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RESUMO



Estudos experimentais envolvendo a caracterizacdo farmaco-toxicoldgica de novos
farmacos sdo de grande importancia na pesquisa inicial sobre drogas (ERDAL et al., 2005).
Sendo assim, neste projeto um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possiveis efeitos
antineoplésicos de uma nova classe de drogas organometalicas contendo palddio como metal de
transi¢do, denominada paladaciclo ferroceno 1:2, utilizando para isto, a linhagem de células
leucémica K562 (leucemia mieldide cronica) e Jurkat (leucemia linféide aguda) .

Os valores de ICspq obtidos na linhagem K562 apds 72 horas de tratamento com o
composto paladaciclo foram 4,1 e 2,9 uM, nos testes de redu¢do do MTT e exclusdo por azul de
trypan, respectivamente. Através da fragmenta¢do de DNA observamos que o composto foi capaz
de induzir apoptose nas células K562 e Jurkat. Aspectos morfolégicos de apoptose nestas células
também foram confirmados através da coloracdo de acredine orange visualizadas em
microscopia de fluorescéncia nas células K562. Utilizando acredine orange, um corante que tem
a caracteristica de se acumular principalmente em lisossomas secundarios de células tumorais,
nds também analisamos o mecanismo bioquimico envolvido no processo de morte celular das
células K562 induzidas pelo composto paladaciclo. Nossos resultados demonstraram que a
expressao dos genes envolvidos no controle da apoptose (Bcl-2 e Bax) em ambas as linhagens
celulares tratadas com o paladaciclo € similar ao controle sem tratamento. Por outro lado, o
composto em estudo (6,0 uM) induziu a permeabilizacdo da membrana lisossomal de células
K562 apds 5 horas de tratamento com ativacdo das caspases efetoras da apoptose 3 e 6. Este
processo de ativagcdo das caspases também foi observado apds 72 horas de incubagdo com o
paladaciclo. Como a catepsina B estd abundantemente presente nos lisossomoas e sua liberagdao
para o citosol é esperada apds alteracdes da permeabilidade da membrana lisossomal,

investigamos também a ativacdo de ambas as caspases, descritas acima, apds a incubacdo das

Xii



células K562 com um inibidor de catepsina B (CA074) por 2 horas antes da exposicdo ao
paladaciclo (6,0 uM). Este estudo forneceu um resultado bastante interessante, pois demonstrou
que a ativagdo das caspases efetoras da morte celular programada foi prevenida, sugerindo assim
que a catepsina B estd fortemente associada ao processo apoptético em células K562. Sendo
assim, podemos sugerir que o composto paladaciclo apresenta potencial antileucémico,

merecendo estudos adicionais que comprovem sua eficdcia terapéutica.
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Experimental studies involving the pharmaco-toxicogical properties of new drugs are of
very importance in its initial development (ERDAL et al., 2005). In this study it was evaluated
the possible antileukemic effects of a new organometallic class of drugs called palladacycle
ferrocene 1:2, using the K562 and Jurkat leukaemia cell lines.

The cell death mechanism of cytotoxicity induced by the Biphosphinic Palladacycle
Complex (BPC) was studied using a K562 leukaemia cell line. The ICsyg values obtained for
K562 cells post 72 h of BPC were less than 5.0 uM by using MTT and trypan blue assays.
Complex triggers apoptosis in K562 and Jurkat cells, inducing DNA fragmentation, as analysed
through electrophoresis. Using the Acridine Orange (AO) vital staining combining fluorescence
microscopy it was confirmed the presence these process in K562 cells. Lysosomal membrane
permeabilization was also observed in K562 cells post 5 h of BPC, which suggests
intralysossomal accumulation by proton-trapping, previous study, revealed that its pKa value
ranged from 5.1 to 6.5. Caspase-3, and -6 activity induced by BPC in K562 cells was prevented
by the cathepsin B inhibitor (CA-074). These events occurred in the presence of endogenous Bcl-
2 and Bax expression. Taken together, these data suggest a novel lysosomal pathway for BPC-
induced apoptosis, in which lysosomes are the primary target and cathepsin B acts as death

mediator.
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1. INTRODUCAO
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A utilizagdo da quimioterapia € uma das principais armas na luta contra o cancer, sendo,
portanto, um campo muito explorado nos tultimos 30 anos pela comunidade cientifica. Apesar
disto, o envolvimento de compostos bioinorganicos, principalmente aqueles contendo metais, foi
muito limitado até a demonstracao da atividade anticancerigena de complexos contendo platina,
por Rosenberg e colaboradores no final dos anos 60 (ROSENBERG e VAN CAMP, 1970).

O sucesso na clinica do cis-[diamindicloroplatina (IT)], cis-[PtCI2(NH3)2], denominado
cisplatina, inicialmente em pacientes terminais (HIGBY, WALLACE and HOLLAND, 1973) e,
posteriormente em tumores localizados, como no caso de cancer testicular (WALLACE and
HIGBY, 1974), ovariano (WILTSHAW and CARR, 1974) e em combinagdes terap€uticas para o
tratamento do cancer de cabeca e pescoco (KRAKOFF, 1988), bem como, o desenvolvimento de
procedimentos clinicos (CVITKOVIC et al., 1977) e a sintese de novos compostos que diminuem
a toxicidade renal (MARZANO et al., 2002), t€ém incentivado o interesse na quimica destes
compostos e outros estreitamente relacionados.

Apesar do intenso trabalho desenvolvido ao longo destes anos (BARNARD et al., 1986),
somente poucos andlogos avancaram até os testes pré-clinicos e, além da cisplatina apenas mais
um, a carboplatina (BARNARD, CLEARE and HYDES, 1989) {Pt [C4H¢ (CO,),] [NHs],},
[Diamin (1, 1-ciclobutanodicarboxilato) platina (II)], recebeu inicialmente, a aprovagdo para sua
comercializa¢ao

Deste modo, uma nova classe dos compostos organometédlicos com capacidade de
modificar algumas respostas bioldgicas, particularmente os paladaciclos estabilizados com
ligantes bifosfinicos e aminodcidos, foram sintetizados e patenteados por pesquisadores da
Universidade de Mogi das Cruzes (CAIRES, ALMEIDA e MAURO, 1999; CARES et al., 2002).

Alguns destes compostos t€ém despertado grande interesse da comunidade cientifica, ndo sé por

17



apresentarem estabilidade em meio bioldgico, mas por possuirem uma citotoxicidade
consideravelmente menor que os compostos andlogos de platina (NAVARRO-RANNINGER et
al.,, 1993; ALVAREZ-VALDES et al., 2002). Segundo CAIRES et al., estes compostos sao
citotoxicos contra vdrias linhagens celulares, como HeLa (célon do ttero), Hep-2 (orofaringe),
C6 (glioma cerebral).

Estudos anteriores realizados com um derivado paladaciclo estabilizado com os ligantes
bifosfinicos e aminodcido, denominado Paladaciclo ferroceno 1:2, demonstrado na figura 1,
mostraram que este novo composto organometdlico apresenta alta citotoxicidade para as
linhagens leucémicas Jurkat (leucemia linféide aguda) e HLO60 (leucemia promielocitica
humana), obtendo valores de ICsy4 menores do que 3,0 uM (BINCOLETTO et al., 2004). Por
outro lado, este mesmo composto apresentou uma citotoxicidade significativamente menor
(ICs0%4,7 uM) em células progenitoras da medula 6ssea de camundongos normais, demonstrando
desta forma uma maior especificidade contra células leucémicas (dados nao publicados).
Considerando o tempo de incubagcdo com o composto, o qual foi de sete dias com as células
normais e de 72 horas com as células leucémicas, podemos sugerir uma maior citotoxicidade para
as células malignas. Porém, as acdes destes compostos sobre células normais precisam se melhor
caracterizadas. Avaliamos também através da fragmentacdo de DNA o mecanismo de morte
celular das células HL60, onde foi possivel verificar que o composto paladaciclo é capaz de
induzir a apoptose nesta linhagem celular.

