UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

INSTITUTO DE BIOLOGIA

MARISTELLA CONTE ANAZETTI

/ SECRETARIA
DE ‘

POS-GRADUAGAO
1B. /

“MICRO/NANOESFERAS DE POLI (L-LACTICO-CO-

GLICOLICO) E COMPLEXOS DE B-CICLODEXTRINAS

CONTENDO DESIDROCROTONINA COMO UMA

POSSIVEL ALTERNATIVA NA TERAPIA CONTRA

LEUCEMIAS”

Este exemplar corresponde a redacéo final
da tese defendida pelo(a) candidato (a)
MARISTEA  CONTE ANAZETT!

e aprovada pela Comisséo Julgadora.

Tese apresentada ao Imstituto
de Biologia para obtenciio do
Titulo de Doutor em Biologia
Funcional e Molecular, na drea
de Bioguimica.

D

Orientadora: Profa. Dra. Patricia da Silva Melo

Campinas, 2008



ABSTRACT II

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA — UNICAMP

Anazetti, Maristella Conte

An18m Micro/nanoesferas de poli (l-lactico-co-glicélico) e
complexos de beta-ciclodextrinas contendo
desidrocrotonina como uma possivel alternativa na terapia

contra leucemias / Maristella Conte Anazetti. — Campinas,
SP: [s.n.], 2008.

Orientador: Patricia da Silva Melo.
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Apoptose. 2. Ciclodextrinas. 3. Citotoxicidade. 4.
Desidrocrotonina. 5. Leucemia. 1. Melo, Patricia da

Silva. Il. Universidade Estadual de Campinas. Instifuto de
Biologia. [ll. Titulo.

(redt/ib)

Titulo em inglés: Micro/nanospheres of poly (lactic-co-glycolic) and beta-cyclodexirins
complexes containing dehydrocrotonin as a possible leukaemia therapy.

Palavras-chave em inglés: Apoptosis; Cyclodextrins; Cytotoxicity; Dehydrocmtohin;
Leukaemia.

Area de concentragédo: Bioguimica.

Titulagao: Doutora em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Patricia da Silva Melo, Claudio Chrysostomo Werneck, Eliana Pereira de
Araujo, Maridngela Martins Burgos de Azevedo, Gustavo Orlando Bonilla Rodrigues.

Data da defesa: 30/01/2008.

Programa de Pés-Graduacédo: Biologia Funcional e Molecular.

1



ABSTRACT II

Campinas, 30 de janeiro de 2008

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra . Patricia da Silva Melo (Orientadora) _ ’m

Prof. Dr. Cldudio Chrysostomo Werneck

Prof. Dr. Gustavo Orlando Bonilla Rodriguez

Profa. Dra.Eliana Pereira de Araijo

Profa. Dra. Maridngela Burgos Martins de Azevedo /,, Y oee. Ao

Prof. Dr. Mdrcio Alberto Torsoni

Assinatura

Profa. Dra. Daniela Carla da Silva Damico

Assinatura

Profa. Dra. Ana Olivia de Souza

Assinatura

111



ABSTRACT II

",
i

Y

{

UNICAMP

Coordenadoria de Pés-Graduacio
Cx. Postal 6109- CEP 13.083-970 - Campinas/SP
Fux (019) 3521-6374 - Fone: (019) 3521-6378

CONSULTA AOS MEMBROS DA BANCA DE DEFESA

Aluno (a): MARISTELLA CONTE ANAZETTI

Data de Defesa: 30/01/2008

Os membros da banca desejam receber cdpia da tese corrigida?
Em caso afirmativo, escolha APENAS uma das opgdes (CD ou impresso).

PROFA. DRA. PATRICIA DA SILVA MELO (Orientadora)
()sim ()CD (X impresso
( ) ndo

PROF. DR. CLAUDIO CHRYSOSTOMO WERNECK
() sim ()CD (=) impresso
( ) ndo

PROFA. DRA. MARIANGELA DE BURGOS MARTINS DE AZEVEDO

(¢sim () CD () impresso

( ) ndo

PROFA. DRA. ELIANA PEREIRA DE ARAUJO
()sim ()CD (<) impresso
( ) nfo

PROF. DR. GUSTAVO ORLANDO BONILLA RODRIGUEZ
()sim (NCD ( ) impresso
( ) ndo

Assinatura do(a) Orientador(a) %Lﬁ“

v



ABSTRACT II

Dedico este trabalho,

A minha filha, Eduarda, razdo da minha vida, pelo amor, respeito e admiragdo que
demonstra constantemente, assim como por tantos momentos de felicidades, que s6 um

anjo, tdo especial, poderia proporcionar.

Ao meu querido, amado e saudoso pai, Marcelo (in memorian), referéncia permanente em
minha vida, meu heroi, meu amigo, meu companheiro inseparavel, que estara sempre vivo

em meu coragdo e memdria.



ABSTRACT II

AGRADECIMENTOS
A Dra. Patricia da Silva Melo, a quem devo muito, ndo sé pela orientacdo efetiva e
apoio durante todo o desenvolvimento do trabalho e revisdo da tese, mas
principalmente pela amizade, conselhos, forca nos diversos momentos dificeis
enfrentados durante estes anos, e pelos bons momentos compartilhados.
A Profa. Dra. Marcela Haun, pela orientagdo, disponibilidade, confianga, paciéncia,
motivacgdo e amizade.
Aos membros da banca prévia, Prof. Dr. Claudio Chrysostomo Werneck, Prof. Dr.
Wilson Nadruz Jr. e Prof. Dr. Armindo Antonio Alves, pelas criticas e sugestdes
que muito contribuiram para melhoria deste trabalho.
Ao Jodo Batista Fabrin Neto, pela amizade e disponibilidade de ajuda durante todo
o desenvolvimento da parte experimental deste trabalho.
Aos alunos de inicia¢do cientifica do laboratorio de Cultura de Células, Iasmin,
Flavinha, Paula e em especial, ao Lucas Frungillo, pela amizade e auxilio constante
durante todo o periodo do doutorado.
A todos os professores, funcionarios e colegas do departamento de Bioquimica.
A FAPESP, pelo apoio financeiro.
A Profa. Dra. Mariangela M. Burgos De Azevedo, pela colaboracéo,
disponibilidade e ateng¢do na obten¢do dos complexos de inclusdo em ciclodextrinas.
A Profa. Dra. Maria Inés Ré e seus alunos, pela colaboragcdo na caracterizagdo
fisico-quimica das nanoparticulas poliméricas.
A Fernanda, técnica responsavel pelo Laboratorio de Marcadores Celulares-
Hemocentro-UNICAMP, onde realizamos as andlises de citometria de fluxo, pela

aten¢do e disponibilidade em todos os momentos.

vi



ABSTRACT II

A Adriane, bidloga responsavel pelo Laboratorio de Microscopia Eletronica do IB,
UNICAMP, pela atencio.

Aos amigos que conquistei neste periodo de Otimos e outros ndo tdo bons
momentos. Muito grata por ter conhecido todos.

A minha princesinha, Eduarda, um anjo enviado por Deus, com certeza sob
influéncia de meu saudoso pai, o que me ensinou, dentre outras coisas, a identificar
o verdadeiro valor da vida.

Ao meu amado pai, Marcelo, que mesmo distante fisicamente, sempre esteve vivo
em meus pensamentos € em meu coragio.

A minha mae, Nanci, minhas irmds, Marcia e Marcella, pelo amor e carinho que

sinto e sempre sentirei por Voces.

Vil



ABSTRACT II

INDICE

RESUMO ...t XIII
ABSTRACT ...t XIV
T-INTRODUGAO ... 1
L 1. D@SIATOCIOtONMING ... 2
I. 2. Sistemas de Liberago Controlada ...t 5
1.2.1. Nanoparticulas de PLGA ... 5
1.2.2. Complexos de CiclodeXtrinas (CDS) ............ccooiiiiiiiiiiie e 8
[.3. Células da Leucemia HUMANA.....................oocooiiiii oo, 11
[.4. Morte Celular pOr APOPLOSE. ..........ooi oo, 14
L4, 1. APOPLOSE & CANCET ...t 14
1.4.2. Bioquimica da APOPLOSE..........ooviiiiie ot 15

14.2.1. Mitocondria, CAlICio @ APOPIOSE................c..cc.oovvevuieiiiaieieiieieeeieeie e 19

14.2.2. Apoptose & Estresse OXidAtivo......................c..ccooiioeiioiiiiiiiieeiieeeeee e 23
IT-OBIETIVOS ..o 28
I - MATERIAIS EMETODOS ........ccooooiie e 32
II1.1.1. Preparagdo das micro/nanoparticulas de PLGA contendo desidrocrotonina.............................. 32
II1.1.2. Preparagao das micro/nanoparticulas de PLGA-AE contendo DHC ... 34
II1.2. Caracterizagdo das particulas contendo desidrocrotonina (DHC) ... 34
II1.2.1. Eficiéncia de encapsulagdo da DHC em nanoesferas de PLGA.......................c.coocoiiiii 34
I1.2.2. Detecg@o do ascorbil-ESter(AE) ..........ocooiiii oo 35
II1.2.3. Identificagdo Fisico-Quimica das particulas .....................occooiiiiiii e 35

111.2.3.1. Distribui¢do do tamanho e didmetro médio das particulas......................c..cc..ccoccveeveeni.nn. 35

LI1.2.3.2. POIENCIQL Z@IQL................cooeeeeee e 35

111.2.3.3. Morfologia da superficie das partiCulas.........................cccccooeieiioiiiiioiiaiiieieeeee e, 36
I11.3. Preparagéo dos complexos de inclusdo BCD, Metil-BCD e Hidroxi-propil-BCD contendo DHC ... 36
HI4. Cultura de CEIUIAS ..o 37
II1.4.1. Cultura de células da leucemia humana (HL60, K562, K562 Lucena e U937) ........................... 37
II1.4.2. Cultura primaria de linfocitos humanos ... 37

II1.5. Citotoxicidade da DHC e de suas formulagdes em células leucémicas (HL60, K562, K562 Lucena e

U937) e em lINfOCItOS MUMANOS ............oooviiiiiiiiie e, 38
HIL5. 1. RedUuGao do MTT ...........cc.oooeeeeioeeeeeeeeee e 39
152, Atividade FOSJAtASICA ..................c.ccoocooiiiiiieieeieeie e 40

II1.6. Atividade antitumoral da DHC e de seus complexos de inclus@o em 3-CDs......................o.ooo.... 40

II1.6.1. Inducdo de diferenciagdo em células da leucemia........................ocooioiiiiiiiiee 41
111.6.1.1. Atividade de redug@o do NBT ................cccccooviiiiiiiiiiiieieeieeeee e 41
111.6.1.2. Marcadores de diferenciagdo celular: mondcitos (CD14) e granulécitos (CD66bD) ........ 41

viil



ABSTRACT II

111.6.2. Indugdo de morte celular por apoptose em células da leucemia...................................... 42
111.6.2.1. Marcagdo com anexing V-FITC/PI ..................ccccccoovuimiiiiiaieiiieeeeeeeee e 42
111.6.2.2. Conteuido de DNA e Andlise do Ciclo Celular......................c.cccocoovcniinioniiniiniininces 42
111.6.2.3. Detecglo de P2I/WAF-1.........cc.cccoooiiiiiiiiiieeee oo 43
111.6.2.4. Atividade de Caspases-2, -3, =6, -8 € —9. ........c.cccvoviiiieiiiieceeeeee e 44
II1.6.2.5. Liberagdo de CItOCIOMO C ................ccooccviieiieii oo 45
1I1.6.2.6. Determinag@o de BCI-2...............c...coooiiiioioeeeeeeeeeeeeeee e 45
I11.6.2.7. Medida de Cdlcio (Ca’) intracelular .......................ccoocoeeoeeoeoeeeoeeeeeeeeeeeeeeee e, 46
11.6.2.8. “Swelling” mitoCONAIIQL ...................c..c.ociiiiiiiiiiiieiiiee e 47
111.6.2.9. Determinagdo do Potencial de Membrana Mitocondrial (Ay,) ........c.c.ccoooovvveivceieiane. 47
111.6.2.10. Determinacdo de GSH 1OLQL.........................ccooceiiiiiieieeeeeeeeeeeeeee e, 48

HL7. ANALISE @STALISLICA ... ..ottt 49

IV - RESULTADOS EDISCUSSAO ... 50

IV.1. Caracterizagdo das particulas de PLGA contendo desidrocrotonina (DHC).............................. 51

IV.2. CIOOXICIAAR ... 63

IV.2.1. Citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA e DHC/PLGA-AE em células HL6O ................ 63

IV.2.2. Citotoxicidade da DHC e de seus complexos de inclusdo em BCDs em das células da leucemia

(HL60, U937, K562, K562 LUCENQ) ..., 65
1V.2.2.1. Citotoxicidade da DHC livre e de seus complexos de inclusdo em fCDs na presenga de
antioxidantes ou depletor de GSH em células leucémicas (HL60, U937, K562 e K562 Lucena)............ 71
IV.2.1. Citotoxicidade da DHC em sua forma livre e seus complexos de inclusdo em BCDs em linfocitos
RIUITIAIOS ...ttt 79
IV 3. Atividade antitumoral da DHC e de seus complexos em BCDS ...................coocoooiiiiiiiii 80
1V.3.1. Indugdo de Diferenciac@o Celular......................ooooii e 80
1V.3.1.1. Atividade de Redug¢do do NBT ..................cc.ccoovuiiiiioieiieeeeeeeeeeeeee e 80
1V.3.1.2. Marcadores celulares especificos para monocitos (CD14) e granulocitos (CD66b) ........ 83
IV.3.2. Indugo de morte celular por @pPOPLOSE ..........cc.ooviiiiiiiieiieee e 90
1V.3.2.1. Marcagdo com anexina V-FITC/PL................c.cccccocooviimiiiiiiiiieieeieeeeeeece e 90
1V.3.2.2. Conteuido de DNA e andlise do ciclo celular .........................ccccoccoevioiioiiiiiiiiiiiiienen, 93
1V.3.2.3. Detecglo de P2I/WAF-1 ..........cc.cccocooiiiiiiiiieeeeeeee e 99
1V.3.2.4. Ativagdo de Caspases em células HLOO.........................c.cccocoviviiiiiiiiiiaiiiaieeeeee 104
1V.3.2.5. Liberag@o de CitOCrOMO C ...................ccoooveieeiiiiaieeeeee e 108
1V.3.2.6. Detecgdo de BCI-2...................ccoovimiiiiiieiiiieceeeee et 113
1V.3.2.7. Medida de Célcio (C @) intracelular......................c.cocovoeeereoeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeen 119
1V.3.2.8. “Swelling” MitoCORAIIQL ....................cc.cccooiiiiiiiiiiiiiiieeeee s 123
1V.3.2.9. Determinagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥,) ...........c.cccovvevveiveinnnn.. 125
1V.3.2.10. Determinag@o de GSH TOIAL........................ccooveeviieiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee 129

X



ABSTRACT II

V= CONCLUSOES ... oo, 135
VI - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooooo oo 140
VIT- ANEXO oo 164
VIL1. ATIVIDADES ACADEMICAS .......ccooooo oo 164
Participacdes €M CONGIESSOS ... ... o.vi ittt ittt ettt 164
Comunicacdes €M CONGIESSOS ... ....oo.vieiieieteeie oot et 165
CUrSOS MINISEIAAOS ... 169
PLOMIACOCS ..o 169
PUDBLICAGOES ... 170
POt o 171



ABSTRACT II

ABREVIATURAS

» Apaf-1 — Fator de ativagdo de apoptose 1

» APL - Leucemia promielocitica aguda

» CAT — Catalase

» CDA — 2-Clorodesoxiadenosina

» CDK - Quinases dependentes de ciclinas

» CDs - Ciclodextrinas

» ConA — Concanavalina A

CPPT — Complexos de poros de transi¢do de permeabilidade mitocondrial
CsA — Ciclosporina A

DHC - Desidrocrotonina

DMSO — Dimetilsulfoxido

DTNB - Acido 5,5’-ditio-bis-2-nitrobenzéico

EDTA - Acido tetracético etilenodiamina dissédio

EROS - Espécies reativas de oxigénio

GSH - Glutationa reduzida

HL60 — Linhagem de células da leucemia promielocitica humana

HPBCD - 2-hidroxi-propil-B-ciclodextrinas

JC-1 —Todeto 5,5°,6,6° — tetracloro — 1,1°,3,3” - tetraetilbenzimidazolcarbocianina
K562 — Linhagem de células da leucemia eritrocitica humana

K562 Lucena - Linhagem de células da leucemia eritrocitica humana resistente
LMA - Leucemia mieloide aguda

LMC — Leucemia mieldide cronica

LPA — Leucemia promielocitica aguda

MDR - Resisténcia a multiplas drogas

MeBCD — B-ciclodextrina metilada

MMI - Membrana mitocondrial interna

MME — Membrana mitocondrial externa

MTT - [Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolio]

