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RESUMO

Sindromes mielodisplasicas (SMD) abrangem um espectro de doencgas
hematoldégicas caracterizadas por hematopoese ineficaz e risco de evolugdo para
leucemia mieloide aguda (LMA). As leucemias agudas apresentam altas taxas de
mortalidade devido, principalmente, a sua capacidade de resistir a diversos tipos de
quimioterapicos, sendo necessario buscar novos compostos capazes de interferirem no
crescimento tumoral.

Deste modo, o objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos da quercetina in
vitro e in vivo, na linhagem celular P39/Tsugane, a qual foi estabelecida a partir de
células leucémicas do sangue periférico de paciente que possuia sindrome
mielodisplasica, como modelo. O desenho experimental compreendeu o tratamento in
vitro e in vivo com quercetina das células leucémicas, verificando-se vias de apoptose,
ciclo celular e autofagia. O modelo xenografico de tumor de células leucémicas
subcutaneo foi utilzado para os ensaios in vivo. A quercetina induziu pronunciada
apoptose das células leucémicas P39, seguida por supressdo da expressao de BclL-2,
Bcl-xL, Mcl-1, aumento da expressdo de Bax e modulacdo do potencial de membrana
mitocondrial com liberagcao de citocromo ¢ e ativagdo de caspases. O tratamento com
quercetina resultou em retencdo das células na fase G1 do ciclo celular, com
pronunciada diminuicdo das proteinas CDK2, CDK®, ciclina D, ciclina E e ciclina A,
diminuicdo na fosforilagdo de Rb e aumento na expressao de p21 e p27. Quercetina
induziu a formagao do autofagossomo nas células P39, com ativagéao de PI3K classe lll,
Beclina 1, Atg5-Atg12, Atg7, conversédo de LC3-1 em LC3-Il e desfosforilacdo de Akt e

mTOR. A inibicao da autofagia induzida por cloroquina juntamente com quercetina
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desencadeou aumento na apoptose, mas nao alterou a modulagéo da fase G1 do ciclo
celular induzida por quercetina. As células P39 tratadas com a combinacdo de
quercetina e inibidores seletivos de ERK1/2 e/ou JNK (PD184352 e SP600125,
respectivamente) apresentaram diminuicdo na retencdo em fase G1 do ciclo, Este
tratamento combinado, entretanto, ndo alterou a percentagem de células apoptéticas.
Além disso, administragcdo in vivo de quercetina reduziu significativamente o volume
tumoral em camundongos inoculados com células P39 e confimar os resultados in vitro
relacionados com apoptose, autofagia e ciclo celular.

Assim, quercetina demonstra uma potente atividade antileucémica através de
sinalizagdes que causam parada do ciclo celular, apoptose e inducao da autofagia. Esta

ultima, por sua vez, parece proteger as células do alto grau de apoptose.

Palavras-chaves: quercetina, apoptose, ciclo celular, autofagia e leucemia
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ABSTRACT

This study proposes to investigate quercetin antitumor efficacy in vitro and in vivo,
using P39 cell line as a model.

The experimental design comprised leukemic cells or xenografts of P39 cells,
treated in vitro or in vivo, respectively, with quercetin; apoptosis, cell cycle and
autophagy activation were then evaluated.

Quercetin caused pronounced apoptosis in P39 leukemia cells, followed by Bcl-2,
Bcl-xL, Mcl-1 downregulation, Bax upregulation and mitochondrial translocation,
triggering cytochrome c release and caspases activation. Quercetin also induced the
expression of FasL protein. Furthermore, our results demonstrated an antioxidant activity
of quercetin. Quercetin treatment resulted in an increased cell-arrest in G1 phase of the
cell cycle, with pronounced decrease in CDK2, CDK6, cyclin D, cyclin E and cyclin A
proteins, decreased Rb phosphorylation and increased p21 and p27 expression.
Quercetin induced autophagosome formation in P39 cell line, with upregulation of PISK
class Ill proteins, Beclin-1, Atg5-Atg12, Atg7, conversion of LC3-1 to LC3-Il, and
dephosphorylation of Akt and mTOR. Autophagy inhibition induced by quercetin with
chloroquine triggered apoptosis but did not alter quercetin modulation in the G1 phase.
P39 cell treatment with a combination of quercetin and selective inhibitors of ERK1/2
and/or JNK (PD184352 or SP600125 respectively), significantly decreased cells in G1
phase, this treatment however did not change the apoptotic cell number. Furthermore, in
vivo administration of quercetin significantly reduced tumor volume in P39 xenografts

and confirmed in vitro results regarding apoptosis, autophagy and cell cycle arrest.

Keywords: quercetin, apoptosis, cell cycle, autophagy and leukemia
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xviii




figura 24: Quercetina modula ciclinas e atividade de Rb em modelo xenografico
de tumor humano. Apés 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kq),
os tumores foram retirados, lisados e submetidos a extracdo proteica. Cdk6, -4
e -2; ciclina D, -E, —A e fosfo-Rb foram submetidas a analise por western
blotting. Actina foi utilizada como controle interno. Os dados sao médias + DP
(média de 6 camundongos por grupo) * p< 0,05; ** p< 0,0001......cccvvvrennnnnes 76

figura 25: Quercetina_ modula p21 em modelo xenografico de tumor _humano.
Apds 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram
fixados em 10% de tampédo formalina, cortados e preparados em laminas.
Imunohistoquimica foi realizada nas laminas utilizando anticorpo anti-p21;
percentagem de nucleos positivos marcados com 21. Contagem de 4 campos
por secao tumoral utilizando microscépio de luz (Olympus CBA, Olympus
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figura 26: Quercetina_modula autofagia em modelo xenografico de tumor
humano. Apdés 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os
tumores foram retirados, lisados e submetidos a extracao proteica. PI3K classe
[l e Beclina-1; Atg5-Atg12 e Atg7 foram submetidas a analise por western
blotting. Actina foi utilizada como controle interno. Os dados sdo médias + DP
(média de 6 camundongos por grupo) * p< 0,05; ** p< 0,0001.78

figura 27: Quercetina modula LC3 em modelo xenografico de tumor humano.
Apds 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram
fixados em 10% de tampao formalina, cortados e preparados em laminas.
Imunohistoquimica foi realizada nas |aminas utilizando anticorpo anti-LC3;
percentagem de nucleos positivos marcados com LC3. Contagem de 4 campos
por secao tumoral utilizando microscépio de luz (Olympus CBA, Olympus
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1. INTRODUCAO

Sindromes mielodisplasicas (SMD) abrangem um espectro de doencas
hematoldgicas caracterizadas por hematopoese ineficaz e risco de evolucado para
leucemia mieldide aguda (LMA). Pode ocorrer em pessoas jovens, mas é uma
doenca que acomete principalmente idosos, aumentando significativamente sua
incidéncia em pessoas maiores de 65 anos (GARCIA-MANERO, 2014) (NOLTE;
HOFMANN, 2008).

Com base no grau de citopenia e seu potencial maligno, as SMD podem ser
classificadas, segundo o indice de Progndstico Internacional (International
Prognostic Scoring System”), em baixo e alto risco (NOLTE; HOFMANN, 2008). Em
baixo risco, medula hipercelular e citopenias periféricas estdo comumente presentes
devido a apoptose em células tronco progenitoras. No entanto, diminuicao da
apoptose ocorre durante a transformacdo para o alto risco, que manifesta-se com
aumento de mieloblastos (NOLTE; HOFMANN, 2008) . A maioria dos pacientes
apresenta a doenca de baixo risco e sua morbidade é devido a anemia, neutropenia
ou trombocitopenia.

Leucemia mieloide aguda é uma desordem clonal de células tronco
hematopoéticas caracterizada pela inibicdo da diferenciacdo e acumulo de células
em varios estagios incompletos de maturagdo. Caracteristicas citogenéticas
continuam sendo muito importantes para o progndéstico da leucemia, sendo
geralmente classificadas em trés categorias de risco (BYRD et al., 2002) mas,
recentemente, dados obtidos com marcadores moleculares para prognéstico dentro
dos grupos de risco levaram a um refinamento adicional. O grupo de risco favoravel
apresenta citogenética normal com mutagées em NPM1(nucleofosmina) ou CEBPA
(proteina alfa potenciador ligado-CCAAT) e auséncia de mutagdo FLT3-ITD

(proteina quinase-3 relaciona a fms); o perfil molecular no grupo intermediario
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demonstra mutagbes em NPM1 e CEBPA, além da presenca de alteragbes em c-
KIT; no caso da categoria de alto risco, o qual apresenta um cariétipo complexo com
delegbes -5, -5q,-7, -7q dentre outras, apresenta geralmente mutagbes em FLT3-ITD
(FALINI et al., 2005; FROHLING et al., 2002; 2004).

Esse conjunto de alteragdes provoca mudancas em diferentes vias, como
PIBK/Akt/mTOR e ERK/JINK, responsaveis pela proliferacdo, sobrevida, apoptose e
diferenciagdo das células neoplasicas, favorecendo desta maneira, a

leucomogénese (figura 1).

4 [pik/Aky/mTOR ERK/INK

e FLT3
® N-RAS

® PTEN

proteinas do proteinas proteinas
ciclo celular apoptaoticas autofagicas
: Eii;:na D : :Eti ® Atgl3-Atgl
® receptor de TNF
proliferacao diferenciacao
sobrevida

figura 1: Mutagbes na sinalizagdo intracelular. Alteragdes nas vias de sinalizagao
PISK/Akt/mtOR e ERK/IJNK presentes em clones neoplasicos modulam proteinas do
processo apoptotico, autofagico e ciclo clelular, favorecendo a leucomogénese.

Devido a heterogeneidade de lesbes moleculares, a cura permanece dificil.
Em pacientes acima de 65 anos, a taxa de cura no tratamento com quimioterapicos
€ menor do que 10%. Além disso, ndo existe terapia especifica para cada categoria
de LMA. A terapia quimioterdpica € bastante agressiva e, para que ocorra alguma
chance de cura, a associagdo com transplante alogénico se faz necessaria na

maioria dos casos (SANCHEZ, 2011)
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Mais da metade dos pacientes com leucemia mieloide aguda possuem mais
de 65 anos e cerca de um terco mais de 75 anos. Geralmente, pacientes idosos
apresentam fracos resultados no tratamento convencional de indugédo e menos de
10% dos pacientes tratados intensivamente alcangam sobrevida de 5 anos (ERBA,
2010; FERRARA, 2010).

Muitos pacientes possuem comorbidades médicas pré-existentes que
impedem o tratamento intensivo; pacientes muitos idosos ou frageis nao suportam
quimioterapia prolongada; alguns pacientes apresentam pobres resultados quando
submetidos a quimioterapia padrao. A presenca de alteracbes clonais dinamicas e
quiescéncia da célula tronco leucémica aumentam as chances de recidiva e
resisténcia a tratamentos quimioterapicos. Deste modo, estratégias que aumentem a
vigilancia imune contra as celulas neoplasicas, ou modifiguem o metabolismo celular
e do microambiente sdo atualmente objeto de investigacao (FERRARA; SCHIFFER,
2013).

Durante muito tempo, a abordagem de pesquisas com drogas seguia o
paradigma: “Unica molécula, unico alvo, unica droga”. No entanto, essa abordagem
muitas vezes ndo conseguia alcancar os resultados esperados, pois a incidéncia e
progressdo de muitas doengas sdo geralmente induzidos por multiplos fatores.
Assim, os pesquisadores voltaram suas aten¢des para o desenvolvimento de drogas
com agdes multi-alvos, como: desenvolvimento de drogas com multiplos
componentes; desenvolvimento de drogas com interacdo em complexos multi-
componentes; descoberta de drogas através do estudo de sinergismo entre
compostos; e descoberta de compostos em plantas medicinais ou interacao de
drogas e compostos a base de plantas (TIAN; LIU, 2012). O objetivo principal do
nosso trabalho € o estudo do fitoquimico quercetina em células de leucemia mieldide

aguda.
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Os flavondides sao uma grande familia de compostos naturais derivados da
estrutura benzo-gama-pirona, biossintetizados através da via do acido chimico e do
acetil coenzima A; sdo constituintes de plantas, flores e vegetais e possuem grande
diversidade estrutural e funcional. Varios estudos tém mostrado propriedades
farmacologicas de alimentos ricos em flavondides, como: anti-cancer, anti-
inflamatério, protetor cardiovascular e protecdo contra doencas degenerativas
(BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008; MCCULLOUGH et al., 2012).

Sao usualmente classificados em 6 grupos principais: Flavona, tais como
baicalina, apigenina; Flavonol, fisetina e quercetina; Flavanona, eriodictiol,
hesperidina; Flavanol, como catequina e epicatequina; Antocianidina, apigenidina; e

Isoflavina, tais como daidzina e prunetina (figura 2).

Flavanone Flavanol (catechin)

+
908 I

Anthocyanidin Isoflavone OH O Quercetin (1)

figura 2: Classificagao dos flavondides. Apresentam 6 grupos principais: flavona, flavonol,
flavanona, flavanol, antocianidina e isoflavona. Quercetina (3,3',4’,5,7 — pentahidroxiflavonol)
pertence a familia dos flavonois. Figura obtida do artigo de Ketan V. et al. Anti-Cancer Agents
in Medicinal Chemistry, 2009, 9, 138-161.

Quercetina - 3,3,4',5,7-pentahidroxiflavonol — (figura 3) é um importante
flavonoide presente em diferentes vegetais, frutas, sementes, chas e vinhos tintos
(FORMICA; REGELSON, 1995; PARK; PEZZUTO, 2012). Possui como

caracteristica marcante ter alta biodisponibilidade com sua estrutura aglicona
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comparada a outros fitoquimicos. A ingestdo diaria de quercetina na dieta é
estimada entre 5 e 40 mg/dia (HERTOG et al., 1995), embora esse nivel possa
aumentar para 200-500 mg/dia em individuos que consomem grandes quantidades
de frutas e vegetais ricos em quercetina (magas, cebolas e tomates) (HARWOOD et
al., 2007). Em alimentos, ndo esta presente como aglicona (sem grupo agucar ligado
ao anel), mas esta diferentemente glicosilada. Além disso, sua biodisponibilidade

depende do tipo de glicosideo presente na molécula.