Além destes resultados, BINCOLETTO et al. (2005) também demonstraram que o
paladaciclo ferroceno 1:2 apresenta um potencial antitumoral em animais portadores de tumor de
Walker, onde foi observada uma maior sobrevida nos animais tratados, associada a diminui¢ao da

massa tumoral. Além disso, através da bidpsia do figado, rins e bago, foi verificado uma baixa
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toxicidade sistémica nestes animais, os quais foram tratados com uma dose tnica de 100 mg/kg
por via intraperitoneal e avaliados 14 dias apds este tratamento. Levando-se em consideracao que
o tumor de Walker € metastitico e que a catepsina B estd diretamente associada a degradacao de
componentes da matriz extracelular em processos metastaticos (PREMZL et. al., 2001; FAN et
al., 2002), podemos sugerir que o composto em estudo apresenta atividade inibitéria sobre a
Catepsina B. Estudos in vitro, demonstrando que o paladaciclo foi capaz de inibir a catepsina B
extracelular, suportam a hipétese descrita acima (BINCOLETTO et al.; 2005). Entretanto, ndo
podemos deixar de ressaltar que estudos recentes tém demonstrado que a Catepsina B ndo possui
apenas o papel de contribuir para a formacao de processos metastasticos (ALMEIDA et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2000), como descrito anteriormente, mas também € responsidvel por um
importante papel na execucdo do programa apoptético em vdrios tipos de linhagens tumorais
(FOGHSGAARD et al., 2001). Esta enzima precisa ser translocada do lisossoma para o citosol,

onde degrada proteinas envolvidas na apoptose.
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Figura 1. Estrutura quimica do composto Paladaciclo Ferroceno 1:2

Utilizando modelo de cultura de células hematopoiéticas de longa duracdo de medula
Ossea (Sistema de Dexter), ROCHA et al. (2005), demonstraram que este mesmo composto foi
capaz de inibir em concentragdes minimas (1,2 uM) a enzima conversora de angiotensina-I
(ECA). Esta enzima integra o sistema renina-angiotensina, o qual estd presente em varios tecidos,
inclusive na medula 6ssea (HAZNEDAROGLU et al., 2000), sugerindo assim, que o compostos
em estudo, em baixas concentracdes, é capaz de modular outros sistemas biol6gicos, como por
exemplo, a resposta hematopoiética,, através de suas acdes inibitdrias sobre a ECA.

Diante do exposto, torna-se claro a necessidade de estudos farmaco-toxicoldgicos
adicionais envolvendo o mecanismo do paladaciclo ferrroceno 1:2. Sendo assim, neste projeto
um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possiveis efeitos antineopldsicos deste composto,

tdo bem como investigar o mecanismo de morte celular envolvido, sobre a linhagem de células
20



leucémicas K562 (leucemia mieldide croénica), a qual foi estabelecida de um paciente com
leucemia mieldide cronica em fase blastica (KLEIN et al., 1976) e Jurkat (leucemia linféide
aguda), a qual foi estabelecida do sangue periférico de um paciente de 14 anos (SCHNEIDER et
al., 1977).

A linhagem celular K562 se torna muito interessante como modelo de estudo por
expressar a proteina oncogene Bcr/abl, a qual € responsdvel em grande parte, pela resisténcia
destas células aos protocolos de quimioterapia antineopldsica (COOPER, 2001; MARTINS et al.,
1997). Geralmente células K562 sdo resistentes a todos os quimioterdpicos convencionais nas
primeiras 24 horas, em estudos in vitro (MARTINS et al., 1997)

A proteina oncogene Bcr/abl origina-se da translocacdo entre os bracos longos dos
cromossomos 9 e 22, resultando em um cromossomo 22 encurtado, denominado cromossomo
Philadelphia (NOWELL et al., 1960; ROWLEY, 1973; MES-MASSON et al., 1986), como
mostra a figura 2. Nessa translocacdo os primeiros exons do gene c-bcr, localizado no
cromossomo 22, sdo fundidos aos exons 2-11 do gene c-abl, oriundo do cromossomo 9. Assim
como as outras translocacdes envolvendo c-abl, a proteina Bcr-abl, apresenta intensa atividade
de tirosina-quinase, limitando desta forma, a eficicia de muitos quimioterdpicos que tentam
induzir a apoptose nos tratamentos da leucemia mieldide cronica (BEDI et al., 1995). Além disso,
a expressao de Bcr-Abl € suficiente para transformar células hematopoiéticas em células

leucémicas (DALEY et al., 1988).
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Figura 2. O oncogene abl € translocado do cromossomo 9 para o cromossomo 22, formando o
cromossomo Philadelphia nas leucemias mielogénicas cronicas. O mRNA Bcr/abl € traduzido
para produzir uma proteina de fusdo recombinante Bcr/Abl (COOPER, G., A célula, 2° ed.,

Artmed® Editora LTDA, 2001).

Utilizando inicialmente esta linhagem celular € que muitos alvos foram identificados e
novas drogas foram desenvolvidas, a exemplo do mesilato de imitanibe (Gleevec®), o qual atua
especificamente sobre a proteina oncogene Bcr/abl, revolucionando assim, o tratamento da
leucemia mieléide cronica (COOPER, 2001; ZHELEYV et al., 2004).

Sendo assim, o estudo da participacdo de modulacdo de expressdo génica tem merecido

bastante aten¢do da comunidade cientifica, uma vez que estd bem documentado na literatura que
22



0s oncogenes participam ativamente no desenvolvimento tumoral, pois suas molélulas protéicas
participam diretamente no controle da proliferacdo, diferenciacdo e/ou morte celular. Desta
forma, um aspecto importante que avaliamos nas linhagens K562 e Jurkat, foram os efeitos do
composto paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a expressao de genes que controlam a morte celular
programada (apoptose) como Bcl-2, o qual inibe este processo, impedindo a liberacdo do
citocromo ¢, quando altamente expresso (KOSHIDA et al., 1997; KLUCK et al., 1997), e Bax,
cuja elevada expressdo facilita a liberagdao do citocromo ¢ com ativac¢do das caspases efetoras da
apoptose (PASTORINO et al., 1998). O citocromo ¢, uma proteina que esta presente no espaco
intramembranoso, quando deslocado para o citosol, ativa uma protease apoptética denominada
fator 1. O novo complexo, chamado apoptosoma (ACEHAN et asl., 2002), pode entdo ativar a
caspase 9, a qual € responsdvel pela execucdo da apoptose (CHANDRA, SAMAMLI and
ORRENIUS, 2000; CAIL, YANG and JONES, 1998; ZOU et al., 1997; LI et al., 1997). A figura 3
demonstra resumidamente este processo.

O estudo da apoptose celular dentro da 4rea oncoldgica é de grande importancia, pois
alteracOes neste processo programado de morte celular estdo relacionadas a resisténcia a

quimioterapia.
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caspase - 3
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Figura 3. O balan¢co Bcl-2/Bax estd diretamente relacionado com o processo apoptédtico. A
diminui¢do da expressdo de Bcl-2 com aumento da expressdo de Bax facilita a liberacdo do
citocromo ¢ para o citosol onde ocorre entdo a ativacdo da cascata de ativagcdo das caspases e
finalmente a execucdo da apoptose celular (COOPER, G., A célula, 2° ed., Artmed® Editora
LTDA, 2001

A apoptose é um processo muito bem controlado e programado que pode ser induzido
tanto em condi¢des fisiologicas quanto patofisioldgicas, e € caracterizado por fendmenos
especificos como, por exemplo, condensagdo da cromatina, fragmentacio do DNA e morte
celular (SQUIER, SEHNERT and COHEN, 1995; HAIDARA et al., 2002). J4, a necrose é um
processo acidental com resultados de lesdes sérias ou agudas incluindo andxia, hipdxia, isquemia,
exposicdo a metabdlitos téxicos, trauma direto na célula e ou desintegragdo da membrana
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citopalsmatica (SCHWARTZMAN et al., 1993; KROEMER et al., 1998). Estes eventos podem

ser rapidamente visualizadas na figura 4.

Necrosis

mitochandrial morphological membrane br eaku:lnun
changes ./_O a ﬂ _
S ,—.G:
chromatin pattern conserved
normal reversible swelling irreversible swelling disintegration
Apoptosis
mitochondrial morphology intact membranes

preserved

DNA
fragments !'

nuclear changes apoptotic bodies

narmal condensation (cell blebbing) fragmentation Secondary necrosis

Figura 4. Verifique que no processo de necrose ocorre a degrada¢do da membrana celular com
extravasamento do conteido citoplasméatico e morte celular. Por outro lado, a apoptose é um
processo gradual onde hd conservacdo da membrana plasmdtica com fragmentacdo nuclear e
formacgao de corpos apoptéticos, os quais s@o removidos silenciosamente por células fagociticas

(www.bioagency.com.br, capturado em 10/07/06)

As alteragdes celulares ocorridas no processo apoptético sao controladas em parte, por

proto-oncogenes e genes supressores de tumor (COOPER et al., 2001). No caso do proto-
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oncogene Bcl-2, uma proteina da membrana mitocondrial que tem como principal fungdo a
inibicao da apoptose celular (HOCKENBERY et al., 1991; KORSMEYER, 1992 e KROEMER,
1997), seu estudo estudo torna-se fundamental, uma vez que sua continua ativac¢ao parece exercer
um papel direto na patogénese das leucemias agudas (MAUNG et al., 1994, BINCOLETTO et
al., 1998). Neste sentido, BINCOLETTO et al. 1998 demonstraram que a elevada expressao do
proto-oncogene Bcl-2 e a presenca de autoproliferacdo celular estdo associados a uma menor
sobrevida de pacientes leucémicos, indicando que a avaliacdo da expressao do Bcl-2 em células
indiferenciadas constitui um marcador de morte celular. Vdrios estudos evidenciam diversas
maneiras de Bcl-2 em bloquear a apoptose, incluindo inibi¢do da mobiliacdo de célcio, acdo
antioxidante através de alteragdes nos niveis de glutationa e ativacdo de caspases efetoras e
executoras da apoptose (VOEHRINGER, 1999; REED, 1998). Recentemente, DAI et al., (2004)
reportou que Bcl-2 quando colabora com bcer/abl promove um tumor mais agressivo. Entretanto,
um aumento na expressao de Bcl-2 foi observado em células K562 resistentes ao mesilato de
imatinibe com uma diminui¢do da expressdo de Bcr/Abl (DONATO et al., 2001), porém, este
fendmeno ainda esta sendo investigado.