NBD — Nitro azul diformazan

YV V. V VYV V V V V V VYV V V V V V V Y VYV V V V V V

NBT — Nitro azul tetrazolio
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NOS — Oxido nitrico sintase
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PBMC:s - Linfocitos mononucleares humanos

PCS — Espectroscopia de correlagdo de fotons

PHA - Fitohemaglutinina
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PMN - Leucdcitos polimorfonucleares
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pRb — Proteina retinoblastoma
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RESUMO

Nos ultimos anos, a busca por alternativas mais eficientes € menos toxicas para a terapia de
diversas doengas despertou interesse em pesquisadores de diversas areas, particularmente as
que envolvam a utiliza¢do de polimeros biodegradaveis no desenvolvimento de sistemas de
liberagcdo controlada de hormonios, farmacos anti-cancer, antibioticos e vacinas. A
quimioterapia do cancer ¢ uma importante aplicagdo de conjugados droga-polimero
proporcionando aumento da eficacia terapéutica e estabilidade da droga, assim como, a
reducdo dos efeitos colaterais. Recentes estudos comprovaram a atividade anti-leucémica da
desidrocrotonina (DHC), que ¢ uma diterpeno lactona extraida das cascas de Croton
cajucara (sacaca), uma planta nativa e endémica da regido Amazonica. Em trabalhos
anteriores, mostramos que a DHC induz diferenciacdo e apoptose em células da leucemia
humana, HL60, com envolvimento de estresse oxidativo, ativa¢do de caspases 3 e 9,
sugerindo a participagdo da via mitocondrial. Neste trabalho, avaliou-se comparativamente a
a inducdo de diferenciacdo celular e de morte celular por apoptose pela DHC, na forma livre
e complexada em B-ciclodextrinas (BCDs) em diferentes linhagens de células da leucemia
mieloide humana: HL60, K562, K562 Lucena e¢ U937. Os resultados mostram-se
promissores quanto a atividade antitumoral da DHC complexada a BCDs, quanto a
citotoxicidade e a atividade antitumoral, mantendo a redugdo da citotoxicidade em células

V79 e em hepatocitos, se comparada a forma livre da DHC.
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ABSTRACT

In recent years, the search for alternative, more efficient and less toxic to therapy of various
diseases awakened interest in researchers from various areas, particularly those involving
the use of biodegradable polymers in the development of controlled release systems for
hormones, anti-cancer drugs, antibiotics and vaccines. The chemotherapy of cancer is an
important application of polymer-drug conjugates providing increased therapeutic efficacy
and stability of drugs, as well as the reduction of side effects. Recent studies prove the anti-
leukaemic activity of desidrocrotonina (DHC), a diterpeno lactone extracted from the bark
Croton cajucara (sacaca), a plant native and endemic of the Amazon region. In previous
work, we show that the DHC induces differentiation and apoptosis of leukemia cells in
human, HL60, with the involvement of oxidative stress, activation of caspases 3 and 9,
suggesting the involvement of the mitochondrial pathway. In this work, it is comparatively
assessed aa induction of cell differentiation and cell death by apoptosis by DHC, in the
form free and complexada in B-ciclodextrinas (BCDs) in different cell lines of human
myeloid leukemia: HL60, K562, K562 Lucena and U937. The results show is on the
promising anti-tumor activity of DHC complexada the BCDs, on cytotoxicity and anti-
tumor activity while maintaining the reduction of cytotoxicity in cells V79 and in

hepatocytes, if compared to how free of DHC.
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I- INTRODUCAO

I. 1. Desidrocrotonina
Compostos de extraidos de plantas s@o intensamente investigados quanto a atividade
antitumoral induzindo morte celular por apoptose. A espécie Croton cajucara Benth
(familia Euphorbiaceae), ¢ uma planta nativa e endémica da regido Amazodnica, ao norte do
Brasil, onde é popularmente conhecida como “sacaca” e muito utilizada na medicina
popular como infusdes da casca e das folhas no tratamento de diversas doengas. Dentre
essas se destacam disturbios hepaticos e renais, diabetes, diarréia, gastralgia, febre,
ictericia, hepatite viral, malaria e até emagrecimento (Van Den Bergh, 1982; Martins, 1989;
Di Stasi et al., 1989, 1994). Porém, evidéncias de ocorréncia de hepatite toxica também
foram relatadas, principalmente no Estado do Para, onde seu consumo € mais intenso
(Maciel, 1997, Maciel et al., 1998, 2000).
Estudos anteriores revelaram a presenca de esteroides, flavonoides e diterpenos tipo
clerodane nas folhas e cascas de Croton cajucara (Simdes et al., 1979; Itokawa et al., 1989,
1990; Kubo et al., 1991; Ichihara et al., 1992; Maciel et al., 1998, 2000), com atividades
bioldgicas diversas, tais como antibiotica, anti-tumoral , anti-inflamatoria (Kitazawa et al.,
1979, 1980; McChesney et al., 1991; Ichihara et al., 1992; Carvalho et al., 1996; Perazzo et
al., 1997, Maciel et al., 2000; Costa et al., 2007).
Dentre os compostos encontrados em espécies de plantas do género Croton, a
desidrocrotonina (figura 1 (a)) ¢ o nor-diterpeno tipo clerodane presente em maior
quantidade no extrato das cascas de Croton cajucara, possuindo atividades:
hipoglicemiante (Farias et al., 1997), anti-ulcerogénica (Souza-Brito et al., 1998; Hiruma-
Lima et al., 1999, 2002), antiestrogénica (Costa et al., 1999) e anti-tumoral (Grynberg et

al., 1999) comprovadas. Estudos indicaram atividade antitumoral in vivo € in vitro em trés
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modelos experimentais: Sarcoma 180 (S180), tumor ascitico de Ehrlich (Grynberg et al.,
1999; Maciel et al., 2000) e células da leucemia promielocitica humana (HL60) (Anazetti et
al., 2001; 2002; 2003; 2004). Segundo Grynberg e colaboradores (1999), a crotonina
(figura 1 (b)), presente também na C. cajucara, induz apoptose in vitro e produgdo de

Fator de Necrose Tumoral (TNF-a) em células do tumor de Ehrlich.

A
(4]
Q . -CHs
(b) CHy
Crotonms

Figura 1: Estrutura Quimica da Desidrocrotonina (a) e Crotonina (b).

Ha cerca de trés décadas varias observagdes sugeriram que sesquiterpeno-lactonas
apresentam efeitos inibitorios contra varios tipos de cancer (Rodriguez et al., 1976;
Grynberg et al., 1999; Cho et al., 2000). Além disso, outros diterpenos isoladas de Cistus
incanus e Laetia corymbulosa também apresentaram efeito citotoxico em varias linhagens
de células tumorais.

A estrutura da DHC contém trés grupos funcionais altamente reativos, responsaveis tanto
pela citotoxicidade da molécula quanto pela atividade biologica, uma a-metileno-y-lactona,
um sistema ciclopentanona a-B-insaturada e um sistema O=C—C=CH, sendo este ultimo
um centro de alquilagdo essencial (Giordano et al., 1992). Segundo Hanson e

colaboradores (1970), o sistema o-metileno-y-lactona participa de uma reagdo do tipo
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Michael com nucleofilos biologicos e enzimas chaves em processos de proliferacdo e
diferenciagdo celular. Neste sentido, Freire e colaboradores (2003), demonstraram que a
DHC apresenta efeitos citotoxicos em células da leucemia mieléide humana HL60, com
possivel envolvimento de estresse oxidativo.

Em estudos anteriores foram avaliados os efeitos toxicolégicos da DHC in vitro e in vivo.
A observacdo de citotoxicidade dependente da atividade do citocromo P450 em cultura de
hepatodcitos sugeriu que a biotransformacdo hepatica produz compostos mais toxicos. Em
adi¢do, verificou-se em experimentos de toxicidade sub-cronica alteracdo hepatica em
ratos apds o tratamento com a DHC. Dentre estas se incluem o aumento significativo no
peso do figado, alteracdes histopatologicas como tumefa¢do turva, degeneracdo
microvascular, altera¢des nucleares e aumento da atividade da enzima gama-glutamil
transpeptidase. Por outro lado, a avaliacdo dos efeitos toxicos da DHC em fibroblastos V79
demonstrou uma citotoxicidade do tipo basal (inespecifica). Portanto, apesar das atividades
farmacoldgicas comprovadas, os resultados acima sugerem que o uso da DHC por periodos
prolongados pode induzir lesdes hepaticas, representando um efeito toxico seletivo
(Rodriguez & Haun, 1999; Melo et al., 2002; Costa et al., 2007).

Com o intuito de melhorar as atividades bioldgicas da DHC e reduzir sua toxicidade foram
desenvolvidos sistemas de liberacio da DHC, utilizando a encapsulagdo em
micro/nanoesferas de polimeros biodegradaveis e complexacdo em B-ciclodextrinas, que
apresentou reduzida citotoxicidade em células V79 e em hepatdcitos de ratos in vitro

(Corréa et al., 2005).
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I. 2. Sistemas de Liberaciao Controlada

L.2.1. Nanoparticulas de PLGA

Os sistemas de liberagdo controlada de farmacos consistem em modificagdes que permitem
alterar as propriedades farmacocinéticas ou farmacodindmicas do mesmo (Brigger et al.,
2001). O controle da liberacdo de farmacos em sitios especificos, através da utlizagdo de
vetores capazes de permitir a otimizagdo da atividade terapéutica do farmaco tem sido uma
area de intensa pesquisa na ultima década (Schaffazick er al., 2003). Dentre os vetores,
incluem-se as microparticulas e os sistemas coloidais (lipossomas e nanoparticulas). As
nanoparticulas, constituidas por polimeros biodegradaveis, tém atraido maior ateng¢do dos
pesquisadores em relacdo aos lipossomas, devido as suas potencialidades terapéuticas, a
maior estabilidade nos fluidos bioldgicos e durante o armazenamento (Soppimath et al.,
2001).

As nanoparticulas poliméricas s@o sistemas carreadores de farmacos que apresentam um

didmetro inferior a 1 pm. O termo nanoparticula inclui as nanocédpsulas e as nanoesferas, as

Nanocapsula Nanoesferas

Parede
Polimérica

Féarmaco

HMiclee Oleoso

Figura 2. Representacdo esquematica de nanocapsulas e nanoesferas poliméricas: a) farmaco
dissolvido no ntcleo oleoso das nanocapsulas; b) farmaco adsorvido ou disperso
molecularmente na matriz polimérica das nanoesferas.
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quais diferem entre si segundo a composicdo e organizacdo estrutural (Figura 2). As
nanocapsulas sdo constituidas por um involucro polimérico disposto ao redor de um nucleo
oleoso, podendo o farmaco estar dissolvido neste nucleo e/ou adsorvido a parede
polimérica. Por outro lado, as nanoesferas, que ndo apresentam nucleo oleoso em sua
composi¢do, sdo formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco pode ficar retido ou
adsorvido (Allémann, et al., 1993; Puisieux et al., 1994).

Estes sistemas tém sido desenvolvidos visando intimeras aplicagdes terapéuticas, sendo
planejados, principalmente, para administragdo parenteral, oral ou oftalmica. Uma das areas
mais promissoras na utilizacdo das nanoparticulas ¢ a vetorizagdo de farmacos
anticancerigenos e de antibidticos (Puisieux et al, 1994; Yoo et al., 2000; Pinto-
Alphandary et al., 2000; Brigger et al., 2002), principalmente através de administracdo
parenteral, almejando uma distribuicdo mais seletiva dos mesmos e assim, uma aumento do
indice terapéutico (Schaffazick et al., 2003).

Existem vdarios métodos relatados na literatura para a preparacdo de nanoparticulas
poliméricas, os quais podem ser de uma forma geral, classificados em métodos baseados na
polimerizacdo in situ de mondmeros dispersos (cianoacrilatos de alquila) (Lambert et al.,
2000) ou na precipitagdo de polimeros pré-, tais como poli (acido latico) (PLA), poli (4cido
latico-co-acido glicolico) (PLGA), poli (e-caprolactona) (PCL) e, ainda os copolimeros de
acido metacrilico e de um éster acrilico e metacrilico formados (Guterres et al., 1995, 2000;
Santos-Magalhaes et al., 2000).

Diversos estudos demonstram que polimeros biodegradaveis sdo veiculos apropriados para
a incorporagdo de agentes quimioterapicos, liberando-os diretamente ao sitio alvo do tumor.

Muitos carreadores particulados foram desenvolvidos para sistemas de liberagdo controlada
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em fluidos corporeos, como o sangue e a linfa, por exemplo. O acido poli-latico (PLA) e os
copolimeros de 4acidos glicolico e latico (PLGA) sdo poli-ésteres biodegradaveis e
histocompativeis utilizados na preparacdo de fios cirirgicos para suturas, reabssorviveis
pelo organismo, aprovados pelo FDA para uso em humanos (Chandy et al., 2000). Estes
polimeros podem ter sua superficie modificada, permitindo a aplicagdo no direcionamento
de farmacos ao orgdo alvo, proporcionando aumento da especificidade de agentes anti-
tumorais e da eficacia terapéutica.

Como exemplo, tem-se o paclitaxel (Taxol®), uma droga antineoplasica eficiente contra
varios tipos de cancer, especialmente contra tumores ovarianos ¢ de mama, altamente
hidrofébica. Devido a esta alta hidrofobicidade € necessaria a utilizagdo de um adjuvante na
administracdo clinica, acarretando sérios efeitos colaterais, dentre os quais destacam-se as
reacdes de hipersensibilidade, nefrotoxicidade e neurotoxicidade (Sharma et al., 1996).
Feng & Huang (2001) estudaram diversas preparacdes do Taxol® em nanoesferas de PLGA
(poli  (L-lactico-co-glicolico), o que possibilitou a administragdo subcutdnea e
intramuscular, minimizando os efeitos colaterais sistémicos e aumentando a eficacia
terapéutica (Singla et al., 2002).

Independente do método de preparagdo os produtos s@o obtidos como suspensdes coloidais
aquosas. Em fun¢do de sua natureza coloidal, algumas dificuldades técnicas sdo
encontradas na caracterizacdo fisico-quimica das nanoparticulas. A caracterizacdo das
suspensdes engloba a avaliagdo morfoldgica, a distribui¢do de tamanho da particula, a
determinag¢do do potencial zeta, a determinacdo da quantidade de farmaco associado as
nanoestruturas e a cinética de liberacdo do farmaco (Legrand et al., 1999). O conjunto de

informacdes obtidas pela caracterizagdo destes sistemas pode conduzir a proposi¢cdo de
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modelos que descrevam a organizacdo das nanoparticulas em nivel molecular, que sera
dependente da composi¢do quali-quantitativa das formulagdes (Schaffazick et al., 2003).

A busca de novas terapias menos citotoxicas no tratamento de leucemias, associada a
atividade antitumoral da desidrocrotonina (Anazetti et al., 2003) despertou interesse em
desenvolver um sistema de liberacdo controlada para a DHC e avaliar sua atividade em
alguns modelos leucémicos in vitro.

1.2.2. Complexos de Ciclodextrinas (CDs)

A primeira proposta de sistemas de liberagdo de farmacos consistia na liberagdo de
determinada quantidade do mesmo no sitio alvo durante um periodo de tempo necessario de
forma eficiente e precisa. Para isso, sdo utilizados materiais carreadores adequados que
superem propriedades indesejaveis das moléculas dos farmacos (Hirayama & Uekama,
1999; Szente & Szejtli, 1999; Rajewski & Stella, 1996; Stella & Rajewski, 1997).
Ciclodextrinas (CDs) sdo um grupo de oligossacarideos obtidos a partir de degradacdo
enzimatica do amido, que podem modificar propriedades farmacologicas de farmacos
através da formacdo de complexos de inclusdo (Ahmed, 2001; Ren et al., 2002; Duran et al,
2003; Britto et al., 2004).

A principal aplicagdo de CDs para industria farmacéutica € a capacidade de otimizagdo de
biofarmacéuticos em termos de solubilidade, liberagdo, permeabilidade de membrana,
biodisponibilidade e estabilidade do componente terapéutico (Grosse et al., 1997, 1998;
Szejtli, 1994, 1998; Szente & Szejtli, 1999; Singh et al., 2002; Loftsson et al., 2004; Martin
Del Valle, 2004). As principais vantagens de ciclodextrinas naturais como carreadores de
farmacos sdo: (1) uma estrutura quimica bem definida, proporcionando muitos sitios
potenciais para modificagdo quimica ou conjugacdo; (2) uma disponibilidade de

ciclodextrinas de diferentes tamanhos de cavidades; (3) baixa toxicidade e atividade
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farmacoldgica; (4) certa solubilidade em agua; (5) protecdo de drogas incluidas/conjugadas

por biodegradacao.