OH
OH

HO O

OH
OH O

figura 3: Composigao estrutural da quercetina. Possui a estrutura basica dos flavonoides:
difenilpropano (C6-C3-C6) com grupos hidréxis ligados aos anéis. A nomenclatura oficial
segundo a IUPAC é 2-(3,4-dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H- cromen-4-ona.

Apb6s absorcao, quercetina € metabolizada em diferentes 6rgaos, como
intestino, colon, figado e rins. Nestes, a molécula é conjugada com grupos metil,
sulfato e acido glicurénico. Além disso, a absorcao € influenciada pela microflora
intestinal. Como resultado dessa absor¢do e metabolismo, quercetina total derivada
da dieta esta presente no plasma a uma concentracdo nanomolar (<100nM), mas
pode ser aumentada a concentra¢cdo micromolar apos suplementacdo. Por exemplo,
em 28 dias de suplementagdo com 1g/dia de quercetina, observou-se
concentragdes plasmaticas de até 1,5uM (CONQUER et al., 1998; MANACH et al.,

2005).
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Estudo realizado pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Cancer
(OKAMOTO, 2005) , conduzido pelo Programa Nacional Toxicolégico do Japao,
demonstrou que ratos F344/N alimentados com 2g/Kg/dia de quercetina
(corresponde a uma dose de 140g para individuos com 70 Kg) exibiram nefropatia
crbnica severa, hiperplasia e neoplasia do epitélio renal tubular. Baixas doses, 50-
500mg/Kg/dia, ndo induzem efeitos adversos relevantes (HARWOOD et al., 2007).
Em humanos, estudo clinico de fase | recomenda uma dose de 1400 mg/m? o que
corresponde a 2,59 para individuos com 70 Kg, administrados através de infusdes
intravenosas por 3 semanas em intervalos semanais. Altas doses, acima de
50mg/Kg (3,59/70Kg), demonstraram toxicidade renal sem sinais de nefrites ou
uropatia obstrutiva (FERRY et al.,, 1996). Outros estudos ndo demonstraram
qualquer efeito adverso associado a administracdo oral de quercetina em dose Unica
de até 4g ou depois de um més com 500 mg duas vezes ao dia (LAMSON;
BRIGNALL, 2000).

Quercetina pode ser considerada um protétipo natural de agente
quimiopreventivo devido as suas propriedades biolégicas (antioxidante, anti-
inflamatoéria, pré-apoptética e anti-angiogénica). Interage em todos estagios da
carcinogénese, da iniciacdo a invasdo e metastase, interferindo em diferentes
aspectos genéticos, bioquimicos e imunoldgicos que sustentam o desenvolvimento e
manutencado das células tumorais. A habilidade da quercetina em interagir com
diferentes alvos faz dessa molécula, junto com outros fitoquimicos, um inibidor multi-
alvos com efeitos pleiotrdpicos e sinérgicos em células tumorais. A literatura sugere
que quercetina possa ser eficiente no tratamento do cancer por induzir apoptose,
retencdo do ciclo celular e autofagia; um processo que envolve inibicdo de
oncogenes seletivos (tais como, McL-1, ras, MAPK, PI3K) ou ativacdo de genes
supressores tumorais (p53, p21), as quais estimulam vias importantes para

eliminagao de células tumorais (RUSSO et al., 2012).
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1.1 Atividade Antioxidante

Entre os flavondides, quercetina € um dos mais potentes antioxidantes, como
demonstrado em diferentes estudos in vitro e in vivo (VARGAS; BURD, 2010). Em
geral, flavondides sdo bons agentes antioxidantes uma vez que sdo capazes de
estabilizar os radicais formados pela reacao de O, molecular. Quercetina é capaz de
reagir com espécies reativas de oxigénio (EROs) e quelatos de EROs produzidos
por ions metdlicos, permitindo uma diminuicdo do estresse oxidativo no DNA
(MUROTA; TERAO, 2003). E conhecido que os grupos hidroxilas presentes na
estrutura da quercetina possuem a capacidade de aceitar elétrons quando estao no
estado semiquinona e que seu grupo catecol é o constituinte capaz de quelar os
ions metalicos. A adicdo de moléculas de acucar para formar glicosideos de
quercetina pode obstruir sua capacidade antioxidante, por isso a forma aglicona da
molécula é a que possui 0 maior poder antioxidante.

O mecanismo antioxidante da quercetina acontece primeiramente com a
ligacdo com O, gerando o radical semiquinona e H,O,. Quercetina também reage
com HyO,, na presenga de peroxidase, diminuindo seus niveis. Além disso, sua
capacidade antioxidante depende da disponibilidade de glutationa (GSH) intracelular

(figura 4).

31



OH O

quercetin

[O]

OoOH O OH OH

quercetin o-quinone quercetin p-quinone methide |

QQ

OH
(o)
HO o /
~— T
(o]
O OH OH O
quercetin p-quinone methide Il quercetin p-quinone methide Il

+ GSH

OH O OH O

6-glutathionyl quercetin (6-GSQ) 8-glutathionyl quercetin (8-GSQ)

Figura 4: Mecanismo antioxidante da quercetina. Reagdo de oxidagdo da quercetina com
radicais O, e formagédo do radical semi-quinina (QQ). Interacdo de quercetina com GSH
intracelular.. Figura obtida do artigo de Boots. et al. European Journal of Pharmacology,
2008, v.585, p. 325-337.
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Kim e colaboradores (KIM; JANG, 2009) examinaram a relagdo entre
quercetina oxidada e GSH em linhagem celular de hepatoma (HepG2),
demonstrando que 10 e 100uM de quercetina sao capazes de produzir um efeito
antioxidante. Mais especificamente, os dados indicam que quercetina é capaz de
quelar ions metalicos reativos que produzem EROs; reage com peroxido de
hidrogénio e usa o sistema mediado por GSH para retornar EROs ao seu estado
reduzido (KIM; JANG, 2009). Essa cooperatividade com GSH é um provavel
mecanismo pelo qual a quercetina pode proteger as células da mutagénese.
Também possui capacidade de trabalhar em sinergia com outros sistemas
antioxidantes no organismo a fim de diminuir o estresse oxidativo (BOOTS et al.,
2003).

Fator nuclear eritréide relacionado com 2p45 (Nrf2) desempenha um papel
importante na inducdo de enzimas antioxidantes e desintoxicantes através da sua
ligacdo a elementos de resposta antioxidante (ARE) (ANDREADI et al., 2006;
EGGLER; GAY; MESECAR, 2008). Nrf2 é sequestrado no citoplasma pelo complexo
repressor Kelch-like ECH associado a proteina-1 (Keap-1). A dissociacao de
Nrf2/Keap-1 é essencial para sua translocacao nuclear seguido por ligacdo ao DNA
e ativacdo de genes citoprotetores (EGGLER; GAY; MESECAR, 2008). Véarias
quinases de sinalizacdo relacionadas com sobrevida/proliferacdo, como quinase
extracelular sinal regulado (ERK), quinase NH2-terminal c-jun (JNK),
fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) e proteina quinase c¢ (PKC) influenciam a
regulagéo de Nrf2 por fosforilacdo, ativando ou inibindo os elementos de resposta
antioxidante (ARE) (Pl et al., 2007).

Assim, quercetina, além de usar a glutationa (GSH), pode interagir com o
sistema de defesa celular, como NADPH, quinona oxiredutase, monooxigenase,
xantina oxidase, lipoxigenase e complexo Nrf2/Keap1, que proporcionam um

significativo mecanismo biolégico para protegdo contra os efeitos tdxicos das
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espécies reativas de oxigénio enddgenas e carcin6genos exdgenos e/ou seus
intermediarios reativos (MASELLA et al., 2005; WANG et al., 2010). Entretanto, as
propriedades antioxidantes da quercetina ndo podem explicar completamente sua
habilidade em inibir o crescimento celular, apoptose e ativacdo do processo

autofagico.

1.2 Atividade Antiproliferativa

A proliferacao celular € um processo regulado através da ligacao de fatores
de crescimento e receptores transmembrana que ativam vias de sinalizagdo e
controlam o ciclo celular, crescimento, sobrevida e metabolismo energético
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). A desregulagdo desse processo ou defeitos em
uma ou mais dessas etapas podem transformar uma célula normal em maligna.

A progressao do ciclo celular é dirigido pela ativacdo do complexo de ligagéo
quinases dependentes de ciclinas (Cdks) e ciclinas (Cdk4/6-ciclina D responsavel
pela fase G1; Cdk2-ciclina E responsavel pela fase G1/S; Cdkl1-ciclina B
responsavel pela fase G2/M). Inibidores de quinases dependentes de ciclinas (CKIls)
sao os principais reguladores da atividade ciclinas-Cdks. Existem duas familias de
CKlIs em mamiferos: a familia INK4, a qual inibe especificamente o complexo
ciclina-Cdk da fase G1, e a familia CIP/KIP, a qual interage com um numero maior
de ciclinas-Cdks para um amplo controle sobre o ciclo celular (figura 5).

Dois dos principais CKls: p21°P" e p27"P' possuem diferentes tarefas na
regulacéo do ciclo (ABBAS; DUTTA, 2009). p21 é induzida em resposta a injuria do
DNA e retém as células na fase G1 e G2. p27 possui um importante papel na “saida”
do ciclo celular e mantem a quiescéncia das células (CHU; HENGST;

SLINGERLAND, 2008). Camundongos com perda da proteina p27 sdo maiores em
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tamanho devido ao aumento da proliferacdo resultante da falha nas células em
sairem apropriadamente do ciclo celular (NAKAYAMA; NAKAYAMA, 1998).

Outra proteina responsavel pela progressdo é a retinoblastoma, Rb,
essencial para promover a transigcao da fase G1/S. Rb é especificamente fosforilada
pelo complexo Cdk4/6 - ciclina D. No final da fase G1 o complexo Cdk2/ciclina E é
importante para a completa fosforilagao da proteina Rb. Totalmente fosforilada, Rb
libera fator E2F, a qual permite a transcricdo de genes da fase S

(SATYANARAYANA; HILTON; KALDIS, 2008)(figura 5).

Ciclina Dt

Cdkd/6 \

p21/p27

| ciclina B
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Cdk2
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figura 5: Mecanismo global do ciclo celular. O ciclo celular possui 4 fases: G1, S, G2 e M. A
passagem das fases é governada pela interacdo entre proteinas ciclinas e quinases
dependentes de ciclinas (Cdks). O inicio da fase G1 é governado pela interacao de ciclina D-
Cdk4/6, posteriormente é necesséria a interacdo de ciclina E com Cdk2 para fosforilagdo de
retinoblastoma (Rb). A fase S é governada pela interagé@o de ciclina A-Cdk2. Finalmente, G2-
M é controlada pela interacé@o de ciclina B com Cdk1. Inibidores de quinases dependentes de
ciclinas (CKIl), tais como p21 e p27, controlam a atividade dos complexos ciclinas-Cdks.

Quercetina inibe o crescimento e proliferacdo de linhagens celulares de
diferentes tipos de canceres (préstata, pulmao, mama, célon e neoplasias) e varios
mecanismos tém sido propostos para explicar esses efeitos. Alguns estudos

mostram a habilidade desse composto em interagir com proteinas regulatérias
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especificas, como ciclinas (A, B, D e E), quinases dependentes de ciclinas (Cdks) e
inibidores de Cdks (p21°"""" e p27P!) (CASAGRANDE; DARBON, 2001)
Dependendo do tipo celular, quercetina é capaz de bloquear a transicdo G2/M ou
G1/S do ciclo celular. Em linhagem de carcinoma mamario humano, tais como SK-
Br3 e MDA-MB-453, baixas concentracbes de quercetina (20uM) inibem a
proliferagdo. O bloqueio do ciclo ocorre na fase G1 através da indugdo de p21 e
diminuicdo na fosforilacdo da proteina retinoblastoma (pRb). Nesse mesmo modelo,
ocorreu uma diminuigao na expressao de ciclina B1 e Cdk1, que s&o essenciais para
progressao da fase G2/M(JEONG et al., 2009). Em OCM-1 (melanoma), quercetina
em altas concentracbes (70uM) bloqueia a proliferacao e retém as células na fase
G1 com inibicdo da atividade de Cdk2 e aumento de p21 e p27 (CASAGRANDE;
DARBON, 2001). Baixas concentragdes de quercetina diminuem a atividade de 16
quinases, em mais de 80%, relacionadas com o ciclo celular, incluindo: ABLI1,
Aurora-A,-B,-C, CLK1, FLT3, JAKS3, MET, PAK3, RET, FGF-R2 e Rss (BOLY et al.,
2011).

Quercetina € um potente inibidor da atividade do receptor tirosina quinase do
fator de crescimento epidermal (EGFR), que possui um importante papel na
proliferag@o celular. No entanto, ela ndo inibe diretamente o EGFR, mas interfere
com diferentes vias de sinalizagdo “downstream” de EGFR que regulam a
proliferacao e sobrevida (JUNG et al., 2010; LEE et al., 2004). Uma delas é a familia
Src-Hck tirosina quinase que € expressa em células linféides e mieldides da medula
Ossea.

Concentracao de 25uM de quercetina inibe a atividade de PI3K-Akt/PKB em
células malignas PTEN null (onde Akt/PKB é constitutivamente ativado). Proteinas
quinases raf e MEK também s&o alvos moleculares da quercetina, a inibicdo da
atividade MEK1 é mais eficiente que PD98059, um inibidor especifico (LEE et al.,

2008).
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1.3 Atividade Apoptotica

Apoptose ¢é de crucial importancia para o desenvolvimento e homeostase da
hematopoese. Células progenitoras hematopoéticas que nao recebem
apropriadamente sinais de sobrevida do microambiente sdo removidas por apoptose.
Resisténcia a apoptose pode promover transformacdo maligna dessas células.
Portanto, proteinas que regulam essa via podem estar intimamente envolvidas no
desenvolvimento de leucemia (DE GRAAF; DE WITTE; JANSEN, 2004).