A apoptose ainda pode ser mediada também pelos membros da familia de receptores de
morte, como fator de necrose tumoral , Fas e TRAIL. Estes receptores uma vez ativados por seus
ligantes naturais TNFoa, FasL e TRAIL, respectivamente, ativam as caspases efetoras e
executoras, induzindo assim a apoptose (SPRICK et al., 2000).

Outro fendmeno importante, a transicio da permeabilidade mitocondrial (TPM), foi
caracterizada por HUNTER et al., 1976 como uma permeabilizacdo reversivel da membrana
mitocondrial induzida pelo célcio (Ca2+) (BERNARDI, 1996; ZORATTI and SZABO, 1995). A

lista de agentes que promovem o inicio da MPT € longa (GUNTER and PFEIFFER, 1990).
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Notavelmente, o Ca2+, quando transportado para o interior da mitocondria; fosfato inorganico,
espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma variedade de substancias oxidantes, induzem o inicio
da MPT e subseqiiente morte celular. Com a MPT, ha a liberacdo do citocromo c, ativacdo da
caspase 9 e 3, e conseqiiente apoptose, conforme descrito anteriormente. Entretanto, o MPT causa
ambos 0s processos, apoptose e necrose, com um unico fator determinante para o tipo de morte
celular. A apoptose requer adenosina tri-fosfato (ATP) (EGUCHI, SHIMIZU and TSUJIMOTO,
1997; LEIST, et al., 1997), porém com a diminuicao dos niveis de ATP durante o processo, ha
formacdo de necrose secundéria, freqiientemente associada com apoptose, conforme demonstrado
na figura 5. O fendmeno envolvido na transi¢do da permeabilidade mitocondrial, o qual pode
resultar em apoptose ou necrose pode ser chamado de necrapoptose. O novo termo necrapoptose,
parece um processo que se inicia com comuns sinais de morte ou estresse téxico, porém culmina
em lise celular (morte celular por necrose) ou morte celular programada (apoptose), dependendo
de fatores modificantes (LEMASTERS et al, 1999). Com a MPT, muitas proteinas
mitocondriais, incluindo o citocromo c, podem desencader a apoptose. A MPT pode ainda ser

acompanhada pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (GREEN and REED, 1998).

27



Death Signals
Toxic Stress

\lf Cah
MPT
ATFase Glycolysis
Activation / \ Qligomycin
+ ATP + ATP

VoS Y
Mecrotic Apoptotic
Cell Death Cell Death

Figura 5. Papel do ATP na determinacio da morte celular apoptdtica ou necrética

(LEMASTERS, J., 1999)

ROS incluem moléculas como oxigénio, radicais livres, superdxidos, e perdxidos
hidrogenados. ROS s@o continuamente produzidos como produtos da cadeia respiratdria
mitocondrial em células saudaveis. Estima-se que 2% do oxigénio consumido pela mitocondria
sdo convertidos a ROS (YU et al., 2006). A geracdo de ROS  tem sido demonstrada como
causa de vdrios tipos de morte celular (LAURENT et al., 2005; VALENCIA et al., 2004),
entretanto seu papel na morte celular autofdgica ainda ndo foi bem determinado.

Recentemente, importincia crescente estd sendo atribuida a participagdo dos lisossomas
no processo de morte celular programada. Por muitos anos, a literatura cientifica mencionava os
lisossomas apenas como importantes organelas envolvidas na morte celular autofigica e
necrdtica, tendo como dnico papel na apoptose a digestdo dos corpos apoptéticos (FERRI and
KROEMER, 2001; LEIST and JAATTELA, 2001). Atualmente sua participacdo na indu¢do da

apoptose € j4 um fato confirmado cientificamente (GUICCIARDI et al., 2004). Na verdade, a
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ruptura ou a parcial permeabilizacdo da membrana lisossomal com subseqiiente liberagdo de
enzimas proteoliticas para o citosol, tem uma ativa contribuicdo para a iniciacdo e execucao do
programa apoptético, t€ém sido recentemente descrito em varios modelos de apoptose. Este
fendmeno estd sendo largamente reconhecido, e a “apoptose via lisossomal” é agora seguramente
aceita. O principal fator para determinagdo do tipo de morte celular (necrose ou apoptose)
mediada pelas enzimas lisossomais parece estar relacionado com a permeabilizagao lisossomal, e
conseqiientemente, a quantidade de enzimas proteoliticas langadas para o citosol (LI te al., 2000).
A completa ruptura desta organela e a liberacdo de uma alta concentracdo de enzimas lisossomais
para o citosol resultam em necrose, ja uma parcial permeabilizacdo da membrana lisossomal pode
levar a apoptose (BURSCH, 2001; TURK et al., 2002). Uma grande variedade de estimulos de
morte pode desencadear uma parcial permeabilizagio da membrana lisossomal
(FEHRENBACHER and JAATTELA, 2005; GUICCIARDI et al., 2005).

Segundo GIUCCIARDI et al (2004), a permeabilizacio da membrana lisossomal com
conseqiiente inducdo de apoptose, pode ser desencadeada por drogas com caracteristicas
lisossomotrépicas.  Estudos realizados em paralelo ao desenvolvimento deste projeto
demonstraram que o paladaciclo ferroceno 1:2 possui uma constante de dissocia¢do (pK,) de
aproximadamente 5,1 — 6,5 (BARBOSA et al.; 2006), conforme figura 6, e quando em contato
com pH 4cido, ele adquiri carater bdsico por ser capaz de receber prétons, sugerindo que estas
caracteristicas estdo presentes na molécula deste composto. Entretanto, o mecanismo exato pelo
qual o lisossoma estd envolvido na apoptose ainda é vastamente desconhecido, e atualmente esti

sendo intensamente investigado.
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Figura 6. Determinacdo do pKa do composto paladaciclo ferroceno 1:2, o qual foi estimado em
5,1 — 6,5, sugerindo caracteristicas lisossomotrdpicas com conseqiiente aprisionamento idnico

(BAROBOSA et. al., 2006).

Diante do exposto, este trabalho teve como enfoque central avaliar o potencial
antileucémico do composto citado acima e identificar os possiveis mecanismos moleculares e
bioquimicos envolvidos neste processo. Para a realizacao deste estudo foi utilizada a linhagem de
leucemia mielogénica cronica K562, a qual expressa a proteina oncogene Bcer/abl e a linhagem de
leucemia linféide aguda Jurkat. A linhagem leucémica K562 foi escolhida, como citado
anteriormente, uma vez que estas células apresentam grande resisténcia aos quimioterapicos
convencionais e, além disso, a leucemia mielddie cronica acomete mais de 4.500 mil pessoas
anualmente sé nos Estados Unidos da América (MOW et al., 2001), deixando claro a

necessidade de desenvolvimento de novas drogas para o seu tratamento.
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2. OBJETIVOS
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Objetivos gerais:

Neste trabalho, um dos nossos objetivos iniciais foi avaliar os possiveis efeitos
antineoplésicos do composto paladaciclo ferroceno 1:2, através do estudo do mecanismo de
morte celular envolvida, sobre as linhagens de células leucémicas K562 (leucemia mieldide

cronica) e Jurkat (leucemia linféide aguda).

Objetivos especificos:

Em células de leucemia mieldide cronica (K562)

Citotoxicidade através da técnica de exclusdo por Azul de Trypan e teste de redugao

do MTT a cristais de formazan .

- Expressao dos proto-oncogenes Bcl-2 e Bax pela técnica de Reagcdo em cadeia da
polimerase por transcri¢do reversa (RT-PCR).

- Capacidade de inducdo de apoptose através da técnica de fragmentacdo de DNA e
coloragdo nuclear e citoplasmatica com acridine orange e revelacdo por microscopia
de fluorescéncia,

- Ativacdo das caspases 3 e 6 utilizando kits de proteases colorimétricos (R & D
Biosystems).