A mais comum ciclodextrina natural, B-ciclodextrina (figura 3), tem 21 grupos hidroxila

sendo sete primarios e 14 secundarios. A visualizagdo topologica deste macrociclo pode ser

descrita como um cone truncado, no qual o arco estreito (~6.4 A) comporta o grupo

primario de hidroxilas, entretanto o arco

longo (~15.4 A) comporta grupos hidroxilas . - N
" (2] !\

secundarios. Visto que ndo ha presenca de rl ‘l’

o
weo

grupo hidroxi-axial na cavidade toroidal de

| CHOR
BCD, esta zona da molécula tem um carater — <°
RQ
D,
hidrofébico pronunciado (Thompson, 1997
< enon
Uekama et al., 1998; Loftsson et al., 2004). '-—0“

, . o , Figura 3. Estrutura Quimica da -
Além disso, o interior da molécula de f-CD  (jclodextrina.

forma uma cavidade hidrofobica, enquanto a superficie externa € hidrofilica, permitindo-a a
atuar como um hospedeiro para uma ampla variedade de drogas lipofilicas (Zhao et al.,
2002).

As CDs naturais «, S, e y diferem-se quanto ao tamanho da cavidade e solubilidade em
agua, consistindo de seis, sete e oito unidades de D-glicose, respectivamente, em um
arranjo estrutural que permite a acomodag¢do de farmacos formando complexos de inclusdo
(figura 4) (Saenger, 1983; Stella & Rajewski, 1997, Thompson, 1997, Zhao et al., 2002;
Loftsson et al., 2004; Britto et al., 2004; Uekama, 2004). As CDs mais hidrofilicas podem
modificar a taxa de liberagcdo de farmacos pouco soluveis em agua, aumentando a absor¢ao

através de barreiras bioldgicas, servindo como potente carreador de farmacos em
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formulagdes de liberagdo imediata (Uekama, 2004). A solubilidade de CDs pode ser
melhorada através da derivatizacdo de grupos hidroxila, tais como metilagdo, hidroxilagdo,
hidroxipropilacdo, hidroxietilagdo e acetilacdo. (Allegre & Deratani, 1994; Szetlji, 1994,
1988; Grosse et al., 1997, Harada, 2001; Kang et al., 2002). Estudos anteriores mostram
que BCD metilada (MeBCD) pode alterar a fluidez e a permeabilidade de membranas

celulares. Além disso, observou-se maior eficiéncia no transporte de moléculas na presenga

CAVIDADE HIDROFOBICA

EXTERIOR HIDROFILICO

Figura 4. Estrutura Quimica Molecular e Tridimensional de Ciclodextrinas.

de MeBCD (Cho et al., 1995; Grosse et al., 1998, 1999; Loftsson & Masson, 2001; Szente
etal.,2001; Liu et al., 2004a). As CDs amorfas, tais como 2-hidroxi-propil-8CD (HPBCD),
sdo uteis na inibi¢do de transi¢do polimorfica e variacdes na cristalizagdo de farmacos
hidrofébicos durante armazenamento. Consequentemente mantém as caracteristicas de alta
solubulidade e biodisponibilidade dos componentes terapéuticos. A tabela 1 contém as
principais caracteristicas de interesse dos derivados de BCDs utilizados no presente estudo,
como carreadores de DHC (Irie & Uekama et al., 1998; Panchagnula, 1998, 2000; Ugwu et

al., 1999; Szente et al., 2001; Kang et al., 2002; Uekama, 2004).

10
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A quimioterapia ¢ uma importante modalidade terapéutica em muitos processos
patoldgicos. Entretanto, o desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas (MDR, do
inglés, multidrug resistance) e a toxicidade das mesmas sdo suas maiores limitagdes. Na
tentativa de modificar a estrutura quimica do farmaco ou driblar a resisténcia a multiplas
drogas, muitos pesquisadores tém explorado novas técnicas, tornando possivel novas
descobertas sobre as caracteristicas de células tumorais.Um possivel novo alvo pode ser as
membranas celulares, que é o sitio potencial para a atividade de MeBCD (Grosse et
al.,1998, 1999). Em trabalhos anteriores, Grosse e colaboradores, (1997) mostraram a
atividade antitumoral em potencial de doxorrubicina complexada a BCDs em células da

leucemia humana HL60.

Tabela 1. Derivados de BCDs farmaceuticamente uteis.

Derivados L. Formas de dosagem
. 1 Caracteristicas L
Hidrofilicos possivels

Soluvel em agua fria e em

MeBCD - Oral, dermal,
solventes organicos
parenteral
(intravenosa) e
Altamente soltvel em 4 muicosa
>-HPBCD amente soluvel em agua,

baixa toxicidade

L.3. Células da Leucemia Humana
A leucemogénese ¢ um fenomeno complexo caracterizado por anomalias de proliferagdo e
diferenciagdo resultando em bloqueio de maturagdo e expansdo clonal de células tumorais
(Uzunoglu et al, 1999). A leucemia mieldide aguda (LMA) ¢ caracterizada pela

proliferagdo anomala dos precursores granulociticos-macrofagicos da medula déssea, que

11
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esta relacionado a incapacidade funcional para maturagdo e diferenciag¢do celular e ndo a
um aumento na taxa de crescimento. A habilidade em responder a fatores exogenos de
diferenciagdo apresenta-se diminuida em células da leucemia, podendo ocorrer alteragdo na
expressdo de produtos génicos especificos necessarios para a diferenciacdo celular
(Breitman, 1990). A linhagem celular da leucemia promielocitica aguda (LPA) HL60 foi
estabelecida em 1976 a partir do sangue periférico de pacientes com LPA e foi a primeira e
Unica linhagem de células de leucemia mieldide aguda disponivel por varios anos (Collins,
1987, Dalton et al., 1988; Drexler et al, 1995, 2000). Estas células proliferam
continuamente em culturas em suspensdo, consistindo morfologica e histoquimicamente,
predominantemente em promielocitos, dos quais cerca de 4-15 % apresentam
caracteristicas morfoldgicas de células mieloides mais maduras: mielocitos, metamieldcitos
e leucdcitos polimorfonucleares (PMN) (Collins et al., 1977, 1978; Newburger ef al., 1979;
Breitman, 1990).

A linhagem de células da leucemia mieldide cronica (LMC) K562 foi estabelecida por
Lozzio & Lozzio, (1975a) a partir de efusdo pleural de um paciente em crise blastica
terminal. A populacdo celular tem sido caracterizada como altamente ndo diferenciada em
série granulocitica (Lozzio & Lozzio, 1975b). Estudos das propriedades de superficie de
membrana concluiram que as células K562 constituiam uma linhagem de eritroleucemia
humana (Anderson et al, 1979). Os blastos K562 sdo multipotenciais, células
hematopoiéticas malignas que se diferenciam espontaneamente na presenga de progenitores
de séries eritrociticas, granulociticas e monociticas (Lozzio et al., 1981). Koefler & Golde,
(1980) revisaram diversos indutores de diferenciacdo em sublinhagens derivadas da

linhagem celular K562 de origem.

12
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Como mencionado anteriormente, o fenomeno de resisténcia a multiplas-drogas (MDR) a
quimioterapia € o maior obstaculo no tratamento contra o cancer. O fenotipo mais
caracteristico de MDR envolve a expressdao do produto do gene MDR-1, glicoproteina-P
(Juranka et al., 1989), entretanto, o processo de resisténcia ¢ multifatorial. Para elucidar os
mecanismos de MDR, tem-se utilizado linhagens de células selecionadas apresentando
reatividade cruzada a uma ampla variedade de agentes anticancerigenos. As células K562
Lucena caracterizam-se como resistentes a multiplas-drogas, originalmente selecionada
devido a resisténcia ao alcaldide vinca vincristina e derivou da linhagem celular K562 de
origem Alguns agentes quimioterapicos aumentaram a resisténcia dessas células, tal como
5-fluorouracil. Além disso, as células K562 Lucena apresentaram resisténcia a radiacdo-UV
e a peroxido de hidrogénio. Alteracdes no citoesqueleto dessas células também foram
observadas tais como, expressio aumentada de actina e/ou tubulina e alteragdes na
organizagdo de fibras, microtibulos e complexos de Golgi, além de expressdo elevado de
RNAm de actina e da subunidade protéica de B-tubulina, quando comparadas com a
lingagem K562 de origem. (Rumjanek et al, 2001). Esta linhagem superexpressa a
glicoproteina-P e tem sua resisténcia revertida por verapamil, trifluoperazina e
ciclosporinas A, D e G (Trindade et al., 1999; 2000).

A linhagem de células da leucemia monocitica U937 fo1 estabelecida a partir de células
malignas obtidas do sangue periférico de um paciente, por efusdo pleural, com linfoma
histiocitico difuso (McCollum et al., 2005). Estas células leucémicas foram derivadas de
um linfoma de ndo-Hodgkin por Sundstrom & Nilsson, (1976). Estudos desde o final da
década de 70 tém mostrado que essas células apresentam um bloqueio na diferenciacdo de
progenitores monociticos € podem ser induzidas a diferenciacdo terminal monocitica por

misturas de sobrenadantes de cultura de linfocitos humanos, forbol ésteres, vitamina D3,

13
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interferon gama, fator de necrose tumoral (TNF) e 4cido retindico. Portanto, constitui um
modelo para estudos in vitro de indugédo de diferenciacdo mondcito/macrofago. As células
U937 expressam o antigeno Fas e sdo sensiveis aos anticorpos anti-Fas e TNF (Sundstrom
& Nilsson, 1976; Baker & Reddy, 1996; Choi et al., 2002).

Devido a proliferagdo desregulada e a inibi¢do de morte celular por apoptose serem eventos
comuns no desenvolvimento de tumores em geral, estes dois aspectos sdo alvos de
intervengdo terapéutica em todos os tipos de cancer (Evan & Vousden, 2001). Varios
estudos demonstram a indugdo de apoptose em células de leucemia humana constituindo
uma vantagem em relagdo a compostos quimioterdpicos com agdo estritamente citotoxica
(Bertrand et al., 1991; Dive & Hickmann, 1991; Gorczyca et al., 1993; Kaufmann &
Earsnshaw, 2000; Bertram, 2001; Hugh, 2003; Reed, 2003; Bai et al., 2004). A combinacio
de agentes citotoxicos que induzem diferenciacdo celular e apoptose pode modificar a
historia da quimioterapia nos proximos anos, desenvolvendo tratamentos mais toxicos para
as células tumorais e mais eficientes, projetados em fun¢do das alteragdes biologicas dessas
células.

1.4. Morte Celular por Apoptose
I.4.1. Apoptose versus cincer

A regulacido do numero de células ¢ uma propriedade crucial dos organismos
multicelulares. O corpo humano ¢ composto por aproximadamente 10'* células, sendo que
diariamente bilhdes de células morrem para assegurar o funcionamento adequado do
organismo. A morte celular desse tipo ¢ fisiologica e constitui a morte celular programada
ou apoptose, reconhecida morfologicamente como um fenomeno distinto de morte ha mais
de 30 anos por Kerr e colaboradores (1972). Portanto apoptose € um processo essencial

para a regulacdo do desenvolvimento e manutencdo da homeostase em tecidos adultos,

14



INTRODUCAO 15

sendo uma consequéncia do balango entre morte versus taxa de proliferagdo celular.
Processos de proliferacdo celular desregulada e morte celular por apoptose suprimida
constituem suporte para a progressdo neoplasica, comum a todos os tipos de cancer (Wyllie
et al., 1980; Thompson, 1995; McConkey, 1998; Curtin et al., 2002; Kerr, 2002; Jatella,
2004; Kim, 2005; Yang et al., 2005).

Os processos governantes da génese e progressdo de cancer sdo evolutivos, pois a selecdo
natural atua sobre a diversidade adquirida e inerente de vdarios clones somaticos,
prevalecendo as formas que apresentam vantagens propagativas. (Israels and Israels, 1999;
Bertram, 2001; Evan & Vousden, 2001; Cruchten & Broeck, 2002; Fischer & Schulze-
Osthoff, 2005). A modulacdo da apoptose em células tumorais consiste em um novo
conceito no tratamento quimioterapico de diferentes tipos de céncer, utilizando farmacos
anti-tumorais mais seletivos e, portanto, mais eficientes (Hickman, 1996; Yamada et al.,
2003). Apoptose pode ser induzida por inumeros estimulos, incluindo agentes anti-
tumorais, privacdo de fatores de crescimento e radia¢do. Dentre os efeitos da indugédo de
morte celular por apoptose em resposta a quimioterapia, destacam-se a reducdo no volume
tumoral. Entretanto, a inibicdo da morte celular por apoptose em células tumorais pode
causar resisténcia a multiplas-drogas (MDR) (Kim et al., 2002; 2003; Pommier et al., 2004,
Kim, 2005).

1.4.2. Bioquimica da Apoptose

Apoptose resulta de um colapso de infra-estrutura celular através de digestdo proteolitica,
que leva a desintegracdo do citoesqueleto, transtorno metabdlico e fragmentagdo gendmica
(Fischer & Schulze-Osthoff, 2005). A maioria das alteracdes morfoldgicas observadas por
Kerr e colaboradores (1972), ¢ causada por membros da familia de cisteino proteases,

chamadas caspases, que estdo envolvidas nas fases de inicia¢do (caspases-2, -8, -9, -10),
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execucdo (caspases-3, -6, -7) e regulacdo das vias apoptoéticas (figura 5) (Jacobson & Evan,

1994; Cohen, 1997, Stennicke & Salvesen, 1998; Thornberry & Lazebnik, 1998;

T

Danos
smaepiapne  (B) DNA

Figura 5. A via receptor (A) ¢ desencadeada por membros da familia de receptores de morte celular,
tal como CD95/Fas/Apo-1. Ligantes especificos sinalizam agregacdo e formagdo de um complexo
indutor de morte, que recruta pro-caspases através de proteinas de dominio de morte associada ao
receptor. A via mitocondrial (B) é frequentemente ativada em resposta a danos no DNA, envolvendo
a ativagdo de um membro préd-apoptdtico da familia Bel-2 (Bax, Bid). Membros pré- e anti-
apoptoticos da familia Bcl-2 regulam a liberagdo de citocromo ¢ a partir da membrana mitocondrial
interna. Estes se associam com Apaf-1, dATP e pro-caspase-9, formando apoptossomo. Caspases
subsequentes sdo ativadas, culminando na clivagem de substratos especificos e morte por apoptose.

Hengartner, 2000; Minko et al., 2001; Fischer et al., 2003; Fuentes-Prior & Salvesen,
2004).

Alguns reguladores do ciclo celular participam em ambos os processos, morte celular
programada e divisdo celular. A relagdo entre ciclo celular e apoptose € reconhecida pelos
genes que codificam as proteinas c-Myc, p53, pRb, Ras, PKA, PKC, Bcl-2, NF-kB, CDK,

ciclinas e CKI. Apos estimulo, estas proteinas podem induzir proliferacdo celular, parada
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do ciclo ou morte celular. O “background” genético e o micro-ambiente celular sdo
importantes, assim como a extensdo de danos ao DNA e o nivel de diferentes proteinas
(Vermeulen et al., 2003a,b). Niveis elevados de proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2
bloqueiam (Bcl-2 e Bcel-x) e aumento de outras induzem a apoptose (Bax, Bad e Bak). As
proteinas Bax (familia de proteinas prdé-apoptoticas) estdo associadas a outras proteinas,
que ancoram Bax no citoplasma. Entretanto, na presenca de danos no DNA ou fosforilagdo
de fatores de transcricdo especificos, ocorre a dissociagdo das proteinas Bax e homo
(Bax/Bax) ou heterodimeriza¢do (Bax/Bcl-2) com outras, resultando na translocagdo de
Bax do citoplasma para a mitocondria, desencadeando apoptose. As proteinas Bel-2 estdo
localizadas na membrana mitocondrial externa de diferentes tipos celulares. Dentre suas
atuagdes esta o bloqueio da liberagdo de citocromo c¢ pela mitocondria apds estimulo
apoptogénico (Fischer & Schulze-Osthoff, 2005; Kim, 2005; Yang et al., 2005).

Em geral, dentre as vias de sinaliza¢do de morte celular por apoptose induzidas por agentes
anti-tumorais, conforme mostrado na figura 5, destacam-se duas, uma via receptor-
dependente (extrinseca) (A) e outra via mitocondria-dependente (intrinseca) (B) (Debatin,
2004; Orrentus et al., 2003; Kim, 2005). A predominidncia de uma via sobre a outra
depende do tipo celular (Barnhart et al., 2003). A via receptor-dependente envolve a
ativacdo de receptores de morte, tais como Fas e TRAIL. A ativagdo desses receptores €
mediada por um complexo de sinalizagdo formado pelo recrutamento de um dominio de
morte, constituido por um complexo protéico associado ao receptor Fas e procaspase-8.
Caspase-8 ativa diretamente caspase-3, levando a apoptose (figura 5 (A)). A via
mitocondria-dependente envolve atividade de caspase-8 na clivagem e heterodimerizagdo
de proteinas pro-apoptoticas (Bax) que interagem com canais anidnicos voltagem-

dependentes (VDAC) na membrana mitocondrial externa (MME), resultando na liberacdo
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de citocromo-c e ativagdo de caspases-3 e -9 (figura 5 (B)) (Kim ez al., 2002; Lacour et al.,
2003; Barnhart et al., 2003; Kim, 2005).