A sobrevida celular € um balanco entre fatores que promovem ou inibem a
apoptose. Varias vias e familia de proteinas estabelecem um limiar para que a
apoptose ocorra apenas em resposta a um estimulo adequado de morte, enquanto
sua inibicao é alcangada por sinais de sobrevida.

Dois caminhos principais agem como sensores de sinais de morte e podem
ativar o programa de morte celular por apoptose. A extrinseca ou via mediada por
receptor envolve membros da superfamilia de receptor TNF, o qual ativa caspase-8
através de proteinas adaptadoras FAS associadas ao dominio de morte FADD, e
sdo ativados por citocinas (principalmente por FAS e TRAIL ligantes) e sinais
extracelulares. A via intrinseca é ativada em resposta a sinais intracelulares e
insultos citotéxicos, mediada pela familia das proteinas BclL-2 ancoradas a
mitocondria (figura 6). Essas duas vias controlam a ativagéo de caspases. Caspases
sdo as executoras da apoptose quando proteoliticamente ativadas e permitem a
desmontagem das células (DE GRAAF; DE WITTE; JANSEN, 2004).

A via intrinseca envolve a liberacdo de proteinas pré-apoptoticas (ex.
citocromo c¢) no citosol, formacao de apoptossomo e ativacdo de caspase 9, a qual
subsequentemente cliva e ativa procaspase 3 (SAIKUMAR; MIKHAILOVA;

PANDESWARA, 2007). Proteinas anti-apoptéticas da familia Bcel-2 (BcL-xL, BcL-2 e
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McL-1) antagonizam a permeabilizagdo da membrana e previne a liberagdo de
citocromo ¢ da mitocondria. Proteinas pro-apoptoéticas da familia BcL-2 podem ser
divididas em dois subgrupos: as proteinas pré-apoptéticas com multidominios (Bax
e Bak) — participam da formagé&o do poro na membrana mitocondrial por onde o
citocromo c é liberado (LEBER; LIN; ANDREWS, 2007); as proteinas apenas com
dominio BH3 — Bim e Bid — sdo requeridas para a ativagdo de proteinas pro-
apoptéticas com multi-dominios através da associacdo com proteinas

antiapoptoéticas BclL-2 (GOMEZ-BOUGIE; BATAILLE; AMIOT, 2005).

Receptores de
TMNF/FAS

Caspase 9

K

citocromo ¢

figura 6: Visdo geral do processo apoptético. A morte celular por apoptose é representada
por duas vias principais: a via extrinseca ou via mediada por receptores que envolve
proteinas da familia de TNF (fator de necrose tumoral) e seus principais ativadores: os
ligantes FAS e TRAIL; a via intrinseca é mediada pela familia das proteinas BcL-2 ancoradas
a mitocondria sendo ativada em resposta a sinais intracelulares. Essas vias ativam proteinas
caspases que finalizam a morte celular por apoptose.

O efeito apoptético da quercetina pode resultar na ativagao de multiplas vias.
Em células MDA-MB- 231, ela aumenta os niveis de Ca** citosdlico e reduz o
potencial de membrana mitocondrial promovendo a ativacdo de caspase-3,-8,-9
(CHIEN et al., 2009). A capacidade da quercetina em induzir apoptose pela via

mitocondrial também é confirmada em células U937, onde a perda do potencial de
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membrana mitocondrial provoca liberacdo de citocromo ¢ no citoplasma com
ativacao das caspases -3 e -7 (LEE et al., 2006). Além disso, em animais injetados
com células U937 (modelo xenografico), os efeitos da quercetina resultaram em
aumento da expressao do fator pré-apoptoético Bax e inibicdo da proteina anti-
apoptética McL-1 (CHENG et al.,, 2010). Quercetina diminui McL-1, a qual é
frequentemente ativa em leucemia linféide cronica (LLC), e age direta ou
indiretamente sobre a estabilidade do mRNA e degradacdo dessa proteina,
sugerindo, dessa forma, que esse mecanismo pode transpor a resisténcia a
apoptose em células isoladas de pacientes com LLC (SPAGNUOLO et al., 2011).
Esses mesmos autores demonstraram que quercetina causa apoptose em células
priméarias de leucemia, mas ndo em células mononucleares de sangue periféricos de
doadores saudaveis, a uma concentracdo de 50uM. Em modelo ex vivo de LLC,
baixas concentragdes de quercetina (10-20uM) foram capazes de sensibilizar células
B de pacientes que apresentavam resisténcia a apoptose desencadeada pela
fludarabina, droga de primeira linha para quimioterapia de LLC (RUSSO et al., 2010).
Os efeitos anticancer e pro-apoptoticos da quercetina também tém sido
demonstrados em modelos in vivo usando células de cancer de pancreas (MOURIA
et al., 2002). Nessas, quercetina induz apoptose e previne contra metastases. Além
disso, se for associada com outro fitoquimico (resveratrol), um efeito sinérgico foi
observado na ativacdo de caspase-3 e inibicdo de NF-kB. Outro estudo in vivo
demonstrou que quercetina age sinergicamente com sulforafane para inibir o
crescimento de células tronco de cancer pancreatico em modelo xenografico, com
reducdo da proliferagdo, angiogénese e apoptose, sem causar toxicidade para as
células normais (ZHOU et al., 2010).
A inibicdo do crescimento e ativagcao da apoptose pela quercetina também é
verificada pela regulacdo da atividade transcricional de B-catenina/Tcf, com

diminui¢do de ciclina D e survivina (MA et al., 2005). Pode exercer essas atividades
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através da ligacao direta a tubulina, provocando a despolimerizagao de microtibulos
celulares (GUPTA; PANDA, 2002). Além disso, quercetina é um potente modulador
de apoptose induzida por ligantes de receptores de TNF (FAS e TRAIL ligantes)
através da indugdo da expressao de receptor de morte DR-5, um fendmeno que
ocorre especificamente em células de cancer de préstata (JUNG et al.,, 2010). A
regulagéo de DR-5 junto com a baixa expressao de c-FLIP (inibidor de caspase-8)
sao dois mecanismos que sensibilizam células de carcinoma hepatico com disfungéo
de receptores TNF (SABLINA et al., 2005).

Assim, a capacidade da quercetina em induzir apoptose (ambos pelas vias
extrinseca e intrinseca) em células cancerigenas torna, sem duvida, uma molécula

promissora no campo da oncologia.

1.4 Atividade no Processo Autofdgico

A autofagia é um processo catabdlico, conservado evolutivamente, de
degradacdo e reciclagem de componentes celulares. O mecanismo é disparado
quando um sinal indutor de autofagia (dito pr6-autofagico) € percebido pela célula,
tanto fisiologicamente quanto em contextos patol6gicos. Diversos sinais pro-
autofégicos estdo bem caracterizados, como: a presencga de organelas ou proteinas
danificadas, a presencga de toxinas extracelulares; e compostos citotoxicos. Desta
maneira, a autofagia esta envolvida em diversos processos fisiol6gicos e patolégicos,
tais como desenvolvimento e manutengdo da homeostase do organismo,
diferenciacao celular, neurodegeneracao, infeccao e cancer (LEVINE; YUAN, 2005).

No processo de autofagia ha o desenvolvimento de uma estrutura inicial de
membrana lipidica dupla chamada fago6foro, a partir do pro-fagoéforo, o qual inicia o
processo de envolvimento de componentes celulares citoplasmaticos, como

proteinas e organelas. Esta é a etapa de nucleacgao/iniciagdo da autofagia. As
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principais proteinas envolvidas nesta etapa inicial sdo as proteinas fosfatidilinositol
3-quinase classe Ill (PIBK Ill) e os membros 5, 6, 7, 10, 12 e 16 da familia de
proteinas Atg (principais controladores da autofagia). A partir da formacdo do
fagéforo ha o recrutamento de formagado de complexos protéicos que dirigem o
englobamento final dos componentes celulares, formando uma vesicula de
membrana dupla chamada autofagossomo (ou vesicula autofagica), na etapa de
sequestramento. Para esta etapa, sdo fundamentais os membros 3, 4 e 7 da familia
de genes Atg, além da proteina LC3 (BEHRENDS et al., 2010).

Trés isoformas da proteina LC3 (LC3A, LC3B e LC3C) sofrem modificacbes
pds-traducionais durante o processo autofagico. A clivagem de LC3 logo apos a
tradugcdo produz a forma citosdlica de LC3, chamada LC3-I. Quando o processo
autofagico é ativado, LC3-I sofre clivagem e lipidacdo com fosfatidiletanolamina
por um sistema que envolve as proteinas Atg7 e Atg3, sendo entdo convertida a
LC3-Il, a qual se associa a membrana das vesiculas autofagicas (HE et al., 2003;
KABEYA et al., 2000; WU et al., 2006).

Em seguida ocorre a etapa de fusionamento, na qual o autofagossomo se
fusiona como um lisossomo para formar a estrutura funcional da autofagia, o
autofagolisossomo (também dita “madura”). No interior desta estrutura, o ambiente
acido e as enzimas lisossomais dirigem a degradacdo dos componentes celulares,
Ultima etapa, que gera produtos de degradacdo que sao utilizados pela célula
(BEHRENDS et al., 2010; WANG; KLIONSKY, 2003).

A maquinaria molecular de controle da autofagia é coordenada finamente por
um grupo de genes, a familia Atg. As proteinas geradas a partir destes genes
possuem atividades especificas durante as diferentes etapas do processo autofagico.

O processo de iniciacdo da autofagia envolve diversos membros da familia
Atg (membros Atg5, 6, 7, 10, 12 e 16), sendo os trés principais Atgé (também

chamada de beclina-1), Atg5 e Atg12. A formag¢do do autofagossomo envolve um
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sistema de conjugacao, no qual Atg12 é covalentemente ligada a Atg5 e direcionada
a membrana do autofagossomo. Tal conjugacao é mediada pelas enzimas Atg7 e
Atg10, semelhantes as ubiquitina-ligases E1 e E2, respectivamente. Finalmente, o
membro da familia Atg mais importante no processo de sequestramento e formacao
do autofagossomo, Atg8 (também chamada de LC3), sofre uma lipidagéo por Atg7 e
em consequéncia se acopla a membrana do autofagossomo em formacao

(REGGIORI; KLIONSKY, 2002; SUZUKI et al., 2001) (figura 7).

PI3K
classe 1l

Beclina-1

L OAES [ aeeyp
alongamento i H E?. : fusdo
Lca |
Atg? i / Autofagossomo/
lisossomo
Autolisossomo
Autofagossomo

figura 7: Processo autofagico. A autofagia é iniciada com a interacdo entre as proteinas
beclina-1 e PI3K classe Ill formando uma membrana inicial chamada de fagoforo, necessaria
para o englobamento das particulas que serdo degradadas. Para o alongamento e formagéao
da vesicula autofagica chamada autofagossomo sdo necessérias a ativacdo da juncao
proteica Atg5-Atg12 e transformacéo de LC3-1 em LC3-1l, a proteina Atg7 é responsavel pela
transformacédo. Apds a formacdo do autofagossomo contendo os constituintes que serdo
degradados, ocorre a fusdo dessa vesicula com lisossomo — formagéo do autolisossomo. O
lisossomo libera suas enzimas necessarias para a decomposigao dos constituintes.

Quercetina demonstra induzir autofagia e morte celular (KLAPPAN et al.,
2012; WANG et al., 2011) e parece que a ativagao de autofagia é uma tentativa para
resgatar as células da apoptose induzida (WANG et al., 2011). Por ser um potente
indutor de apoptose, quercetina pode ser considerada um agente quimioterapico,

pois afeta varios alvos celulares o que poderia explicar sua propriedade de indugéo
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de autofagia. Este flavonol pode induzir sirtuinas (HOWITZ et al., 2003), produgéo de
EROs (MERTENS-TALCOTT et al., 2005) e JNK 1/2; Mek/ERK (NGUYEN et al.,
2004), todos capazes de influenciar a regulagéo do processo autofagico. Outro alvo
sdo as proteinas da via PI3K, a qual possui diferentes classes, podendo afetar
negativa ou positivamente a regulacao autofagica. Além disso, quercetina ajuda no
acumulo de HIF-1alfa (fator 1-alfa induzido por hipoxia) que reprime a sinalizagao
MmTOR e induz a expressao de BNIP3/BNIP3 ligante, ajudando na ruptura do
complexo Beclina-1/BcL-2(BcL-xL) para ativagdo de Atg7, Atg12-Atg5 e clivagem de
LC3 em células gastricas (WANG et al., 2011). Contrariamente, quercetina também
pode inibir o fluxo autofagico. Esse resultado foi obtido pela inibicado de PI3K classe
[l e da via NFk-B (que pode inibir ou induzir autofagia dependendo do contexto)
(GORDON; HOLEN; SEGLEN, 1995). Outra propriedade interessante da quercetina
€ que, em combinagdo com outras substancias, pode potencializar seus efeitos
indutores autofagicos e apoptéticos (JAKUBOWICZ-GIL et al., 2010). Efeitos
sinérgicos com outras substancias indutoras de autofagia encontradas em plantas
foram percebidos com resveratrol e acido elagico (MERTENS-TALCOTT et al., 2005;
MERTENS-TALCOTT; PERCIVAL, 2005). Isto pode ser relevante em um contexto
nutricional, onde a quercetina, que é encontrada em varios alimentos, pode atuar
sinergicamente com outros metabdlitos indutores de autofagia encontrados na dieta.

Apesar de todas as evidéncias dos efeitos antineoplasicos da quercetina, ha
poucos estudos sobre os efeitos desta droga em leucemias agudas. Levando-se em
conta que esta é uma doenca com altas taxas de mortalidade e de recaida, uma
caracterizacdo abordando diversos efeitos da quercetina € muito apropriada.
Existem aproximadamente 60 trabalhos (fonte NCBI: “National Center for
Biotechnology Information”) descrevendo os efeitos da quercetina sobre células de
leucemia mieldide. Todos, exceto um estudo, apresentaram suas conclusées com

base apenas em experimentos in vitro. Estudo in vivo realizado por (CHENG et al.,
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2010), demonstrou a eficacia da quercetina em induzir apoptose em
xenotransplantes de células U937, porém dados de autofagia e ciclo celular nao
foram apresentados.

