uma das
celulas filhas, ocorrendo enfim a divisdo da célula originando as células-filhas (SHERR,
2002).

O controle do ciclo celular é realizado por um grupo de genes que regulam a
estabilidade e o reparo do DNA, assim como o crescimento celular. Um grupo de ciclinas e
cinases dependentes de ciclinas (CDK) atua no controle priméario do ciclo celular. Os
complexos ciclinas-CDK, por sua vez, sdo também regulados pelos inibidores de ciclinas
cinase-dependentes. Entre os inibidores de ciclinas cinase-dependentes, estdo as proteinas
p21, p27 e p57 que atuam na progressdao do ciclo celular da fase G1 para S (ROY &
BANERJEE, 2015).

Além dos inibidores do ciclo celular, outras oncoproteinas também estdo envolvidas
na ativacdo do ciclo celular e sua inativagdo ou mesmo a diminuicdo leva a parada do ciclo

celular como a proteina c-Myc. Em muitos tumores c-Myc esta desregulada e superexpressa, e
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atua hiperativando os complexos ciclina-CDK e antagonizando a atividade dos inibidores do
ciclo celular p21 e p27 (BRETONES et al., 2015).

1.3. Mecanismo de Morte Celular

A morte celular pode ser classificada em duas categorias mutuamente exclusivas:
morte acidental e morte regulada (Figura 2). A primeira é causada por alteracdes graves,
incluindo fisicos, quimicos e mecanicos e é insensivel a qualquer abordagem farmacol6gica
ou genética. Ja a morte regulada envolve todo o maquinario molecular (organelas, genes e
proteinas) distintos para cada processo de morte e este pode sofrer alteracdes a intervencées
farmacoldgicas. A morte celular programada (apoptose) é um dos possiveis tipos que ocorre
como parte de um programa de desenvolvimento ou para preservar a homeostase do
organismo (GALLUZI et al., 2015).

Figura 2. Divisdo didatica de morte celular. Fonte: O Autor.

Subtipos de
Morte Celular

Entre os diferentes tipos de morte celular programada, a autofagia, a necroptose e
apoptose tém sido as mais estudadas. Na autofagia, as células eucaridticas em resposta a um
estimulo estressante ou mesmo durante o desenvolvimento, ativam o processo inicial de
morte. Nesse mecanismo, as organelas e porcdes do citoplasma sdo sequestrados em

autofagossomos e entregues aos lisossomos para degradacdo (GALLUZI et al., 2012).
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A necroptose é marcada pela tumefacdo celular e das organelas, formacdo extensiva
de vacuolos intracelulares e ruptura rapida da membrana plasmatica, além da auséncia dos
marcadores classicos de apoptose, como condensacdo de cromatina e fragmentacdo
nucleossomal de DNA (GALLUZI et al., 2012). Inicialmente pensava-se que a necroptose era
apenas acidental, sem um mecanismo molecular definido. Porém, nos ultimos anos ficou claro
que a necrose pode ocorrer de forma regulada e esta envolvida em mdaltiplos processos
fisioldgicos e patologicos (GALLUZI et al., 2012).

Por sua vez, a apoptose € um processo de morte celular programada, induzida por
estimulos fisioldgicos e altamente regulada por ativacdo de enzimas. Esse processo é
conduzido por ativacao de caspases, que ndo desencadeiam uma resposta inflamatoria, porém
causam alterac6es morfoldgicas e bioguimicas em células individuais (BERGANTINI et al.,
2005; BRAS et al., 2005). Morfologicamente, as células apoptdticas sdo caracterizadas pela
diminuicdo do volume celular, ocorrido devido as alteracfes no citoesqueleto (contracdo do
citoplasma e agrupamento das organelas); condensacgéo e agregacdo da cromatina na periferia
do nucleo; condensacdo do ndcleo, que muitas vezes pode se romper em varios fragmentos;
fragmentacdo do DNA, aumento da permeabilidade mitocondrial; formagdo de bolhas no
citoplasma e corpos apoptoticos; auséncia de reagfes inflamatérias graves e sem perder a
integridade da membrana (LIAO et al., 2005; YASUHARA et al., 2003).

1.4. Apoptose

O termo apoptose tem origem grega, que se significa “a queda das folhas das arvores
no outono”, referenciando “a morte celular programada ou renovagdo”. O processo de
apoptose foi primeiramente descrito por Kerr e colaboradores em 1972, baseado em um
processo de morte celular que permite a eliminacao segura e controlada das células (KERR et
al., 1972).

O processo de apoptose ocorre em eventos patoldgicos e em eventos fisiologicos. Ela
é uma estratégia padrdo que pode ser desencadeada para eliminacéo de células senescentes ou
envelhecidas, células infectadas por virus e até mesmo para eliminacéo de células com lesdes
ou mutagdes ou danos irreparaveis no DNA, com caracteristicas distintas da necroptose
(DESAGUER & MARTINOU, 2000). A desregulacdo desse processo pode interromper o
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equilibrio entre proliferacdo e morte celular, e, dessa forma, acarretar o surgimento e
crescimento de tumores ou até mesmo do céancer.

A apoptose € marcada por varias alteracdes morfologicas nas células afetadas, como:
diminuicdo do citoplasma; manutenc¢éo da integridade da membrana plasmatica; condensacgéo
e agregacdo da cromatina na periferia do nucleo e fragmentacdo do mesmo; condensacéo da
cromatina e formacdo de corpos apoptoticos (uma extensdo da membrana plasmatica com a
formagdo de bolhas, denominadas “blebs”, que aumentam de nimero e tamanho até a
completa ruptura da célula); fragmentacdo do DNA, e aumento da permeabilidade
mitocondrial (LIAO et al., 2005; YASUHARA et al., 2003; KROEMER et al., 2007; HAIL et
al., 2006).

Em casos de danos irrepardveis ao DNA, a apoptose é a principal escolha de tipo de
morte celular. Para que tal fato ocorra, existem duas vias principais de inducao de apoptose: a
via extrinseca e a via intrinseca ou via mitocondrial (EUM E HAJRA & LIU, 2004; LEE,
2011). Durante o processo de apoptose, uma familia de enzimas pertencentes a familia das
cisteino-proteases sao sintetizadas e convertidas para a forma ativa por clivagem proteolitica.
O fator diferencial entre as duas vias sao as caracteristicas bioquimicas ativadas em cada uma
delas, como descrito na Figura 3. (PORTT et al., 2011).

Para que ocorra 0 processo de apoptose pela via extrinseca, os receptores da morte
devem ser estimulados pela familia de proteinas: TNFR, TNFR1, Fas e TRAIL (PORTT et
al., 2011). Em seguida, a ativacdo desses receptores leva ao recrutamento e ativacdo das
caspases. Ja 0 processo de apoptose pela via intrinseca € mediado pelas mitocondrias. Porém,
tanto a via extrinseca quanto a via intrinseca possuem grupos de caspases que sdo divididas
em iniciadoras e efetoras. As iniciadoras convergem sinais para o grupo de caspases efetoras
para que esse grupo possa executar o evento que resultara no processo de apoptose (HAJR E
LIU, 2004; HAIL et al., 2006).
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Figura 3. Caracteristicas bioguimicas das vias de apoptose. A Figura 3-a demonstra a via
extrinseca de apoptose através dos estimulos dos receptores de morte, com posterior ativacao
da caspase -8, desencadeando a via de apoptose através da ativacdo das caspases efetores -3, -
6 e -7. A Figura 3-b demonstra a condigé@o de estresse celular, que levam a ativacdo da via
intrinseca pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial, inibicdo da sintese de ATP e
consequentemente da respiracdo mitocondrial. Esse processo aciona um conjunto de proteinas
que levam a ativacdo das caspases -3 e -9 desencadeando o processo de apoptose. Fonte:
Molecular definitions of cell death subroutines: recommendations of the Nomenclature
Committee on Cell Death; Galluzzi et al., 2012.
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As caspases iniciadoras, como as caspases -8 e -9 clivam proformas inativas das
caspases efetoras, como as caspases -3 e -7, que por sua vez, clivam proteinas que resultam no
inicio de apoptose (HAJRA & LIU, 2004; ZHANG et al., 2004).

1.5. Desenvolvimento de farmacos para o tratamento do cancer

Tratamentos inovadores com novos farmacos para cancer tém proporcionado um
aumento significativo na taxa de sobrevivéncia dos pacientes nas Ultimas décadas, chegando a
um aumento de 50%, em cinco anos, para pacientes com hiperplasia prostatica. Desde 1991, a
taxa de mortalidade diminuiu em 20% e a taxa de sobrevivéncia para pacientes com leucemia
quase triplicou (PhRMA, 2014).

Segundo a PhRMA (Pharmaceutical Research and Manufacturers of America) de
2000 a 2015, mais de 500 novos medicamentos foram aprovados pela Agéncia Americana

FDA (U.S. Food and Drug Administration) para tratamento do cancer. Ainda em 2015, 836
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medicamentos e vacinas contra o cancer estavam sendo desenvolvidos em fase clinica ou
submetidos a aprovacao do FDA.

O desenvolvimento de novos farmacos é laborioso e requer pelo menos 10 anos para
gue um novo medicamento saia do planejamento inicial para o mercado, sendo que 0s ensaios
clinicos levam em média 6 anos. Além do planejamento e pesquisa/experimentacdo, o
desenvolvimento de um novo farmaco requer a investigacdo pré-clinica da eficécia,
toxicidade e perfis farmaco/toxico cinéticos utilizando modelos experimentais, in silico, in
vitro, ex vivo e in vivo (PRASAD et al., 2016). O custo médio total do desenvolvimento de
um medicamento de sucesso esta estimado em 2,6 bilhdes de ddlares. Dos milhares de
compostos que sdo avaliados, menos de 12% sdo eventualmente aprovados para estudos
clinicos (PhRMA, 2015). Essa baixa porcentagem, pode ser ainda maior na clinica, em
decorréncia da falha em detectar a falta de eficacia e de seguranca do novo medicamento
(HUGHES et al., 2011).