Apos estimulo apoptotico, a homo (Bax/Bax) ou heterodimerizacdo (Bax/Bcl-2) de
proteinas Bax no citoplasma, resulta na translocacdo dessas para a mitocondria, onde
interagem com canais VDAC de ampla condutancia, provocando a formacdo de poros de
transi¢do de permeabilidade de membrana mitocondrial interna (PTP). Esses poros de PTP
podem ser inibidos, quando na presenga de ciclosporina-A. Os poros de transi¢do de
mitocondrial causam aumento de permeabilidade de membrana mitocondrial e consequente
dissipagdo do gradiente de protons (H') e, portanto, despolarizagdo ou perda de potencial
de membrana (Ayy) e “swelling” osmotico, devido a alta concentrag@o de solutos na matriz
mitocondrial. O complexo de poros de transicdo de permeabilidade de membrana
mitocondrial (CPPT) ¢ composto de um translocador do nucleotideo adenosina e os canais
VDAC, ambos alvos de varios indutores pro-apoptdticos. Entretanto, alguns autores
mostraram que o citocromo ¢ pode ser liberado a partir da membrana mitocondrial interna
antes da despolariza¢do da mesma e, portanto, antes da abertura de poros de PTP (Yang et
al., 2005). Além disso, muitas caspases podem induzir diretamente PTP mitocondrial,
sugerindo que a sequéncia de eventos pode implicar na libera¢do de citocromo c, seguido
pela ativacdo de caspases e posteriormente, eventos proteoliticos induzidos por caspases
desencadeiam PTP (Reed, 1997; Lassus et al., 2002). A liberagdo de citocromo c¢ resulta na
formag¢do de uma apoptossomo, consistindo de fator de ativagdo de apoptose 1 (Apaf-1) e
procaspase-9, que ¢ ativada a caspase-9 por dATP. Caspase-9 iniciadora leva a ativagdo de
caspases efetoras, tais como caspases-3 ou -7, que clivam um inibidor de DNase ativado

por caspase, produzindo poly (ADP-ribose) polimerase (PARP), resultando na
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fragmentacdo de DNA caracteristica (Li et al., 1997, Reed, 1997, Vander Heiden et al.,
1997, Yang et al., 1997, Deveraux et al., 1998; Luo et al., 1998; Finkel, 2001; Gottlieb,
1999, 2000, 2001; Jia et al..,2001; Cain et al., 2002; Lacour et al., 2003; Scorrano et al.,
2003; Song et al., 2003; Khosravi-Far & Esposti, 2004; Tsuruta et al., 2004; Verrier et al.,
2004; Bras et al., 2005; Fischer & Schulze-Osthoff, 2005; Kim, 2005; Yang et al., 2005).
1.4.2.1. Mitocondpria, Cdlcio e Apoptose

Apoptose pode ser induzida via perda do controle homeostatico de Ca*, que atua como um
segundo mensageiro, podendo também regular, positivamente ou negativamente, a indugao
de morte através de alteracdes na distribuicdo de Ca™ em compartimentos celulares. Neste
contexto, 0 Ca™ pode inibir ou ativar vias de sinalizagdo de morte celular (Orrenius et al.,
2003).

O papel do Ca™, como indutor de morte foi inicialmente sugerido por Fleckenstein e
colaboradores, 1974, os quais propuseram que o influxo de Ca*™* em midcitos pode ser o
mecanismo central de patologias cardiacas desencadeadores apos isquemia. Estudos
posteriores mostraram que o fluxo, a distribuicdo e alteragdes na sinalizacdo de Ca™
intracelular podem ter efeitos adversos, incluindo alteragdes na proliferacdo e diferencia¢do
celular, assim como na modulagdo de apoptose. Sabe-se que processos dependentes de Ca™
intervém na atividade dos principais executores de apoptose, as caspases, o seqiestro de
Ca™ em pool intracelular e em reticulo endoplasmatico, pode ser suficiente para
desencadear a morte celular por apoptose como resposta ao estresse. Além disso, processos
dependentes de Ca* podem ser recrutados durante a eliminagdo final de células mortas ou

em processos de morte promovendo sua lise e fagocitose (Orrenius et al., 2003).
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Figura 6. Mecanismos de liberagdo de proteinas a partir do espago intermembranas mitocondrial. Ha pelo
menos dois mecanismos reconhecidos para permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa (MME). O
primeiro (A) envolve abertura do poro de transi¢do de permeabilidade (PT), que consiste em canal anion
voltagem-dependente composto por um complexo protéico. Abertura do poro ¢ seguida pelo swelling
mitocondrial, ruptura da MME e liberagdo de citocromo c¢ para o espago intermembranas. Entretanto,
abertura transiente do poro pode ocorrer em uma pequena parte da mitocondria que esteja sofrendo transi¢do
de permeabilidade por um determinado tempo. Neste caso, a liberagdo de proteinas mitocondriais ocorre
sem swelling significativo ou perda de potencial de membrana mitocondrial (ndo mostrado). Em ambos os
casos, o processo pode ser bloqueado pela ciclosporina A (CsA), que se liga a uma proteina do complexo de
poro e inibe a abertura deste. O segundo mecanismo (B) de permeabilizagdo da MME envolve membros da
familia de proteinas Bcl-2, principalmente Bax e Bak, e t-Bid. Citocromo ¢ esta normalmente ligado a MMI
por associagdo com o fosfolipideo anidnico cardiolipina, que € exclusiva da mitocondria e esta presente
predominantemente na MMI. A dissociag@o de citocromo c da cardiolipina é um importante passo inicial na
liberagcdo no citosol e ¢ estimulada pela produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), assim como a
ligagdo de Ca+2 a cardiolipina (ndo mostrado).

H4 muitos anos a mitocondria € conhecida por participar ativamente na
compartimentalizacdo de Ca’ intracelular (Hampton ef al., 1996; Galitovsky & Gogvadze,
2001; Carafolli, 2002). O recrutamento da via mitocondrial de sinalizacdo de apoptose
resulta na permeabiliza¢gdo de membrana externa da mitocondria (MME) e a liberagdo de

proteinas pro-apoptoticas desta organela, dentre as quais o citocromo ¢ tem atraido maior
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aten¢do, devido ao seu papel na ativagdo de caspases (figura 6). A permeabiliza¢do da
MME pode ser obtida por varios mecanismos, incluindo formag¢do de poros por proteinas
pro-apoptdticas da familia Bel-2 e ruptura da membrana mitocondrial interna (MMI) como
resultado de swelling mitocondrial. Evidéncias mostram que proteinas pro-apoptoticas da
familia Bcl-2, Bax e Bak, assim como t-Bid e outras proteinas - BH3, translocam-se a
mitocondria na presenca de estimulo apoptotico. Bax e Bak podem formar oligdbmeros na
MME, e este processo ¢ estimulado por t-Bid e outras proteinas — BH3. Entretanto,
sequestro de proteinas pré-apoptdticas por membros da familia anti-apoptdtica, Bel-2 e Bel-
Xi, previnem a oligomerizagdo e a inser¢do de Bax e Bak na MME e, portanto, inibem a
formagdo do poro de permeabilidade de MME. Outros papéis do Ca** na sinalizagdo de
apoptose sdo conhecidos, tais como ativacdo de proteinas da familia Bcl-2, Bad, pela
calcineurina, ativagdo de oxido nitrico sintase, de fosfolipases, de endonuclases, de
transglutaminases e de proteases. Além disso, o Ca™ regula um segundo mecanismo
responsavel pela permeabilizacdo da MMI e liberacdo de proteinas prd-apoptoticas
mitocondriais, as quais estdo associadas a resposta ao estresse conhecida como transi¢do de
permeabilidade de membrana interna. Este envolve a abertura do poro de transi¢do de
permeabilidade (PTP), que consiste, como descrito anteriormente, em um amplo complexo
de proteinas que comprimem o canal anion voltagem-dependente (VDAC) (Halestrap et al.,
1998; Crompton, 1999; Orrenius ef al., 2003). O complexo de poro localiza-se no local de
contato entre a MMI e a MME. O poro comporta-se como um canal voltagem-dependente
que se torna ativo pela alta concentragdo de Ca*™ na matriz mitocondrial, estresse oxidativo,
oxidagdo de grupamentos tiois, alcalinizagdo ou baixo potencial transmembrana.
Inicialmente, observa-se uma rapida abertura e fechamento do poro, seguido pela abertura

. . . +2 .
persistente induzida pela entrada do Ca® e componentes de baixa massa molecular
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(MM<1500). A abertura do poro pode ser revertida por agentes tais como a ciclosporina A
(CsA) e por inibidores do influxo de Ca™ mitocondrial (Weis et al., 1994; Orrenius et al.,
2003).

Viarios tratamentos tém sido desenvolvidos para induzir apoptose via transicdo de
permeabilidade mitocondrial mediada por Ca™ em diferentes tipos celulares. Tais agentes
incluem iondforos de Ca', neurotoxinas, quimioterapicos e agentes pro-oxidantes, como
por exemplo, acido araquidénico e peroxinitrito (Petronilli ez al., 1993; Korge & Weis,
1999; Kidd et al., 2002; Akao et al., 2003). Como mencionado anteriormente, a formagao
de PTP resulta na liberagdo de citocromo ¢ da mitocOndria e de outras proteinas pro-
apoptdticas e pode estar associada com swelling osmdtico da mitocOndria, alta
concentragcdo de proteina na matriz e ruptura de MME. Entretanto, somente uma fracdo da
populagdo mitocondrial pode sofrer transi¢do de permeabilidade e liberagdo de citocromo c.
Alguns estimulos apoptéticos podem induzir alteragdes na sinalizagdo do Ca™ mitocondrial
desencadeando o processo apoptotico pela facilitagdo da abertura de PTP induzida por
Ca™. Recentes observacdes indicaram que a resisténcia de células leucémicas ao 2-
clorodesoxiadenosina (CDA) estd associada com aumento na habilidade de suas
mitocondrias em sequiestrar Ca™* evitando a indugdo de PTP. As células resistentes a CDA
foram seletivamente resistentes a apoptose induzida por tapsigargina, mas nio a apoptose
induzida por staurosporina ou Fas. Portanto, parece que hd pelo menos dois mecanismos
distintos responsaveis pela permeabilizacdo da mitocondria durante a fase inicial da

apoptose, porém estes podem estar inter-relacionados (Orrenius et al., 2003).
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1.4.2.2.Apoptose & Estresse Oxidativo

Uma grande variedade de estimulos pode induzir apoptose, dentre esses o estresse
oxidativo provocado pela geracdo de intermediarios oxidativos através da agdo de alguns
agentes anti-neoplasicos (Slater et al., 1995; Ikeda et al., 1999; Matsura et al., 1999; Matés
& Sanchez-Jimenez, 2000; Piwocka et al., 2001).

O estado redox das células ¢ uma conseqiiéncia do balango entre os niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROS), oxidantes e redutores equivalentes. Elevacdo nos niveis de
EROS acima da capacidade de tamponamento e atividade enzimatica designada para
modular os niveis dessas espécies resulta em estresse oxidativo potencialmente citotoxico.
Sob esta condi¢do pré-oxidante, radicais altamente reativos podem danificar o DNA, RNA,
proteinas e componentes lipidicos, que podem levar a morte celular. Embora diversas
macromoléculas estarem sujeitas ao ataque por EROS, lesdes em nucleotideos livres ou no
DNA podem ocasionar danos permanentes devido aos efeitos deletérios destas espécies
(Allen & Tresini, 2000).

Muitos tipos celulares normais e malignos podem gerar e liberar espécies reativas de
oxigénio in vitro em resposta a um estimulo especifico desencadeado via fator de
crescimento/citocina ou constitutivamente no caso de células tumorais (Cerutti, 1994,
Zwart et al., 1999). Células cancerigenas podem gerar peroxido de hidrogénio e, se isso
ocorrer in vivo, pode contribuir para a mutagdo das células normais em cancerigenas e
provocar danos em tecidos normais e, assim, facilitar o crescimento e invasdo do tumor
(Zwart et al., 1999). Trabalhos anteriores sugeriram que a persisténcia de uma situacdo de
estresse oxidativo em células tumorais poderia explicar parcialmente algumas
caracteristicas do cancer, tais como proto-oncogenes ativados, fatores de transcri¢do,

instabilidade genomica, resisténcia a radioterapia ou a quimioterapia, invasdo tecidual e
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metastase (Toyokumi et al., 1995; Allen & Tresini, 2000). Contudo, a ocorréncia de uma
situacdo de estresse oxidativo in vivo e suas consequéncias para o hospedeiro permanece
uma questdo em aberto. Um dos mais importantes fatores a ser considerado em relagdo a
essa situagdo de estresse oxidativo ¢ o balango entre radicais livres e sistemas antioxidantes,
comumente utilizados como marcadores do estado redox.

Em uma situagdo de estresse oxidativo as células apresentam dois mecanismos de defesa
importantes: um tampdo redutor tiol consistindo de pequenos peptideos com moléculas
sulfidrila redox ativas: glutationa (GSH) e tiorredoxina (TRX)) e, um sistema enzimatico
(superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX)) (figura 7)
(Yu, 1994; Gabbita et al., 2000; Matés, 2000; Davis et al., 2001; Curtin et al., 2002).

A GSH ¢ o mais abundante composto tiol de baixo peso molecular encontrado em plantas e
animais (Meister & Anderson, 1984; Sies, 1999), em concentrac¢des variando entre 0,1 — 10
mM (Schroeder et al., 1996; Davis et al., 2001). Este tripeptideo apresenta diversas fungdes
celulares em adi¢do a suas propriedades antioxidantes participando na transdugdo de sinal,
na expressdo génica e na apoptose (Larsson et al., 1983; Vina, 1990; Cotgreave & Gerdes,
1998; Arrigo, 1999; Sies, 1999; Voehringer, 1999; Davis et al., 2001). Estes processos
estdo interrelacionados com o estado redox tiol, interagdes proteina-glutationa e
proliferag¢do celular (Cotgreave & Gerdes, 1998; Sies, 1999).

Em condi¢des normais, mais de 95 % da GSH nas células estd reduzida; portanto o
ambiente intracelular ¢, normalmente, altamente redutor. Investigacdes sobre o papel da
GSH na modula¢do da sinalizagdo apoptdtica sugerem que alteragdes no estado redox
intracelular induzido por agentes citotoxicos também sdo modulados pela geracdo de EROS

e pela extrusdo de GSH das células (Ghibelli ez al., 1995). Varios estudos demonstram uma
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diminui¢do de GSH intracelular concomitante a um aumento em EROS no processo de
morte celular por apoptose (Oda et al., 1999; Xu & Thornalley, 2001).

A esse respeito, Slater e colaboradores (1995) postularam que a perda de GSH
citoplasmatico seria um dos eventos caracteristicos de morte celular por apoptose, através
da influéncia na capacidade redox tamponante da célula, tornando-a intolerante a presenga
de agentes oxidantes. Quando ha uma diminui¢do também nos niveis de GSH mitocondrial,
a producdo de energia ¢ afetada e a célula incha e sofre “necrose secundaria” (apoptose
tardia). Estudos demostraram que a morte celular apoptdtica pode sofrer uma transi¢do para
a necrotica durante uma situagdo de estresse oxidativo através de dois mecanismos
principais. O primeiro ¢ desencadeado pela inativagdo de caspases devido a oxidacdo do
grupo tiol de seus sitios ativos por agentes oxidantes ou S-nitrosilagdo. No segundo
mecanismo ocorre uma redugdo nos niveis de ATP, portanto, na producdo de energia,
devido a diminuicdo de fung¢do mitocondrial causada pela a¢do de agentes oxidantes,
levando a liberagdo de citocromo ¢ e alteracio de permeabilidade de membrana
mitocondrial (McConkey, 1998; Chandra et al., 2000).

A figura 7 mostra as maiores fontes produtoras de EROS incluem a mitocondria, reticulo
endoplasmatico, membrana plasmatica e citosol. A mitocondria gera O," durante a
respiragdo, que ¢ convertido a H,O, pela superéxido dismutase dependente de manganés
(Mn-SOD). No citosol, O,"” é convertido a HO, pela superéxido dismutase dependente de
cobre e zinco (Cu, Zn-SOD). As duas maiores defesas contra H,O, sdo o ciclo redox ,
glutationa (GSH) presente em ambos, citosol e mitocondria e, catalase presente na fragdo
peroxissomal. Outras fontes de O, incluem as enzimas xantina oxidase no citosol,

NADPH oxidase na membrana plasmatica e citocromo P450 no reticulo endoplasmatico.
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Figura 7. Fontes intracelulares de EROS e principais mecanismos de defesa antioxidante. As maiores fontes
produtoras de EROS s@o: mitocOndrias, reticulo endoplasmatico, membrana plasmatica e citosol. A
mitocondria gera O,” durante a respira¢do, que é convertido a HO, pela Mn-SOD. No citosol, O," ¢
convertido a H,O, pela Cu, Zn-SOD. As duas maiores defesas contra H,O, sdo o ciclo redox GSH presente
em ambos, no citosol e na mitocondria e catalase, presente nos peroxissomas. Outras fontes de O," incluem
as enzimas xantina oxidase no citosol, NADPH oxidase na membrana plasmatica e citocromo P450 no
reticulo endoplasmatico. Bcl-2 pode funcionar como um antioxidante em alguns sistemas apoptoticos
induzindo a relocalizagdo de GSH no nucleo.