Em relagdo ao ciclo celular, existem poucos estudos in vivo relacionando
leucemia vs quercetina (CASELLA et al., 2014; KIM et al., 2010; SCHLACHTERMAN
et al., 2008). Além disso, poucas vias de sinalizagao foram estudadas relacionando
os efeitos da quercetina sobre as fases do ciclo celular, as quais sdao melhores
caracterizadas em tumores sélidos, como cancer de mama (CHOU et al., 2010; SEO
et al., 2011), cancer de préstata (VIJAYABABU et al., 2005), cancer de célon (KIM
et al., 2010), entre outros. No entanto, todos estes estudos destacam apenas os
processos individualmente sem mencionar qualquer tipo de ligacao entre as vias
para elucidar o mecanismo de acdo da quercetina.

O efeito da quercetina sobre o0 processo autofdgico em células leucémicas
nao foi demonstrado por outros grupos. Existem alguns estudos em células de
glioblastoma (KIM et al., 2013), um estudo em células gastricas (WANG et al., 2011)
e outro em cancer de ovario (DE et al., 2013).

Assim, tanto quanto sabemos, este € o primeiro estudo abordando os efeitos
da quercetina sobre células leucémicas através de experimentos in vitro e in vivo
que investiga as relacoes existentes entre diversos processos biol6gicos para

determinar o mecanismo de acao da quercetina sobre essas células.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Estudar os efeitos biologicos e farmacolégicos da quercetina em células
leucémica/mielodisplasicas. Para tal, foi escolhido como modelo a linhagem P39, a
qual foi estabelecida a partir de células leucémicas do sangue periférico de paciente

que possuia sindrome mielodisplasica em transformacao.

2.2 Objetivos especificos

1. Em células P39 submetidas ao tratamento com quercetina, avaliar:
a) A citotoxicidade e apoptose;

b) O ciclo celular e producao de espécies reativas de oxigénio;

c) A autofagia;

d) As vias de sinalizagdo PIBK/Akt/mTOR e ERK/JNK.

2. Validar os resultados em modelo xenografico de tumor de células P39
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes e anticorpos

Quercetina aglicosilada (> 98% de pureza), sal de acridina laranja, MTT,
cloroquina, SP600125 (inibidor de JNK), PD184352 (inibidor de ERK), TBHP (agente
pré-oxidante), DCFDA (interage com EROs) e rodamina 123 (detecta polarizagéo da
membrana mitocondrial) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).
Kit de detecgédo de apoptose anexina-V — FITC foi obtido da BD Pharmingen (San
Diego, CA, USA). Anticorpos anti-ciclina -D, -E, -A, Cdk 4, -2, -6, p21, p27, BcL-xL,
Bax, BcL-2, citocromo ¢, McL-1, Fas, Fas ligante, actina e GAPDH foram obtidos da
Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA). Rb, pRb**"®"" Beclina-1, PI3K classe Ill, mTOR
e p-mTOR®**™* foram obtidos da Cell Signaling (Beverly, MA, USA), pERK ™ 185Tyr187,
pJNK™8¥18 ERK 1/2 e JNK foram da Invitrogen (Camarillo, CA, USA). Atg5-Atg12,
Atg7, LC3 I/ll e VDAC foram da Abcam Inc (Cambridge, MA, USA). Anticorpos
conjugados com peroxidade anti-rabbit, anti-mouse e anti-goat foram obtidos da KPL,

Inc (Gaitherburg, MD, USA).

3.2 Tratamento in vitro com quercetina

Linhagem celular mieldide P39, a qual foi estabelecida a partir de células
leucémicas do sangue periférico de paciente que possuia sindrome mielodisplasica
em transformagcdo (NAGAI et al., 1984), foi cedida gentilmente pela profa. Eva
Hellstrom-Lindberg do Instituto Karolinska, Estocomo, Suécia. Células P39 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) em estufa
a 37°C e 5% CO,. O composto quercetina obtido da empresa Sigma Chemical® foi

dissolvido em DMSO e RPMI a uma concentracao final de 0,1% (v/v). Para os
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experimentos subsequentes, células P39 foram tratadas com cloroquina (20uM),
SP600125 (20uM), PD184352 (20uM) ou quercetina a uma concentragao final de 10,
50 ou 100uM por 12, 24 ou 48 horas. Células controle foram tratadas apenas com
solucéao diluente.

Ha discussado na literatura sobre possivel contaminagcdo da linhagem P39
com células HL-60 ((DREXLER; DIRKS; MACLEOD, 2009; STEENSMA, 2010).
Analisamos o cariétipo de ambas as linhagens e todas células P39 exibiram
cromossomo XY, como esperado (linhagem P39 é derivada de paciente do sexo
masculino, enquanto as células HL-60 sdo derivadas de um paciente feminino).
Além disso, como demonstrado da figura 8, células P39 apresentaram
anormalidades cromossomais em todas as metafases (+del(6), q(15), -16 e -17 ),

como descrito anteriormente ((NAGAI et al., 1984)
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figura 8: Carittipo representativo de células P39. Todas as metéfases apresentaram cariotipo
46,XY, + del(6), -9, -16, -17, +2 mar.

47



3.3 Analise de viabilidade celular

Andlise por MTT foi realizada como previamente descrito (MOSMANN, 1983).
Resumidamente, 5x10* células foram distribuidas em placa de 96 pogos com RPMI
suplementada com 10% de SBF e incubada com diferentes concentragbes de
quercetina (1, 10, 25, 50 e 100uM). Apds 12, 24 e 48 horas, 10 uL/pogo de MTT (5
mg/mL) foram adicionados e incubados por 4 horas, sendo a reagao finalizada com
0,1N HCI em isopropanol para solubilizar os cristais de formazana. A absorbancia foi

medida em 570 nm usando leitor de placas automatico.

3.4 Marcagdo com acridina laranja para detecgdo de autofagia

Na marcacao de células com acridina laranja citoplasma e ndcleo emitem
fluorescéncia a um comprimento de onda de 510-530 nm (FL1-H), enquanto
compartimentos acidos emitem em torno de 650 nm (FL3-H) (ZHANG et al., 2010).
Emissdo de 1x10* células foi medida por citometria de fluxo usando software
CellQuest®. Resumidamente, células P39 foram distribuidas em placas de 6 pocos e
tratadas com 10, 50 e 100uM de quercetina por 24 horas. Apos tratamento, as
células foram incubadas com 1ug/mL de acridina laranja em PBS por 15 minutos,

lavadas 2 vezes e analisadas com FACSCalibur®.

3.5 Andlise da atividade de caspases

A atividade de caspases-3, -8 e -9 foi analisada por citometria de fluxo,
utilizando kit de deteccdo de caspases (Calbiochem, Merck KGA, Darmstadt,

Germany). Apés tratamento com quercetina, as células foram incubadas com 1ul de
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FITC-DEVD-FMK ou RED-IETD-FMK ou RED-LEHD-FMK por 1 hora em estufa (37°
C graus 5% CQ2), lavadas e ressuspendidas em tampao de lavagem. A atividade de

caspase foi analisada por citometria de fluxo usando os canais FL-1 e FL-2.

3.6 Detecgdo de apoptose por citometria de fluxo

Células P39 foram distribuidas em placas de 12 pocgos e tratadas com
diferentes concentragbes de quercetina (10, 50 ou 100uM). Apds 24 horas, as
células foram lavadas 2 vezes com PBS gelado e ressuspendidas em tampao de
ligacdo contendo 1ug/mL iodeto de propideo (Pl) e 1ug/mL anexinaV — FITC. Todas
as amostras foram analisadas por FACSCalibur® depois de 15 minutos de
incubacdo a temperatura ambiente, protegidas da luz. Dez mil eventos foram

adquiridos por amostra.

3.7 Analise do ciclo celular

Apdés tratamento com quercetina, as células foram fixadas com etanol 70%
por no minimo 2 horas antes do experimento. Foram marcadas e incubadas com 20
ug/mL de iodeto de propideo (Pl) contendo 10ug/mL de RNAse A por 30 minutos em
temperatura ambiente. A andlise de fluorescéncia das células foi executada com
FACSCalibur (Becton-Dickinson, CA, USA). O resultado da distribuicio de DNA
proporcional as fases do ciclo celular foi verificado através do software Modifit®

(Verify Sofware House Inc., Topsham, ME, USA).

3.8 Andalise de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

A geracao intracelular de EROs foi medida por citometria de fluxo com
marcacgao de 25uM de diacetato 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFDA). Apés inducao de

EROs com tert-butilhidroperoxido-TBHP (100uM), células P39 foram tratadas com
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diferentes concentragées de quercetina (10, 50 e 100uM). As células foram

coletadas e a fluorescéncia foi analisada utilizando o canal FL1-H.

3.9 Medida do potencial de membrana mitocondrial ( AY m)

O efluxo de rodamina 123 (detecta polarizacdo da membrana mitocondrial)
foi analisado por citometria de fluxo. 5 x 10° células foram incubadas em PBS
contendo 200 ug/mL de rodamina 123 por 20 minutos a 37° C. Posteriormente, as
células foram lavadas 2x com PBS e fluorescéncia de rodamina 123 foi detectada

usando canal FL1-H.

3.10 Medida da liberacgdo de citocromo c

Para determinar a liberacdo de citocromo ¢ do compartimento mitocondrial,
células P39 foram tratadas com diferentes concentracdes de quercetina por 24 horas.
A fragédo citosolica e mitocondrial foi separada de acordo com o kit MIT 1000
Mitochondrial/Cytosol fractionation® (Millipore® Corporation, Billerica, MA, USA), para

subsequente analise de citocromo ¢ por imunoblot

3.11 Andlise por Western Blot

Proteinas totais foram extraidas em tampao RIPA (50mM Tris, pH7.2, 1%
Triton X-100, 0,5% deoxicolato de sédio, 0,1% SDS, 500 mM NaCl, 10mM MgCl,,
10mg/mL de leupeptina e aprotinina e 1mM PMSF). A concentracdo de proteinas foi
quantificada pelo kit Bio-Rad protein assay. Quantidades iguais de proteina foram

fracionadas em géis de SDS-poliacrilamida (8-15%) e -eletroforeticamente
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transferidas para membrana de nitrocelulose. Sitios de ligacdo nao especificos
foram bloqueados pela incubagdo com tampao Tris (10mmol/L, pH 7,4), NaCl (150
mmol/L), Tween 20° (0,1%) e leite sem gordura (5%). As membranas foram
incubadas 24 horas com anticorpos primarios especificos a 4° C, seguido por
anticorpo secundario HRP-conjugado a temperatura ambiente por 1 hora. A
imunoreatividade foi visualizada por ECL Western Blot Analysis System (Amersham

Pharmacia Biotech, UK).

3.12 Modelo xenogrdfico de tumor humano

Camundongos NOD/SCID (linhagem NOD.CB17-Prkdc*“?/J), 6-8 semanas,
provenientes do Laboratério Jackson, USA., foram criados pelo Centro
Multidisciplinar para Investigacao Biolégica na area da ciéncia em animais de
laborat6rio — CEMIB da Universidade Estadual de Campinas, sob condic¢des livre de
patégenos. Os experimentos foram realizados de acordo com o0s protocolos e
orientacées do Comité Institucional de Uso e Cuidado Animal, aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais- CEUA-UNICAMP, sob o nimero: 1760-1. Os
camundongos foram inoculados (n=6), subcutaneamente, na regido dorsal com
100uL de células P39 em suspensdo (1x10” células/camundongo). Com o auxilio de
um paquimetro, o volume tumoral foi avaliado a cada 7 dias de acordo com a
seguinte férmula: volume tumoral (mm?®) = comprimento x (largura)?/ 2. O tratamento
com quercetina foi iniciado apds os tumorais alcancarem entre 100-200 mm?®, sendo
administrada uma vez a cada 4 dias por injegdo intraperitoneal (i.p) a uma
concentracao de 120mg/Kg de peso corporal. O grupo controle recebeu quantidades
iguais de solugdo veiculo, como previamente descrito (WANG et al.,, 2011). Os

camundongos foram sacrificados ap6s 3 semanas; tumores foram removidos,
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macerados e homogeneizados em tampéo de extracdo proteica ou imediatamente

fixados em formalina para imunohistoquimica.

3.13 Imunohistoquimica

A expressao de caspase-3ativada, p21 e LC3 I/ll foi medida em seccgdes do
tumor incluido em parafina, utilizando técnicas de imunohistoquimica convencionais.
Resumidamente, seccdo de 4um de tumor foi desparafinado e reidratado e a
recuperacao dos antigenos foi realizada pelo pré-tratamento das laminas em tampéao
citrato (pH6,0) em forno de micro ondas por 12 minutos. As laminas foram incubadas
com anticorpos monoclonais de interesse por 12 horas a 4° C. A reacao foi
detectada pelo complexo streptavidina-biotina peroxidase e coloragdo com

diaminobenzidina. Contracoloracéo foi realizada com hematoxilina de Meyer.

3.14 Analise estatistica

Para comparagédo dos diferentes grupos, foi realizado teste-t de Student ou
Andlise de Variancia (ANOVA). Todas as andlises estatisticas foram realizadas
utilizando a versdo 5,0 do software GraphPad Software®, San Diego, CA, USA.
Comparacdes dos grupos foram consideradas significativas para valores de p <

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Quercetina induz citotoxicidade e apoptose em células P39

Viabilidade da linhagem P39 tratada com quercetina foi determinada pela
analise com MTT. Como demonstrado na figura 9, a inibicdo da proliferacédo das
células P39 por quercetina é dose e tempo dependentes. Concentragdes de 50 e
100 uM de quercetina reduzem significativamente a viabilidade celular apds 12, 24 e
48 horas. Com 25 uM, a reducao foi observada apds 24 e 48 horas de tratamento e
com 10 uM apresentou redugdo em torno de 10%, apds 24 e 48 horas. Quando o
tempo de incubagdo das células com quercetina foi prolongado por 48 horas, a
viabilidade celular diminuiu ligeiramente em comparacao a 24 horas. Desta forma,
para realizarmos os experimentos subsequentes adotamos como tempo padréo 24
horas de tratamento com quercetina a concentragdes de 10, 50 e 100 uM.