Apesar do grande avangco em pesquisas e do ndmero crescente significativo de
tratamentos disponiveis para o combate do cancer, ainda sdo problemas persistentes no
tratamento: a baixa eficAcia dos farmacos a pacientes restritos, o desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos e os efeitos colaterais dos mesmos (BROWN et al,, 2009; CHEOK,
et al., 2011; KARTAL-YANDIM et al., 2016). Considerando a grande gama de tipos de
canceres, o desenvolvimento de novas terapias mais eficazes e/ou menos téxicas sao

necessarias e importantes para aumentar a eficiéncia no combate dos varios tipos da doenca.

1.5.1. Inibidores de MDM2

O gene Tp53 esta localizado no brago curto do cromossomo 17, na regido p13.1. Na
espéecie humana, o gene apresenta peso molecular de 53 kilodaltons (kD), sendo formado por
11 éxons, dentre eles, as regides situadas entre os éxons 5 e 9 sdo denominadas de sitios
quentes de mutacdo. O gene Tp53 codifica uma proteina denominada proteina 53 (p53), que
foi mapeada por Rotter e colaboradores em 1984. Essa proteina por sua vez, é constituida por
383 aminoacidos, e inicialmente ela foi reconhecida como uma proteina oncogénica, porém
somente no ano de 1989 ela foi aceita como agente supressor tumoral. Ela € conhecida como

“guardia do genoma” e atua na inibigéo da proliferacdo celular, induz apoptose e senescéncia
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além de manter a integridade de genoma (VASSILEV, 2004; VASSILEV, 2007; WANG &
LI, 2010).

Usualmente, o processo da carcinogénese ocorre com a perda da atividade da
proteina p53, quando ha uma mutacéo no gene Tp53 e/ou inativagdo da proteina p53, levando
a ndo parada do ciclo celular e a incapacidade das células em efetuar o reparo do DNA,
gerando células geneticamente instaveis. A atividade pro-apoptética e inibidora do
crescimento celular exercida pelo p53 nédo estdo restritas as células tumorais, ocorem também
em células de metabolismo normal. Esse gene estd mutado em mais de 50% dos tumores,
portanto o nivel de p53 nestas células é objeto de rigoroso controle (KHOURY et al., 2012).

A perda da funcdo da proteina p53 pode ocorrer por: a) alteracbes genéticas
ocasionadas por mutacdo pontual ou “missense ”, ocorrem quando ha troca de um nucleotideo;
delecdo genica ou “non sense” de um ou dois alelos do gene p53 e insercdo de nucleotideos na
sequéncia de DNA; b) interaces da proteina p53 com outras proteinas regulatérias do ciclo
celular, como é o caso da interacdo com a proteina MDM2; c) interagdes com proteinas virais,
como 0 ocorrido entre a interacdo do antigeno do virus HPV com a proteina p53 que €
degradada (WATSON et al., 2006).

A proteina MDM2 (do inglés: Murine Doble 2 Minute) possui atividade oncogénica,
usualmente estd superexpressa em muitos tumores e atua como um dos principais reguladores
negativos da proteina supressora de tumor a p53. Essa proteina se liga ao gene p53 e inibe a
transcricdo da proteina p53, regulando os niveis da proteina p53 através de um mecanismo de
retroalimentacdo positiva (MOMAND et al., 2000; KHOURY et al., 2012; FRY, 2012).

Em condi¢des normais, ambos p53 e MDM2 possuem meia-vida curta e suas
respectivas concentracdes nucleares séo mantida em niveis muito baixos, como resultado do
funcionamento correto dos reguladores do ciclo celular. No entanto, em muitos tumores, com
reducdo de p53, ocorre uma expressdo elevada do MDM2 (JUNIOR et al., 2002). Portanto,
acredita-se que o bloqueio da interacdo p53-MDM2 seja determinante para estagnar as
consequéncias oncogénicas da superproducdo de MDM2 e para restaurar a funcdo de p53
(FETT-CONTE et al., 2002).

Desta forma, a via MDM2-p53 tem sido um importante alvo para o desenvolvimento
de novos farmacos antitumorais. Diferentes estratégias tém sido utilizadas para que p53 tenha
a sua atividade restaurada em células tumorais, desde a utilizacdo de agentes que se ligam a
p53 e promovem seu acumulo dentro da célula (a exemplo o composto denominado RITA)
até a utilizacdo de inibidores de MDM2 tais como Nutlins e MI-219 (BROWN et al., 2009).
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Os inibidores do complexo MDM2-p53 mais estudados sdo os compostos Nutlins.
Os compostos Nutlins foram obtidos a partir de uma biblioteca de compostos analogos da cis-
imidazolina e antagonizam a acdo da proteina MDM2 através de sua ligacdo no sitio de p53
presente na MDM2. Inicialmente foi concebido que, em funcgéo de sua estrutura, os Nutlins sé
atuariam em células que possuem p53 ndo mutada (VASSILEV, 2004; VASSILEV, 2007,
BROWN et al., 2009; CHEOK et al., 2011).

Vassilev e colaboradores (2004) avaliaram os efeitos dos compostos Nutlins sob
células tumorais com p53 selvagem. O Nutlin-1 mostrou ser capaz de induzir o acumulo da
proteina p53 sem alterar o gene TP53 através da inibicdo da ligagdo MDM2-p53, além de
induzir a expressdo do gene p21. Ainda foi realizada a analise do ciclo celular para confirmar
a ativacdo da funcdo de p53 pelo Nutlin-1. Esse composto mostrou ser capaz de parar o ciclo
celular nas fases G1 e G2.

Por sua vez, dados da literatura demonstram que o composto Nutlin-3a € capaz de
aumentar a expressao dos genes p53 e p21, induzir a ativacdo das capazes iniciadoras -8 e -9 e
da caspase efetora -3 em células com p53 ndo mutado e parar o ciclo celular na fase G1, G2 e
S (LEE et al., 2013; MEIJER et al., 2013). O grupo coordenado por Vassilev (2004) também
avaliou se Nutlin-3a poderia suprimir o crescimento de xenoenxertos de tumores de
osteossarcoma humano em camundongos. O uso desse composto por via oral inibiu o
crescimento do tumor, sem perda significativa de peso e sem anormalidades teciduais.

Apesar de sua importante funcdo na supressdo da proteina p53, MDM2 apresenta
outras funcGes p53-independentes. Na auséncia de p53, MDM2 também pode ter papel
antiapoptético e proliferativo através de sua interacdo com o fator de transcricdo E2F1
(DAUJAT et al., 2001). Além do papel oncogene, MDM2 possui atividade mitogénica que é
importante na recuperacdo de tecidos lesados, além de promover inflamacgéo via ativagdo do
fator de transcricdo NF-kB (EBRAHIN et al., 2015).

1.5.2. LQFMO030

O grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Ricardo Menegatti do Laboratdrio de
Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de Farmacia da UFG, sintetizou e
caracterizou uma familia de moléculas com perfil antagonista de p53-MDM2, as quais sdo
simplificagBes estruturais dos compostos Nutlins. Dentro desta familia de moléculas estd o
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composto LQFMO030, um composto heterociclo originalmente planejado a partir do prot6tipo
Nutlin-1, através do emprego da estratégia de simplificagdo molecular, como demostrado na
Figura 1. Em estudos preliminares, este composto apresentou atividade antitumoral em
carcinoma de mama in vivo, atividade antiangiogénica e inibidora de MDM2, que permitiram

um depésito de patente no INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial).

Figura 4: Simplificagio molecular do composto Nutlin-1 dando origem ao composto
LQFMO030. Fonte: Induction of apoptosis in Ehrlich ascites tumour cells via p53 activation by
a novel small-molecule MDM2 inhibitor-LQFMO030; MOTA et al., 2016.

cl Simplificagdo

Molecular > @

Cl Nutlin 1 Cl LQFMO030

Nestes estudos prévios, demonstramos que o composto LQFMO030 foi capaz de inibir
0 crescimento tumoral dos animais portadores do tumor ascitico de Ehrlich (TAE) de maneira
dose-dependente, com uma dose efetiva (DE50) de 150 mg/kg. Nestes animais, foi observado
uma reducdo na angiogénese peritonial, com marcante reducéo na producéo de VEGF embora
0 tratamento ndo tenha restabelecido os parametros hematoldgicos e bioquimicos alterados
nestes animais. O tratamento in vitro das células do TAE também apresentou atividade
antiproliferativa e citotdxica concentragdo-dependente, aumentou a expressao da proteina p53
e ativou a via da p53 (através da ativacdo das proteinas p21 e p27 e redugcdo da MDM?2). O
composto também causou retengdo das celulas na fase G1 do ciclo celular e levou as células a
apoptose. A apoptose pode ser notada pela morfologia das células, pela fragmentacdo de
DNA, pela externalizagdo da fosfatidilserina e pela ativacdo de caspases iniciadoras e
efetoras. Ainda foi observado que a transcricdo do gene p53 ndo foi afetada pelo LQFMO030,
indicando que a regulacdo da p53 foi pds-transcricional. Assim como os Nutlins, LQFMO030

apresentou atividade antitumoral in vivo e antiproliferativa in vitro, inibindo a interacdo p53-
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MDMZ2 e reativando p53 e suas principais funcdes, a retencéo no ciclo celular e a apoptose
(MOTA et al., 2016).

O composto LQFMO030 demonstrou em estudos anteriores atividade antitumoral
contra células leucémicas K562, embora dados da literatura documentem que esta linhagem
celular possui a p53 mutada (ARVA et al., 2008; MOTA et al., 2016). Portanto, este trabalho
investigou os efeitos do LQFMO030 sobre a linhagem leucémica K562 e os mecanismos de
morte celular induzidos nesta linhagem, a qual apresenta a proteina p53 mutada. Estes estudos
mecanisticos foram realizados em comparacdo com o Nutlin3-a, o qual apresenta capacidade

de induzir apoptose em células p53-mutadas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Investigar o potencial indutor de morte celular, mecanismos e potencial inibidor de
MDM2 do composto LQFMO030 em células K562. Na investigacdo dos mecanismos,

comparar os achados encontrados com os efeitos do composto Nutlin-3a.