As proteinas anti-apoptoticas da familia Bcl-2, mencionada anteriormente, podem
funcionar como um antioxidante em alguns sistemas apoptdticos induzindo a relocalizacdo
de GSH no nucleo. O 6xido nitrico (NO) pode ser produzido no citosol ou na mitocdndria
pela enzima oxido nitrico sintase (NOS). Adicionalmente, TNFa pode induzir ativacdo de
NOS, resultando na gerag¢do de 6xido nitrico. O NO pode reagir com lipideos de membrana
e podem causar mutagdes no DNA. Além disso, ONOO™ pode induzir peroxidagdo lipidica

e sinalizar a morte celular por apoptose.
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II - OBJETIVOS

27



OBJETIVOS 28

I - OBJETIVOS

Estudos anteriores mostraram que a desidrocrotonina (DHC) apresenta atividade
antitumoral in vivo e in vitro em pelo menos dois modelos experimentais: Sarcoma 180
(S180), tumor ascitico de Ehrlich (Grynberg et al., 1999; Maciel et al., 2000). Anazetti e
colaboradores, (2003; 2004) mostraram que a DHC apresenta efeitos citotoxicos, induzindo
morte celular por apoptose em células da leucemia mieloide humana HL60, com
envolvimento de estresse oxidativo. Porém, estudos toxicologicos da DHC in vitro e in vivo
evidenciaram efeitos hepatotoxicos significativos e citotoxicos em fibroblastos V79,
demonstrando citotoxicidade do tipo basal (inespecifica). Portanto, embora a DHC
apresente atividade antitumoral comprovada, sua administra¢do por periodos prolongados
pode causar efeitos toxicos seletivos, tais como lesdes hepaticas (Rodriguez & Haun, 1999;
Melo, 2000).

Com o intuito de intensificar a eficacia terapéutica da DHC, assim como reduzir os efeitos
citotoxicos inespecificos e hepatotdxicos, este trabalho teve como objetivos gerais, avaliar
comparativamente a atividade antitumoral da DHC em células da leucemia humana,
utilizando diferentes formulagdes, ou sistemas de sistemas de liberacdo controlada de
farmacos, tais como a encapsulamento da DHC em micro/nanoesferas poliméricas de
PLGA (4cido poli (L-lactico-co-glicdlico)) e complexacdo em [-ciclodextrinas (BCDs).
Este ultimo sistema de libera¢do utilizando complexagdo da DHC em BCDs induziu
reducdo significativa na citotoxicidade basal, demonstrada em fibroblastos (células V79) e
em hepatocitos de ratos in vitro (Corréa et al., 2005). Portanto, definimos como objetivos

para o presente trabalho:
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e Desenvolver um sistema polimérico de liberacdo controlada para a DHC,
encapsulando-a em nanoparticulas de PLGA, copolimero poli (L-lactico-co-
glicdlico), que envolve etapas de preparacdo e de caracterizagdo das nanoesferas
poliméricas. Os complexos de inclusdo de ciclodextrinas contendo DHC
(DHC/BCD, DHC/MeBB3CD e DHC/HPBCD) foram preparados, caracterizados e
fornecidos pelo grupo de pesquisa da STQ — Servigos em Tecnologia Quimica —
CIETEC, USP, sob orientacdo da Profa. Dra. Mariangela M. B. De Azevedo,
conforme descrito por Corréa et al., 2005.

e Comparar a citotoxicidade da DHC em sua forma livre, encapsulada em
nanoesferas de PLGA e complexada com BCDs em células da leucemia humana,
utilizando como modelos experimentais, as linhagens HL60, U937, K562 e K562
Lucena, comparando os efeitos citotoxicos da DHC livre e de suas formulagdes em
linfocitos humanos.

e Comparar a eficiéncia na indugédo de diferenciacdo e de morte celular por apoptose
induzida pela DHC e suas formulagdes em estudo, assim como investigar os
eventos envolvidos nas possiveis vias de sinalizagdo, tais como parada do ciclo
celular, ativacdo de caspases, swelling osmotico da matriz mitocondrial e perda de
potencial de membrana mitocondrial, libera¢do de citocromo c, deplecdo de
glutationa reduzida (GSH), expressao de proteinas anti-apoptocicas da familia Bel-
2, assim como altera¢des nas concentragdes de Ca*? intracelular.

Devido aos promissores resultados na reducdo da citotoxicidade basal e hepatotoxicidade
obtidos por Corréa e colaboradores, (2005) com os complexos de inclusdo de PCDs

contendo DHC associado as dificuldades encontradas na produgdo de nanoesferas
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poliméricas, os estudos de mecanismos bioquimicos envolvidos na indugdo de apoptose

foram realizados somente com os complexos em ciclodextrinas.

30



MATERIAIS E METODOS 31

III - MATERIAIS E METODOS
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III - MATERIAIS E METODOS

IIL.1.1. Preparacio das nanoparticulas de PLGA contendo desidrocrotonina
A desidrocrotonina (DHC) foi obtida a partir das cascas do caule da Croton cajucara,
como previamente descrito por Souza Brito e colaboradores (1998). Obteve-se 99% de
pureza de DHC, determinada por RMN (ressonancia magnética nuclear), UV
(ultravioleta), IR (infravermelho) e MS (espectroscopia de massa), conforme Souza-
Brito e colaboradores (1998).
As nanoesferas de PLGA (65:35, acido lactico-co-glicdlico) foram preparadas em
colaboragdo com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Nelson Duran, Laboratério de
Quimica Bioldgica, IQ, UNICAMP, mais especificamente pelos alunos Sérgio Teixeira
e Lucas Frungillo. Todas as preparacdes foram obtidas em condi¢des estéreis, utilizando
o método de precipitagdo do polimero pré-formado ou também chamado método de
emulsificagdo-difusdo associado a evaporagdo de solvente, com algumas modificag¢des,
conforme esquematizado na figura 8 caracteristicas (Quintanar-Guerrero et al., 1996,
1998a; Ferdous et al., 1998; Murakami et al., 1999).

Inicialmente, dgua e acetona foram mutuamente saturados por 1 minuto antes do uso

I & i
Agua + /\ !
Tensoativos H Acetona +
PLGA
Saturacdo Emulsifica¢iio Difuséo do Solvente

Emulséo é6leo/agua (O/A) (precipitacio do polimero)

Figura 8. Esquema de preparacdo das nanoesferas de PLGA contendo DHC utilizando o método de
precipitagdo do polimero pré-formado (método de emulsificagdo-difusdo) associado a evaporacdo de
solvente.
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para promover um equilibrio termodindmico inicial de ambos os liquidos. Em seguida,
200 mg de PLGA (65:35, massa molar 45.000-75.000 Da) foram dissolvidos em 10 mL
de acetona para preparar as nanoparticulas vazias. Para a preparacdo de nanoparticulas
contendo DHC, 200 mg de PLGA foram dissolvidos em 10 mL de acetona, seguido pela
adicdo de 40 mg de DHC. Esta fase organica foi emulsificada com 20 mL de uma
solugdo tensoativa aquosa saturada com acetona (5 % w/v), composta por polivinil
alcool de baixa massa molar (PVA 30.000 — 70.000 Da) e Pluronic F68 (copolimero que
atua como tensoativo: poli (etileno glicol)-bloco-poli (propileno glicol)-bloco poli
(etileno glicol) (copolimero tribloco PEG-PPG-PEG, massa molar 8.400 Da). A
emulsdo foi preparada com auxilio de um homogeinizador de alta velocidade (Ultra-
Turrax) a 8.000 rpm por 10 min. Em seguida, 80 mL de agua saturada com acetona
foram adicionadas sob agitagdo a emulsdo para induzir a difusdo da acetona na fase
continua, promovendo a nanoprecipitagdo do polimero e portanto, levando a formacdo
das nanoparticulas. Para evaporagdo do solvente organico a preparacdo foi mantida sob
agitacdo magnética por 12 h em condigdes estéreis. Apos evaporagdo do solvente, o
excesso de DHC ndo adsorvida foi retirado utilizando pelo menos duas lavagens
sucessivas com agua destilada estéril e centrifugacdo a 10000 g por 2 h. Inicialmente, a
liofilizagdo foi utilizada como método de sacagem, durante a qual a tensdo interfacial
aumenta devido a retirada subita de agua. Na tentativa de corrigir esse problema,
adicionou-se sacarose (1 % w/v), substancia crioprotetora, que, assim como o manitol, a
glicose e o Pluronic, aumentam a viscosidade do meio (Schaffazick et al., 2003;
Quintanar-Guerrero, et al., 1998b). Posteriormente, as particulas foram submetidas a
rotaevaporagdo e manutidas em suspensdo, obtendo-se como vantagens maior

estabilidade do didmetro das particulas, aumento significativo no poder de penetragdo
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destas nos testes biologicos, resultando em maior eficacia quanto a toxicidade (Desai et
al., 1996, 1997). A desvantagem ¢ a esterilizagdo e armazenagem (Schaffazick et al.,
2003b).

II1.1.2. Preparacao das nanoparticulas de PLGA-AE contendo DHC
A sintese do derivado lipofilico do acido ascorbico (AE - ascorbil éster) foi realizada
conforme descrita Stevanovi'c e colaboradores (2007), com algumas modificacdes.
Baseando-se na catalise enzimatica de uma reacdo de esterificacdo entre o acido
ascorbico e vinil-esterato mediada pela lipase Novozym 435 (Sigma). Para isso, o vinil
esterato, doador do radical acila saturado contendo 16 carbonos, foi adicionado em
quantidade excessiva. A confirmagdo da posi¢do da esterificagdo foi obtida por RMN,
dissolvendo-se o produto da reacdo em DMSO deuterado. As particulas funcionalizadas
foram preparadas conforme descrito acima, exceto a preparacdo da fase orgénica, que
foi acrescida de 20mg de Ascorbil-éster.

IIL.2. Caracterizacio das particulas contendo desidrocrotonina (DHC)

II1.2.1. Eficiéncia de encapsulagio da DHC em nanoesferas de PLGA
A determinagdo da eficiéncia de encapsulagao da DHC em nanoesferas de PLGA foi
realizada conforme Kubo e colaboradores, (1991). Inicialmente, 1 mL da preparacdo
suspensa em 10 mL de metanol e centrifugada (Beckman-Coulter, Allegra X22R)
durante 10 minutos a 15.000 rpm, obtendo-se precipitagdo das particulas e dissolu¢do da
DHC no sobrenadante. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi dissolvido em 5 mL de
metanol e uma aliquota desta solugdo foi analisada em espectroscopia de UV-vis a 232
nm (Hitachi U-2000). Utilizando-se o coeficiente de extingdo molar da DHC (8000
M.cm™) e com auxilio de uma curva de calibragdo previamente construida, determinou-

se o total de DHC na suspensdo (Kubo et al, 1991).
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I11.2.2. Deteccio do ascorbil-éster (AE)
O AE foi detectado por cromatografia de camada delgada em placa de silica com
revelador fluorescente utilizando-se como eluente de corrida o acetato de etila-
cloroféormio na propor¢@o de 9:5 (v/v). Como padrdes de comparacdo foram utilizadas
solugdes de ascorbil-éster livre e particulas poliméricas preparadas sem a adi¢do de
ascorbil-éster dissolvidos em acetona PA.

I11.2.3. Identificacio Fisico-Quimica das particulas

111.2.3. 1. Distribuicdo do tamanho e didmetro médio das particulas
A distribui¢do granulométrica das amostras foi determinada por difratometria a laser
utilizando um “Laser Sizer” (LS 13320, Malvern), médulo para pé (tornado), que
realiza a analise a seco, sem dispersdo da amostra em meio liquido (Ré & Biscans,
1999). A média do didmetro sobre o volume de distribui¢do d43) fo1 utilizado como
parametro de distribui¢cdo do tamanho das particulas e o span representa uma medida
indireta da dispers@o ou da largura da distribui¢do granulométrica. Estas medidas foram
realizadas no Laboratdrio Tecnologia de Particulas - Instituto de Pesquisas Tecnologicas
S.A. — Departamento de Agrupamento de Processos Quimicos, cuja pesquisadora
responsavel € a Dr* Maria Inés Ré.

111.2.3.2. Potencial Zeta

A carga de superficie, um indice de estabilidade fisico-quimica, foi avaliada
através da determinagdo de potencial zeta () das nanoparticulas. As medidas foram
obtidas segundo o método de espectroscopia de correlagdo de fotons (PCS) em agua
deionizada, conforme descrito por Maia e colaboradores (2004). As preparagdes foram
suspensas em agua milli-Q, pH 7.4 a 25°C e submetidas ao analisador de potencial zeta

(Ré & Biscans, 1999; Amiji & Shenoy, 2005). Estas medidas foram realizadas no
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Laboratorio de Tecnologia de Particulas -Instituto de Pesquisas Tecnologicas S.A. —
Departamento de Agrupamento de Processos Quimicos, cuja pesquisadora responsavel ¢
a Dr* Maria Inés Ré. Cada valor representa a média de quinze leituras obtidas (Miglietta
et al.,2000; Maia et al., 2004).

111.2.3.3. Morfologia da superficie das particulas
A morfologia da superficie das particulas foi analisada obtendo imagens de microscopia
eletronica de varredura (MEV), no Instituto de Biologia, Laboratorio de Microscopia
Eletronica (UNICAMP), sob supervisdo da bidloga Adriane Cristina S. Sprogis.
Uma amostra liofilizada de nanoparticulas foi colocada em fita dupla face sobre “stubs”
de aluminio formando uma camada uniforme de nanoparticulas. Em seguida, a amostra
foi coberta com ouro utilizando um sistema de cobertura com ouro “sputtering” a uma
corrente de 40 mA, pressdo de 0,2 mBar por 100 s e espessura de 260 A. As amostras
foram observadas em um microscopio eletronico de varredura a 10 kV (Prior et al.,
2001; Maia et al., 2004).

II1.3. Preparacio dos complexos de inclusio BCD, Metil-BCD e Hidroxi-
propil-BCD contendo DHC
Os complexos de inclusdo DHC/BCD, DHC/Me8CD e DHC/HPBCD foram preparados
e caracterizados em colaboragdo com a Dra. Mariangela B.M. De Azevedo, da STQ —
Servigos em Tecnologia Quimica — CIETEC - USP, Sdo Paulo, conforme descrito por
Corréa et al., 2005. As formulagdes foram preparadas em uma propor¢do molar de 1:2
de DHC e BCDs (MeBCD e HPBCD) em meio organico-aquoso (etanol/agua). A DHC e
BCDs (1:2) foram dissolvidos em etanol e agua, e a mistura agitada por 8 horas a 45°C.
Ap0s este periodo o solvente foi removido sob pressdo reduzida em rotaevaporador até

a secagem completa. Deixou-se em estufa a 70°C por 3 horas ou até peso constante. A
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amostra foi mantida em um dessecador até ser utilizada. A caracterizagdo fisico-quimica
dos complexos de inclusdo de DHC em BCDs foi determinada utilizando difragdo de
raio-X po, calorimetria diferencial de varredura e microscopia eletronica de varredura
(MEV).

I11.4. Cultura de Células

I11.4.1. Cultura de células da leucemia humana (HL60, K562, K562 Lucena
e U937)
As linhagens de células de Leucemias Humanas (HL60, K562, K562 Lucena e U937)
foram mantidas em cultura permanente, através de repiques periodicos. O cultivo foi
realizado em meio RPMI, contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37°C em
atmosfera imida de 5% de CO..