A seguir, a indugédo de morte celular por quercetina foi analisada (figura 9).
Primeiramente, utilizamos marcacdo com anexina V-FITC/PI. Tratamento com 50 e
100 uM de quercetina aumentou a percentagem de células em processo apoptético,
correspondendo a 33,9% * 6,52 e 43,9% * 7,29, respectivamente, apds 24 horas de

exposicao (figura 9).
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figura 9: Quercetina induz citoxicidade e apoptose em células P39. Viabilidade celular e
apoptose de células P39 tratadas com diferentes doses de quercetina apés 12, 24 e 48 horas
foram analisados por MTT andlise colorimétrica ou Anexina V-FITC/PI citometria de fluxo.
Todos os dados sao representativos de 3 experimentos independentes.” p < 0,05; ™ p <
0,0001.

Para determinar o envolvimento das vias intrinseca e extrinseca da apoptose,
verificamos o comportamento da via mitocondrial apoptética e o sistema de receptor
Fas/Fas ligante. Avaliamos as alteracbes no potencial de membrana mitocondrial

(Ayny) através de marcagdo com rodamina 123 (200 ug/mL) por citometria de fluxo.
54



Tratamento com quercetina diminuiu a percentagem de células que apresentavam
fluorescéncia de: 96,7% * 1,97 para células nao tratadas; 78,5% * 2,43 € 48,7%
6,7 para ceélulas tratadas com 50 e 100 uM, respectivamente (figura 10), indicando
que o tratamento com quercetina resultou numa rapida dissipacao do potencial de
membrana mitocondrial de forma dose dependente. O sistema Fas/Fas ligante é
estimulado apds 24 horas de tratamento com quercetina, ocorrendo um aumento na
expressao proteica do ligante Fas sem modificacdo do seu respectivo receptor
(figura 10). Dessa forma, quercetina foi capaz de induzir apoptose através de

receptores de membrana celular.
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Figura 10: Quercetina induz FAS ligante e diminui o potencial de membrana mitocondrial
(Owm) em células P39. Células P39 foram tratadas com 10, 50 e 100uM de quercetina por
24 horas e marcadas com rodamina 123 ( 200 ug/mL). A expressao proteica de FAS ligante
e FAS receptor foi analisada por western blotting. Todos os dados sdo representativos de 3
experimentos independentes.” p < 0,05; ** p < 0,0001.

Em seguida, analisamos os niveis proteicos de moléculas relacionadas com
apoptose. A expressao de proteinas anti- e pro-apoptoticas foi monitorada apds o

tratamento com quercetina por western blotting. Como mostrado na figura 11, a
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diminuicao das proteinas BcL-2, BcL-xL e McL-1 (anti-apoptéticas) é dependente da
concentracao de quercetina utilizada. Contrariamente, a expressao de Bax, uma
proteina pré-apoptoética, foi visivelmente aumentada em resposta ao tratamento
(figura 11). Juntos, esses resultados mostram que a familia das proteinas BcL-2 esta
envolvida na apoptose induzida pela quercetina em células P39. As proteinas da
familia BcL-2 sdo os principais reguladores da liberagdo de citocromo ¢ e ativagao
de caspases (BORNER, 2003).

Para andlise de liberagdo de citocromo c, avaliamos a expressdo dessa
proteina em extrato celular fracionado, utilizando o kit MIT 1000
Mitochondrial/Cytosol fractionation® (Millipore® Corporation, Billerica, MA, USA).
Observamos que citocromo ¢ é efetivamente liberado da mitocéndria para o citosol

quando células foram tratadas com 50 e 100 uM de quercetina (figura 11)
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figura 11: Quercetina induz apoptose por diminuicao de proteinas antiapoptoéticas e libera
citocromo c. Células P39 foram tratadas com 10, 50 e 100uM de quercetina por 24 horas
BcL-2, BcL-xL. Bax e McL-1 e liberagdo de citocromo ¢ foram analisadas por western
blotting.Gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPDH), canal ibnico dependente de voltagem
(VDAC) e actina foram usados como controles internos. Todos os dados séo representados
por 3 experimentos independentes.

Citometria de fluxo foi realizada para determinar a atividade de caspase-3, -8
e -9 em resposta ao tratamento com quercetina (a deteccao de caspases clivadas foi

realizada por kit especifico, como descrito em material e métodos). Apds inducao
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com 50 e 100 uM de quercetina, ocorreu um acentuado aumento na percentagem de
células marcadas com as caspases-3, -8 e -9 clivadas (figura 12).

O principal efetor da apoptose é a caspase-3, uma protease aspartato-
cisteina especifica que pertence a subfamilia das caspases (ICE). Caspase 3 é
expressa em células como um precursor inativo, do qual as subunidades p17 e p10
da caspase “ativa” sdo proteoliticamente geradas durante a apoptose. O precursor
da caspase 3 € primeiramente clivado na regidao Asp175-Ser176 para produzir a
subunidade p11 e o peptideo p20. Subsequentemente, o peptideo p20 € clivado em
Asp28-Ser29 para gerar a subunidade ativa p17. Nas células P39, observamos a

clivagem do precursor de caspase-3 apés tratamento com quercetina (figura 12).
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figura 12: Quercetina modula ativagéo de caspases. Células P39 foram tratadas com 10, 50 e
100uM de quercetina por 24 horas . A atividade de caspase-3, -8 e -9 foi analisada por
citometria de fluxo e a clivagem de pro-caspase-3 foi determinada por western blotting.
Todos os dados sdo representativos de 3 experimentos independentes.” p < 0,05; ** p <
0,0001.
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4.2 Quercetina bloqueia o ciclo celular na fase G1 e reduz a
formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)

Para avaliar o potencial mecanismo pelo qual quercetina inibe o crescimento
das células P39, a progressao do ciclo celular foi avaliada por citometria de fluxo.
Células P39 foram tratadas com crescentes concentragdes de quercetina (10, 50 e
100 uM) durante 24 horas e a percentagem de DNA distribuida entre as fases do
ciclo celular foi verificada (com marcacao por iodeto de propideo). Como mostrado
na figura 10, células nao tratadas apresentaram como distribuicdo: fase Gi
49,57%+1,95; fase S 38,48%* 1,51 e fase G2-M 12,58% =+ 0,88. O tratamento das
células com 50 e 100 uM de quercetina ocasionou um aumento no numero de
células em fase G1 (69,66% = 1,92 e 70,84% = 4, respectivamente) com reducao no
nuamero de células em fase S (24,29% = 0,67 e 23,88% * 6,55, respectivamente) e
na fase G2-M (6,77% 0,05 e 5,27%=0,7, respectivamente) (figura 13).

A capacidade da quercetina de interferir na geracao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em células P39 foi determinada através da marcagéo intracelular
de EROs utilizando o reagente diacetato 2’,7’-diclorofluoresceina (DCFDA). EROs
foram induzidas nas células P39 com 100uM do agente oxidante tert-butil
hidroperdxido (TBHP) e, posteriormente, as células foram tratadas com diferentes
concentragcdes de quercetina. Ap6s as células serem induzidas com TBHP,
observamos aumento na intensidade de fluorescéncia (353%z+ 87,65) quando
comparadas as células sem indugao (figura 13). Todas as concentragbes de
quercetina testadas diminuiram os niveis de formacédo de Eros: a intensidade de
fluorescéncia comparada com o controle for de 301%+24,86 para tratamento com
10uM, 217%+26,86 para 50 uM e 140% = 27,07 para 100uM, respectivamente

(figura 13), confirmando assim a atividade antioxidante da quercetina.
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figura 13: Quercetina bloqueia o ciclo celular e modula a formagéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs). Apds tratamento com 10, 50 e 100 uM de quercetina a distribuigao do ciclo
celular de acordo com seu teor de DNA foi revelado por Pl (20 ug/mL) utilizando citometria de
fluxo. A producao intracelular de EROs foi estimulado por TBHP (100uM), quantificada por
marcagdo com 25 uM de DCFDA através de citometria de fluxo. Todos os dados sao
representativos de 3 experimentos independentes.* p < 0,05; ** p < 0,0001; # p< 0.001 vs
TBHP.

Em seguida, analisamos a expressao das principais proteinas envolvidas na
regulacao do ciclo celular. A passagem pelas fases do ciclo celular € mediada pela
interagdo entre proteinas quinases dependentes de ciclinas (Cdks) e suas
respectivas ciclinas (CANAVESE; SANTO; RAJE, 2012). Deste modo, analisamos
se quercetina modula a expressao de proteinas que governam a fase G1 em células

P39. A analise por western blotting revelou que o tratamento com quercetina por 24
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horas resultou numa redugao nos niveis das proteinas Cdk2, Cdk®é, ciclina D, ciclina
E e ciclina A de forma dose dependente (figura 14). O complexo ciclina D/Cdk4/Cdk6
fosforila a proteina retinoblastoma (Rb), promovendo a dissociagdo do fator
transcricional E2F1, a qual regula a expressdo de genes necessarios para a
progressao do ciclo (ZHAO; GARTENHAUS, 2009). Tratamento com 50 e 100 uM de
quercetina resultou na perda da fosforilagdo da proteina Rb no sitio Serina 807/811
(figura 14). A familia dos inibidores dependentes de quinase (CdKls), Kip1/p27 e
Cip1/p21, é conhecida por interagir e inibir a atividade do complexo Cdk-ciclinas,
regulando tanto a transicdo G1-S quanto G2-M (ABBAS; DUTTA, 2009; CHU;
HENGST; SLINGERLAND, 2008). Observamos um aumento nos niveis proteicos de
p21 e p27 apds tratamento com quercetina por 24 horas (figura 14).

Esses resultados indicam que a retencao na fase G1 das células P39
mediada por quercetina foi associada com diminuicdo da fosforilagdo de Rb e

aumento na expressao de p21 e p27, as quais inibem a atividade do complexo Cdk-

ciclinas.
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figura 14: Quercetina retém as células na fase G1 com modulagdo de ciclinas, Cdks,
inibidores de Cdks e Rb. Apds tratamento com 10, 50 e 100 uM de quercetina a expressao
proteica de ciclinas —D, -E e —A; Cdk-4, -6 e -2; p27, p21 e fosforilagdo de Rb foi analisada
por western blotting. Actina foi utilizada como controle interno. Todos os dados sao
representativos de 3 experimentos independentes.
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4.3 Ativagcdo de MAP quinases participa da modulagdo da fase G1
promovida pela quercetina

Varios estudos tém sugerido que MAP quinases, tais como ERK 1/2 e MAPK
JNK, possuem fungdes em resposta a varios estimulos apoptéticos (CAl et al., 2013;
KIM; CHOI, 2010). Para investigar se quercetina afeta a atividade dessas quinases
em células P39, a atividade de ERK 1/2 e JNK foi avaliada por western blotting com
anticorpos fosfo-especificos. Como mostrado na figura 15, quercetina promove
fosforilagcdo das proteinas ERK 1/2 e JNK de forma dose dependente apds 24 horas
de tratamento. A contribuigdo de ERK e JNK para inibi¢do do crescimento e resposta
apoptética induzida por quercetina foi estudada utilizando inibidores seletivos
PD184352 e SP600125. Quando as células P39 foram pré-tratadas por 1 hora com
PD184352 (20uM) - inibidor de ERK e/ou com SP600125 (20uM) — inibidor de JNK,
em seguida, incubadas com 50uM de quercetina durante 24 horas, ndo encontramos
diferencas na percentagem de células apoptéticas ( dupla marcagdo com anexina
V/PI) (figura 15). Utilizando os mesmos inibidores, avaliamos a distribuicdo do ciclo
celular (figura 15). Ap6s exposicdo de células P39 com quercetina (50uM) +
PD184352 e/ou SP600125 durante 24 horas, observamos uma reducao significativa
no acumulo de células na fase G1 (43,8% * 10,43 para PD184352 e 41,47% * 9,74
para SP600125) em comparagdo com células tratadas somente com quercetina
(70,61% = 6,51) (figura 15). Esses dados sugerem que a ativacdo de ERK e JNK
desempenha um importante papel no aprisionamento das células na fase G1 do

ciclo induzido por quercetina.
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figura 15: Ativacdo de ERK e JNK participa do aprisionamento das células em fase G1
induzido por quercetina. Apos tratamento com 10, 50 e 100 uM de quercetina a fosforilagao
de ERK Thr183/Tyr187 e JNK Thr183/Tyr185 foi analisada por western blotting. Células P39
foram pré-tratadas por 1 hora com PD184352 (20uM) e/ou com SP600125 (20uM), em
seguida, incubadas com 50uM de quercetina durante 24 horas. ApoOs tratamento, células
foram marcadas com anexina V/Pl ou Pl (20 ug/mL) para avaliagdo da percentagem de
células apoptéticas e ciclo celular, utilizando citometria de fluxo. Todos os dados séo

representativos de 3 experimentos independentes. * p< 0.05; ** p< 0.0001, # p< 0.05 vs
quercetina.
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4.4 Quercetina induz autofagia em células P39

Quercetina tem sido relatada como sendo capaz de induzir autofagia (WANG
et al.,, 2011). Para determinar se quercetina induz autofagia em células P39,
realizamos a coloragdo por acridina laranja (AO) para identificar a formacdo de
organelas vesiculares acidas (AVOs). Células P39 foram tratadas com crescentes
concentracdes (10, 50 e 100 uM) de quercetina por 24 horas, coradas com acridina
laranja e analisadas por citometria de fluxo. Como demonstrado na figura 16, células
P39 tratadas com quercetina apresentam um acumulo intracelular de organelas
acidas, expresso pelo aumento de fluorescéncia em relagéo as células controle (sem
quercetina).