2.2. Objetivos especificos

Como objetivos especificos, pretendemos em células tumorais K562 tratadas com o
composto LQFMO030, avaliar:

o Atividade;

o Alteragdes morfoldgicas e do ciclo celular;

o Mecanismos indutores de apoptose;

o Expressao de das proteinas MDM2 e MDMX;

. Vias envolvidas (p73, C-Myc e NF-kB) na atividade antitumoral.
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3. Metodologia

A Figuras 5 representa as analises realizadas e a sequéncia metodolégica dos

experimentos.

Figura 5: Fluxograma representando o delineamento experimental deste trabalho
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3.1. Material utilizado

3.1.1. Farmacos, Diluentes, Anticorpos, Solucdes e Corantes

e Alcool Etilico Absoluto (Labsynth®, S&o Paulo, SP, Brasil);

e Alcool Isopropilico (Vetec® Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Anticorpo monoclonal anti-GAPDH (Santa Cruz Biothecnologies®, Santa Cruz, CA,
USA);

e Anticorpo monoclonal anti-MDM2 (Santa Cruz Biothecnologies®, Santa Cruz, CA,
USA);

e Anticorpos utilizados para os procedimentos de citometria de fluxo (Santa Cruz
Biotechnology®, Santa Cruz, CA, EUA);

e BlueStep™ Protein Marker (Amresco®, Solon, OH, USA);

e Brometo de Etidio (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e DMSO (dimetilsulféxido) (Vetec® Rio de Janeiro, RJ, Brasil);

e Etanol P.A. (Synth®, Sédo Paulo, SP, Brasil);

e Fosfatidilcolina de soja Lipoid S100. (Ludwigshafen, Alemanha);

e Hoechst 33342 (Invitrogen®, Eugene, OR, USA);

¢ Inibidores de proteases (Amresco®, Solon, OH, USA);

e lodeto de propidio (IP) (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e Kit Anexin V Apoptosis Detection (Bioscience®, NJ, EUA);

e Kit Caspa Tag TM (Millipore TM®, Temecula, CA, EUA);

¢ Kit Protein Standart Micro Standart (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

o Kit Quantilscript® Reverse Transcription (Quiagen®, Valencia, CA, USA);

e Kit QuantiTEct® Reverse Transcription (Quiagen®, Valencia, CA, USA);

e May Grinwald Giemsa (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e Membrana de PVDF (Amresco®, Solon, OH, USA);

e Metanol (J.T.Baker®, Cidade do México, México);

e MitoTracker® Red CM (Invitrogen® Grand Island, NY, USA);

o MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil brometo de tetrazolium) (Sigma Aldrich®,
St. Louis, MO, USA);

e Nutlin-3a (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);
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e PBS-Tween 20 (AMRESCO®, Fountain Parkway Solon, OH, USA);

e Ponceau (Amresco®, Solon, OH, USA);

e Primers utilizados para os experimentos de PCR-RT (Integrated DNA Technologies®,
San Diego, USA);

e Solucdo de fixagdo/permeabilizagdo BD cytofix/cytoperm™ (BD Biosciences®, NJ,
EUA);

e Soro Fetal Bovino (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e RNAse (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e Roswell Park Memorial Institute 1640 (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e Tampao de lise NP-40 (Amresco®, Solon, OH, USA);

e Taurodeoxicolato de sodio (Sigma Aldrich®, St. Louis, MO, USA);

e TBS-Tween 20 (Amresco®, Solon, OH, USA);

e TRIzol™ (Ambion/RNA, Life Technologies®, Carlsbad, CA, USA).

3.1.2. Equipamentos e instrumentos laboratoriais.

e Agitador de Tubos Vortex Modelo AP 56 (Phoenix Luferco®, Araraquara, SP,
Brasil);

e Balanca analitica (Ohaus®, Lindavista, Cidade do México, México);

e Banho-maria (Biomatic® 1053/522, Porto Alegre, RS, Brasil)

e Centrifuga Eppendorf (Thermo Electron Corporation®, Bervely, MA, EUA);

e Centrifuga Hettich Rotina 380R (Hettich®, Newport Pagnell, Buckinghamshire,
England);

e Citbmetro de Fluxo (BD FACSCANTO II®, BD Biosciences®, NJ, EUA);

e Espectrofotdbmetro (Thermo Scientific®, Wilmington, DE, EUA);

e Homogeneizador de placas orbital digital, modelo Orbit P4 (Labnet®, St. Louis, MO,
USA);

e Microscépio de fluorescéncia modelo DMI 4000 B (Leica Microsystems®,
Bannockburn, USA);

e Microscépio Optico modelo DM 2000 (Leica Microsystems®, Bannockburn, USA);

e Nanodrop 8000 (Thermo Scientific®, Wilmington, DE, EUA);

e Placas de 96 pogos (TPP®, Trasadingen, Cantdo Schaffhausen, Suica)
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e Ponteiras para micropipetas (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA);

e Rotor-Gene (Quiagen®, Valencia, CA, USA);

e Termobloco ThermoMixer C (Thermo Electron Corporation®, Bervely, MA, EUA);
e Ultrassom Modelo USC 750 (Unique®, Indaiatuba, SP, Brasil);

¢ Sistema Milli-Q Ultrapurificacao de agua. (Millipore Corporation®, MA, USA).

3.2. Preparo da emulsdo do composto LQFMO030

O LQFMO030 é um composto heterociclo originalmente planejado a partir do
protétipo Nutlin-1, através do emprego da estratégia de simplificacdo molecular. Ele foi
sintetizado no Laboratério de Quimica Farmacéutica Medicinal (LQFM) da Faculdade de
Farmacia da UFG, sob a coordenacdo do Prof. Dr. Ricardo Menegatti, e fornecido pelo
mesmo laboratério (LQFM). O composto era mantido a - 20°C.

Devido a hidrofobicidade do composto LQFMO030, as amostras foram preparadas
para os testes em forma de emulsdo agua/éleo. Para esse preparo, foram pesados 5 mg do
composto LQFMO030, e misturados com 200 pL de etanol P.A. Em seguida, essa mistura foi
agitada em vortex e levada ao ultra-som durante 10 minutos. Apos isso, foram acrescentados
5 mg de fosfatidilcolina de soja. A mistura foi novamente agitada no vortex e depois levada
ao ultra-som por 10 minutos. Por fim, com o recipiente em alta rotacdo no vortex, foram
gotejado 800 pL de agua ultrapura associada com agente emulsionante taurodeoxicolato de
sodio na concentracédo de 1,25 mg/mL.

Para evitar possivel perca de estabilidade a emulséo era preparada diariamente. Apos
determinacdo do IC50 do composto LQFMO030, todos os experimentos foram realizados com

o valor do IC25, para verificar as alteragdes sofridas pelas células.

3.3. Nutlin-3a
Para os experimentos com as células K562, o composto Nutlin-3a foi diluido em

DMSO para o uso durante as analises. A concentracéo de (0,01mM) foi definida com base no
trabalho de ARVA et al., 2008.
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3.4. Cultura celular da linhagem K562

Foi utilizado neste estudo o modelo in vitro da leucemia miel6ide cronica, a
linhagem tumoral K562. Essa linhagem foi obtida pela American Type Culture Collection
(ATCC), através do liquido pleural de uma paciente com 53 anos de idade, do sexo feminino,
com diagnostico de Leucemia mieldide crénica em crise blastica.

As células da linhagem tumoral K562 foram cultivadas em garrafas de 75cm?, com
meio Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), suplementado com 10% de soro
fetal bovino, sendo que o Meio foi trocado a cada 48 horas, mantendo aproximadamente 1 x
10° células viaveis cada vez que o meio era trocado. As garrafas foram mantidas na

horizontal, em estufa com atmosfera tmida, a 37°C, com CO, a 5%.

3.5. Analise de citotoxicidade

O efeito citotdxico do composto foi avaliado por meio do ensaio de citotoxicidade de
reducdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil brometo de tetrazolium). O MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2-y1)2,5-difenil brometo de tetrazolium) é um sal amarelo soltvel, que se
transforma em um produto azul insoltvel denominado formazan. Isso ocorre quando 0 MTT é
metabolizado pela enzima succinato desidrogenase presente na mitocondria. A intensidade da
cor é determinada por meio do espectrofotometro e é utilizada para quantificar a integridade
da mitocondria e a viabilidade celular.

O procedimento para analise do efeito citotoxico foi realizado de acordo com a
sequéncia apresentada na Figura 6. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 90 uL de
suspensdo celular na concentragdo de 1 x 10° células viaveis/mL da linhagem tumoral K-562,
suplementadas com 2% de soro fetal bovino, em meio RPMI, e incubadas com 10 pL do
composto nas concentragdes de 0,0112 mM a 1,56 mM, mantidas em estufa imida a 37°C,
com CO; a 5% por 48 horas. Em seguida, cada poco recebeu 10 uL. de MTT, a5 mg/mL e a
placa foi novamente incubada na mesma estufa por mais 3 horas. Logo ap0s esse periodo de
incubacgéo, a placa foi centrifugada a 800 rpm durante 5 minutos, para que o0s cristais de
formazan se precipitassem e o sobrenadante fosse retirado. Por fim, adicionou-se 100 uL de

dimetilsulfoxido (DMSO) em cada poco, e homogenizou-se a placa em homogeneizador de
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placas durante 15 minutos. A leitura em espectrofotdmetro foi realizada em comprimento de
onda 560 nm e a intensidade da coloragdo foi quantificada. A média da absorcéo do controle
de células foi considerada 100% de viabilidade. A porcentagem de viabilidade foi obtida

através da equacdo:

% de viabilidade celular =

[(media da densidade optica de cada composto do teste—media da densidade optica do branco)]x100

[(media da densidade optica do contole—media da densidade optica do branco)]

Figura 6: Fluxograma representando o procedimento para avaliacdo da analise de
citotoxicidade do composto LQFMO030.
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3.6. Analises de expressao proteica utilizando a técnica da citometria de fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que se baseia no fluxo continuo de células em
suspensdo através de um sistema de laser, que consegue avaliar o tamanho e varias
especificidades individuais de cada célula. O parametro Forward Scatter Channel (FSC)
avalia o tamanho de cada célula e o Side Scatter Channel (SSC) avalia a complexidade de
cada uma delas. Ainda ha também um sistema de fluorescéncia que através da marcacao das
células com anticorpos associados a fluorocromos, permite-se a identificacdo de proteinas e

outras estruturas celulares.
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Para os ensaios de citometria de fluxo e observacdo das alteracdes decorridas sob o
tratamento, as células K562 foram incubadas a 1x10° células/mL por um periodo de 24 horas
de acordo com os seguintes grupos: um grupo tratado com 0,283 mM (IC25) do composto
LQFMO030, outro grupo tratado com 0,01mM do composto Nutlin-3a e um grupo controle

sem nenhum tratamento.