I11.4.2. Cultura primaria de linfocitos humanos
As células mononucleares de sangue periférico humano (linfocitos) foram isoladas de
sangue venoso de voluntdrios sauddveis como descrito previamente por Hirano e
colaboradores (1989) e tratadas com diferentes concentra¢cdes dos complexos de
inclusdo DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD, na presenga e auséncia do mitogeno
fitohemaglutinina (PHA 5 pg/mL) por 72 h. Os linfocitos (1 x 10° células/mL) foram
cultivados em suspensdo em meio RPMI suplementado com 10 % de soro fetal bovino,
100 IU de penicilina/mL e 100 mg de estreptomicina/mL, em atmosfera imida com 5 %

de CO, a 37°C.
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11L5. Citotoxicidade da DHC e de suas formulacdes em células leucémicas e
em linfocitos humanos
A avaliagdo do efeito citotdoxico das nanoesferas de PLGA contendo DHC e dos
complexos de inclusdo entre DHC e BCDs (B-, MeB- e HPB-ciclodextrinas) em células
da leucemia HL60, K562, K562 Lucena e U937 foi determinada utilizando ensaios de
viabilidade celular que permitem avaliar a fungdo mitocondrial, utilizando a atividade
de redug¢do do MTT (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium) e/ou
a atividade fosfatdsica, conforme descrito por Anazetti e colaboradores (2003).
Inicialmente, 3,0 x 10° células/mL foram expostas a diferentes concentragdes (0 — 500
pM) de DHC em sua forma livre, encapsulada em nanoesferas de PLGA ou complexada
em BCDs (dissolvidas em meio de cultura RPMI contendo 0,25 % de dimetilsulfoxido
(DMSO). Apds o tratamento, as células foram incubadas a 37°C em atmosfera imida
contendo 5% de CO,, durante 72 horas. Em seguida, foram realizados os ensaios de
citotoxicidade.
Quando EROS sdo produzidas em excesso estabelece-se um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes que leva a deple¢do da glutationa (GSH), o mais importante
agente antioxidante na detoxicagdo de xendbidticos e carcinogé€nicos. Recentes estudos
mostraram que a glutationa reduzida (GSH) pode determinar a regressdo de neoplasias
malignas induzidas quimicamente in vitro e in vivo. A unica forma de aumentar o
estoque da GSH organica ¢ a administragao de precursores, entre 0s quais o0 mais pratico
e eficiente ¢ a N-acetilcisteina (NAC), que se comporta como agente potencialmente
antimutagénico e anticarcinogénico, devido a capacidade de atuar como agente redutor e
como substancia nucleofilica capaz de conjugar-se a metabdlitos e substancias

eletrofilicas. Entretanto, agentes depletores de GSH, tal como o dietil maleato (DEM),
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pode induzir um aumento na progressdo do tumor, sugerindo que niveis suficientes da
GSH previnem a formagdo do tumor.

A deplecdo de GSH pode ser causada por diferentes alteragdes bioquimicas e
patologicas, incluindo swelling e disfun¢do mitocondrial (Jain ez al.,1991; Heales et al.,
1995, 1996; Slater et al., 1995). Com o intuito de analisar o papel da GSH no estresse

oxidativo induzido pela DHC livre e complexada em BCDs, 3,0 x 10° células da
leucemia humana foram pré-incubadas por 1 h, na presenga e auséncia de 1 puM de
ciclosporina A (CsA) e/ou antioxidantes (GSH ImM; NAC ImM e GSH 500uM
associado ao NAC 500uM), assim como depletor de GSH, DEM 100uM a 37°C sob
atmosfera umida contendo 5% de CO,, durante 72 horas. Em seguida, as células foram
tratadas com diferentes concentragdes de DHC, nas formas livre e complexada
(dissolvidas em meio de cultura contendo 0,25% de dimetilsulfoxido).
Apos este periodo, foi realizado o teste de redugdo do MTT, que avalia a viabilidade
celular segundo o funcionamento mitocondrial como descrito por Anazetti e
colaboradores (2003).
A viabilidade de linfocitos humanos foi determinada apos tratamento com diferentes
concentragdes de DHC em sua forma livre e complexada com BCDs (0 — 1000 uM)
durante 72 h, seguido dos ensaios de redu¢do do MTT e atividade fosfatasica (Anazetti
etal. 2003).

IIL5.1. Reducdo do MTT
Para avaliagdo da capacidade de reducdo do MTT apos tratamentos por 72 h, o meio de
cultura foi cuidadosamente removido, seguido pela adi¢cdo de 0,5 mg de MTT/mL de
meio RPMI e incubagdo das células a 37°C durante 4h. Em seguida, o formazan,

produto da reacdo, foi solubilizado em 0,1 mL de etanol. A leitura de absorbancia foi
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obtida utilizando um ELISA a 570 nm. Controles contendo a mesma concentragdo de
dimetilsulfoxido (DMSO) (0,25%) foram considerados como 100% de viabilidade
celular (Denizot & Lang, 1986).

111.5.2. Atividade Fosfatdsica
A atividade fosfatasica foi medida apos retirada do meio de cultura e adigdo de 150 pL
do substrato p-nitrofenilfosfato (pNPP), 75 mM em tampéao acetato 0,001 M pH 5,5. Em
seguida, as células foram incubadas a 37°C durante por 30 min e a reagdo foi paralisada
com adi¢do de 150 uL. de NaOH 1 M. A absorbancia foi obtida em espectrofotometro a
405 nm.

I11.6. Atividade antitumoral da DHC e de seus complexos de inclusdo em f3-
CDs
Para avaliagdo da atividade antitumoral da DHC e de seus complexos de inclusdo em
ciclodextrinas, comparativamente, foram analisados a eficacia na indugdo de
diferenciagdo, morte e/ou parada do ciclo celular. Inicialmente, para cada analise, 3 x
10° células da leucemia (HL60, K562, K562 Lucena e U937)/mL de meio de cultura
RPMI foram tratadas com concentragdes proximas ao ICsy, dos complexos de inclusdo
entre DHC e BCD, MeBCD e HPBCD (150, 250 e 400 uM) e da DHC em sua forma
livre (150, 250 uM) por diferentes periodos de exposicdo, variando entre 12, 24, 48 ¢ 72
h. Para as andlises de inducdo de morte celular por apoptose, as células foram pré-
incubadas por 1 h na presenca e auséncia de 1 uM de ciclosporina A (CsA), um inibidor
da formagdo de poros de transi¢do de permeabilidade de membrana mitocondrial (PTP),

conforme descrito por Schneider & Hogeboom (1950) com algumas modificagdes.
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11IL.6.1. Diferenciacio celular em células da leucemia

111.6.1.1. Atividade de reducio do NBT
A avalia¢do de indugdo de diferenciacdo celular pelos complexos de inclusdo em estudo
foi determinada através da medida da atividade de redugdo do NBT (nitro blue
tetrazolium) sob estimulacdo pelo TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato),
conforme Sakashita e colaboradores (1991); Kohroki e colaboradores (1998), com
algumas modificacdes. Inicialmente, apos o tratamento 1,0 x 10° células foram
centrifugadas a 350 g e resuspensas em 0,5 mL. de meio RPMI contendo 10 % de SFB.
A suspensdo celular foi adicionado 0,5 mL de uma solugdo composta pela mistura de
200 mg de TPA — 1 mg de NBT/mL de tampao PBS, seguido da incubagdo a 37°C em
atmosfera umida com 5% CO, por, no minimo, 30 minutos. Apos centrifugacdo a 350 g,
0,6 mL de etanol foram adicionados ao sedimento, solubilizando o formazan precipitado
(NBD), produto da reducdo do NBT. A quantidade de NBD formado foi determinada
apos leitura da absorbancia a 560 nm.

I11.6.1.2. Marcadores de diferenciacdo celular: mondcitos (CDI14) e
granulécitos (CD66b)
Para determinacdo dos tipos celulares diferenciados apos exposicdo das células HL60 a
DHC em sua forma livre e complexada em ciclodextrinas, durante 12, 24, 48 e 72 h,
utilizamos os marcadores CD14 ¢ CD66b. Apos o periodo de tratamento, 1,0 x 10°
células/mL foram centrifugadas a 350 g e ressuspensas em 1,0 mL de meio RPMI
contendo 10 % de SFB, seguido da adi¢do de 20uL do anticorpo (CD66b e/ou CD14)
conjugado ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC). As células foram
imediatamente analisadas em citdmetro de fluxo FACS Calibur (Laboratorio de

Marcadores Celulares-Hemocentro-UNICAMP) utilizando comprimento de onda de
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excita¢do de 530 nm. Os dados foram obtidos utilizando o software CellQuest, versao
3.3 (BD Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram coletados para cada amostra e
analizados com auxilio do programa WinMDI versao 2.8.

I11.6.2. Morte celular por apoptose em células da leucemia

II1.6.2.1. Marcacdo com anexina V-FITC/PI
Células apoptoticas foram detectadas utilizando dupla marcagdo com Anexina V —
FITC/PI (iodeto de propideo). Em fungdo da alta afinidade e especificidade da anexina
V a fosfatidilserina (PS), esta proteina pode ¢ utilizada como marcador sensivel para
deteccdo de células em apoptose, que sofrem, dentre outros eventos iniciais
externaliza¢do de PS, caracteristica deste processo de morte celular. Apos o periodo de
tratamento, as células foram submetidas a lavagem em tampao de ligacdo (Hepes/NaOH
10 mM, pH 7.,4; NaCl 150 mM; MgCl, 1 mM e CaCl,1,8mM), e ressuspensas em 100
ul. de tampao de ligagdo contendo anexina V — FITC na dilui¢do apropriada (1:500) e
incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente, no escuro. Em seguida, 400 uL de
tampdo de ligag¢do foi adicionado, juntamente com 40 pL. de uma solugdo de 100ug de
PI/mL de tampdo de ligagdo. As células foram imediatamente analisadas utilizando
citometro de fluxo FACS Calibur (Laboratorio de Marcadores Celulares-Hemocentro-
UNICAMP) em comprimento de onda de excitagdo de 488 nm (para o PI) e 530 nm
(para o FITC). Os dados foram obtidos utilizando o software CellQuest, versao 3.3 (BD
Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram coletados para cada amostra e
analizados com auxilio do programa WinMDI versao 2.8.

111.6.2.2. Contendo de DNA e Andlise do Ciclo Celular
O conteudo de DNA celular, determinado por citometria de fluxo apds marcagcdo com

iodeto de propideo (PI), nos permite analisar a fragmentacdo de DNA. Este ensaio foi
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realizado conforme Nicoletti e colaboradores (1991) e Ito e colaboradores (2003, 2004
a,b). Apds o periodo de tratamento, 2,0 x 10° células foram lavadas com PBS e
centrifugadas 200 g. O sedimento foi ressuspenso em solugdo hipotonica contendo o
corante PI (PI 50 pg/mL, citrato de sodio 1 mg/mL, Tris-HCI (pH 8,0) 1 mM, 10 %
(v/v) de Triton X-100 e EDTA 1 mM), seguido por incubag¢do a 4 °C por 24 h. O
conteudo de DNA foi analisado em citometro de fluxo FACS Calibur (Laboratorio de
Marcadores Celulares - Hemocentro-UNICAMP), utilizando o programa CellQuest para
aquisi¢do dos 10.000 eventos. A populagdo de células em cada fase do ciclo celular foi
determinada utilizando o programa de andlise celular ModiFIT LT 3.0 (Becton
Dickinson). Os comprimentos de onda utilizados foram de 488 nm (excitagdo) e 620-
700 nm (detecg@o de emissdo).
111.6.2.3. Detecciio de p21/WAF-1

Para dosagem de p21/WAF-1 em lisados celulares foi utilizado o p21/WAF-1 ELISA
Kit (Calbiochem, Germany). A metodologia foi realizada conforme recomendagdes do
fabricante apos tratamentos descritos acima. As células foram lavadas com PBS gelado
e o sedimento ressuspenso a 5,0 x 10° células/mL em tampdo de ressuspensdo (Tris
50mM, contendo EDTA 5mM, PMSF 0,2mM, lug de pepstatina/mL, e 0,5 pg de
leupeptina/mL, pH 7,4). Em seguida, foram adicionados 20 pL de agente extrator de
antigeno para cada 100uL. de suspensdo celular e as células foram mantidas no gelo
durante 30 minutos sob agitacdo periddica durante este intervalo. Os extratos celulares
foram centrifugados a 350 g por 5 minutos e congelados a -80°C até o momento da
analise, quando foram diluidos em solugdo diluente 1:5. O primeiro passo do ELISA
refere-se a adicdo do detector de anticorpo, seguido dos extratos celulares e padrdes de

concentragdes de p21/WAF-1 conhecidas. Apds incubagdo por 2h em temperatura
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ambiente, as amostras foram lavadas por trés vezes e adicionado a estas o conjugado
anticorpo-enzima, incubando-as por 30 minutos a temperatura ambiente e novamente as
amostras foram lavadas trés vezes. Em seguida, foi adicionado o substrato especifico ,
seguido de incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. A densidade Optica foi
medida a 485 nm, com corre¢do de imperfeigdes Opticas na placa para 540 nm. Os
resultados foram expressos em relacdo a curva padrdo pré-determinada em unidades de
p21/WAF-1/mL.
111.6.2.4. Atividade de Caspases-2, -3, -6, -8 e 9.

As medidas diretas da atividade de caspases foram feitas utilizando kits colorimétricos
de determinagdo de proteases (R&D Systems, USA), conforme recomendacdes do
fabricante, apos tratamentos descritos anteriormente. Este ensaio baseia-se na deteccéo
espectrofotométrica do cromdforo p-nitroanilida (pNA) apds clivagem dos substratos X-
pNA, sendo que X corresponde a seqiiéncias de aminodcidos reconhecidas por caspases
especificas, tais como VDVAD, DEVD, VEID, IETD e LEHID para caspases 2, 3, 6, 8
e 9, respectivamente. Conforme a metodologia, 2,0 x 10° células foram centrifugadas a
350 g e lisadas utilizando baixas temperaturas (2 a 8 °C). A concentragdo de proteinas
no lisado for medida utilizando método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, USA),
sendo que 200 pg de proteinas foram incubadas com cada substrato X-pNA
(concentracdo final de 200 uM) a 37°C por 4 h em uma placa de 96 cavidades. A
densidade optica das amostras foi medida a 405 nm. O aumento na atividade de
caspases foi determinado comparando os resultados de células tratadas em relagdo aos

controles (atividade relativa).
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1I1.6.2.5. Liberacdo de citocromo c
As medidas de citocromo ¢ humano em lisados celulares foram feitas utilizando o
Quantikine Cytochrome ¢ Immunoassay (ELISA sandwich da R&D Systems, USA). A
metodologia foi realizada conforme recomendacdes do fabricante apos tratamentos
descritos acima. As células foram lavadas com PBS gelado por trés vezes. O sedimento
foi ressuspenso a 1,5 x 10° células/mL em tampdo de lise, que solubiliza o citocromo ¢
no citosol e na mitocondria durante a incubag@o por 1 h a temperatura ambiente sob
agitacdo. Em seguida, o lisado celular foi centrifugado a 1000 g por 15 minutos e o
sobrenadante 5 vezes diluido e estocado a —70°C, em tampao de dilui¢do para proteinas
(RD5P). Em cada cavidade da placa de pré-revestida com o anticorpo monoclonal
especifico para citocromo ¢, foi adicionado tampdo de diluicdo RDS5P, padrdes ou
extratos celulares, seguidos de incubagdo por 2 h a temperatura ambiente. Em seguida,
foi aspirado o conteudo de cada cavidade e estas foram 4 vezes lavadas com tampédo de
lavagem. Apds as lavagens, o citocromo ¢ conjugado foi adicionado e incubado por 2 h
a temperatura ambiente. As etapas de lavagens foram repetidas seguidas pela adi¢do da
solugdo de substrato e incubagdo por 30 minutos a temperatura ambiente, protegido da
luz. A reagdo foi paralizada com adi¢do de acido sulfurico 2 N. A densidade oOptica
(DO) de foi medida a 450 nm, com corre¢do de imperfeigdes opticas na placa para 540
ou 570 nm. Os resultados foram dados em DO, relativa a curva padrdo pré-determinada.
1I1.6.2.6. Determinacio de Bcl-2
Para detecgdo de Bcl-2 humano em lisados celulares foi utilizado o Bel-2 ELISA Kit
(Calbiochem, Germany). A metodologia foi realizada conforme recomendacdes do
fabricante apos tratamentos descritos acima. As células foram lavadas com PBS gelado

e o sedimento foi ressuspenso a 5 x 10° células/mL em tampdo de ressuspensdo (Tris
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50mM, contendo EDTA 5mM, PMSF 0.2mM, 1pg de pepstatina/mL, e 0,5 pg de
leupeptina /mL, pH 7.4). Em seguida, foram adicionados 20 puL de agente extrator de
antigeno para cada 100uL de suspensdo celular e as amostras foram mantidas no gelo
durante 30 minutos, sendo ocasionalmente agitadas. Os extratos celulares foram
centrifugados a 350 g por 5 minutos e congelados a -80°C até o momento da analise,
quando foram diluidos em solugéo diluente 1:5. O primeiro passo do ELISA refere-se a
adicdo do detector de anticorpo, seguido dos extratos celulares e padroes de
concentragdes de bcl-2 conhecidas. Apds incubagdo por 2h em temperatura ambiente,
foram realizadas trés lavagens e adi¢do do conjugado anticorpo-enzima, incubando por
30 minutos a temperatura ambiente. Novamente as amostras foram lavadas por trés
vezes, seguida da adigdo do substrato especifico e incubagdo por 30 minutos a
temperatura ambiente. A densidade optica foi medida a 450 nm, com corre¢do de
imperfeigdes opticas na placa para 540 nm. Os resultados foram expressos em relagdo a
curva padrdo pré-determinada em unidades de Bel-2/mL.
I11.6.2.7. Medida de Cdlcio (Ca”) intracelular