Para melhor caracterizar a autofagia induzida pela quercetina em células P39,
avaliamos uma caracteristica fundamental da autofagia: conversao da proteina LC3-I
em LC3-Il (BEHRENDS et al., 2010). Como demonstrado na figura 16, quercetina
aumenta a expressao de LC3-Il em doses elevadas (50 e 100uM). Além disso,
analisamos marcadores especificos de autofagia que sao essenciais para formacao
e alongamento do autofagossomo. Durante autofagia, uma série de genes
associados a formacao do autofagossomo é largamente ativada (YANG; KLIONSKY,
2009). Inicialmente, ocorre a interacao entre PI3 quinase classe Il e beclina-1 para
formagdo da membrana autofagica, posteriormente essa membrana é alongada com
ajuda do sistema ubiquitina-conjugado. Atg7, uma proteina chave para autofagia,
contribui para ativacao de Atg12 a qual se liga covalentemente a Atg5, formando um
complexo responsavel pelo alongamento da membrana autofagica (GENG;
KLIONSKY, 2008). Nossos resultados demonstraram um aumento na expressao
proteica de PI3K classe lll, beclina-1, Atg7 e Atg5-Atg12 conjugada apos tratamento

com diferentes concentracdes de quercetina por 24 horas (figura 16). Em conjunto,
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esses dados demonstraram que quercetina efetivamente induz autofagia celular em

células P39.
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figura 16: Quercetina induz autofagia em células P39. Apos tratamento com 10, 50 e 100 uM
de quercetina, células foram A) coradas com acridina laranja(AO) e analisadas por citometria
de fluxo. B) expresséo proteica de PI3K classe lll, beclina-1, Atg7, Atg5-Atg12 e LC3 I/Il foi
analisada por western blotting. Actina foi utilizada com controle interno. Todos os dados séo
representativos de 3 experimentos independentes.
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4.5 Quercetina inibe a sinaliza¢do Akt-mTOR

A sinalizacdo Akt-mTOR é considerada um regulador negativo de autofagia
(YANG; KLIONSKY, 2009). Assim, examinamos se a fosforilacdo de Akt e mTOR
esta envolvida na autofagia induzida por quercetina em células P39. Como exibido
na figura 17, células tratadas com quercetina resultaram em diminuicdo na
fosforilacdo de Akt (Ser 473) e mTOR (Ser2448) apos 24 horas, possuindo efeito

pronunciado com concentragdo de 100 uM.

64



A — IB: p,mTOR Ser 2448

s ‘ -i IB: mTOR (289kpa)

feyre .qy mma - IB: p_AktSet a3

— — ————

w IB: actin (s2x0a)

Ctel 10 50 100
Quercetin (pM)

figura 17. Quercetina inibe fosforilagdo da sinalizagao Akt-mTOR. Apds tratamento com 10,
50 e 100 uM de quercetina, a fosforilagdo de mTOR Ser 2448 e Akt Ser473 foi analisada por
western blotting. Todos os dados séo representativos de 3 experimentos independentes.

4.6 Autofagia induzida pela quercetina é protetora da morte
celular

Autofagia também pode conferir resisténcia a farmacos em células tumorais
e a morte celular apoptética pode ser potencializada pela inibicdo de autofagia
(LEFRANC; KISS, 2008). Para determinar se autofagia serve como um mecanismo
de sobrevivéncia para células P39, avaliamos o impacto da autofagia na
citotoxicidade induzida por quercetina; para isso, utilizamos a cloroquina como
inibidor farmacoldgico de autofagia. Cloroquina possui a propriedade de interromper
a etapa final de formagcdo do autolisossomo, ou seja, a interacdo entre
autofagossomo e lisossomo. As células foram tratadas com 20uM de cloroquina e/ou
combinado com 50uM de quercetina por 24 horas. Como demonstrado na figura 18,
o papel da inibicdo de autofagia na modulagdo do crescimento celular foi
determinada através da analise do ciclo celular (marcagdo com iodeto de propideo).
Inibicdo da autofagia ndo foi capaz de modular a fase G1 do ciclo como
demonstrado quando as células foram tratadas somente com quercetina (figura 18).

Entretanto, quando avaliamos a apoptose celular em células inibidas com cloroquina,
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observamos um aumento significativo na percentagem de células apoptoticas
duplamente marcadas com anexina V/Pl (figura 18). Conjuntamente, nossos
resultados sugerem que a autofagia induzida por quercetina possui um papel
protetor contra a morte celular por apoptose em células P39.
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figura 18: autofagia modula apoptose induzida. Apds tratamento com 10, 50 e 100 uM de
quercetina, células P39 foram pré-tratadas por 1 hora com cloroquina (20uM), em seguida,
incubadas com 50uM de quercetina durante 24 horas. Apds tratamento, células foram
marcadas com Pl (20 ug/mL) ou anexina V/PI para avaliagdo da percentagem de células
apoptoticas e ciclo celular, utilizando citométro de fluxo. Todos os dados sao representativos
de 3 experimentos independentes. * p< 0.05; ** p< 0.0001, # p< 0.05 vs quercetina.

Para um melhor entendimento do mecanismo de agdo da quercetina,
extrapolamos nossa investigagdo para um modelo in vivo de tumor, buscando outras

vias de sinalizacdo que possam estar atuando conjuntamente.
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4.7 Quercetina reduz crescimento celular em modelo xenogrdfico
de tumor humano

Camundongos tém sido extensivamente utilizados como instrumentos de
estudos biologicos, especialmente nas areas de imunologia, oncologia e genética,
pois linhagens destes animais sdo bem padronizadas, bem caracterizadas através
de varias geracdes e desenvolvem tumores, que compartilham similaridades com os
humanos, permitindo que multiplas caracteristicas do cancer sejam examinadas
nesses modelos (HANN; BALMAIN, 2001; MCCORMACK; BRUSERUD;
GJERTSEN, 2005).

Para realizar nossos estudos, utilizamos colénia de camundongos
NOD.CB17-Prkdc®“/J (Laboratério Jackson, CA, USA). Estes animais exibem uma
mutacao recessiva no cromossomo 16, resultando na falha do gene que codifica a
proteina quinase polipetideo catalitico DNA ativado (Prkdc). A interrupgdo desse
gene, Prkdc, afeta a fungdo da enzima DNA recombinante, resultando na
incapacidade de rearranjo dos receptores de antigeno e assim comprometendo a
imunidade humoral e celular, com perda funcional de linfécitos T e B (BOSMA;
CARROLL, 1991).

Nosso desenho experimental foi realizado e adaptado de acordo com o

trabalho publicado por Lin et al 2012 (LIN et al., 2012) (figura 19).

67



@){"’} Formagao do tumor
Volume (100-200 mm?)

P39 (1x107 cels /animal) Implantagdo do modelo xenografico
Inoculagao (s.c)

‘ Tumor volume: C(comprimento) x LZ (largura) x "%

Quercetina (120mg/Kg) i.p
0 4 8 12 16 20 dias

e _ vlr vl« ¢ wlr wL wlr a Sacrificio
. 1 t t

Volume
tumaoral

> I.H

X 7 14 21 dias W.B

figura 19: Desenho experimental de implantagdo do modelo xenogréafico de tumor humano.
Células P39 (1x107) foram injetadas subcutaneamente no dorso de camundongos
NOD/SCID (n=6). Apés os tumores alcangarem entre 100-200 mm3, os camundongos foram
tratados com 120 mg/Kg de quercetina (i.p), uma vez a cada 4 dias. A cada 7 dias o volume
tumoral foi avaliado de acordo com a seguinte férmula: volume do tumor (mm3) = C
(comprimento) x L2 (largura) / 2. Ap6s 3 semanas, os tumores foram retirados e preparados
para analise por imunohistoquimica e western blotting.

Células P39 foram inoculadas subcutaneamente no dorso dos camundongos,
com concentracdo de 1x10” células por animal (grupos de 6 animais). Apds essas
células formarem tumores e atingirem um volume entre 100 e 200 mm?3, iniciou-se o
tratamento dos camundongos com quercetina.

Quercetina foi preparada em uma solugdo contendo (50% de PEG 400 +
meio RPMI sem soro). Foi utilizada uma concentracdo final de 120 mg/Kg de
quercetina, aplicada intraperitoneal (i.p) em um intervalo de 4 dias entre cada
aplicacdo. O grupo controle recebeu uma solugdo igual a usada para solubilizar a
quercetina.

Apdés a implantacdo do modelo xenografico, o crescimento tumoral foi
acompanhado através do volume tumoral com auxilio de um paquimetro. O tamanho

tumoral foi medido individualmente uma vez a cada 7 dias e o volume tumoral foi
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estimado de acordo com a seguinte férmula: volume do tumor (mm® = C
(comprimento) x L2 (largura) / 2 (HO et al., 2009; JI et al., 2009).

Observamos que quercetina (120mg/Kg) foi capaz de reduzir
significativamente o volume tumoral em camundongos inoculados com P39, com

inibicdo de aproximadamente de 30% apés 21 dias (figura 20).
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figura 20: Quercetina reduz o crescimento tumoral em modelo xenografico de tumor humano.
Células P39 (1x107) foram injetadas subcutaneamente no dorso de camundongos
NOD/SCID. Ap6s os tumores alcangcarem entre 100-200 mm3, os camundongos foram
tratados com 120 mg/Kg de quercetina (i.p), uma vez a cada 4 dias. A cada 7 dias o volume
tumoral foi avaliado de acordo com a seguinte férmula: volume do tumor (mm3) = C
(comprimento) x L2 (largura) / 2. Grupo controle recebeu a mesma quantidade de solugéo de
diluigdo, como indicado em material e métodos. Volume dos tumores apds 21 dias de
tratamento. Os dados sdo médias + DP (média de 6 camundongos por grupo). * p< 0.05.
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Apds 21 dias de acompanhamento dos camundongos, os tumores foram
retirados e processados para extracdo de proteinas e preparo de laminas para

imunohistoquimica.

4.8 Quercetina modula sinalizagdo ERK/I[NK e Akt-mTOR em
modelo xenogrdfico de tumor humano

As vias de sinalizagao MAP quinases (ERK/JNK) e Akt-mTOR coordenam os
mecanismos de proliferagédo, diferenciacdo, autofagia, sobrevida e morte celular.
Analise por western blotting revelou alteragcdes nos niveis de atividade de proteinas
dessas vias quando os camundongos inoculados com células P39 foram tratados
com quercetina (figura 21). Quercetina induziu ativacdo das formas fosforiladas de
ERK Thr183/Tyr187 e JNK Thr183/Tyr185, além disso, o tratamento com 120 mg/Kg
de quercetina resultou na diminuicdo da atividade de Akt (Ser 473) (figura 21) e
mTOR (Ser 2448) (figura 18). Esses resultados sugerem que o tratamento com

quercetina induz a mesma via de sinaliza¢do, tanto in vitro quanto in vivo.
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figura 21: Quercetina modula sinalizagdo ERK/JNK e Akt-mTOR em modelo xenografico de
tumor humano. Apdés 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores
foram retirados, lisados e submetidos a extracédo proteica. Fosfo-ERK Thr183/Tyr187 e fosfo-
JNK Thr183/Tyr185; fosfo-Akt Ser 473 e fosfo-mTOR Ser 2448 foram submetidos a analise
por western blotting. Os dados sdo médias + DP (média de 6 camundongos por grupo) * p<
0.05; ** p< 0.0001.
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4.9 Quercetina modula apoptose em modelo xenogrdfico de tumor
humano

Apoptose é de crucial importancia para o desenvolvimento e homeostase da
hematopoese. Reguladores chaves da apoptose incluem a familia das proteinas
BcL-2, as quais podem estar hiperativas em muitos tipos de células neoplasicas
(LLAMBI; GREEN, 2011). Enquanto redugao da expressao de BcL-2 pode promover
apoptose em resposta a drogas anti-cancerigenas, aumento da expressao promove
resisténcia a compostos quimioterapicos e terapia por radiacdo. Lee D., et al 2008
(LEE; SZCZEPANSKI; LEE, 2008) demonstraram que quercetina estimula a
dissociagédo entre Bax e BcL-xL, permitindo ativagdo de caspases mediada pela via
mitocondrial.

Nossos resultados demonstraram que quercetina foi capaz de estimular a
ativagado da via intrinseca do processo apoptotico através da andlise da expressao
das proteinas anti-apoptoticas BclL-2, BcL-xL, McL-1 e da proteina pré-apoptética
Bax. Nos animais tratados com quercetina (120mg/Kg), observamos reducdo na
expressao das proteinas BclL-2 e McL-1 (figura 22), sem modulacao de BcL-xL. Bax,
proteina pré-apoptética importante para liberagao de citocromo ¢ da mitocondria, foi
significativamente mais expressa nos animais tratados em comparagao aos animais

nao tratados (figura 19).
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figura 22: Quercetina modula proteinas apoptoéticas em modelo xenografico de tumor humano.
Apo6s 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram retirados,
lisados e submetidos a extracdo proteica. BclL-1 e BcL-xL, McL-1 e Bax foram submetidas a
andlise por western blotting. Actina foi utilizada como controle interno. Os dados sdo médias
+ DP (média de 6 camundongos por grupo) * p< 0.05; ** p< 0.0001.
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Além de avaliar a expressdo das principais proteinas responsaveis pela
ativacdo da via mitocondrial de apoptose, demonstramos através de
imunohistoquimica que quercetina é capaz de induzir ativagao de caspase-3.