3.6.1. Progresséo do ciclo celular

Apds o periodo de incubacdo, foi realizado o procedimento apresentado na Figura 7.
As células foram transferidas para tubos FACS e lavadas com 2 mL de tampédo PBS gelado
por duas vezes e em seguida foram fixadas com 1mL de etanol 70% e armazenadas overnight
a4 -°C.

Seguidamente as células foram lavadas com 2 mL de PBS gelado e ressuspendidas
com 300 pL de solucdo contendo RNAse (200 ug/mL) e iodeto de propidio (IP) (50 pg/mL).
As células foram incubadas por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Posteriormente foi realizada a leitura no citdmetro de fluxo, com o comprimento de onda de
488nm.
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Figura 7: Fluxograma representando o procedimento para progressdo do ciclo celular

composto LQFMO030.

do
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3.6.2. Avaliacao das caspases -3/7, -8 e -9

O ensaio para avaliacdo das caspases -3/7, -8 e -9, foi realizado utilizando o kit de

ensaio in situ de caspase 3, 7, 8 e 9 Caspa Tag TM.

A sequéncia metodoldgica esta apresentada na Figura 8. Apds o tratamento, as

células foram transferidas para tubos falcon e lavadas com 10 mL de tampédo PBS, por duas
vezes, em seguida foram ressuspendidas com mesmo tampéo, com o volume total de 440 uL
no tubo falcon. Em seguida, aproximadamente 100 pL foram divididos em tubos e foi
adicionado em cada tubo 10 pL do reagente FLICA, contido no Kit, respectivo para cada
caspase.

Posteriormente, as células foram incubadas por 1 hora, em estufa imida a 37°C, com
CO2 a 5%, sendo que, a cada 20 minutos os tubos eram agitados manualmente. Apos esse

periodo de incubacéo, as células foram lavadas com 1 mL de tampéo PBS e entdo apds essa

38



etapa, 200 pL do mesmo tampdo foi adicionado em cada tubo para proceder a leitura no

citometro de fluxo, com comprimento de onda para excitacdo em 490 nm e emissédo em 520

nm.

Figura 8: Fluxograma representando o procedimento para avaliacao da atividade das caspases

-3/7,-8 e -9 do composto LQFMO030.
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3.6.3. Avaliacdo da fun¢do mitocondrial

Para a avaliagdo da funcdo mitocondrial, foi utilizado um corante ndo fluorescente
chamado de MitoTracker® Red CM. Esse corante passa com facilidade por difusdo pela
membrana plasmatica em acumula-se no ambiente lipidico das mitocondrias metabolicamente
ativas. Apos esse acumulo, sondas ndo fluorescente irdo reagir com o grupo thiol dos
peptideos e proteinas presentes nas mitocondrias para formar um aldeido fluorescente, sendo
possivel sua deteccdo dentro do seu espectro de excitacdo e emissdo.

A Figura 9 demonstra o procedimento seguido para a avaliagdo da funcéo

mitocondrial. Apds o tratamento das células, para essa avaliacdo, as células foram lavadas
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com 10 mL de tampé&o PBS e posteriormente foram transferidas para tubos e adicionado 1 pL
do reagente MitoTracker® Red CM (10 nM). Em seguida esses tubos foram incubados por 15
minutos em estufa imida a 37 °C, com CO2 a 5%. Em seguida, as células foram lavadas com
4 mL de tampé&o PBS. Por fim foram adicionados 200 pL do mesmo tampéo e foi realizada a

leitura no citdmetro de fluxo.

Figura 9: Fluxograma representando o procedimento para avaliagdo da fungdo mitocondrial.
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3.6.4. Avaliacao das proteinas p27 sc1641 e NF-kB sc8414

A proteina p27 estd relacionada a progressdao do ciclo celular e agressividade
tumoral. Ela é um membro da familia de inibidores do complexo quinases-ciclina-
dependentes, responsavel pela progresséo do ciclo celular, sendo que sua inibicdo induz a
interrupcao do ciclo celular durante a transicao da fase G1 para fase S.

NF-kB ¢é um fator de transcri¢do relacionado a carcinogénese, regulacdo da resposta
imune e do processo inflamatorio.

Apols o tratamento das celulas, o procedimento realizado para a avaliagdo das
proteinas p27 e NF-kB esta representado na Figura 10. As células foram lavadas com 2 mL de
tampdo PBS-BSA 1% por duas vezes, em seguida foi adicionado a solucdo de
fixagcdo/permeabilizacdo BD cytofix/cytoperm™., Essa mistura foi armazenada por 20 minutos

a 4 °C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com o tampdo PBS-Tween 20 a
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0,05% e ressuspendidas com 50 pL do mesmo tampédo em cada tubo e adicionado 5 pL de
cada anticorpo (p27 — sc-1641 e NF-kB — sc-8414) nos respectivos tubos identificados. A
fluorescéncia foi analisada no citdmetro de fluxo ap6s uma nova incubacao de 20 minutos a

temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Figura 10: Fluxograma representando o procedimento para avaliacdo das proteinas p27 e NF-

kB.
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3.6.5. Avaliacao da expressdo da proteina TNF-R1

A Figura 11 representa o procedimento realizado para avaliagdo do fator de necrose
tumoral (TNF-R1). Para esse experimento, as células foram expostas aos compostos por um
periodo de 24 horas. Em seguida foram lavadas duas vezes com tampdo PBS-BSA 1%.
Posteriormente as células foram incubadas com 10 pL do anticorpo TNF-R1 (sc-73195) e 90
pL de PBS. Os respectivos tubos identificados foram incubados por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apés essa incubacgdo, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas com o

mesmo tampao. A fluorescéncia foi analisada no citdmetro de fluxo no canal do FITC.
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Figura 11: Fluxograma representando o procedimento para

tumoral.
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3.6.6. Ensaio de Apoptose (Anexina V-FITC/lodeto de Propideo)

Durante o processo de apoptose, ocorre a externelizacdo da fosfatidilserina da
membrana plasmatica. A anexina V € uma proteina dependente de calcio que possui alta
afinidade pela fosfatidilserina fora da membrana plasmatica. Ja a utilizacdo concomitante do
marcador nuclear fluorescente iodeto e propidio (IP) é um padrdo para citometria de fluxo
utilizado para diferenciar células viaveis das células ndo viaveis, por ser capaz de penetrar na
membrana de células ndo viaveis.

Para essa analise, foi utilizado o Kit de deteccdo de apoptose por anexina V
conjugada com FITC. O procedimento seguido esté apresentado na Figura 12.

ApoOs 24 horas de exposicdo das células K562 aos compostos, as células foram
lavadas duas vezes com 1 mL de tampéo de ligagdo. Posteriormente, elas foram incubadas
com 200 pL desse tampéo e 5 pL de anexina V conjugada com FITC, a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz por 15 minutos. Em seguida, as células foram novamente lavadas com 1
mL de tampao de ligacédo e ressuspendidas com 200 puL do mesmo tampéo, juntamente com 5

uL de IP e analisadas por citometria de fluxo.
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Figura 12: Fluxograma representando o procedimento para ensaio de apoptose.
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3.7. Analise da morfologia celular

3.7.1. Citocentrifugacéo

Para que houvesse adesdo das células a lamina para posterior coloracéo, utilizou-se o
método da citocentrifugacdo, um metodo que possibilita a analise de liquidos com baixa

concentragdo celular, demostrado na Figura 13. Para esse experimento foram utilizadas 5 mL
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a 1x10° células/mL, tratadas com os compostos (0,01 mM do composto Nutlin-3a e 0,283
mM do composto LQFMO030).

Ap0s o periodo de exposicdo de 24 horas as células foram lavadas com tampao PBS
e ressuspendidas em 500 puL do mesmo tampdo. Em seguida, 50 pL dessa suspensdo foram
adicionadas as placas e foram centrifugadas a 800 rpm por 10 minutos. Ap6s o termino da
citocentrifugacdo as células se depositam na regido da lamina e a suspensdo celular é

absorvida pela membrana.

Figura 13: Fluxograma representando o procedimento da citocentrifugacéo.
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3.7.2. Morfologia nuclear

Para as analises das alteracbes morfolégicas nucleares, afim de se observar as
alteracdes decorridas sob o tratamento, as células K562 foram incubadas por um periodo de
24 horas de acordo com 0s seguintes grupos: um grupo tratado com 0,283 mM (I1C25) do
composto LQFMO030, outro grupo tratado com 0,01mM do composto Nutlin-3a e dois grupos
controles, um com o diluente DMSO, utilizado para dissolver o composto Nutli-3a e outro
com o preparo da emulsdo sem o composto LQFMO30.

Ap0s a citocentrifugacao, foram realizados os procedimentos descritos na Figura 14.
As laminas com as células foram expostas a solu¢do de metanol para fixacdo por 5 minutos,

em seguida foram lavadas com 1 mL do tampdo PBS-Tween 20 para retirada do excesso de
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metanol. Posteriormente o corante de Hoechst 33342, diluido em PBS com concentracéo final
de 10 pg/mL foram adicionados ate a completa imersdo das células fixadas nas laminas
durante 10 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, a laminula foi
fixada com glicerina e as laminas foram analisadas e fotografadas em microscépio de

fluorescéncia utilizando o programa LAS-AF, filtro A4, sem inser¢éo de cor.

Figura 14: Fluxograma representando o procedimento de coloracdo pelo corante Hoechst
33342.
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Outro corante utilizado foi o May Grinwald Giemsa. Utilizado para coloracdo de
células, esta técnica é uma mistura de corantes pancrémicos, May Griinwald e Giemsa, com
caracteristicas neutras, dependentes do pH da solucdo corante, que sdo capazes de colorir 0s
componentes do nucleo em tons rosados, devido ao pH acido e em tons azulados os
componentes do citoplasma, com maior predominancia do pH basico.