A determinagdo do nivel de Calcio (Ca%) intracelular foi realizada conforme descrito
por Burchiel e colaboradores (2000), com algumas modificagdes. Apds cada periodo de
tratamento 1,0 X 10° células/mL foram incubadas por 90 minutos em meio de cultura
RPMI contendo o éster Fura-2-acetoximetil (AM) SuM a 4°C em camara escura. Em
seguida, as células foram analisadas em citometro de fluxo FACS Calibur (Laboratorio
de Marcadores Celulares-Hemocentro-UNICAMP) utilizando comprimento de onda de
excitagdo de 472 nm e de emissdo de 637 nm (vermelho, para Fura-2). Os dados foram

obtidos utilizando o software Cell Quest, versdo 3.3 (BD Biosciences). Um total de
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10.000 eventos foram coletados para cada amostra e analisados com auxilio do
programa WinMDI versdo 2.8.
111.6.2.8. “Swelling’’ mitocondrial
Para detec¢do de entumescimento (“swelling”) mitocondrial, as mitocondrias foram
isoladas de células HL60 apos os tratamentos descritos anteriormente. As células foram
centrifugadas a 12100 g por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi resuspenso em solucdo
de sacarose 250 mM contendo EGTA 0,3 mM tamponada com Hepes 1,0 mM e em
seguida centrifugado nas mesmas condig¢des descritas. O sedimento foi resuspenso em
solucdo de sacarose 250 mM, obtendo uma suspensdo mitocondrial com concentragdo
de 100 pg de proteina/mL, determinada pelo método de Bradford. O entumescimento
mitocondrial foi determinado conforme descrito por Araragi e colaboradores (2003)
com algumas modifica¢cdes. As mitocOndrias foram resuspensas em tampdo CFS
(manitol 220 mM; sacarose 68 mM; NaCl 2 mM; KH,PO4 5 mM; MgCl, 2 mM; Hepes-
NaOH 10 mM, pH 7,4; succinato 5 mM; rotenona 2 uM). A absorbancia foi obtida em
espectrofotometro a 520 nm em 15 minutos a 25°C. Uma reducgdo da absorbancia ¢
consistente com um aumento no entumescimento mitocondrial (Araragi et al., 2003).
111.6.2.9. Determinacdo do Potencial de Membrana Mitocondrial (4y,,)

Para analise do potencial de membrana mitocondrial (Ayy) foi utilizado o kit
MitoScreen BD™, que consiste na aplicacdo do fluorocromo lipofilico catidnico, JC-1
(iodeto 5,5°,6,6°-tetracloro-1,1°,3,3 -tetraetilbenzimidazolcarbocianina) para citometria
de fluxo. Este corante penetra nas células e sua fluorescéncia ¢ uma reflexdo do Ay p,.
Inicialmente, as células da leucemia foram previamente tratadas conforme descrito
acima. Apos este periodo, 1,0 x 10° células foram centrifugadas a 400 g por 5 minutos,

temperatura ambiente. O sobrenadante foi cuidadosamente removido e descartado,
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enquanto o sedimento foi resuspenso em 0,5 mL de uma solugdo corante contendo 1 %
de JC-1 (2,5 pg/mL) em tamp@o para citometria (tampdo de ensaio) fornecido pelo kit,
sob agitagdo. Em seguida, as células foram incubadas por 10-15 min a 37°C com
atmosfera tmida contendo 5% de CO, e subsequentemente lavadas 2 vezes com tampdo
de ensaio. Apos as lavagens, as células foram submetidas a andlise em citometro de
fluxo FACS Calibur (Laboratério de Marcadores Celulares-Hemocentro-UNICAMP). A
fluorescéncia de emissdo utilizada foi de 530 nm (atribuida aos monomeros de JC-1,
que indicam perda de potencial de membrana mitocondrial) e a de excitagdo foi de 585
a 650 nm (atribuida aos agregados de JC-1, correpondentes as mitocondrias
polarizadas). Os dados foram obtidos utilizando o software CellQuest, versdo 3.3 (BD
Biosciences). Um total de 10.000 eventos foram coletados para cada amostra e
analisados com auxilio do programa WinMDI verséo 2.8.
111.6.2.10. Determinacdo de GSH total

A concentracdo de GSH em células da leucemia foi determinada utilizando o reativo de
Elmann, DTNB (acido 5,5’-ditio di-2-nitrobenzoico-DTNB em citrato trissodico 1%),
conforme descrito por Torsoni e colaboradores (1998), com algumas modificagdes
(Anazetti et al., 2004). Apos o periodo de exposi¢do, 5,0 x 10° células foram lavadas
com solugdo fisiolégica e lisadas com 2,0 mL de agua. A 2,0 mL do lisado foi
adicionado 3,0 mL de solugdo precipitante (1,67 g de acido metafosforico glacial, 0.2 g
de EDTA e 30 g de NaCl em 100 mL de 4gua q.s.p.). Apos 5 minutos, esta mistura foi
centrifugada a 350 x g por 5 minutos e 0,4 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,6 mL
do meio de reacdo (tampao Na,HPOs 0,2 M, pH 8.0, contendo DTNB 0,5 mM,
dissolvido em citrato de sddio 1 %). A reagdo da GSH com o DTNB gera o acido 2-

nitro-5-mercapto-benzoico (TNB) de coloragdo amarela, cuja leitura de absorbancia foi
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realizada a 412 nm (Beutler et al., 1963). A concentracdo de GSH foi calculada
utilizando seu coeficiente de extingdo € = 13,6 mM (Torsoni et al., 1998). A
concentracdo de GSH ¢ dada em nmol/10° células viaveis, determinadas pela contagem
utilizando o corante de exclusdo de viabilidade celular, azul de tripan. Células que
captaram azul de tripan foram consideradas com perda de GSH (Xu and Thornalley,
2001).
II1.7. Analise estatistica

Cada experimento foi realizado pelo menos trés vezes (quatro replicatas cada) e os
resultados foram expressos como porcentagens (média + SD) dos controles, em relacdo
aos ensaios de citotoxicidade. Para as analises estatisticas foram utilizandos teste de
uma via ANOVA ou teste-t de Student, calculado pelo programa Origin versdo 7.0.

Uma probabilidade de P<0,05 foi considerada significante.
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1. Caracterizacao das particulas de PLGA contendo desidrocrotonina
(DHC)
O controle da liberagdo de farmacos através da utilizagdo de vetores capazes de permitir a
otimizagdo da velocidade de cedéncia e do regime de dosagem de substancias tem sido uma
area de intensa pesquisa na ultima década. Dentre os vetores empregados, estdo os sistemas
coloidais constituidos por lipossomas e micro/nanoparticulas poliméricas t€ém se mostrado
uma forma promissora de libera¢do controlada de farmacos (Schaffazick et al., 2003).
Atencdo especial tem sido direcionada ao desenvolvimento de sistemas terapéuticos
parenterais como formulagdes potenciais para liberagdo de farmacos sitio-especificos, no
que consiste o principal objetivo em se tratando de vetorizacdo de antitumorais, como a
DHC, por exemplo. (Quintanar-Guerrero et al., 1996).
As particulas de PLGA contendo DHC foram preparadas pelo método de precipitacdo do
polimero pré-formado por emulsificagdo/difusdo espontdnea, seguida pela evaporagdo de
solvente (Ferdous et al., 1998). Murakami et al, (1999), com algumas modificagdes
conforme descrito por Quintanar-Guerrero e colaboradores (1996, 1998a). A metodologia
proposta envolve uma seqiiéncia de fendmenos interfaciais complexos, nos quais as
concentragdes de estabilizantes (tensoativos) apresentam um papel importante durante a
formagdo das particulas. Trabalhos anteriores sugerem um mecanismo para a formagdo das
nanoparticulas utilizando a metodologia adotada, conforme esquematizado na figura 9
(Quintanar-Guerrero et al., 1996). Apos a saturagdo mutua das fases aquosa, contendo os
tensoativos PVA e Pluronic F68 e oleosa, contendo PLGA e DHC em acetona, os liquidos
entraram em um estado de equilibrio termodindmico (Figura 9 (a)). A agitacdo causou

dispersdo da solucdo oleosa sob a forma de globulos em equilibrio com a fase continua
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(aquosa). Nessa etapa os tensoativos foram adsorvidos em uma ampla area interfacial

(Figura 9 (b)). A formagéo da emulsdo oleo/agua foi possivel, pois solventes misciveis em

agua (acetona, por exemplo) emulsificam espontdneamente em agua durante processos de

nanoprecipitagdo (Fessi et al., 1989; Quintanar-Guerrero et al., 1998). Adigdo de agua ao

sistema (Figura 9 (c)) desestabiliza o equilibrio, causando a difusdo da acetona a fase

externa. Durante esse processo de transporte, novos glébulos da ordem nanométrica foram

produzidos e estes gradualmente perderam a acetona (Figura 9 (d)). Segundo Quintanar-

Guerrero e colaboradores (1996), a turbuléncia interfacial gerada durante a difusdo

Figura 9. Descricdo esquematica do
mecanismo de formagdo das nanoparticulas
de PLGA proposto pela metodologia de
emulsificagdo-difusdo.

contribui com a redu¢do do tamanho dos
glébulos. Dumitriu e colaboradores (2002)
sugerem que a estabilidade das gotas pode ser
alterada pela difusdo, colidindo e coalescendo
entre si. Portanto, os tensoativos permanecendo
na interface liquido-liquido durante o processo
de difusdo e mantendo seu efeito protetor
adequado, propicia a formagdo das particulas
(Quintanar-Guerrero et al., 1996) (Figura 9 (e)).
A estabilidade fisico-quimica de particulas t€ém
sido um dos principais problemas tecnoldgicos a
serem superados no desenvolvimento de

sistemas coloidais poliméricos. Dentre as

limitacdes pode-se citar a tendéncia a agrega¢do das aprticulas e estabilidade quimica do

polimero e do farmaco (Magenheim & Benita, 1991). Virias alternativas estdo em estudo

na tentaiva de contornar estes obstaculos. Dentre estas, destacam-se a otimiza¢do dos
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componentes da formulagdo e os processos de secagem, tal como a liofiliza¢do (Roy et al.,
1997; Schaffazick et al., 2003; Beck, 2005). Os métodos de secagem tém como objetivo
obter formulagdes farmacéuticas sdlidas, que permitem maior conveniéncia na
administragdo do farmaco, precisdo na dosagem, estabilidade fisico-quimica,
microbiologica, entre outras (Muller ez al., 2001; Beck, 2005).

As nanoparticulas constituem sistemas coloidais de grande importancia tecnologica. Porém,
a instabilidade termodindmica requer andalise precisa do estado fisico-quimico das
preparacdes e controle rigoroso de sua estabilidade durante o armazenamento. Ambos os
critérios sdo cruciais para futuras aplicagcdes em sistemas de longa duragdo. Particulas com
“alta estabilidade fisico-quimica” consiste em um sistema que apresenta determinadas
caracteristicas, tais como: distribuicdo homogénea de tamanho médio, baixa tendéncia a
agregacdo ao longo do tempo, valores relativamente altos de potencial zeta (em moddulo),
assim como estabilidade fisico-quimica, tanto do polimero, quanto do farmaco, ndo
interferindo na atividade farmacoldgica desejavel ou na liberagdo controlada do mesmo a
partir da matriz polimérica.

As particulas sdo obtidas como suspensdes coloidais aquosas, que em geral passam por um
processo de secagem. Portanto a preparagdo e o tempo de armazenamento podem provocar
a agregac¢do de particulas e alterar a estabilidade fisico-quimica, o que pode ser minimizado
através da adicdo de um crioprotetor ou lioprotetor durante a desidratacdo por sublimagdo
(liofilizagdo). Geralmente utiliza-se um carboidrato tal como a sacarose, que foi adicionada
nas preparagdes. Em fun¢do da natureza coloidal das particulas, encontramos dificuldades
técnicas quanto a caracterizagdo fisico-quimica das preparacdes. Tal caracterizagdo inclui a
avaliagdo morfologica, a distribuicdo de tamanho das particulas, a determinagdo do

potencial zeta e a avaliagdo da estabilidade em fun¢do do tempo de armazenamento. Esta
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ultima avaliag¢do refere-se a andlise fisica e quimica das particulas apos diferentes tempos
de armazenamento, utilizando as mesmas técnicas de caracterizagdo citadas acima
(Quintanar-Guerrero et al., 1996).

Inicialmente, preparou-se nanoparticulas de PLGA (50:50), poli (L-lactico-co-glicolico) e,
como parte das perspectivas do presente estudo as particulas foram preparadas utilizando
PLGA (65:35) com maior propor¢do de acido latico em relagdo ao glicélico, com objetivo
de aumentar o tempo de degradacdo, prolongando o tempo de liberacdo da DHC. A tabela
1 mostra a obtencdo de alta eficiéncia de encapsulamento, provavelmente em fungdo da
utilizagdo das prepara¢des em suspensdo, que impede a perda de DHC nas centrifugagdes

de lavagem.

Tabela 1. Eficiéncia de encapsulamento das nanoparticulas de
PLGA e PLGA-AE contendo DHC

Particula Eficiéncia de encapsulamento
DHC-PLGA 85+4%
DHC-PLGA-AE 88 +2%

A tabela 2 mostra as propriedades fisico-quimicas analisadas nas nanoparticulas obtidas,
tais como, didmetro médio das particulas e potencial zeta (£). As preparacdes de
micro/nanoparticulas de PLGA e PLGA/DHC obtidas apresentaram didmetro 390 nm e 310
nm, com span (indice de polidispersdao) de 0,70 e 0,32, respectivamente.Portanto, as
particulas apresentaram-se como nanoesferas.

O indice de polidispersdo consiste em uma medida indireta da uniformidade da amostra em
relacdo ao didmetro médio, diretamente proporcional a faixa de variagdo de tamanho das

particulas ou distribui¢do granulométrica.
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Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica de nanoesferas de PLGA contendo DHC.
Span: medida indireta da dispers@o ou da largura da distribui¢do granulométrica = [(d(v,0,9) - d(v,0,1))/ d(v,0,5)] d(4,3):
didmetro médio em volume (um).
d(v,0,1): didmetro da particula correspondente a 10% da distribui¢do acumulada.

Faixa de diAmetros das

~ Propor¢do  Potencial Zeta nanoesferas
Formulagdes PLGA-DHC ©) (mV) dis3) Span
di0.5) div0,1) di09)
PLGA 1:0 -33,10+£ 4,6 0,29 0,27 0,67 0,86 0,70
PLGA/DHC 10:1 -36,80 £ 1,8 0,31 0,28 0,71 0,80 0,32

d(v,0,5): didmetro da particula correspondente a 50% da distribuigdo acumulada.
d(v,0,9): didmetro de particula correspondente a 90% da distribuigdo acumulada.

A composi¢do quali-quantitativa (concentracdo de tensoativos e do polimero), o método de
preparagdo (velocidade de agita¢do), a concentragcdo de farmaco, polimero e tensoativos sdo
fatores determinantes do didmetro médio e da polidispersdo das particulas. De acordo com
os resultados obtidos quanto as medidas de tamanho e uniformidade das particulas,
podemos sugerir que a redugdo da propor¢do polimero: farmaco e da concentragdo de
tensoativos, assim como, o aumento na velocidade de agitagdo utilizada no ultra-turrax
influenciou na obtenc¢do de nanoparticulas com didmetro médio menor e mais homogéneas,
possivelmente por induzir rapida difusdo da acetona através da interface, produzindo a
emulsdo oleo/agua, conforme proposto acima (Ferdous ez al., 1998; Quintanar-Guerrero et
al., 1996; 1998; Molceperes et al., 2000; Vandervoort & Ludwig, 2001; Schaffazick et al.,
2003).

A tabela 3 mostra a relagdo entre o volume da suspensdo e o potencial zeta das

nanoparticulas. Comparando as nanoesferas de PLGA e PLGA-AE, observam-se diferencas

Tabela 3: Influéncia do volume da suspensdo no potencial Zeta (mV)

% de H,O na PLGA PLGA-AE PLGA-DHC PLGA-DHC-AE
suspensio final
100 -28,4 + 2,097 -34.5+3,051 -26,3 + 2,064 27+£2114
50 -28,5+2.205 -35,8 £ 2,829 -27+£2.117 -254+2 356
25 -27.8+1,797 -30,5+£2,176 -19,9 + 1,562 -28 8 + 1,859
10 -26,9£2.154 -297+£2.176 -16,6 1,284 -28 £2.456
5 -26,5+ 1,52 -28,5+ 1,85 -16.8 £2268 -285+3577
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de carga superficial devido a incorporagdo do derivado lipofilico na superficie externa
quando o volume da suspensdo ¢ reduzido para 25% (tabela 3 e figura 10). Esse efeito
pode ser explicado pela incorporagdo da DHC na superficie externa das particulas. Porém,
ndo se pode afirmar que o AE foi incorporado na superficie externa. Para a detec¢do do AE
fisicamente, deve-se utilizar microscopia eletronica de transmissdo, pois a metalizagdo com
tetroxido de ésmio revela as duplas ligacdes da cabeca polar do ascorbil-éster.