Para identificar a proteina caspase-3, tumores retirados dos animais foram
fixados em 10% de tampao formalina, cortados e preparados em laminas imersas
em tampao citrato pH 6,0 por 30 minutos. Depois disso, os cortes foram incubados
a 4°C por 12-16 horas com anticorpo primario anti-caspase-3 obtido da empresa
Santa Cruz biotechnology (Santa Cruz, CA). A especifica reagdo de antigeno-
anticorpo foi detectada com sistema baseado em streptavidina-biotina-peroxidase,
de acordo com instru¢des da fabricante (code K5001, Dako Cytomation, CA, USA).
A visualizagao foi realizada com 3,3- diaminobenzidino (Sigma, MO, USA), com a
adicao de 3% H,>0O, em tampao fosfato (pH 7,6). As imagens de cada corte do tumor
foram obtidas por microscépio invertido Olympus CBA (Olympus America, Bethesda,
MA) com objetiva de 40x e separadas em 4 campos. A contagem do total de células
e a quantificagdo de células marcadas positivamente foram realizadas através do
programa ImagedJ.

Os cortes do tumor dos animais inoculados com células P39 demonstraram
expressao média de 39,68% + 6,90 quando tratados com 120 mg/Kg de quercetina.

Para os animais controle o indice foi de 8,10% + 2,13 (figura 23).

74



lls

positive ce

- N
o O O
L

e
(<5
w
4]
o
w
©
(&)

-
(b}
>
(3]

@
(&)

X

-

Ctri Quer'cetin

figura 23: Quercetina modula caspase-3 em modelo xenogréafico de tumor humano. Apoés 3
semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram fixados em 10% de
tampéo formalina, cortados e preparados em laminas. Imunohistoquimica foi realizada nas
laminas utilizando anticorpo anti-caspase-3; percentagem de nucleos positivos marcados
com caspase-3. Contagem de 4 campos por secao tumoral utilizando microscépio de luz
(Olympus CBA, Olympus America, Bethesda, MA) com objetiva de 40x. Os dados séo
médias + DP (média de 6 camundongos por grupo) * p< 0.05.

4.10 Alteracdo das proteinas do ciclo celular em modelo
xenogrdfico de tumor humano

Para que ocorra a progressao no ciclo celular faz-se necesséria a interacéo
entre ciclinas e suas quinases dependentes de ciclinas (Cdks) e inibidores de
quinases dependentes de ciclinas (CKIls) sdo os principais reguladores da atividade
ciclinas-Cdks.

Com isso, verificamos as principais proteinas que governam essa progressao

através das técnicas de western blotting e imunohistoquimica. Para as Cdks, nao
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observamos mudangas significativas na expressdao de proteinas extraidas dos
animais submetidos ao tratamento com quercetina (figura 24). Entretanto, quando
analisamos a expressao das ciclinas, podemos observar uma diminuicdo na
expressao de ciclina D e ciclina E (figura 24), além de diminuicao na fosforilagao de
retinoblastoma (Rb). Esses dados corroboram com os obtidos em testes in vitro,
onde a capacidade da quercetina em bloquear as células na fase G1 do ciclo se

deve a diminuicéao das ciclinas e atividade de Rb.

IB: CdK6 (40kpa) IB: Cdk4 (34kpa) IB: Cdk2 (34kDa)
: 1
£ e S e S
5 20 0] 20 © 2.0
7] =t =
= @ E I 2
S D 15 T o 15 T & 151
. s - = 08
£S5 10 = 2 £ 10 2 £ 10 —
2 & % O O
25 os g = TS os
Es° < S 05 £ S
= = £
c 0.0- o - i = 0.0- T
3 Ctrl  Quercetin 5 0.0 Ctri Quor'cﬂirl % Ctrl  Quercetin
— e o
IB: actin (42kpa) IB: actin (42xpa) IB: actin (42kpa)
: IB: cyclinD (38KDa) " IB: cyclinE (53xpa) - IB: cyclinA (saxpa) = IB: p-Rb Ser 807/811
; m—— . e £
° - r— o ] = A,
8 2 & 2 3 S
fa) w < 3 :
.E [} -E @ 'E @ E Q
T o 1.54 3 = 1.54 U o 1.5 a D
> c > £ >c x s
O 0a,, O == r S
25" 25" * 26" .
‘E - *k ‘B - p— 2 © i
< 05 c = 05 O 054 @“ o
@ 0 a c
£ £* ET g
'E : Ctrl  Quercetin ..; 00 Ctrl Qu"'“ﬂn 'g 0.0 Ctl  Quercetin _; Ctrl  Quercetin
T e C e C e 5 SN
m m o
IB: actin (42xpa) IB: actin (42kpa) IB: actin @42xpa) IB: Rb (110kpa)

figura 24: Quercetina modula ciclinas e atividade de Rb em modelo xenografico de tumor
humano. Apds 3 semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram
retirados, lisados e submetidos a extragao proteica. Cdk6, -4 e -2; ciclina D, -E, —A e fosfo-
Rb foram submetidas a analise por western blotting. Actina foi utilizada como controle interno.
Os dados sdo médias + DP (média de 6 camundongos por grupo) * p< 0,05; ** p< 0,0001.

Laminas dos cortes tumorais foram preparadas para receber marcagao com
anticorpo anti-p21 para determinar expressao de inibidor de quinase dependente de

ciclina (CKI). A visualizacdo foi realizada com 3,3- diaminobenzidino sendo
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adicionado 3% H,O, em tampao fosfato (pH 7,6). Animais inoculados com células
P39 apresentaram em média 12% + 2,61 de células marcadas (figura 25). Apds o
tratamento com quercetina, os tumores apresentaram um aumento em celulas

positivas para p21 (54,54% = 8,10).
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figura 25: Quercetina modula p21 em modelo xenografico de tumor humano. Apoés 3
semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram fixados em 10% de
tampao formalina, cortados e preparados em laminas. Imunohistoquimica foi realizada nas
laminas utilizando anticorpo anti-p21; percentagem de nicleos positivos marcados com 21.
Contagem de 4 campos por secédo tumoral utilizando microscopio de luz (Olympus CBA,
Olympus America, Bethesda, MA) com objetiva de 40x. Os dados sdo médias = DP (média
de 6 camundongos por grupo) * p< 0.05.
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4.11 Quercetina modula o processo autofdgico em modelo
xenogrdfico de tumor humano

Em relagdo a autofagia, nossos resultados demonstraram que em animais
tratados com quercetina ocorreu aumento na expressao das proteinas PI3K classe
[l e beclina-1 (figura 26), responsaveis pela iniciagdo-nucleagdo da cascata
autofagica. Para formacdo do autofagossomo, € necessaria a interacdo das
proteinas Atg5-Atg12 com aumento de Atg7. Também observamos aumento da
expressdo de Atgb e Atg 7 nos tumores retirados dos animais tratados com

quercetina (120 mg/Kg). (figura 26).
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figura 26: Quercetina modula autofagia em modelo xenografico de tumor humano. Apés 3
semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram retirados, lisados e
submetidos a extracdo proteica. PI3K classe Il e Beclina-1; Atgb-Atg12 e Atg7 foram
submetidas & analise por western blotting. Actina foi utilizada como controle interno. Os
dados sdao médias + DP (média de 6 camundongos por grupo) * p< 0,05; ** p< 0,0001.
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LC3 é uma proteina de cadeia leve associada a microtubulo e é largamente
utilizada para monitorar a autofagia. A detecgéo da conversdo de LC3 (LC3 | para
LC3 Il) é associada a formacdo do autofagossomo. Através de andlise por
imunohistoquimica, determinamos a expressdo de LC3 em tumores retirados dos
animais inoculados com células P39.

Observamos pronunciada marcacdo de LC3 clivada nos cortes feitos em
tumores de células P39 (figura 27). Os animais tratados apenas com a solucdo
diluente apresentaram em média 12,30% + 2,62 de células marcadas para LC3
clivada e aqueles que receberam quercetina (i.p) apresentaram uma marcagcao de

41,66% * 6,67 (figura 27).
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figura 27: Quercetina modula LC3 em modelo xenografico de tumor humano. Apés 3
semanas de tratamento com quercetina (120 mg/Kg), os tumores foram fixados em 10% de
tampéao formalina, cortados e preparados em laminas. Imunohistoquimica foi realizada nas
laminas utilizando anticorpo anti-LC3; percentagem de nucleos positivos marcados com LC3.
Contagem de 4 campos por sec¢do tumoral utilizando microscopio de luz (Olympus CBA,
Olympus America, Bethesda, MA) com objetiva de 40x. Os dados sdo médias + DP (média
de 6 camundongos por grupo) * p< 0.05.
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5. DISCUSSAO

Células leucémicas tornam-se frequentemente resistentes para a maioria das
drogas usadas na quimioterapia, pois essas células possuem mecanismos genéticos
e epigenéticos que bloqueiam os efeitos anti-proliferativos e apoptéticos dessas
drogas. Por isso, o desenvolvimento de agentes que possam ser usados como
forma alternativa de tratamento tem grande relevancia; e compostos que agem de
forma especifica em certas vias de sinalizagdo sao promissores.

Quercetina é amplamente encontrada em plantas e produtos alimenticios e
diferentes efeitos benéficos tém sido associados com o consumo desse
bioflavon6ide(BOOTS; HAENEN; BAST, 2008). Uma variedade de estudos indica o
possivel uso da quercetina para o tratamento do cancer através de sua interacédo
com multiplas vias relacionadas ao cancer (JEONG et al., 2009). Nesse sentido, é
importante estabelecer quais sdo os diferentes efeitos relacionados com o potencial
quimioterapéutico da quercetina e se esses multiplos efeitos estdo conectados de
alguma forma. No presente estudo, utilizamos a linhagem celular P39, que foi
estabelecida a partir de células leucémicas do sangue periférico de paciente que
possuia sindrome mielodisplasica em transformagéao, como modelo. O tratamento da
quercetina resultou em reducdo da viabilidade das células P39 e diminuicdo do
volume tumoral quando essas células foram inoculadas em camundongos
NOD/SCID. Esses efeitos foram acompanhados por modulagdo da morte celular,
ativando as vias extrinseca e intrinseca da apoptose. Apoptose € de crucial
importancia para o desenvolvimento e homeostase da hematopoese. Reguladores
chaves da apoptose incluem a familia das proteinas BcL-2, que estao hiperativas em
muitos tipos de células neoplasicas (LLAMBI; GREEN, 2011). Enquanto a reducéo
da expressdao de BclL-2 pode promover apoptose em resposta a drogas anti-

cancerigenas, seu aumento pode promover resisténcia a compostos quimioterapicos
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ou terapia por radiagdo. Lee D., et al 2008 (LEE; SZCZEPANSKI; LEE, 2008)
demonstraram que a quercetina estimula a dissociacdo entre Bax e BcL-xL,
permitindo ativagcdo de caspases mediada pela mitocondria. Células P39 expostas
ao tratamento com quercetina apresentaram aumento na expressao da proteina proé-
apoptética Bax e supressao de proteinas anti-apoptéticas BclL-2, BcL-xL e McL-1,
alterando, dessa forma, o balango para a formagdo de poros permeaveis na
membrana externa da mitocéndria (PARK et al., 2011). Nossos resultados
corroboram aos recentemente publicados por Yuan, Z. et al, 2012 que
demonstraram a capacidade da quercetina em causar apoptose em células
leucémicas por diminuicado da expressao protéica de PI3 quinase, diminuicdo da
fosforilagdo de Akt, diminuicdo dos niveis de BcL-2 e aumento da ativacdo de
caspase 2 e 3 (YUAN et al., 2012).

Em linhagem de céancer de mama (MCF-7), quercetina diminui
significantemente a expressdo de BcL-2 e aumentou a de Bax, além de inibir a
proliferacao celular ap6s 48 horas de exposicao (DUO et al., 2012).

Cheng et al ( 2010) mostraram que a apoptose induzida por quercetina é
acompanhada por diminuicdo de McL-1 e mudanga conformacional de Bax na
membrana mitocondrial de células U937. Além disso, administracdo in vivo de
quercetina reduziu o crescimento de células U937 em modelo de xenotransplante,
com aumento de células-TUNEL positivas (CHENG et al., 2010).

A disfuncdo mitocondrial, tal como a perda do potencial de membrana tem
sido reportado como sendo inicial e central para inducao da apoptose pela via
intrinseca (GAO et al., 2013). Observamos uma redugdo na intensidade de
fluorescéncia para células marcadas com Rodamina 123: a liberagéo de citocromo ¢
da mitocdndria para o citoplasma sugere que eventos envolvendo disfungéao
mitocondrial e mudancgas no potencial de membrana (Ay,,) estdo envolvidos com a

morte de células P39 causada pelo tratamento com a quercetina. Kim e
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colaboradores (2013) demonstraram que, em células de glioblastoma humano,
quercetina foi capaz de diminuir o potencial de membrana mitocondrial, com
aumento na atividade de caspase 3 e 9 (KIM et al., 2013). Além disso, quercetina
ativa JNK e aumenta a expressdo de p53, que é translocado na mitocdndria
conduzindo liberacao de citocromo ¢ para o citosol. Apés verificarmos a modulacao
do potencial de membrana mitocondrial, identificamos nas células P39 eventos
subsequentes que completam o processo apoptético. E bem caracterizado que a
perda do potencial de membrana causa liberagdo de fatores pré-apoptéticos, tais
como liberacao de citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, que se liga e ativa
APAF-1 e consequentemente forma o apoptossoma (CAO et al.,, 2004). Esse
complexo é capaz de ativar caspase 9, acionando uma cascada de ativagdo de
caspases (MATES et al., 2008). Nossos resultados estdo de acordo com esses
dados da literatura, pois o tratamento com quercetina resultou em aumento
significativo da ativacdo das caspases 9, 8 e 3. Aumento na percentagem de
caspase 8 ativada com elevada expressdo de FAS ligante indica que a via de
receptor de morte da membrana plasmatica também € ativada em resposta ao
estimulo com quercetina.