- Permeabilizacdo da membrana lisossomal com conseqiiente liberacdo das catepsinas
para o citoplasma através de microscopia confocal a laser.

Em células de leucemia linféide aguda (Jurkat)

- Expressdo do proto-oncogene Bcl-2 através da técnica de imunocitoquimica (método

de fosfatase alcalina, anti-fosfatase — APAAP)

- Capacidade de inducdo de apoptose através da técnica de fragmentacao de DNA
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. Paladaciclo ferroceno 1:2:

O complexo paladaciclo ferroceno 1:2 foi sintetizado pelo Prof. Dr. Antdnio Carlos
Favero Caires do Centro Interdisciplinar de Investigacdo Bioquimica (CIIB) da Universidade de
Mogi das Cruzes (Brazilian Patent — PI 0204160) (CAIRES et al.; 2002; BINCOLETTO et al.;

2005).

3.2. Manutencao das células K562 e Jurkat

As células K-562 e Jurkat foram obtidas do Banco de Células do Rio de Janeiro, sob
coordenagdo do Prof. Dr. Radovan Borojevic e foram mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Sigma-Aldrich) e 2 mM de L-glutamina
(Sigma-Aldrich).  Semanalmente estas células foram expandidas para a realizacdo de

experimentos e congelamento.

3.3. Avaliacao da citotoxicidade basal através dos métodos de reducio do MTT e

técnica de exclusiao por Azul de trypan.

- Teste de redugcdo do MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] a

cristais de Formazan:

O teste de reducdo MTT [3-(4,5, dimethylthiazol-2-yl)-2,5 diphenyltetrazolium bromide]

€ usado com grande sucesso para estimar o nimero de células vidveis em um “screening” inicial
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para novas drogas (TRUTER, SANTOS and ELS, 2001). Este teste ¢ amplamente usado para
avaliar a proliferacdo e viabilidade celular. Sua interpretacdo serve de indicativo da atividade
metabdlica celular, e o local de ocorréncia das reagdes redox inclui tanto mitocdndrias como o
citosol (TAKAHASHI et al.; 2002). A reducao do sal de MTT a cristais de fornazan pela enzima
succinato-desidrogenase resulta em cristais azuis insoldveis. A intensidade da coloracdo ¢é
utilizada para medir a atividade mitocondrial e conseqiientemente a viabilidade celular
(SCUDIERO, SHOEMAKER and PAULL, 1988).

Protocolo: Células da linhagem K562 foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
RPMI 1640, contadas em camara hemacitométrica e a concentragdo de células ajustadas para 3 x
10° células/well. A seguir, concentracdes seriadas do Paladaciclo ferroceno 1:2 foram
adicionadas em cada well. A placa foi entdo incubada em estufa imida com 5% de CO, a 37°C
por 72 horas. Apds 72 horas, 10 uL. da solugao MTT (5 mg/ml) foram adicionados em cada well.
ApO6s 4 horas, o pellet formado pelos cristais de formazan no fundo da placa foi dissolvido com
100 pL de isopropanol 4cido. A densidade optica foi medida através do leitor de microplaca
(Biotek) em 630 nm. Foram realizados trés testes independentes em triplicata. A percentagem de
sobrevivéncia celular na presenca dos compostos em estudo foi calculada da seguinte maneira:

% Células viaveis = Absorbancia por well (com droga) x 100

Absorbancia do controle (sem droga)

- Viabilidade celular através do método de exclusdo com Azul de Trypan:

O Azul de Trypan é amplamente empregado em pesquisas para avaliar a viabilidade

celular (BOSCHERT et al.; 2002; PINSKI et al.; 2002). Em células normais, este corante € capaz
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de atravessar suas membranas, sendo expulso em seguida para o meio extracelular. Porém,
células em processo de morte celular programada nao conseguem expulsar o corante para 0 meio
extracelular, mantendo assim a cor azul. Portanto, as células que apresentarem colora¢do azul
ap6s a incubag¢do com compostos paladaciclos, podem ser consideradas invidveis (GAIL et al;
2000).

Protocolo: Apé6s incubacdo das células K562 (1 x 10° células/mL) com vdrias
concentracdoes do Paladaciclo ferroceno 1:2 por 72 horas, as células foram centrifugadas e
ressuspendidas em meio RPMI 1640. Apds isso, as células foram diluidas (1:10) em corante de
Azul de Trypan e a contagem das células invidveis foi realizada em camara hemocitométrica

utilizando microscépio dptico 400 X (Zeiss).

34. Avaliacao da apoptose celular através do aspecto morfolégico em microscopia

de fluorescéncia apés marcacao com acridine orange e fragmentacao de DNA.

3.4.1. Fragmentacdo de DNA

Protocolo: Apds a incubacgdo das células K562 e Jurkat com diferentes concentragdes do
Paladaciclo ferroceno 1:2 por 72 horas a 37°C, em estufa imida com 5% de CO; no ar, estas
foram removidas e lavadas 3 vezes em meio RPMI. Apoés isto, as células foram incubadas
overnight em banho-maria a 65°C, com tampdo STE, SDS e proteinase K. No dia seguinte foram
incubadas com RNAse em banho-maria a 37°C por 1 hora. Para purificacdo do DNA, as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 13400rpm com fenol e cloroférmio isoamilico. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos e esta reacdo foi repetida. A seguir, foi adicionado

acetato de sédio e etanol 100% gelado e deixado em freezer —70°C por meia hora. Apés isto, a
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reacdo foi centrifugada enxaguada com etanol 70%. Apds 2 dias em geladeira com Tris EDTA,
foi realizada a eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Apds coloracdo com brometo etideo o

DNA foi visualizado sob luz ultra-violeta.

3.4.2. Avaliagdo da apoptose celular através do aspecto morfolégico em microscopia de
fluorescéncia apds marcagao com acridine orange em células leucémicas K562

O corante acredine orange associado a microscopia de fluorescéncia também foi utilizado
para visualizarmos as caracteristicas das células apoptéticas. Acredine orange € um intercalante
especifico de acidos nucléicos, fluorocromo, cujo emite fluorescéncia verde quando se encontra
incorporado do DNA (MISHEL et al., 1980; MPOKE and WOLFE, 1977). Visualizando por
microscopia fluorescente, células vidveis apresentam seu nucleo verde fluroescente com sua
estrutura intacta, enquanto as células apoptdticos apresentam seu nucleo verde fluorescente
intenso devido a condensacdo da cromatina com conseqiiente maior incorporagdo co corante.
Para este experimento, 1uL da solugdo estoque contendo 100ug/mL do corante acredine orange
foi adicionada em 25uL de células K562 (3 x 10° células/mL) em suspensdo e em seguida

visualizadas em microscopia fluorescente (520nm — 560nm).

3.5. Expressao de Bcl-2 e Bax através da reacdo em cadeia da polimerase por

transcricao reversa (RT-PCR):

Protocolo: A linhagem leucémica K562 foi mantida em meio RPMI- 1640 (Cultilab) e
repicada semanalmente para congelamento e avaliagdo da expressao e transcri¢do de Bcl-2 e Bax.

Para a realizacdo dos experimentos, as células K562 foram centrifugadas (10 min. — 1500 rpm) e
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a seguir incubadas com diferentes concentragdes do composto Paladaciclo ferroceno 7:2. Apds
72 horas de incubacao, as células foram removidas da estufa, lavadas (3x) em meio RPMI 1640, e

por fim ressuspendidas em 1mL de Trizol™ Gibco BRL.

3.5.1. Purificacdo de RNA

Em seguida, adicionamos 200uL de cloroférmio, agitamos vigorosamente por 15
segundos, seguido de repouso por 2-3 minutos para separar a fase aquosa que contém o RNA. Em
seguida, centrifugamos por 15 minutos a 14000g, recolhemos a fase aquosa, transferimos para
outro tubo, adicionamos 500uL de dlcool isopropilico e deixamos em repouso por 10 minutos
para precipitacio do RNA, e apds este tempo, centrifugamos por 10 minutos a 14000g,
descartamos o sobrenadante e lavamos o pellet em 1mL de etanol 75%. Por fim, centrifugamos
por 10min. a 14000g, descartamos o sobrenadante, deixamos secar bem o pellet e, finalmente

ressuspendemos em dgua DEPEC. Por espectofotometria, a 260nm, foi quantificado o RNA total.