Este procedimento esta representado na Figura 15. Apos a confecgdo das laminas por
citocentrifugacéo, as laminas foram expostas a 200 pL do corante May Grinwald Giemsa
com concentragdo final 1:20 durante 7 minutos. Em seguida as laminas foram lavadas em
agua corrente para retirar o excesso do corante. Ap6s a secagem, as laminas foram analisadas

em microscépio éptico e fotografadas com camera acoplada utilizando objetiva de 40x.
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Figura 15: Fluxograma representando o procedimento de coloracdo pelo corante May
Grinwald Giemsa.
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3.8. PCR-RT

3.8.1. Extracdo do RNA

Para este ensaio, 0 RNA total das células foi extraido pelo método do Trizol™. O
Trizol™ é um reagente que apresenta uma solucdo monofésica de fenol e isotiocianato de
guanidina. Apos o tratamento das células K562, as amostras foram centrifugadas a 1500
rpm/10 min e transferidas para tubos eppendorf de 2 mL, em que foram adicionados 1 mL de
Trizol™ em cada tubo e foram mantidos sob agitacdo constante com finalidade de promover a
lise celular. Em seguida, incubou-se em temperatura ambiente por 5 minutos para a separacao
completa das fases e foram adicionados 200 uL de cloroférmio.

Posteriormente os tubos foram agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados
por 3 minutos a temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm/15min/4°C. O RNA ficou retido na fase aquosa, entéo essa fase foi
transferida para um novo tubo eppendorf. Apds isso, foram adicionados 500 pL de alcool
isopropilico a 100%. Os tubos foram mantidos a temperatura ambiente por 10 minutos. Apos
0 tempo, as amostras foram centrifugadas a 12000rpm/10min/4°C de modo a formar um pellet
de RNA no fundo do tubo.

Para a lavagem do RNA, o sobrenadante foi removido cuidadosamente deixando
apenas o pellet de RNA. Em seguida foi adicionado 1 mL de etanol 75% e agitadas as
amostras em vortex por cerca de 15 segundos e centrifugadas a 7500 rpm/5 min/4 °C. Esse

procedimento foi realizado por duas vezes. O RNA isolado foi seco em termobloco
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(ThermoMixer C) por aproximadamente 10 minutos a 37 °C. Apos seco, ele foi ressuspendido
com 50 pL de agua RNAas-free e incubado novamente no termobloco a 55-60 °C por 10

minutos. As amostras foram entdo armazenadas a -20°C.

3.8.2. Avaliacdo da integridade e quantificacdo do RNA

A integridade do RNA foi observada por eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio, em voltagem de 80 V. O procedimento foi realizado para avaliar
possiveis contaminacdes por DNA, degradacdes e a relacdo entre as bandas correspondentes
aos RNA ribossomais 28S e 18S.

Para a quantificacdo do RNA, foi utilizado o aparelho nanodrop 8000 (Thermo
Scientific). A relagéo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro
na estimativa do grau de contaminacdo de RNA por proteinas e solventes.

3.8.3. Tratamento do RNA total com a DNAse

Para eliminar possiveis contamina¢cdes com DNA gendmico, o RNA foi tratado com
DNAse livre de RNAse contido no kit QuantiTEct® Reverse Transcription. Foram
empregados 2 pL de gDNA Wipeout Buffer 7x para cada 1 pug como volume final ajustado
para 14 puL com &gua RNAse-free. A amostra foi incubada por 2 minutos a 42 °C e em

seguida resfriada em gelo.

3.8.4. Transcricdo de cDNA

Procedeu-se a sintese do cDNA, pelo método da transcriptase reversa, aos 14 pL
obtidos através do tratamento com a DNAse, foram adicionados 1 pL de Reverse-
transcription Master Mix (Quantilscript® Reverse Transcription), 4 pL de Quantiscript RT
Buffer 5x e 1 pL de RT Primer Mix, obtendo um volume final de 20 puL. A mistura foi
incubada a 42 °C por 15 minutos e em seguida incubou-se a 95 °C/3 min para inativar a
transcriptase reversa. O cDNA foi armazenado a -20°C.
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3.8.5. Padronizacdo dos genes caspases -3/7, -8 e -9 MDMX, p73, c-Myc e NF-kB pela
técnica de RT-gPCR

Foram utilizados “primers” construidos pelas IDT® para padronizacdo e
quantificacdo dos genes caspases -3/7, -8 e -9 MDMX, p73, c-Myc e NF-kB. A expressao
génica foi normalizada utilizando a expressdo do gene HPRTL1 e as analises foram realizadas

pelo método de delta delta ct.

Tabela 1. Sequéncia de “primers” utilizados na reacdo de polimerizagdo em cadeia
apos transcricdo reversa quantificativa.

Primer Sequéncia forward Sequéncia reverse

HPRT1 TGACACTGGCAAAACAATGCA GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT

Caspase 5 ATGGACCACGCAGGAAGGG 3" | 5 GGCAGCATCATCCACACATACC

3/7 3

Caspase -8 | 5 ‘'5"CCAAGTGTGTTCCATTCCTGTC3’
GAAAAGCAAACCTCGGGGATAC
3

Caspase -9 | 5 TGTCCTACTCTACTTTCCCAG 5 GTGAGCCCACTGCTCAAAGAT 3
GTTTT'3

MDMX 5-GCC TTG AGG AAG GAT TGG 5'-TCG ACA ATC AGG GAC ATC AT
TA 3

P73 TA: GCACCACGTTTGAGCACCTCT | TA: GCAGATTGAACTGGGCCATGA
AN: 5'- AN: 5'-
TGTACGTCGGTGACCCCGCACG-3 | TCGGTGTTGGAGGGGATGACA-3’

c-Myc TGCTGCCAAGAGGGTCAAGT GTGTGTTCGCCTCTTGACATTC

NF-kB 5 -GTGCAGAGGAAACGTCAGAA- | 5-GTGGGAAGCTATACC CTGGA-
3 3

Para cada gene, foram utilizados 10 pL do cDNA das amostras, misturados a uma
solugéo contendo 175 pL de PCR Master Mix 2x Rotor-Gene SYBR Green, 17,5 uL de
primer forward, 17,5 pL de primer reverse e 112 pL de agua RNAse-free. Os preparos foram
distribuidos em microtubos para PCR e submetidos a 40 ciclos, sendo: desnaturagdo por 5
segundos em temperatura de 95 °C, anelamento e extensdao por 10 segundos a 60 °C e
ativagdo inicial por 5 minutos a 95 °C para termo-ativacdo da HotStarTaq Plus DNA

polimerase. Os testes foram feitos em duplicata.
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3.9. Western Blot

Proteinas extraidas das células K562, utilizando tampé&o de lise NP-40 e 0,1uL de
inibidores de proteases foram utilizadas neste procedimento. 1x10° células/mL foram
expostas ao composto LQFMO030 (125 puM) por um periodo de 24 horas. Em seguida elas
foram retiradas das garrafas de cultura no gelo, lavadas duas vezes com PBS gelado e
centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min. Apos centrifugar e retirar o PBS, o pellet foi
ressuspendido com 250uL do tampdo de lise NP-40 e 0,1uL de inibidores de proteases,
enquanto que essa mistura ainda era mantida sobre o gelo. As células foram entdo mantidas
no gelo por 30 min, sendo submetidas ao vortex a cada 10 min. Apds esse periodo,
centrifugou-se a 13.000 rpm/10 min a 4 °C, retirando o sobrenadante em aliquotas e o
armazenou a - 80°C até o momento do uso.

Os extratos de proteinas foram quantificados a 598 nm, pelo método do kit Protein
Standart Micro Standart, utilizando-se diferentes concentragdes de BSA como curva padrao.
As amostras foram diluidas em tampao de amostra 6x (glicerol; SDS 10%; azul de
bromofenol 1%; betamercaptoetanol 1% e agua ultrapura) e fervidas por 5 min a 100 °C. Os
extratos de proteinas (40 pg) em tampédo de amostra foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10% (30% bis-acrilamida; Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8; agua destilada; SDS
10%; APS — persulfato de amonia 10% e Temed — tetrametil-etilenediamina) a 100 V, por
aproximadamente 3h.

Utilizou-se o BlueStep™ Protein Marker como padrdo de peso molecular. Em
seguida as proteinas foram transferidas para membrana de PVDF por eletroforese em tampéo
de transferéncia (Tris base, glicina, metanol e agua destilada) a 100 V por 2h, no gelo. Apds a
eletroforese, a membrana foi corada em Ponceau 0,5% por 20 segundos, para verificar a
eficiéncia da transferéncia, e posteriormente enxaguada em &gua destilada. A saturacdo de
sitios inespecificos foi realizada pela incubacdo com leite em p6 desnatado comercial a 5%,
por 1h, em agitador horizontal. As membranas foram incubadas overnight a 4 °C, em agitador
horizontal, uma delas com o anticorpo monoclonal anti-MDM?2 e a outra com o controle
enddgeno anti-GAPDH, ambos diluidos em BSA (MDM2 — 1:250; GAPDH — 1:1000).

Ap0s esta incubacdo, a membrana foi mergulhada em TBS-Tween 20 por 30 min, em
agitador horizontal, com a solucdo sendo renovada a cada 10 min. Em seguida, a membrana
foi incubada com o anticorpo secundario apropriado conjugado com fosfatase alcalina (1:1000
em BSA) por 1,5 h, a temperatura ambiente, em agitador horizontal. Apo6s a incubacdo,
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procedeu-se novamente a lavagem por 30 min em TBS-T. A reagéo foi revelada utilizando a
fosfatase alcalina até o aparecimento das bandas. Apds a revelagdo das bandas, a membrana
foi mergulhada em “solug¢do de parada” (TBS-T e EDTA 0,5 M, pH 8,0). A membrana
revelada foi escaneada e a intensidade de marcacao foi analisada com o auxilio do programa

UVP pela comparagéo entre a area das bandas formadas com o controle endogeno.
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4. Andlise estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa Graph pad prism (versédo 5.0). Os
experimentos foram realizados por trés vezes independentes. Os resultados foram avaliados e
transformados em porcentagem em relacéo ao controle e o IC50 foi obtido através da analise
de regresséo néo-linear. As medias foram consideradas estatisticamente significativas quando

P <0,05. Os dados sao apresentados graficamente em medias + desvio-padrao.
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5. Resultados

5.1. Ensaio de citotoxicidade pelo método de reducdo do MTT

Para avaliacdo da capacidade citotoxica do composto LQFMO030 frente as células
K562 apds 24h de exposicdo, foi realizado o ensaio de reducdo do MTT. Os resultados
obtidos estdo expressos na Figura 16. A viabilidade celular foi concentracdo-dependente e o
valor do IC50 foi 0,56 mM.