Quercetina € considerada um excelente removedor de radicais livres
(ROBASZKIEWICZ; BALCERCZYK; BARTOSZ, 2007). Nossos resultados
mostraram um efeito antioxidante da quercetina em células P39. Esse dado
corrobora com os encontrados por Zhan e colaboradores (2011) onde quercetina
diminui a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e éxido nitrico (NO) em
células de leucemia monocitica aguda (THP-1) quando estimuladas com LPS
(ZHANG et al.,, 2011). Além disso, essa propriedade pode estar relacionada a
capacidade de interagir com importantes sistemas antioxidantes de defesa celular,
como complexo Nrf2/Keap. Esse complexo esta relacionado com a via apoptética

através da regulagdo de proteinas da familia BcL-2 (NITURE; JAISWAL, 2011).
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Keap1 parece ligar-se ao dominio BH2 das proteinas BcL-2 e Bax, facilitando a
apoptose. Quercetina modula a sinalizacdo redox através da translocacdo e
expressdao nuclear de Nrf2 em células HepG2 (RAMYAA; KRISHNASWAMY;
PADMA, 2014).

Desde o inicio deste século uma outra via tem chamado bastante atencéo na
resposta celular a alguns tipos de injurias. Esta via, chamada de autofagia, pode
apresentar duas fungdes distintas: como mecanismo fisiolégico de protecao celular
sem causar apoptose ou, dependendo do estimulo, iniciar o processo apoptotico nas
células (KONDO et al., 2005).

A mitocondria, uma organela de grande interesse na regulacdo da morte
celular programada, é também especialmente sensivel durante a autofagia. Esse
processo é fisiologicamente regulado e evolucionalmente conservado e envolve o
sequestro de constituintes citoplasmaticos em vesiculas chamadas de
autofagossomos, que sao fusionadas com vesiculas lisossomais que liberam suas
enzimas para que esse conteudo seja degradado e reciclado (YANG; KLIONSKY,
2009; ZHU; WANG; CHU, 2013). Embora o papel da autofagia no catabolismo de
proteinas e organelas seja bem documentado, o envolvimento desse processo na
quimioterapia do cancer é ainda controverso. Alguns agentes anticancerigenos
podem induzir a autofagia e aumentar a eficacia quimioterapéutica (CHEN et al.,
2009). Entretanto, alguns agentes induzem o processo autofagico como um
mecanismo protetor, permitindo o escape das células da morte por apoptose (KIM et
al., 2009). Nossos resultados demonstraram que a quercetina ativa autofagia tanto in
vitro quanto in vivo em células P39. Esses achados corroboram, em parte, os
encontrados na literatura, entretanto até o presente momento ndo encontramos
trabalhos relatando dados conjuntos in vitro e in vivo em células de leucemia
mieldide. Wang e colaboradores (2011) demonstraram que exposicao de células

AGS e MKN28 (cancer gastrico) a quercetina resulta em um pronunciado efeito pré-
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apoptoético, ativando o caminho mitocondrial, induzindo a formagao de vacuolos
autofagicos, conversdao de LC3-I para LCS3-Il, recrutamento de LC3-ll para o
autofagossomo e ativagdo de genes que regulam a autofagia. Além disso, estudos
funcionais revelaram que ativagdo da autofagia pode ser modulada pelas vias Akt-
mTOR e fator 1-alfa induzido por hipéxia (HIF-1alfa) (WANG et al., 2011). Bruning e
colaboradores (2012) relataram que o acumulo de biomarcadores de autofagia em
células de cancer epitelial se da principalmente pela reducdo da fosforilacdo de
substratos da via mTOR, 4E-BP1 e p70S6-quinase (BRUNING, 2013).

Entretanto, a maioria desses trabalhos demonstraram de forma independente
a ativacado da sinalizacao autofagica. Chiela e colaboradores (2011) foram um dos
poucos que tentaram relacionar a via de autofagia, apoptose e ciclo celular (FILIPPI-
CHIELA et al.,, 2011). Eles estudaram o efeito do resveratrol (um composto
polifendlico amplamente utilizado como anticancer em diferentes células
neoplasicas) em células de glioblastoma. Resveratrol induziu a formagao de
autofagossomo em trés linhagens de gliobastoma, com aumento na expressao de
proteinas autofdgicas Atg5, beclina-1 e LC3-Il. Inibigdo da autofagia induzida por
resveratrol desencadeia apoptose com aumento de Bax e clivagem de caspase 3.
Resveratrol também induziu a retencao das células na fase S-G2/M, acompanhado
de um aumento dos niveis de fosfo-Cdc2(Tyr15), ciclina A, E, B e fosfo-Rb(Ser
807/811) e diminuicao de ciclina D. Interessantemente, este bloqueio, em S-G2/M,
foi dependente da inducdo de autofagia e sua inibicdo aboliu o0 bloqueio do ciclo
celular com retorno aos niveis normais das proteinas que governam essa fase
(FILIPPI-CHIELA et al., 2011).

Finalmente, diversos trabalhos tém mostrado que apoptose e autofagia estao
intimamente ligados por vias de sinalizacdo compartilihadas e pela modulagcédo
reciproca de componentes especificos que interagem uma sobre a outra. Entre as

principais proteinas se encontram as anti-apoptéticas Bcl-2 e Bcl-xL, que inibem
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autofagia por “sequestrar” a proteina beclina-1. A reducdo dos niveis dessas
proteinas ligadoras de beclina-1 com a utilizagdo de agentes BH3 miméticos,
desencadeou autofagia. Por esses compostos ligarem-se competitivamente a essas
duas proteinas (BcL-2 e BcL-xL) perturbam a ligagdo das mesmas com beclina-1,
que fica “livre” para formar complexo com PI3K classe lll e disparar o processo
autofagico (MAIURI et al., 2007).

Nossos resultados demonstraram através de andlises funcionais que a
inibicdo da autofagia (por cloroquina) aumenta fortemente a indugdo da apoptose
induzida pela quercetina, sugerindo que a autofagia induzida pela quercetina
proporciona um carater protetor nas células P39.

A inter-relacdo das vias de sinalizagdo € de extrema importancia para definir
o0 caminho de acao da quercetina. Por isso, temos indicios que a via PI3K/Akt/mTOR
exer¢ca um importante papel nesta relacdo, devido a sua agdo sobre um amplo
namero de moléculas controladoras de proliferacao, ciclo celular, sintese proteica e
autofagia (KIM; LEE, 2007; SHINTANI; KLIONSKY, 2004). Entre as principais
modulagdes estao a regulagao negativa dos inibidores de progresséao do ciclo celular,
p27 e p21 (GESBERT et al.,, 2000; ZHOU et al., 2001); prevencdao da apoptose
através de inibicao das proteinas pro-apoptoticas Bim, Bax, Bad, c-Raf e caspase 9;
inibicdo da autofagia e ativacdo de sintese protéica através da fosfo-inativacao da
proteina tuberina (TSC2), com consequente ativacdo de mTOR e do complexo
Raptor e ativagéo de p70S6k, entre outros (DANGAS et al., 2005; INOKI et al., 2002).

A quercetina tem sido descrita por interferir tanto na atividade de mTOR
quanto na ativagado da via PISK/AKT, o que confere a quercetina vantagem funcional
de inibidor duplo/especifico de mMTOR/PI3K. Essa capacidade torna a quercetina um
agente promissor para o tratamento do cancer e outras doengas associadas com a
regulagdo da via mTOR (BRUNING, 2013). Nossos dados demonstraram

desfosforilagdo de Akt e mTOR causada pelo tratamento com a quercetina, tanto in
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vitro quanto no modelo xenografico , e enfatiza a importancia funcional da
sinalizacdo Akt-mTOR no efeito protetor da autofagia mediado pela quercetina em
células P39. Nossos resultados entretanto, mostraram que a inibicdo da autofagia
nao altera a modulacdo do ciclo celular proporcionada pela quercetina. Esses
resultados sugerem que o processo autofagico nao estd associado com a
modulagéo do ciclo celular em células P39 tratadas com quercetina.

Durante analise das fases do ciclo celular foi demonstrado bloqueio na fase
G1 do ciclo causado pelo tratamento com a quercetina. Além disso, verificamos
diminuicdo nos niveis de Cdk2, Cdk6, ciclina D, ciclina E, ciclina A e fosfo-Rb
acompanhado por inducdo de p21 e p27. Nesse sentido, Mu et al 2007
demonstraram que, em HepG2, células de hepatoma humano, a quercetina bloqueia
a progressao do ciclo celular na fase G1; esse efeito foi acompanhado do aumento
de p21, p27 e p53 (MU et al., 2007). p21 € um importante mediador para o bloqueio
de crescimento, um regulador da atividade da proliferagdo celular; e de Cdk; inibe
que as células entrem na fase G1 em resposta a dano de DNA e bloqueia a
reentrada das células em G2 e S através do bloqueio de ciclina E-Cdk2 mediada
pela fosforilacdo de Rb (MITREA et al., 2012). Inapropriada fosforilacdo de Rb
devido ao rearranjo e aumento da expressdo de ciclina D contribui para o
desenvolvimento de varios tipos de tumores, incluindo linfomas e carcinomas
(HUNTER; PINES, 1994). A alta producéao de ciclina D e sua quinase Cdk4 permite
uma constitutiva fosforilagdo da proteina Rb e desregulagdo na atividade do fator
transcricional E2F. Desregulagdo de outras proteinas que governam a fase G1 do
ciclo (ex. ciclina E) também estdo associadas a tumorigénese (KEYOMARSI et al.,
1995). Shukla e colaboradores (2007) demonstraram que apigenina, flavonéide da
classe da quercetina, causa retencao das células de cancer de préstata na fase G1,
com diminuicdo da fosforilagdo de Rb (Ser 807/811) e ativagdo da via ERK

(SHUKLA; GUPTA, 2007). Como Rb é um substrato direto de Cdks, a diminuicao na
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fosforilacdo de Rb observada nos nossos resultados € consistente com a diminuigao
na expressao de Cdk e bloqueio na fase G1 do ciclo causada pela quercetina. Por
outro lado, existem multiplos mecanismos conhecidos que potencialmente inibem a
fosforilagdo de Rb, incluindo degradagdo proteossomal e inibicdo das vias
Ras/Raf/MAPK ou PI3K/Akt (BRADHAM; MCCLAY, 2006; LIANG; SLINGERLAND,
2003).

A familia das MAP quinases é essencial para maquinaria de transducao de
sinais entre receptores de superficie e componentes do meio. Possui 3 subfamilias:
ERK, p38 e JNK (NEERGHEEN et al., 2010; SHIMIZU; SHIRAKAMI; MORIWAKI,
2008). A ERK tem um papel bem estabelecido na regulacdo da progresséo entre as
fases G1 e S em responde a estimulos mitogénicos, além de ser fundamental para
transformacado mediada por Ras (HILGER; SCHEULEN; STRUMBERG, 2002). JNK
€ conhecida por aumentar a estabilidade de reguladores do ciclo celular, p21 e
p27(KIM et al., 2002). Observamos que o tratamento com quercetina induziu
aumento na fosforilagdo de ERK1/2 e JNK em células P39 e no modelo xenogréfico.
Os efeitos da quercetina em ERK e JNK nas células P39 foram fortalecidos pelo uso
de inibidores especificos de ERK e JNK (PD184352 e SP600125 respectivamente),
0s quais causaram diminuigcdo significativa no acumulo de células na fase Gf
promovido pelo tratamento com quercetina. Esses dados mostraram que a
sinalizacdo ERK e JNK esté fortemente relacionada com a inibicdo do crescimento
de células P39 tratadas com quercetina.

Com isso, a quercetina emerge como uma molécula contendo mdultiplas
propriedades, todas direcionadas para o melhoramento das condi¢cdes patolégicas
associadas a doengas degenerativas. A habilidade da quercetina em interferir nos
diferentes estagios do desenvolvimento do cancer qualifica essa molécula como um
inibidor multi-alvo com efeitos sinérgicos, que provocam a eliminacdo da célula

cancerigena. Progressos significantes na biologia molecular e celular tém resultado
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numa melhor caracterizagéo e entendimento das anormalidades da leucemia aguda
e crbnica. Esse conhecimento tem dado novas oportunidades para o
desenvolvimento de terapias inovadoras e mais efetivas. Entretanto, as terapias
disponiveis para leucemias sao apenas parcialmente efetivas, principalmente devido
a heterogeneidade da doenca e pelo fato da progressao da doencga causar um maior
impacto na resisténcia a quimioterapia e recidiva (IMBESI et al., 2013). Nesse
sentido, tem se tornado claro que drogas com Unico alvo sao ineficientes para tratar
a recidiva e a progressdo de muitas doencgas, que envolvem multiplos fatores.
Drogas com um unico alvo podem nao induzir o efeito desejado em um sistema
biolégico inteiro; uma razdo € que os organismos podem afetar a acdo de drogas
através de mecanismos compensatérios. Assim, cientistas ndo estao atentos apenas
para a industria farmacéutica sintética, mas também para plantas medicinais que
contenham compostos para intervengdes multi-alvos.

Em resumo, o presente trabalho indica que a quercetina efetivamente induz a
morte de células leucémicas humanas in vitro bem como in vivo. Além disso, nossos
resultados indicam que essa atividade da quercetina envolve mdultiplos niveis de
cooperacdo entre apoptose, autofagia e ciclo celular. Esse modo de agcdo e a
potente atividade antitumoral da quercetina ,revelada nesse estudo, aponta a
quercetina como um importante agente antitumoral para malignidades

hematoldgicas.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos in vitro e in vivo permitem concluir que:

1. Quercetina causa citotoxicidade nas células P39 e induz apoptose pela ativagao
das vias intrinseca e extrinseca;

2. Quercetina retém as células na fase G1 do ciclo celular através da inibicao de
ciclinas e Cdks e aumento na expressao proteica dos inibidores dependentes de
quinases, p21 e p27;

3. Quercetina ativa o processo autofagico através do aumento na expressdo das
principais proteinas que orientam a via;

4. A inibicdo da autofagia por cloroquina aumenta a atividade apoptética da
quercetina em células P39;

5. Quercetina inibe a atividade Akt e mTOR nas células P39.;

6. Quercetina aumenta a atividade de ERK e JNK. Isto pode estar envolvido com a
capacidade da quercetina em aprisionar as células na fase G1 do ciclo celular;

7. Quercetina € um composto antioxidante para as células P39;

8. Quercetina foi capaz de induzir resposta apoptética, autofagica, antiproliferativa
em animais NOD/SCID inoculados com células P39.
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