3.5.2. Sintese de cDNA

Os cDNAs foram preparados a partir da metodologia descrita por EHLERS & SMITH
(1991) e, para tal finalidade, utilizamos 1ug de RNA total. Resumidamente, realizamos a reacdo
em tampao Tris-HCL (50mM; pH 8.,3), 40mM KCI, 6mM MgCl,, ImM dNTP, 60g random
primer, 40U inibidor de RNAse, 400U de MLV (transcriptase reversa) (Invitrogen) e 4gua

DEPEC. O anelamento com o primer foi realizado a 65°C por 10 minutos e, a sintese
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propriamente dita, ocorreu a 37°C por 60 minutos. Ao final, elevamos a temperatura até 95°C,

por 5 minutos. As amostras foram armazenadas a -20°C.

3.5.3. Reagdo de polimerase em cadeia (PCR)

A reagdo de amplificac@o de fragmentos especificos de c-DNA foi feita pela metodologia
do PCR. Foram utilizados primers murinos para P-actina, Bcl-2 e Bax. A reacdo de PCR
consistiu em: tampao de PCR 10x, 1,5mM MgCl,, 200uM dNTP, 200nM primers, 2,5 uL da
amostra de cDNA e 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen). Os produtos de amplificacdo foram
analisados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE 0,5x. Apods a eletroforese, o gel foi
incubado em solucdo de brometo de etideo por 10 minutos, em seguida, colocado em &4gua
corrente por 5 minutos para remover o excesso de brometo e finalmente analisado por

transluminacdo (ultravioleta).

Condicdes do PCR:

Bcl-2 — 319 pb: 5 min. 94°C para denaturagdo; 30 ciclos: 94°C 1 min; 56°C 1min; 72°C 1 min e
final de 72°C por 10 min.

Bcl-2 primer 5°- 5- GGACAACATCGCCCTGTG - 37

Bcl-2 primer 37- 5"- AGTCTT+CAGAGACAGCCAGGA - 3" (OSORIO et al., 1997)

Bax — 488 pb: 5 min. 94°C para denaturacdo; 30 ciclos: 94°C 1 min; 55°C 2 min; 72°C 3 min. e
final de 72°C por 10 min.

Bax primer 5°- 5"- TCTGGATCACCTTCTGCTGG-3"
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Bax primer 3°- 5- GATTGCTCAGGACATTTCTG - 3" (OSORIO et al., 1997)

Beta-actina - 540 pb: 5 min. 94°C para denaturacio; 30 ciclos: 94°C 1 min; 65°C 1 min; 72°C 1
min e final de 72°C por 10 min.

Beta-actina primer — 5"- GTGGGCCGCTCTAGGCACCA -3~

Beta-actina primer — 5’ CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC - 3" (ALONSO et al., 1986)

3.6. Avaliacao da expressao do gene Bcl-2 através da técnica imunocitoquimica

(método de fosfatase alcalina, anti-fosfatase — APAAP) em células Jurkat

O principio de todos os métodos imunocitoquimicos ou imunohistoquimicos ¢é a
identificacdo de antigenos celulares ou teciduais por uma reagcdo antigeno-anticorpo “in situ”,
visualizadas por moléculas reveladoras, tais como fluorocromos, enzimas e particulas de ouro
coloidal ou pelos varios sistemas de detec¢ao.

Protocolo: Incubamos as células Jurkat com vdrias concentracdes do composto
Paladaciclo ferroceno 1:2 (1,1; 2,3; 3,5; 4,7 € 5,9 uM) por 72horas a 37° C, em estufa imida com
5% de Coy no ar. As células foram incubadas com 80% de meio RPMI e 20% de soro fetal
bovino.

Apos este periodo, as células foram centrifugadas a uma temperatura de 20°C, 1500rpm
por 10 min; e ressuspendidas em meio RPMI. Logo a seguir, as células foram diluidas (1/10) em
Azul de Trypan e a contagem das células vidveis e invidveis foram realizadas em camara
hemocitométrica.

ApOs isto, o citospin foi realizado colocando-se 90L em cada suporte de filtro citolégico e

centrifugando-se (Smin — 800rpm). No dia seguinte, as 1aminas foram fixadas em acetona gelada
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por 10 min e hidratadas com tampao TBS. As ligacdes inespecificas foram bloqueadas com soro
suino por 20min. A seguir, as laminas foram incubadas com anticorpo primdrio (Bcl-2) por 2
horas, anticorpo biotinilado por 45min e complexo ABC por 45min. Logo ap6s, foi realizada a
coloragcdo com substrato cromégeno fast red. A contracoloracao foi efetuada com Hematoxicilia
de Mayer e 4gua amoniacal por alguns segundos. As laminas foram montadas com glicerol para
leitura em microscopia 6ptica. Foi determinada a intensidade da expressdo do proto-oncogene

Bcl-2 através da comparagdo entre controle e células tratadas (MAUNG et al., 1994).

3.7. Avaliacdo da permeabilidade da membrana lisossomal através de

microscopoia confocal a laser em células K562

A presenca de grupos hidrofébicos tdo bem como o grupo amina na estrutura do composto
Paladaciclo ferroceno 1:2 (figura 1 ), sugere que esta molécula tem propriedades
lisossomotrdpicas. A molécula deste composto, em pH 4cido lisossomal , pode se acumular no
interior do lisossoma, induzindo uma ruptura da membrana lisossomal e apoptose. Para observar
as propriedades lisossomotropicas no novo composto Paladaciclo ferroceno 12, utilizamos o
corante acridine orange e para isto nos baseamos em métodos ji demonstrados na literatura
(OLSSON et al., 1989; RUNDQUIST. et al., 1984; ZDOLZEK et al., 1999). Acridine orange
apresenta a caracteristica de se acumular em aparatus vacuolares acidos, principalmente nos
lisossomas secunddrios. Acridine orange € um corante metacromético, que quando excitado com
luz azul de 488 nm, apresenta emissdo de cor vermelha nos lisossomos, em elevada concentragao,

e também emite na cor verde, em baixa concentracdo, (no citosol e nicleo celular). A ruptura
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inicial do lisossoma pode ser monitorads pelo aumento da emissao da fluorescéncia verde, e a
diminui¢ao da fluorescéncia vermelha (BRUNK and SVENSSON, 1999; ANTUNES et al., 2001)

Para a realizacdo dos experimentos, as células K562 foram incubadas com 5Sug/mL de
AOQO, por 15min a 37°C e 5% de CO; no ar. Apds isto, as células foram lavadas com meio RPMI
1640 e incubadas com 6.0 uM do composto Paladaciclo por 5 horas a 37°C com 5% de CO; no
ar. Os sinais fluorescentes do corante acredine orange foram analisados em microscopia

confocal a laser (510nm), modelo Zeiss LSM (Jena, Germany).

3.8. Determinacdo da ativacao das caspases 3 e 6 através de Kits de proteases

colorimétricos (R & D Biosystems) em células K562.

As medidas da atividade de caspase foram realizadas usando kits colorimétricos de
protease (R&D Systems. USA) de acordo com as especificagdes do fabricante. O experimento de
atividade da caspase € baseado na detec¢do do cromoforo p-nitroanilina (pNA) liberado apds
hidrélise dos substratos cromogénicos X-pNA. Onde X, DEVD e VEID, é a seqiiéncia de
aminodcidos reconhecida pela caspase-3 e —6, respectivamente. Para os experimentos, as células
K562 foram incubados com o paladaciclo por 5 e 72 horas nas concentracdes de 1,2. 3,6. € 6,0
uM.. Cerca de 2x10° células foram coletadas por centrifugacdo e lisadas por congelamento e
descongelamento. A concentracdo de proteina do lisado celular foi determinada por kits de
dosagem de proteina da Bio-Rad (método de Bradford). Foram incubadas 200ug de proteina do
lisado celular com o substrato cromogénico X-pNA 4 mM a 37°C em microplacas num volume
final de 150uL. O aumento na atividade de caspase foi determinado por medida de absorbancia a

405 nm, comparando os resultados com os niveis do controle ndo tratado com paladaciclo.
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Em paralelo, avaliamos também a atividade das caspases 3 e 6 apds a incubacdo das
células com o inibidor de catepsina B (CA-074), uma vez que esta enzima representa 80% de
todas as catepsinas existentes no lisossoma. Desta forma, fizemos uma pré-incubacao das células
K562 com o inibidor da Catepsina B, o CA-074 (5,0 uM) por 2 horas antes de adicionarmos o
composto paladaciclo (6,0 uM). A seguir a este procedimento, a atividade das caspases 3 e 6 foi

novamente avaliada conforme descrito acima.