Figura 16. Viabilidade de células da linhagem tumoral K562 apds 24 h de exposi¢édo
em diferentes concentragdes do composto LQFMO030 (0,01 — 1,56 mM).
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5.2. Anélise morfoldgica por microscopia

Para avaliar os aspectos morfoldgicos das células K562 apds o tratamento por 24h
com o composto LQFMO030 e Nutlin-3a, foi utilizado & microscopia Optica, com a coloragéo
de May-Griinwald-Giemsa e microscopia de fluorescéncia com o corante Hoesch 33342.

A fragmentacdo do nucleo pode ser utilizada como indicativo de apoptose e podem
ser observada em ambas as técnicas avaliadas. A Figura 17 mostra as células tumorais tratadas
com o composto LQFMO030 e Nutlin-3a. Nas celulas tratadas com o composto LQFMO030 foi
possivel observar fragmentacdo do DNA, condensacdo da cromatina e a formacdo de
prolongamentos da membrana (blebs). A condensacdo da cromatina e a fragmentacdo do
DNA nuclear foi também observado apds coloragdo com Hoesch (Figura 17E). Estes
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resultados indicam um processo apoptético apds o tratamento com o composto LQFMO030.
Um padrdo morfoldgico similar foi também observado apds o tratamento com o Nutlin-3a.

Figura 17. Andlise morfoldgica da linhagem tumoral K562, utilizando os respectivos
corantes: May-Grinwald-Giemsa (A, B e C) e Hoesch 33342 (D, E e F), comparadas ao
grupo controle ndo tratado (A e D), grupo tratado com o composto LQFMO030 (0,283 mM) (B
e E), e grupo tratado como o composto Nultin-3a (0,01 mM) (C e F), com tempo de
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5.3. Analise do Ciclo Celular

A avaliacdo dos efeitos do composto LQFMO030 sobre a progressdo do ciclo celular
das células K562, apos 24 horas de tratamento, esta apresentada na Figura 18. A anélise
revelou um aumento mais de 28 vezes de células na fase Sub-G1 no grupo tratado com o
composto LQFMO030, corroborando os dados morfologicos que indicavam um processo
apoptdtico. Nas fases G1 e S ndo foram observadas mudancas significativas (P<0,05) entre
controle e tratado. Ja na fase G2/M observou-se uma reducdo, porém ndo significativa. O
composto Nutlin-3a, por sua vez, ndo alterou de forma significativa (P<0,05) o ciclo celular
em células K562. Resultados similares foram observados por Arva et al., 2008 em células
K562 tratadas com o composto Nutlin-3a.

Figura 18. Alteracdo do ciclo celular apos 24 horas de tratamento das células K562 com os
compostos LQFMO030 (0,283 mM) e Nultin-3a (0,01 mM) apds 24 horas. Representacdo do
percentual de células na fase sub-G1, S e G2/M quando comparados ao controle. (b)
Comparacao da intensidade de fluorescéncia do FITC entre células tratadas e ndo tratadas. As

53



barras representam a média e desvio padrdo de trés experimentos independentes (*p<0.05
comparado com o controle).
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5.4. Analise da Externalizacdo da Fosfatidilserina

Uma das caracteristicas comumente observadas no processo apoptético é a
externalizacdo da fosfatidilserina. Utilizando citometria de fluxo, as células foram marcadas
com anexina e iodeto de propideo apds o tratamento com 0 LQFMO030 ou Nutlin-3a. Apds 24
horas de exposicdo, 21,5% das células apresentaram apoptose recente e 2,3% apresentaram
apoptose tardia, quando comparadas com o controle (Figura 19). Os resultados obtidos
indicam que a morte celular induzida pelo composto LQFMO030 é por mecanismos
apoptoticos. Ja os resultados obtidos com o Nutlin-3a néo revelaram um processo de apoptose
recente e/ou tardia apds 24 h de tratamento. Esses resultados corroboram dados da literatura
que sugerem que as células K562 ndo sofrem apoptose apos exposi¢do com Nutlin-3a (Arva
et al., 2008; Peterson et al., 2011; Trino et al., 2016).
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Figura 19. Avaliacdo de apoptose das celulas K562 tratadas com os compostos LQFMO030
(0,283 mM) e Nultin-3a (0,01 mM) ap6s 24 horas de exposi¢do. Os dados sdo representados
pelo percentual de células marcadas com Anexina V e lodeto de Propidio. (b) Comparacgéo da
intensidade de fluorescéncia do FITC entre células tratadas e ndo tratadas. As barras
representam a média do desvio padrdo do experimento repetido trés vezes (*p<0.05
comparado com o controle).
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5.5. Analise do Potencial Mitocondrial

Com o objetivo de se investigar os efeitos do composto em estudo e Nutlin-3a sobre
o0 potencial de membrana mitocondrial das células K562, foi utilizada a técnica de coloragdo
com o MitoTracker® Red.

A Figura 20 apresenta os efeitos do composto LQFMO030 e Nutlin-3a comparados ao
grupo controle, com tempo de tratamento de 24 horas. O tratamento com o composto
LQFMO030 promoveu uma reducdo significativa (P<0.05) do potencial de membrana

mitocondrial de 21,7%, em relacdo ao grupo controle ndo tratado. De forma similar, o
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tratamento das células K562 com o composto Nutlin-3a promoveu uma reducéo do potencial
de membrana mitocondrial de 10,7%.

Figura 20. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em células K562 nédo
tratadas e tratadas com o composto LQFMO030 (0,283 mM) e com 0 composto
Nutlin-3a (0,01 mM) apds 24h de exposicdo. Os dados sdo representados pela média
da intensidade de fluorescéncia de células marcadas com o corante MitoTracker®
Red. (a) Histogramas mostrando a contagem de fluorescéncia (eixo x) X (eixo y). (b)
Comparacdo da intensidade de fluorescéncia do FITC entre células tratadas e nédo
tratadas. As barras representam a média do desvio padrdo do experimento repetido
trés vezes (*p<0.05 comparado com o controle).
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5.6. Analise da atividade das Caspases -3/7, -8, -9

Para confirmar o evento do processo de morte celular por apoptose, foi realizado o

ensaio para avaliacdo da expressdo de caspases -3/7, -8 e -9 em células K562 tratadas com o
composto LQFMO030 e Nutlin-3a. Na Figura 21 estdo representados os resultados dessa
avaliagdo. O tratamento com o composto LQFMO030 induziu um aumento da atividade das
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caspase -8 e -9 (Figura 21b). Estes dados indicam que o composto LQFMO030 induz apoptose
por ambas vias, a via extrinseca e intrinseca. Ao compararmos o0 grupo de células K562
tratado com o composto Nutlin-3a, notamos um aumento significativo (P<0.05) apenas nas
caspases -3/7, praticamente dobrando a atividade desta protease.

A fim de determinar alteracdes na transcri¢cdo dos genes que codificam as caspases -
3, -8 e -9 foi realizado o ensaio de PCR em tempo real. Diferentemente do observado nos
ensaios de deteccdo de atividade, a transcricdo dos mRNA diminuiram apds tratamento das

células por 24 h com o composto LQFMO030 (Figura 21e).
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Figura 21. Avaliacdo da atividade das caspases -3/7 (a), -8 (b) e -9 (c) em células K562 néo
tratadas e tratadas com o composto LQFMO030 (0,283 mM) e com o composto Nutlin-3a (0,01
mM) apds 24h de exposicdo. Os dados sdo representados pelo percentual de células marcadas
com seu respectivo anticorpo e comparados ao controle. (d) Comparacdo da intensidade de
fluorescéncia do FITC entre células tratadas e ndo tratadas. (e) Detec¢cdo por PCR em Tempo
Real da alteracdo da expressdo do mRNA das caspases -3/7, -8, -9. Os genes foram
normalizados com o0 HPRTL1 e a analise foi feita por delta delta ct. As barras representam a
média do desvio padrdo do experimento repetido trés vezes (*p<0.05 comparado com o
controle).
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5.7. Analise da expressdo da proteina p27

Para contribuir para a elucidacdo do mecanismo envolvido na morte celular induzida
pela acdo do composto LQFMO030, foi avaliada a acdo desse composto sobre a proteina p27.
Assim como a proteina p21, a proteina p27 tambeém é conhecida como inibidor do complexo
proteico ciclina E/CDKZ2, sendo um importante regulador negativo do ciclo celular. Conforme
demonstrado na Figura 22, ndo houveram mudangas significativas na expressdo da proteina
p27 apos o tratamento com LQFMO030. Contudo, Nutlin-3a promoveu o aumento de p27 de

forma significativa (P<0.05) (Fig. 12b).

Figura 22. Avaliacdo da expressdo da proteina p27 em células K562 ndo tratadas e tratadas
com o composto LQFMO030 (0,283 mM) e com o composto Nutlin-3a (0,01 mM) apos 24h de
exposicdo. Os dados sdo representados pelo percentual de células marcadas com seu
respectivo anticorpo e comparados ao controle. (b) Comparacdo da intensidade de
fluorescéncia do FITC entre células tratadas e ndo tratadas. As barras representam a média do
desvio padrdo do experimento repetido trés vezes (*p<0.05 comparado com o controle).
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5.8. Analise da expressdo da proteina TNF-R1

A estimulagdo do receptor de morte TNF-R1 pode levar & morte celular através da
ativagdo da caspase -8, associada ao NF-kB (Fator Nuclear kappa B). A inducdo das caspases
-3/7, -6, e -8 é realizada através do complexo TRADD e FADD, que finalmente podem
induzir a apoptose mediada por TNF-R1 (Tschopp e Micheau, 2003). No presente estudo, 0s
dados demonstrados na Figura 23 revelaram que o composto LQFMO030 alterou de forma

significativa (P<0.05) a expressdo do receptor. J& o composto Nutlin-3a ndo alterou a
expressao de TNF-R1.