3.9. Analises estatisticas

Para cada ensaio foram realizados experimentos em triplicata. Utilizamos o modelo de
Andlise de Variancia (ANOVA). As multiplas comparagdes entre os grupos foram avaliadas pelo
teste posterior de Tukey. Diferengas foram consideradas significativas quando o valor de P foi
menor que 0,05. Os resultados foram expressos em porcentagem em relagdo ao controle. O
programa que foi utilizado para determinarmos o valor do ICsyq (concentracdo que inibiu 50% da

viabilidade) foi o “Origin”.
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4. RESULTADOS
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Avaliacdo da citotoxicidade do composto paladaciclo ferroceno 1:2 em células
leucémicas K-562, pelo teste de exclusao com azul de trypan e através do método de

reducao do MTT-tetrazolium [3-(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazdlio)]:

A avaliacdo do numero de células vidveis para o estudo da atividade citotéxica de novas
drogas € freqiientemente aplicada no ensaio preliminar envolvendo a caracterizacdo da atividade
anticancerigena de novas drogas. A diminui¢do do nimero de células pode ocorrer devido a
inibicdo da proliferacdo celular ou ainda em decorréncia do processo de morte celular (inducao
de apoptose ou necrose) (ERDAL et al., 2005).

Os testes de redu¢do do MTT a formazan e exclusdo por azul de trypan nos permitiram
observar a citotoxicidade do composto Paladaciclo na linhagem celular leucémica K562.
Podemos observar através da figura 7, que o composto foi capaz de inibir 50% da viabilidade
celular nas concentracdes de 4,1 e 2,9 uM, respectivamente. Desta forma, este composto
demonstrou ser ativo em doses minimas para esta linhagem celular. Os resultados estdo expressos

em porcentagem em relacdo ao controle.
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Sobrevida Celular (%)

Figura 7 : Efeitos citotéxicos do composto Paladaciclo ferroceno 1:2 sobre a linhagem de células
leuc€micas K562. As células K562 foram incubadas por 72 horas com diferentes concentracdes do
composto Paladaciclo (1,18; 3,52; 5,92; 8,85; 11,8 e 17,7 uM). Os experimentos foram realizados

em triplicata. As barras representam o desvio padrao. Foram obtidos ICs50% 2,9 e 4,1 uM no teste de
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exclusdo por Azul de Trypan e método de reducdo do MTT, respectivamente.
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Avaliacdo da apoptose celular através do aspecto morfolégico em microscopia
fluorescente e fragmentacio nuclear das células leucémicas tratadas com o paladaciclo

ferroceno 1:2

Por meio do teste de fragmentacdo de DNA observamos que em doses minimas, este
composto foi capaz de induzir a apoptose nas células K562 e Jurkat. Conforme verificamos na
figura 8 A, em todas as concentragdes testadas (1,2; 3,6 e 6 uM) nas células K562, ocorreu a
cléssica caracteristica de fragmentacdo de DNA, apds 72 horas de tratamento . Nas células Jurkat
o resultado foi similar, ocorrendo a fragmentacdo de DNA ji na concentracdo de 3,6 uM,
conforme podemos observar através da figura 8 B.

Nas células K562, a ocorréncia de apoptose foi também confirmada através da avalia¢do
morfoldgica apds incubacdo com o corante acredine orange, onde podemos observar claramente
a presenca de caracteristicas especificas do processo de apoptose, como condensacdo da
cromatina, a qual estd expressa pelas dreas de fluorescéncia verde intensa. Além disso, ainda ha
formacao de corpos apoptéticos, especificos do processo (figura 8 C).

Estes resultados sugerem que a citotoxicidade induzida pelo composto paladaciclo nas
células leucémicas K562 e Jurkat ¢ mediada por um processo apoptético. A diminui¢do da
viabilidade celular demonstrada no teste de exclusdo por azul de trypan também sugere

fortemente que a morte celular observada nestas linhagens nao € por necrose.
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Concentracio pM Concentracio pM

A Controle 1.2 3.6 6.0 B Controle 1.2 36 60 82

10 pm

Figura 8. Fragmentagdao de DNA de células K562 (A), e de células Jurkat (B), ambas tratadas
com paladaciclo por 72 horas, o que indica indu¢do de morte celular programada. Confirmacgado
da ocorréncia deste processo em células K562 através de avaliacdo do aspecto morfoldgico nas
primeiras 5 horas apds incubacdo com a droga (D). Note que todas as células apresentam
caracteristica de apoptose como condensa¢ao da cromatina e formagao de corpos apoptéticos. C —
controle sem tratamento.
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Avaliacao da expressao do gene Bcl-2 através da técnica imunocitoquimica (método

de fosfatase alcalina, anti-fosfatase — APAAP) em células Jurkat

Apo6s contagem das laminas, determinamos a porcentagem de células positivas presentes e
intensidade da coloracdo por meio de escala de 5 pontos. Por meio deste experimento, podemos
observar que ndo houve diferenca estatistica na intensidade de coloragdo entre as células controle
(figura 9 A) e células tratadas com 1,18; 2,36; 3,55; 4,73 ¢ 5,92 uM (figura 9 B) (média de
pontuacdo =3), conforme tabela 1, indicando que o composto ndo foi capaz de modular a

expressao da proteina oncogene Bcl-2 em células Jurkat.

Tabela 1. Avaliacdo qualitativa da intensidade de expressdo do proto-oncogene Bcl-2 em

linhagem leucémica Jurkat na preseng¢a do composto paladaciclo ferroceno 1:2.

Concentracao Intensidade da Controle
Paladaciclo (uM) expressao
5,92 +++
Paladaciclo 4,73 +++
Ferroceno 1:2 3,55 +++ +++
2,36 +4++
1,18 +++
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Figura 9. Expressio de Bcl-2 em células Jurkat verificada através da técnica de
imunocitoquimica. Células controle (A), células apés 72 h de tratamento com o composto (6.0
uM) (B) e controle positivo (C). Através deste método podemos observar que o composto nao foi

capaz de modular a expressdao do gene Bcl-2 nestas células. Foram realizados experimentos em

triplicata.
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Avaliacao da capacidade do composto paladaciclo em modular a expressao dos genes
Bcl-2 e Bax em células K562

Sabe-se que o regulador apoptdtico Bel-2 exerce importantes efeitos anti-apoptéticos nos
eventos que resultam a ativacdo das caspases efetoras (KLUCK et al., 1997; CHINNIYAN et al.,
1996). Para avaliar capacidade do composto paladaciclo em modular a expressdo dos genes Bcl-2
e Bax, células K562 foram tratadas com 1,2; 3,6 e 6 uM do composto por 72 horas.

Nossos resultados demonstraram que o composto ndo foi capaz de modular a expressao de
Bcl-2 e Bax, uma vez que os resultados obtidos com células tratadas foram similares as amostras
das células K562 nao-tratadas, conforme figura 10 A. Confirmamos estes resultados através das
andlises densitométricas das amostras, onde podemos observar similaridade entre os resultados
das amostras das células tratadas e nao-tratadas (figura 10 B). Estes resultados sugerem que o
composto paladaciclo ferroceno 1:2 ndo modula esta via de morte celular programada em células

K562.
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Figura 10. A . Técnica de RT-PCR demonstrando a expressio dos genes Bcl-2 e Bax nas células
K562. Estas células foram tratadas com diferentes concentragdes do composto Paladaciclo por 72
horas. Foram realizados experimentos em triplicata, € o nosso controle interno foi a -actina. B.
Andlises densitométricas. Os resultados representam a propor¢do entre bcl-2, bax e B-actina. Os

resultados estdo expressos em porcentagem em relacdo ao controle ndo-tratado.
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Avaliacdo da permeabilidade da membrana lisossomal através de microscopoia

confocal a laser

A presencga de grupos hidrofébicos tdo bem como o grupo amina na estrutura do composto
Paladaciclo ferroceno 1:2 (figura 1), sugere que esta molécula tem propriedades
lisossomotrépicas (DE DUVE et al.,, 1974). Em conseqiiéncia disto, devido ao pH 4cido
lisossomal, a molécula deste composto se acumula altamente no interior desta organela por
aprisionamento idnico, induzindo uma ruptura da membrana lisossomal. N6s investigamos esta
possibilidade através do monitoramento da fluorescéncia do corante acredine orange, uma
substancia que tem a caracteristica de se acumular principalmente em organelas 4cidas liberando
uma fluorescéncia vermelha quando excitado por um feixe de luz a 488 nm, e uma fluorescéncia
verde quando esté presente em organelas com pH neutro (ROBBINS and MARKUS, 1963).

Através deste experimento, observamos que quando as células K562 tratadas com o
composto Paladaciclo foram excitadas pelo feixe de luz, ocorreu uma fluorescéncia
citoplasmadtica verde, indicando a liberacdo do AO do lisossoma para o citosol (figura 11E), o
qual foi expresso pela intensa fluorescéncia verde 5 horas apds a incubacdo do composto
Paladaciclo. Podemos observar através da figura 11D, a auséncia de delineamento, note que a
emissao de fluorescéncia vermelha € nitida em toda a célula. Além disso, a sobreposi¢do entre as
emissoes verde e vermelha foi observada nas células leucémicas K562 tratadas, originando uma
coloragcdo amarela, conforme figura 11F, sugerindo fortemente desestabilizacdo da membrana ou
ruptura lisossomal.