Figura 23. Avaliagdo da expressdo da proteina TNF-R1 em ceélulas K562 ndo tratadas e
tratadas com o composto LQFMO030 (0,283 mM) e com o composto Nutlin-3a (0,01 mM)
apos 24h de exposicdo. Os dados séo representados pelo percentual de células marcadas com
seu respectivo anticorpo e comparados ao controle. . As barras representam a média do desvio
padréo do experimento repetido trés vezes (*p<0.05 comparado com o controle).
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5.9. Analise da expressdo da proteina MDM2

Uma vez que LQFMO30 foi desenhado a partir do inibidor de MDM2, alteragdes na
expressdo de MDM2 em K562 apos o tratamento foram avaliadas por western blot (Figura
24). Como observado na Figura 24, a expressao de MDM2 diminuiu. Por sua vez, 0 composto

Nutlin-3a ndo demonstrou alteracdo na expressdo de MDM2.

Figura 24. Avaliacdo da expressao da proteina MDM2 em células K562 ndo tratadas e
tratadas com o composto LQFMO030 (0,283 mM) e com o composto Nutlin-3a (0,01 mM)
apos 24h de exposicéo.

5.10. Andlise da expressao génica de MDMX, p73, c-Myc e NF-kB

Os efeitos do composto LFQMO30A sobre a expressdéo do mRNA dos genes de
MDMX, p73, c-Myc e NF-kB foram avaliados por ensaios de PCR em tempo real. A
expressdo génica foi normalizada utilizando a expressao do gene HPRT1.

MDMX, juntamente com MDM2, regula as atividades de p53 e suas proteinas
homologas p63 e p73 (Zdzalik et al., 2010). Estudos anteriores revelaram que o Nutlin-3a
também interage com MDMX, contudo com baixa afinidade (Joseph et al., 2010). Desta
forma, com intuito de observar se 0 composto LQMF030 também pode alterar a expressdo do
transcrito de MDMX em células K562, ensaios de PCR em tempo real foram conduzidos.
Como observado na Figura 25, LQFMO030 foi capaz de diminuir a transcricdo do gene

MDM2, porem este composto néo foi capaz interagir com o gene MDMX (Figura 25a).
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Por p73 possuir atividades similares a p53 e porque K562 possui p53 mutada,
também foi avaliado se LQFMO30 seria capaz de alterar a expressdo do transcrito de p73. De
acordo com os resultados obtidos, a transcri¢do de p73 diminuiu em K562 ap0s o tratamento,
sugerindo que o fator de transcricdo p73 talvez ndo esteja envolvido na apoptose
desencadeada pelo composto (Figura 25).

O fator de transcricdo c-Myc esta superexpresso em muitos tumores e esta envolvida
na proliferacdo celular e na progressao do tumor. Este fator de transcricdo também esta em
altas concentracGes em pacientes com leucemia mieloide cronica e esta relacionada a uma
resposta pobre ao tratamento com imatinibe (Albajar et al., 2011). Apds o tratamento das
células K562 com o composto LQFMO030 observamos uma diminuicdo do transcrito de c-
Myc.

MDM2 possui outras funcBes na carcinogénese além de regular negativamente p53.
MDM2 atua como agonista do fator de transcricio NF-kB promovendo proliferacdo e
inflamacdo. NF-kB, por sua vez, também atua aumentando a producdo de MDM2, j& que o
gene que codifica esta proteina € um de seus alvos (Thomasova et al., 2012). Essa atuacdo de
MDM2 pode ser exemplificada através de sua inibicdo por Nutlin-3a que leva a uma
diminuicdo de proliferacdo de células vasculares e supressdo da inflamacéo (Hashimoto et al.,
2011). Anélises da expressdo de mRNA em células K562 ap6s tratamento com LQFMO030
revelaram que este composto também foi capaz de diminuir a transcricdo de NF-kB,

corroborando com os dados da literatura.
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Figura 25. Avaliacdo da expressdo dos transcritos MDMX, p73, c-Myc e NF-kB em células
K562 ndo tratadas e tratadas com o composto LQFMO030 (0,283 mM) apds 24h de exposicao.
O gene normalizador foi HPRTL1 e as andlises foram feitas pelo método delta delta ct (LIVAK
etal., 2001).
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6. Discussao

Considerando o papel fundamental que a oncoproteina MDM2 tem no
desenvolvimento e progressao de tumores através de sua superexpressdo em muitos canceres,
inclusive em leucemias, e seu papel como regulador negativo da p53 levou-o a ser um alvo
para intervencdo farmacolégica (VASSILEV, 2007; SHEN & MAKI, 2011; WADE et al.,
2013). Na ultima década, uma grande variedade de inibidores de MDM2 foram sintetizados
entre eles os Nutlins, MI1-291, RG7112, AMG232 e alguns ja se encontram na fase de triagem
clinica (VASSILEV, 2004; BROWN et al., 2009; SHEN & MAKI, 2011; HOE et al., 2014).

Os Nutlins (andlogos de cis-imidazolina) inibem MDM2 ligando-se com alta
afinidade ao sitio de ligacdo da p53 na proteina MDMZ2 e sdo citotoxicos para uma variedade
de tumores p53 ativo e p53 mutados (VASSILEV, 2004; LAU et al., 2008; SECCHIERO et
al., 2011). Em vista do potencial antitumoral que os Nutlins possuem, anadlogos dos Nutlins
foram sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Ricardo Meneghatti e entre estes compostos, 0
LQFMO030 se mostrou bastante promissor. LQFMO030 foi originado a partir da simplificacéo
molecular do Nutlin-1 e sua sintese é mais simples e menos custosa (MOTA el al., 2016).
Conforme detalhado anteriormente, estudos iniciais, realizados pelo nosso grupo, revelaram
que este composto possui acdo antitumoral por induzir apoptose em células de carcinoma
mamario de Ehrlich. O composto LQFMO030 também reduziu a proliferacdo tumoral, além de
apresentar atividade antiangiogénica in vivo (MOTA et al., 2016b). Diante dos resultados
promissores, com diversidade de alvo de acdo farmacoldgico, o potencial antitumoral do
composto LQFMO030 foi avaliado em células de leucemia mieldide crbnica K562. Esta
linhagem celular apresenta deficiéncia em alguns genes evolvidos na regulacdo do ciclo
celular, tais como: pl5INK4b, pl6INK4a, pl4ARF e p53 (DURLAND-BUSBICE &
REISMAN, 2002; VAQUE et al., 2005).

As anélises morfologicas iniciais das células K562 indicavam um possivel evento de
apoptose apos o tratamento com o composto LQFMO030. Os resultados foram confirmados
observando o aumento da fase sub-G1 nos ensaios do ciclo celular e exposicdo da
fosfatidilserina. De forma similar, LQFMO030 também foi capaz de induzir apoptose em
células de carcinoma mamario de Ehrlich que possuem p53 ativa (MOTA et al., 2016). Nestas
células o composto LQFMO030 aumentou o nimero de células em G1 e G2/M, e praticamente
suprimiu as células na fase S, diferentemente do observado em nossos resultados. Em K562,

as células ndo pararam em G1, a fase S ndo apresentou nenhuma diferenca com o controle e
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além de diminuir o nimero de células na fase G2/M. Outra diferenca observada apos
exposi¢do com o composto LQFMO030 em células tumorais de Ehrlich e K562 foi a expressdo
da proteina p27. Uma das funcdes da proteina p27 € regular a progressao da fase G1 para fase
S através de sua atividade inibidora de cinase dependente de ciclica (BELLETTI et al., 2005;
ROY & BANERJEE, 2015). No carcinoma mamario p27 aumentou de forma significativa,
entretanto em K562 p27 nao ouve alteragdes significativas.

Embora o composto Nutlin-3a seja capaz de induzir apoptose em células p53-
mutada, ndo foram detectados mudancas significativas no ciclo celular e na exposicdo de
fosfatidilserina, indicando que este composto ndo € capaz de desencadear apoptose em células
K562. Esses dados estdo de acordo com os obtidos por Peterson e colaboradores (2011).
Apesar do composto Nutlin-3a ndo promover apoptose em K562, em outras células p53
deficientes ja foi observado que este composto é capaz de induzir de apoptose, provocando a
parada do ciclo celular na fase G1 (LAU et al., 2008).

LQFMO030 também foi capaz de diminuir o potencial da membrana da mitocondria e
induzir a ativacdo das caspases. Tanto a caspase -8 quanto a caspase -9 tiveram as suas
atividades dobradas apds o tratamento das células tumorais com o composto, resultados
similar aos resultados obtidos com Ehrlich (MOTA el al., 2016). Ja caspase -3/7 nao
apresentou aumento na atividade. Os resultados obtidos com a ativacdo das caspases
confirmam que a morte desencadeada pelo composto LQFMO030 é apoptose e ocorre tanto
pela via intrinseca quanto pela extrinseca. Apesar do Nutlin-3a ndo ter desencadeado apoptose
em células K562, foi observado um aumento significativo das atividades da caspase -3/7. O
significado desta ativacdo é desconhecido, porém é sabido que as caspases estdo envolvidas
em outros processos fisiologicos aléem da morte celular (NHAN et al., 2006; SHALINI et al.,
2015). Por outro lado, os transcritos das caspases -3/7, -8 e -9 diminuiram apds o tratamento
com LQFMO030. Diferentes explicagdes podem ser dadas para estes resultados. O primeiro
seria que a quantidade da proteina ndo reflete, necessariamente, a quantidade de transcrito
devido os controles pos-transcricionais ou pos-traducionais. Sabe-se que somente 40% da
guantidade de uma proteina podem ser explicada pelo seu transcrito (VOGEL
& MARCOTTE, 2012). No processo apoptético também foi relatado a ndo paridade entre
MRNA e proteina com outros marcadores. Na apoptose desencadeada pela privacdo de
insulina em células de sertoli somaticas ha reducdo do mRNA dos genes Bax e p53, porém as

suas respectivas proteinas mostram-se aumentadas (DIAS et al., 2013). Outra explicacao seria
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0 periodo em que ha a paridade entre o0s MRNA das caspases e suas respectivas proteinas em
células tratadas com o composto LQFMO030 ndo foi avaliado.

A via extrinseca de apoptose é desencadeada via receptores de morte (Faz/CD95,
TNFR1 e TRAIL1 e 2) e dependentes (netrin-1, DCC e UNC5B) (GALLUZZI et al., 2012).
Uma vez que caspase -8 foi ativada ap6s o tratamento com LQFMO030, foi verificado se o
receptor TNFR1 poderia estar envolvida processo. Os nossos dados sugerem que o receptor
TNFR1 esté ligado ao desencadeamento da via extrinseca.

Em ensaios anteriores, LQFMO030 foi capaz de inibir a expressao de MDM2 em
células p53 selvagem (Ehrlich) (MOTA el al., 2016). Apesar de K562 ndo possuir p53 ativa,
outras proteinas da familia p53, como p73 e p63 possuem atividades similares a p53 e sdo
moduladas por MDM2. E além da atividade reguladora da familia p53, MDM2 também
possui atividades p53-independentes (DAUJAT et al., 2001; THOMASOVA et al., 2012). De
forma similar ao obtido em carcinoma mamario de Ehrlich, LQFMO030 também foi capaz de
inibir a expressdo de MDM2 em K562. De acordo com os resultados obtidos, o composto
LQFMO030 apresentou atividades antitumorais também em células p53 deficientes K562. A
importancia deste resultado recai no fato que pacientes que se encontram em fase acelerada e
em crise blastica (~30%) possuem maior propensdo de promover alteragdes no gene p53 do
que pacientes na fase crénica da leucemia mieldide crénica (MITELMAN, 1993; AHUJA et
al., 1998). Assim, independente se as células tumorais possuem p53 ativa ou ndo, este
composto € capaz de controlar crescimento e induzir a morte por apoptose. O composto
Nutlin-3a, por sua vez, aumentou a concentracdo de MDM2. Essa capacidade de aumentar
MDM2 em células p53 deficientes, além de tumores p53 selvagens, ja foi relatado. Em células
HCT116 P53/, o composto Nutlin-3a foi capaz de aumentar a expressdo de MDM2, contudo
em células H1299, também p53-deficiente, Nutlin ndo promoveu nenhuma alteragdo na
expressdo de MDM2 (DU et al., 2009; LI et al., 2014).

A fim de determinar a modulacao de outros genes supressores de tumor e oncogenes
nas ceélulas K562 tratadas com LQFMO030, os transcritos de MDMX, p73, c-Myc e NF-kB
também foram avaliados. Os transcritos MDMX néo apresentaram alteracdes significativas.
No entanto o gene MDM2 diminui, indicando que LQFMO030 também é capaz de modular
MDMZ2. Lembrando que assim como MDM2, MDMX também modula p53, p73 e possui
funcbes p53-independentes (BIDERMAN et al., 2012).

A familia de fatores de transcricdo p53 é composta pelas isoformas p53, p73 e p63 e

possuem importantes fungdes no desenvolvimento, diferenciacdo e resposta ao estresse celular
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(MURRAY-ZMIJEWSKI et al., 2006; BOURDON, 2007). Os genes p73 e p63 dao origem a
proteinas que podem possuir acdo agonista ou antagonista de p53, isto por codificarem
deferentes proteinas que possuem diferentes dominios (isoformas) (MURRAY-ZMIJEWSKI
et al., 2006; MULLER et al., 2006). p73 tem recebido especial atengdo porque suas isoformas
podem atuar em fungdes opostas, tanto como supressora de tumor quanto como oncogene.
Duas isoformas de p73 se destacam, a supressora de tumor TAp73 que possui 0 tamanho
completo e a isoforma DNp73 que possui a por¢do N-terminal truncada, e tem a funcdo de
dominante negativo com TAp73 e atua como oncogene (STIEWE & PUTZER, 2002;
MARABESE et al. 2007; LOGOTHETI et al., 2013). A isoforma TAp73 estd superexpressa
em uma grande diversidade de tumores, e geralmente estd co-expressa com DNp73
(LOGOTHETI et al., 2013). p73 também estd superexpresso em tumores hematoldgicos,
incluindo as leucemia mieldide cronica e leucemia mieldide aguda (TSCHAN et al., 2000). O
tratamento das células K562 com o composto LQFMO030 levou a diminuigdo do transcrito
TAp73. E sabido que p73 esta superexpressa em K562, principalmente TAp73 (PETERS et
al., 1999; TSCHAN et al., 2000). Apesar de nossos dados indicarem a diminuicdo da isoforma
que possui papel de supressora de tumor, a razéo entre TAp73/DNp73 € que parece predizer a
contribuicdo da tumorigénese e quimioresisténcia (LUCENA-ARAUJO et al.,2015). Estudos
avaliando a isoformas DNp73 poderdo ajudar no entendimento do papel destas isoformas em
K562 tratadas com LQFMO030.

c-Myc € um fator de transcricdo que regula positivamente a proliferacdo celular e
estd superexpresso em muitos tumores solidos e hematoldgicos. Em leucemias, especialmente
em CML, ¢ observada uma alta expressdo de c-Myc que esta ligado a uma baixa resposta ao
imatinibe (ALABAJAR et al., 2011). Por sua atuacdo na proliferacdo, no aumento da sintese
proteica e no metabolismo energético, a diminui¢do ou a inativagdo de c-Myc resulta na
parada do ciclo celular (ALABAJAR et al., 2011; BRETONES et al.,2015). Assim, devido a
sua importancia na tumorigénese a modulacdo da transcricdo de c-Myc foi tambem avaliada.
De forma significativa, observamos a diminui¢do da transcri¢cdo de c-Myc. Este dado sugere
que a diminuicdo de c-Myc possa ser um dos fatores responsaveis pela diminuicdo da
proliferacdo celular e indugéo de apoptose desencadeada pelo composto LQFMO030.

Outro importante fator de transcricdo é o NF-kB, responsavel pela regulacdo de
diversos genes e a sua inibicdo desencadeia apoptose. E reconhecido como o mediador central
na resposta imunoldgica, sua alta atividade estd ligada a inflamagdo crénica no qual é
determinante para o desenvolvimento tumoral e quimioresisténcia (DEY et al., 2008). Mais de
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200 genes estdo sob a sua regulacdo, entre eles estd 0 MDM2. NF-kB estimula a expressao de
MDM2 que por sua vez aumenta a expressdo de NF-kB (DEY et al. 2008; THOMASOVA et
al.,, 2012). Assim, a expressdo de NF-kB também foi avaliada em células K562 apds
tratamento com o composto LQFMO030, e foi também verificado uma diminuicdo em sua
transcricdo. Estes resultados sdo muito promissores, uma vez que atualmente existe uma
procura por moléculas que sejam capazes de regular simultaneamente os dois maiores fatores
de transcricdo, p53/p73 e NF-kB que estdo envolvidos na carcinogénese e na regulacdo da
resposta imune, para fins terapéuticos (DEY et al., 2008; THOMASOVA et al., 2012).
Hanahan e Weiberg (2000 e 2011) postularam 10 processos bioldgicos que s&o
caracteristicos das células tumorais: manutencdo de sinais autoproliferetivos, evasdo de
supressores de crescimento, resisténcia a morte, replicacdo ilimitada, inducdo de angiogénese,
invasdo e metastases, instabilidade genémica, inflamacdo indutora de tumor, reprogramacéo
da bioenergética celular e evasdo da resposta imune. Hainaut e Plymoth. (2013) por sua vez,
pontuaram a importancia de desenvolver e direcionar um farmaco que tenha a capacidade de
interferir nas rotas de conexdo que ligam esses 10 processos bioldgicos. O composto
LQFMO030 foi capaz de intervir nos diferentes processos bioldgicos caracteristicos das células
tumorais. O composto foi capaz de interferir na proliferacdo celular através da diminuicdo de
c-Myc, conhecido mitégeno, in vitro e, in vivo foi capaz de controlar e reduzir a proliferacao
tumoral sendo categorizado no grupo 5, ndo tdxico, do Global Harmonized System (GHS).
Revelou atividades antiangiogénicas in vivo, através da diminuicdo de VEGF, além de
diminuir um dos principais reguladores da inflamacdo, NF-kB. Além do mais, LQFMO030 foi
capaz de modular as vias p53-dependentes e p53-independentes através da regulacdo da acdo
de MDM2/MDMX. A importancia fica mais ressaltada devido a ligacdo ja estabelecida da
inflamacdo crdnica com o desenvolvimento tumoral através do eixo p53/MDM2/NF-kB e que
todos os genes modulados pelo composto LQFMO030 descritos acima séo, atualmente, alvos
para 0 desenvolvimento terapias antitumorais. Concluindo, o composto LQFMO030
apresentou-se muito versatil em sua atuacdo bioldgica e muito promissor em sua atividade

antitumoral com mecanimos diferentes daqueles apresentados pelo Nutlin-3a.

68



7. Conclusdo

O composto LQFMO030 apresentou atividade citotdxica contra as células tumorais
K562, com IC50 de 0,56 mM.

As analises morfoldgicas das células K562 indicam um possivel evento de apoptose
apos o tratamento com o composto LQFMO030, confirmado pela exposicao da fosfatidilserina
e pelo aumento da fase sub-G1, diminuicdo da transcri¢do de c-Myc, e de p27.

O composto LQFMO030 foi capaz de diminuir o potencial da membrana mitocéndria
e induzir a ativacdo das caspases -8 e -9, confirmando morte celular pela via intrinseca
(ativando TNFR) e pela extrinseca.

O tratamento das células K562 com o composto LQFMO030 levou a diminui¢do do
transcrito TAp73. Independente de p53 ativa ou ndao em células tumorais, o composto
LQFMO030 é capaz de controlar crescimento e induzir a morte por apoptose, através da
inibicdo da expressdao de MDM2.

No presente trabalho, o composto Nutlin3-a ndo foi capaz de induzir apoptose nas

células tumorais de maneira significativa como o composto LQFMO030.
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