Nas células leucémicas K562 ndo-tratadas, quando excitadas pelo feixe de luz, uma

fluorescéncia vermelha foi detectada somente nas vesiculas lisossomais (figura 11A). Por outro

53



lado, quando estas células foram excitadas pelo feixe de luz, a emissdo da fluorescéncia verde da
acridine orange foi localizada nos compartimentos nucleares e citoplasmaéticos, indicando a ndo-
ruptura da membrana lisossomal (figura 11B). Podemos também observar que hd auséncia de
sobreposicdo entre as fluorescéncias verde e vermelha, indicando a integridade da membrana

lisossomal destas células ndo-tratadas (figura 11C).
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Figura 11 . Avaliacdo da integridade da membrana lisossomal em células K562 submetidas ao
tratamento com 6.0 uM do paladaciclo e incubadas com o corante metacromético (AO). A, B e
C (controle - células K562 incubadas apenas com AO); D, E e F (células K562 tratadas
previamente com paladaciclo). A. lisossomas bem definidos, integros e delineados, B. citosol
levemente corado devido a baixa concentragdo de enzimas lisossomais e C. Auséncia de co-
localizacdo entre emissdo de fluorescéncia vermelha e verde. D. Ruptura de lissosomos e
auséncia de delineamento, note que a emissdo de fluorescéncia vermelha é nitida em toda a
célula. E. Aumento na emissdo de fluorescéncia verde devido a relocacdo de enzimas lisossomais

para o citoplasma e F. Demonstra claramente a co-localizacido entre as fluorescéncias verde e

vermelha, o que indica ruptura lisossomal.
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Determinacio da ativaciao das caspases 3 e 6

Estudos anteriores tém indicado que a ativagcao das caspases tem um papel fundamental na
iniciacdo da fase ativa da apoptose (MARTIN and GREEN, 1995; CHINNAIYAN et al., 1996;
LIU et al., 1997). Através deste experimento, foi avaliado neste estudo a ativacdo das caspases
efetoras da apoptose 3 e 6 nas células leucémicas K562.

Ambas as caspases estudadas tiveram suas atividades aumentadas ap6s 5 e 72 horas de
tratamento com o composto paladaciclo (6,0 uM). E interessante observarmos que quando as
células K562 foram incubadas previamente com o inibidor de Catepsina B (CA-074) por 2 horas,
que a ativacdo das caspases 3 e 6 foi prevenida (figura 12), sugerindo que esta protease estd

fortemente ligada a apoptose induzida pelo composto paladaciclo.
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Figura 12 . Ativacdo de caspases efetoras 3 e 6 da morte celular programa em células K562
tratadas por 5 e 72 horas com a concentragdo de 6,0 uM do paladaciclo ferroceno. Quando estas
células foram incubadas previamente por 2 horas com o inibidor da catepsina B (CA074), a
ativacdo de ambas caspases foi inibida, deixando evidente a participacdo desta protease no

processo apoptoético induzido pela droga em estudo. (* P< 0.05, ANOVA, Tukey-Kramer).
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5. DISCUSSAO
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Muitas drogas utilizadas na quimioterapia induzem o processo apoptético em células
tumorais, motivo este pelo qual este processo tem sido extensivamente estudado (Piwocka et al.;
2001). Por muito tempo, as caspases foram tidas como principais agentes responsaveis pela
inducdo da morte celular programada. Atualmente, a participacdo das catepsinas lisossomais
também merece destaque, pois estas proteases estdo presentes em varias condicdes fisioldgicas,
assim como estados patolégicos (GUICCIARDI ET AL.; 2004, KROEMER AND JAATTELA,
2005). Uma vez que os lisossomas em tumores avancados apresentam alteracdes em seu
conteddo, localizagdo celular e fungao, seu estudo no desenvolvimento tumoral e sua participacao
na indugdo da apoptose devem ser considerados quando se tem como objetivo a erradicacdo de
tumores (KROEMER AND JAATTELA, 2005).

Devido as propriedades lisossomotrépicas do paladaciclo ferroceno 1:2 (BARBOSA et
al.; 2006), parte dos objetivos deste estudo foi elucidar as vias envolvidas no mecanismo de
morte celular deste complexo, utilizando as linhagens de células leucémicas Jurkat e K562, a qual
super expressa a proteina oncogene Bcr/abl (células de leucemia humana mielogénica K-562)
(MARTINS et al.; 1997), a qual dificilmente entra em apoptose nas primeiras 24 horas apds
varios estimulos de morte (MARTINS et al.; 1997).

Os dados obtidos neste trabalho demonstraram que o composto paladaciclo ferroceno 1:2
¢ uma droga altamente citot6xica em concentragcdes inferiores a 5 UM para estas células, os quais
foram observados nos testes de redu¢do de MTT a cristais de formazan e exclusao por azul de
trypan. Utilizando dois métodos para identificar a apoptose, observamos que o paladaciclo induz
o processo de morte celular programada nas células K562 e Jurkat, o qual foi identificado através
da fragmentagdo nuclear, e confirmado através da presenca de alteracdes morfoldgicas, tais como
condensacdo da cromatina e formacdo de corpos apoptéticos em células K562. O mais
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interessante foi que verificamos estas alteracdes ja nas primeiras 5 horas ap0ds tratamento destas
células com o paladaciclo ferroceno 1:2.

Recentemente, muitos estudos tém descrito o papel das enzimas lisossomais na indugao da
apoptose (ROBERG AND OLLINGER, 1998, ISHISAKA et al.; 1999, GUICCIARDI et al.;
2000). Catepsina B, a qual € a mais abundante nos lisossomas em termos quantitativos (TURK et
al.; 2002), tem um papel dominante na indu¢do da apoptose em muitas linhagens de células
tumorais (FOGHSGAARD et al.; 2001). Entretanto, a Catepsina B parece ter dois papéis
importantes sobre a apoptose em processos neopldsicos: ela pode iniciar e executar 0 processo
apoptotico, bem como mediar invasdes tumorais (GUICCIARDI et al., 2004). As enzimas
lisossomais precisam ser translocadas para o citosol onde degradam proteinas envolvidas na
apoptose. Portanto, devido as suas propriedades lisossomotrépicas, o paladaciclo ferroceno se
acumula nos lisossomas permeabilizando suas membranas, com conseqiiente liberacao de
catepsinas para o citsosol. Esta permeabilizacdo de membrana lissosomal foi verificada através
dos ensaios de microscopia confocal a laser na presenca do corante acridine organge. Esse
evento precedeu a ativacdo das caspases 3 e 6, a qual foi prevenida quando as células K562 foram
previamente tratadas com um inibidor da catepsina B (CA074) por 2 horas. Estes resultados
sugerem que a catepsina B estd fortemente envolvida no mecanismo de morte celular do
ferroceno. Entretanto, BINCOLETTO et al.; 2005, demonstraram que o composto paladaciclo
ferroceno 1:2 foi capaz de inibir esta enzima em meio extracelular, mostrando um duplo efeito do
composto sobre esta enzima. Este composto foi capaz de inibir a catepsina B em meio
extracelular quando foi incubada diretamente com a mesma, porém demonstramos neste trabalho
que o composto também foi capaz de permeabilizar a membrana lisossomal, com conseqiiente

liberagdo das catepsinas lisossomais para o citosol, induzindo as células tratadas ao processo
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apoptotico. Apds o composto se acumular nos lisossomas, ele sofre aprisionamento idnico, nao
tendo mais a capacidade de se desprender da membrana. H4 também uma dificuldade do
composto em se desprender da membrana lisossomal, devido a sua estrutura ser bastante
volumosa, e uma vez na forma idnica, esta dificuldade aumenta. Apds a permeabilizacdo das
membranas, as catepsinas sao langadas para o citosol, iniciando seu papel no processo apoptotico,
como descrito anteriormente. Além deste fator, ¢ importante lembrarmos que a concentragdo de
enzimas lisossomal € muito alta, sendo necessdria para a inibicdo das mesmas uma concentracao
do composto muito superior a mesma que induziu a permeabilizacdo da membrana lisossomal,
porém mais testes deverao ser realizados para investigarmos estas hipéteses.

Um achado interessante sobre o papel das catepsinas na apoptose também foi descrito nos
estudos de WERNEBURG et al., (2002), onde os autores demonstraram que a catepsina B
aumenta a resisténcia para a permeabilizacdo da membrana lisossomal em hepatdcitos, sugerindo
que enzimas lisossomais nao sdo apenas langadas para o citosol, como podem também participar
na desestabilizacdo da membrana lisossomal.

A apoptose, induzida através da catepsina B, promove a libera¢do do citocromo ¢ para o
citosol através da quebra de um ou mais substratos citosdlicos ainda ndo totalmente identificados.
A liberacdo de citocormo ¢ resulta em clivagem das caspases 9 e 3, seguida pelas alteracoes
apoptéticas (GIUCCIARDI et al; 2004). Embora este trabalho ndo tenha investigado a liberacao
do citocromo ¢ em células K562 tratadas com o paladaciclo, ndo podemos descartar um possivel
envolvimento desta organela no mecanismo de morte celular induzida pelo paladaciclo ferroceno,
pois ela parece exercer um papel central na ativacdo das caspases efetoras (GUICCIARDI et al.,
2004).

Estd bem documentado na literatura que a proteina oncogene Bcr/abl inibe a apoptose
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induzida por vérios estimulos vindos dos antineoplasicos convencionais (MCGHON et al.; 1994,
SKORSKI, 2002). Esta resisténcia tem sido atribuida, ao menos em parte, ao bloqueio na
liberacdo de citocromo ¢ pela mitocondria, através de uma regulacdo de membros da familia de
Bcl-2 (SKORSKI et al.; 2002). Os resultados aqui apresentados sugerem uma nao modulacido da
expressdo de membros da familia Bcl-2 pelo paladaciclo, uma vez que nossos resultados
demonstraram que os membros desta familia estdo expressos em células tratadas com o
paladaciclo ferroceno de forma semelhante a expressao obtida no controle sem tratamento. Estes
resultados claramente demonstram que o paladaciclo induz apoptose em células K562 e Jurkat de
forma independente da modulacdo da expressdo de membros da familia de Bcl-2. Portanto, estes
resultados sugerem que alteragdes nesses genes nao estdo diretamente associadas ao processo de
apoptose induzido pelo Paladaciclo ferroceno. Sendo assim, a relacdo deste resultado com a
permeabilizacio da membrana lisossomal necessita de investigagdes adicionais e mais
esclarecedoras. Porém, ndo podemos excluir a possibilidade do composto em afetar a proteina
Bcl-2 apds a transcricdo, através da alteracao da fosforilacio (MAY et al., 1993), ou ainda através
de alteracdes na expressdo de outros genes relacionados com o controle da apoptose € que
indiretamente regulam a expressdo de Bcl-2.

Estd sendo demonstrado que as catepsinas citosolicas podem também processar e ativar
Bid, uma proteina pré-apoptotico da familia de Bel-2. A ativag@o de Bid induz a permeabilizagdo
da membrana mitocondrial com morte celular (CIRMAN et al., 2004). A permeabilizacdo da
membrana lisossomal com conseqiiente liberacdo das catepsinas do lisossoma para o citosol ndao
estd limitado exclusivamente a ativacdo intrinseca do processo de apoptose via caspases
(KROEMER and JAATELA , 2005). Em cancer pulmonar (BROKER et al., 2004) e em células

de fibrosarcomas de camundongos (FOGHSGAARD et al., 2001), catepsinas induzem apoptose
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de maneira independente de caspases.

Outro aspecto interessante que também devemos considerar é que o ferroceno apresenta
atomos de ferro e palddio em sua estrutura. Portanto, além de suas -caracteristicas
lisossomotrdpicas, o complexo de palddio em estudo pode também estar envolvido na geracao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) nos lisossomas e induzir a permeabilizacdo da membrana
lisossomal por esta via, ja que o estado de oxidag¢do do ferro € 0, e desta forma ele pode ser
facilmente oxidado em meio bioldgico, porém mais testes devem ser realizados para sabermos ao
certo o envolvimento do ferro na indu¢do de apoptose por esta via.

Um outro aspecto que devemos considerar é que a linhagem K562 nio expressa o gene
supressor de tumor p53. Portanto, a pesquisa de drogas buscando identificar uma molécula que
induz permeabilizacdo da membrana lisossomal e morte celular de maneira independente de p53
pode melhorar a efetividade de tratamentos em cancer, ja que a freqiiéncia de mutagdes de p53
em tumores humanos é muito alta, podendo contribuir na diminui¢do da resisténcia de agentes
que ja sdo utilizados na quimioterapia anticancerigena (ERDAL et al., 2005).

Diante destes resultados, podemos sugerir que devido as suas propriedades
lisossomotrdpicas, o paladaciclo pode ser mais ativo contra células tumorais, uma vez que
segundo a literatura citada anteriormente (KROEMER and JAATELA , 2005), lisossomas em
c€lulas tumorais apresentam alteragdes em seu conteudo, localizagdo celular e func¢ao.

E importante ressaltarmos que ja estio sendo realizados em nosso laboratério, os mesmos
experimentos para avaliacdo da capacidade do composto paladaciclo ferroceno 1:2 em induzir a
permeabilizacdo da membrana lisossomal e conseqiiente liberacdo da catepsinas para o citosol em
células Jurkat, j4 que ndo foram demonstrados neste trabalho, e nossos resultados inicias sdo

muito promissores, demonstrando que o composto paladaciclo manteve 0 mesmo mecanismo de
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acdo verificado nas células K562, confirmando mais uma vez a via de inducdo de apoptose deste
composto.

Finalmente, este estudo introduz uma nova droga organometdlica capaz de induzir
apoptose em uma linhagem celular leucémica com importantes caracteristicas de resisténcia ao
processo de morte celular programada. Diante disto, é importante que novos estudos sejam
conduzidos, principalmente em células de individuos leucémicos para verificarmos se este padrao
de inducao de apoptose € mantido em células obtidas diretamente de pacientes doentes. Além
disso, estudos adicionais com células normais também devem ser realizados com o objetivo de se

verificar se este composto apresenta seletividade para células transformadas, caracteristica esta

extremamente desejada nos tratamentos anticancerigenos.
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6. CONCLUSOES
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O presente trabalho sobre o potencial antileucémico do novo composto
paladaciclo ferroceno 1:2 em células de leucemia mieldide crénica K562 e

células de leucemia linféide aguda Jurkat, nos permitiu concluir que:

e Através dos ensaios de reducdo do MTT e de exclusdo por azul de trypan,
0 composto mostrou-se citotéxico apdés 72 horas nas células K562 e Jurkat,

tendo um ICspq inferior a SuM

e Inducdo de apoptose através da fragmentacdo de DNA em células Kr562 e

Jurkat tratadas com o composto paladaciclo

e Confirmacdo da indug¢do de apoptose em células K562 observadas através
das alteracdes morfoldgicas, tais como condensagdo da cromatina e

formacao de corpos apoptdticos

e Devido as suas propriedades lisossomotrépicas (BARBOSA et al., 2006),0
ferroceno se acumula nos lisossomas permeabilizando suas membranas,
com conseqiiente liberacdo das catepsinas para o citosol. Esta
permeabilizacdo das membrana foi verificada através da microscopia

confocal a laser na presenca do AO em células K562.

e A permebilizacdo da membrana lisossomal precedeu a ativacdo das

caspases —3 e -6, a qual foi prevenida quando as células K562 foram
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previamente tratadas com o inibidor da catepsina B (CA074). Portanto a

catepsina é um importante mediador na ativagdo das caspases estudadas

Nossos resultados também demonstraram que o paladaciclo induz apoptose
em células K562 e Jurkat de forma independente da modulacio da

expressdao dos membros da familia Bcl-2.

Diante destes resultados, podemos sugerir que o paladaciclo pode ser mais
ativo contra células tumorais, uma vez que estas células apresentam
alteracdo em seu contetido, localizacdo celular e funcio (KROEMER and

JAATELA , 2005).
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS
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O composto paladaciclo ferroceno 1:2 mostrou-se altamente citotoxico para as células
leucémicas K562 e Jurkat, sendo capaz de induzir ambas as linhagens ao processo apoptético.

Ap6s este trabalho, seria muito importante a avaliacdo de alguns fatores determinantes no
mecanismo de morte celular, como a capacidade do composto em modular a expressao do gene
Bcr-abl, ja que sua superexpressao nas células K562 € uma das principais causas de resisténcia
aos quimioterdpicos. Outra avaliacdo muito importante seria a capacidade do composto em
permeabilizar a membrana mitocondrial, com subseqiiente liberagdo da proteina mitocondrial
citocromo c, ja que esta via de indug@o de apoptose é bem caracterizada.

O composto em estudo, apresenta adtomos de ferro e palddio em sua estrutura, portanto, &
de suma importancia a investigacdo do envolvimento na gerac¢ao de espécies reativas de oxigénio
(ROS), ja que esta via é a causa de morte celular em varias linhagens leucémicas. Além disso, é
possivel também a participacio dos ROS no processo de permeabilidade da membrana
lisossomal.

Estudos adicionais com células normais também devem ser realizados com o objetivo de
se verificar se este composto apresenta seletividade para células transformadas, caracteristica esta

extremamente desejada nos tratamentos anticancerigenos.
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