Conforme se observa na tabela 3, houve redug¢do do potencial Zeta, em moddulo, com a
reducdo do volume da suspensdo, o que se deve a presenca do surfactante Pluronic
concentrado na superficie externa induzindo redugdo da carga superficial devido a sua

natureza ndo-ionica. Além disso, a presenga do tensoativo pode promover estabilizacdo na

1 ¥ ¥ & 5

Figura 10. Detecg¢@o do ascorbil-éster (AE) remanescente nas particulas por cromatografia de camada
delgada: 1- AE livre; 2-particulas sem DHC e sem AE; 3- particulas sesm DHC com AE; 4- particulas com
DHC e sem AE, 5- particulas com DHC e com AE. O eluente de corrida foi padronizado para obter
maximo de retengdo de AE e de eluigdo do polimero e da DHC. Fator de retengdo do AE detectado nas
preparagdes (Rf) =0,431.
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estocagem da suspensdo por longos periodos sem alteragdes no tamanho das particulas
devido a coalescéncia (Maia et al, 2004).

A tendéncia a agregacdo e sedimentagdo das nanoparticulas suspensas em fungdo do tempo
pode ser monitorada pela determinacdo de mudangas na distribuicdo de tamanho de
particulas (Guterres et al., 1995, 2000; Calvo et al., 1996; Molpeceres et al., 1997,
Schaffazick et al, 2003). De acordo com Panyam e colaboradores (2003), o
comportamento dos sistemas de liberacdo sdo dependentes da taxa de degradacdo do
polimero. Segundo Soppimath e colaboradores (2001), a liberagdo dos farmacos a partir de
sistemas nanoparticulados poliméricos depende de diferentes fatores: a) Dessor¢do do
farmaco da superficie das particulas; b) Difusdo do farmaco através da matriz polimérica;
c¢) Erosdo da matriz polimérica ou d) Combinagdo dos processos de difusdo e erosdo. Estes
autores relatam que durante a fase inicial, a liberacdo do agente terapéutico adsorvido
ocorre principalmente através de sua difusdo na matriz polimérica, enquanto, durante a fase
final, a liberacdo ¢ mediada por ambos, difusdo do agente terapéutico pela matriz
polimérica e degradagdo da mesma. Desta forma, propde-se que a degradagdo do PLGA
ocorra através de um processo autocatalitico de suas liga¢des éster (Panyam et al., 2003).
Os grupos carboxilicos terminais presentes nas cadeias de PLGA aumentam em numero
durante o processo de biodegradacdo conforme as cadeias sejam clivadas (Jain, 2000).
Viarios fatores, incluindo a morfologia, composi¢do, hidrofobicidade/hidrofilicidade e
massa molar do polimero, assim como a presenga de outros aditivos, mostraram afetar a
taxa de degrada¢do da matriz polimérica (Panyam et al., 2003). Portanto, a analise da
associacdo e liberacdo da DHC a partir das nanoparticulas ao longo do tempo deve

constituir parte da continuidade deste estudo.
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O potencial zeta reflete o potencial de superficie das particulas, o qual ¢ influenciado pelas
mudangas na interface com o meio dispersante, em razdo da dissociacdo de grupos
funcionais na superficie da particula ou da adsor¢do de espécies i0nicas presentes no meio
aquoso de dispersdo (Mosqueira et al., 2000). As preparacdes de nanoesferas de PLGA e
PLGA/DHC obtidas ndo sofreram alteragdes significativas quanto ao valor, em modulo, do
potencial zeta, apos 6 meses de armazenamento (para nanoparticulas de PLGA e
PLGA/DHC antes e depois do armazenamento, -32 ¢ —-25 mV e -33 ¢ -24 mV,
respectivamente). O valor de potencial zeta, em modulo, é diretamente proporcional a
estabilidade fisico-quimica da suspensdo coloidal, pois grandes for¢as repulsivas tendem
evitar a agregacdo em fungdo das colisdes ocasionais de nanoparticulas adjacentes
(Schaffazick et al., 2003). Os polaxamers (copolimeros de oxidos de etileno e propileno),
como o pluronic, e os polimeros constituintes das nanoparticulas sdo os principais
componentes presentes nas formulagdes capazes de influenciar o potencial zeta.
Especialmente os poliésteres, como o PLA e lecitinas fornecem um potencial zeta negativo
a interface, enquantos os polaxamers (tensoativos ndo-idnicos) tendem a reduzir o valor
absoluto deste pardmetro (Legrand et al., 1999). Desta forma, podemos sugerir que as
preparagdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas representativas de particulas
estaveis com baixa tendéncia a agregac¢do entre as mesmas. Em relagcdo aos processos de
evapora¢do do solvente, pode-se observar que o processo de rotaecvaporacdo ndo provoca
diferengas significativas no didmetro médio das particulas, pois a reducdo do volume da
suspensdo induz aumento na concentragdo de tensoativo na amostra, formando-se uma
matriz amorfa ao redor das particulas, que impedem agregacdo, conforme mostrado na

tabela 4. Consequentemente, ndo ha formagdo de grandes particulas por coalescéncia.
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A microscopia eletronica de varredura (MEV) complementa as informagdes sobre as
caracteristicas fisico-quimicas em relagdo a morfologia de superficie e ao tamanho das
nanoparticulas (Jeon et al., 2000). As micrografias eletronicas apresentadas na figura 11
((a-k)) e 12, mostram o padrdo esférico e o tamanho nanométrico médio das nanoesferas

obtidas utilizando o processo de liofilizagdo como secagem.
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Figura 11. Imagens de Micrografias eletronicas de varredura (MEV) mostrando a
morfologia de superficie das nanoesferas (a, ¢) de PLGA, (b, d-k) de PLGA
contendo DHC, (1.500, 3,500, 4.000, 5.000, 10,000 e 15.000 x). A barra horizontal
indica 10 ou 1 um.
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Nas primeiras preparacdes, obtivemos microparticulas com forte tendéncia a agregagdo,
utilizando como tensoativo, apenas o0 PVA de alta massa molar (127.000 Da), quanto o
PVA (127.000 Da e ou/ 30.000-70.000 Da) associado ao polaxamer (Pluronic® F68,
copolimero tribloco PEG-PPG-PEG, massa molar 8.400 Da). Durante a padroniza¢do da
metodologia de preparagdo das particulas, obtivemos redugdo significativa na formacdo de
agregados, como mostra as figuras 11 ((a-k)) e 12, portanto a dispersdo coiloidal ficou
mais homogénea.

Morfologicamente, foram obtidas particulas discretas e esféricas com didmetro da ordem de
300 nanometros. Podemos sugerir que a redugdo no tamanho médio das particulas e maior
uniformidade na distribui¢do de tamanho das mesmas devem-se a utilizagdo de a alta
velocidade de agitacdo (ultra-rotagdo) e redugdo em 68 % na concentragdo de estabilizantes

tensoativos na fase aquosa (Quintanar-Guerrero et al., 1996).

Zaky

, e 4 g
4 28KV ¥20.8088 6. Sum ; “

Figura 12. Imagens de Micrografias eletronicas de varredura (MEV) mostrando a morfologia de
superficie das nanoesferas de PLGA contendo DHC (a) antes da liofilizagdo e (b) agregagdo das
particulas apds processo de liofilizagdo. (15.000 x).

Tabela 4. Influéncia do volume da suspenséo na distribuigdo de tamanho (nm)

% H,0 na suspensio final PLGA PLGA-AE PII)JI(_;’é_ DPIiJ g’_ IZ-E
100 116.5 1325 1029 1099
50 116.8 1345 93,78 93,78
25 1167 1345 92.92 92.92
10 116.8 1348 94,59 94,59
5 116.5 1348 93.5 948
0 (liofilizado) 5233 7.678 3.589 4.895
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Em geral, acredita-se que a degradagdo de particulas de poliésteres alifaticos (PLGA, por
exemplo), ocorra por mecanismos hidrocataliticos (Vert et al., 1994; Anderson & Shive,
1997). Dentre os fatores que podem modular o comportamento da degradagdo hidrolitica de
nano/microparticulas de homopolimeros ou copolimeros de acido latico/glicolico estdo a
hidrofilicidade/hidrofobicidade (permeabilidade e solubilidade em &gua), composi¢do
quimica, mecanismos de hidrolise (ndo-catalitico, auto-catalitico e enzimatico), aditivos
(farmaco, solventes, e outros), morfologia (cristlina ou amorfa), dimensdes (tamanho,
proporcdo superficie:volume, forma), porosidade, massa molar e distribuicdo da mesma,
fatores fisico-quimicos (for¢ca 16nica, pH, alteracdo idnica, carga de superficie) e
esterilizacdo. Dentre estes a porosidade pode apresentar maior relevancia quanto a
velocidade de biodegradacdo, de forma diretamente proporcional ao tamanho dos poros.

Em relagdo a associa¢do do farmaco ao sistema nanoestruturado, varios estudos mostram
que diversos fatores sdo capazes de influenciar a quantidade de farmaco associada ao
sistema, dentre os quais destacam-se as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco
(Guterres et al., 1995, 2000; Calvo et al., 1996), as caracteristicas da superficie das
particulas ou a natureza do polimero (Vila et al, 2002), a quantidade de farmaco
adicionada a formula¢do (Brasseur et al, 1991), a ordem de adicdo do farmaco na
formulagdo, ou seja, antes (incorporacdo) ou apos (incubagdo) a formacdo das
nanoestruturas (Bapat & Boroujerdi, 1992; Fresta et al., 1995) e o tipo de tensoativo
adsorvido a superficie polimérica (Marchal-Heussler ez al., 1990; Fontana et al., 1998).

A determinacdo do potencial zeta pode ser util na elucidagdo do mecanismo de associagdo
de farmacos as nanoparticulas. Segundo Alonso e colaboradores (1991), o potencial zeta de
nanoparticulas de poli (cianoacrilato de butila) foi determinado como forma de investigar o

mecanismo pelo qual o farmaco, sulfato de amicacina, e este polimero interagem. Assim,
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foi observado que ao adicionar o farmaco as nanoparticulas em quantidades crescentes, a
redu¢do, em moddulo, do potencial zeta foi concordante com o aumento da taxa de
associagdo do farmaco, sugerindo uma interagdo eletrostatica entre o firmaco e o polimero.
A dificuldade de desenvolver sistemas de liberacdo controlada utilizando
micro/nanoparticulas poliméricas para aplicagdes biomédicas deve-se a grande variedade
de fatores de interferéncia na degradacdo de micro/nanoparticulas e portanto na estabilidade
das mesmas, como foi mencionado anteriormente. Esses fatos ressaltam a importancia nas
mudangas na padronizagdo da metodologia de preparagdo na tentativa de obter uma

formulagdo que tenha um futuro promissor em relagéo as aplicacdes terapéuticas da DHC.

IV.2. Citotoxicidade

IV.2.1. Citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA ¢ DHC/PLGA-AE em
células HL60
Os resultados de citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA e DHC/PLGA-AE estio
representados na figura 13 ((c,d-e), respectivamente). Conforme mostra a figura 13 (a), o
ascorbil éster (AE) livre ndo foi citotoxico em células HL60, obtendo-se 80 % de
viabilidade até¢ 4 uM. Com a adi¢do de AE (0 a 4 uM) e DHC (250 uM) ao meio de cultura
RPMI, obteve-se 80 % de viabilidade celular, indicando significativa prote¢do do efeito
citotoxico da DHC em sua forma livre (figura 13 (b)). Estes resultados sugerem que o AE
atua como antioxidante, efeito conhecido de seu precursor, Vitamina C; sendo que a
prote¢do maxima foi atingida na concentragdo de 4uM de AE. Portanto, a citotoxicidade da
DHC fo1 reduzida na presenca de AE, pois o estresse oxidativo ¢ parte importante do

mecanismo de ac¢do deste composto.
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Foram realizados ensaios de citotoxicidade apos tratamento das células HL60 com
nanoesferas de DHC/PLGA que passaram pelo processo de liofilizagdo (figura 13 (c)),
porém ndo foi obtido ICsy, mantendo em média 70% de viabilidade celular at¢ 800 uM de
DHC encapsulada. Em seg, couida, confirmou-se a agregacdo das nanoparticulas por
microscopia eletronica (figura 12 (b)), o que provavelmente interferiu na citotoxicidade da
DHC encapsulada. Este estado de coalescencia ndo permite um controle da liberacdo do
farmaco, assim como internalizagdo das particulas, devido a sua deformicidade e maior
tamanho.

Apos substituicdo do processo de liofilizagdo pelo de rotaevaporagdo, foi possivel atingir a
estabilidade do sistema e obter particulas confidveis para testes biologicos. A figura 13 (d)
e (e) mostra os resultados de citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA e DHC/PLGA-
AE, respectivamente em suspensdo em células da leucemia HL60. Pode-se observar que
houve significativo aumento da citotoxicidade da DHC em sua forma encapsulada em
nanoesferas de PLGA, se comparado a forma coalescida, obtendo um valor de ICs
proximo de 550uM. No entanto, este € superior ao valor de ICsy) da DHC em sua forma
livre (proximo de 170uM). Esta reducdo no efeito citotoxico da DHC ao ser encapsulada
pode ser atribuido a rapida liberagdo do composto pelo polimero e/ou a acdo da tensoativo
Pluronic, que pode formar uma barreira selante na mitocondria e assim proteger a célula do
efeito toxico. Uma alternativa para solucionar este inconveniente seria a utilizacdo de
Vitamina E esterificada como tensoativo, pois esta forma orgénica pode ser mais facilmente
lavada e teria efeito mais vantajoso, o que foi comprovado, obtendo-se 1Csy proximo de 150

uM (figura 13 (e)).
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Figura 13. Citotoxicidade do Ascorbil-éster (a), citotoxicidade do Ascorbil-éster na presenga de DHC
(250uM) (b), citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA apos liofilizagdo (particulas coalescidas) (c) e
citotoxicidade das nanoesferas de DHC/PLGA (d) e DHC/PLGA-AE (e) em suspensdo (antes da
liofilizagdo) em células HL60, utilizando ensaios de redugdo do MTT e atividade fosfatasica como
parametros de viabilidade celular.
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IV.2.2. Citotoxicidade da DHC e de seus complexos de inclusdo em BCDs em das células
da leucemia (HL60, U937, K562, K562 Lucena)

A tabela 5 mostra os resultados de viabilidade das células HL60, U937 e K562, K562
Lucena, obtidos apds tratamentos por 72 h com a DHC em sua forma livre e complexada
em ciclodextrinas (DHC/BCD, DHC/Me83CD e DHC/HPBCD), utilizando os ensaios de
atividade de redu¢do do MTT e atividade fostfatasica (PTP) representados na figura 14.
Comparando os efeitos citotoxicos da DHC livre e complexada em BCD, MeBCD e em
HPBCD nas células da leucemia (HL60, U937, K562 e K562 Lucena), utilizando resultados
obtidos para os ensaios de redu¢do do MTT e atividade fosfatasica (PTP), podemos
observar que o padrdo dose-dependente de citotoxicidade da DHC nd3o se manteve,
principalmente ao ser complexada em BCD em células U937.

Entretanto, os complexos de inclusio DHC/MeSCD e DHC/HPBCD apresentaram
citotoxicidade significativa, principalmente segundo o ensaio de redu¢do do MTT. Os
complexos de inclusdo de DHC em BCDs foram testados em concentragdes de 0 a 500 uM
(figura 14), utilizando como controle, tanto o tratamento com BCDs puras (branco) a 500
uM, quanto células em meio de cultura RPMI-1640, contendo 0,25 % de DMSO (controle

negativo). As BCDs puras ndo foram citotoxicas as células em estudo, apresentando

Tabela S. Citotoxicidade da DHC em sua forma livre e complexada com BCDs em células da leucemia
humana.

Tratamentos 1Cs0 (nM)
(0-500 ou 1000 HL60 U937 K562 K562 Lucena
puM) por 72 h
MTT PTPP MTT PTPP MTT PTPP MTT PTPP
DHC 166 £ 1,6 138+23 150+22 300+ 1,7 NE 200 £ 3,7 150+ 1,6
DHC/BCD 50+2,7 NE NE 50+£2.8 150 £ 4,1 400£29
DHC/MeCD 125+32 175+ 1,9 NE 400+ 1,8 26024 NE 330+34 400 £ 1,7
DHC/HPBCD 40£1,5 400 £1,7 375+£26 170 £ 4,2 100+ 1,9 NE 140 £ 2,8

Cada valor representa a média + S.D. de trés experimentos em quatro replicatas. *NE = ndo foi obtido ICs.
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viabilidade semelhante ao controle negativo.

Segundo Corréa e colaboradores, (2005), a inclusdo da DHC em BCD reduziu em 40 % a
citotoxicidade em células normais, fibroblastos V79 e hepatotoxicidade. Além disso, o
complexo de inclusdo DHC/BCD foi 3 vezes mais citotoxico do que a forma livre da DHC
em células HL60, segundo a atividade de redu¢do do MTT, com valores de ICsy de 166 uM
e 50 uM, respectivamente (tabela 5). As BCDs metiladas e hidroxipropiladas apresentam
vantagens quanto a solubilidade, menor toxicidade e possibilidade de interacdo com
membranas celulares. Portanto a complexa¢do da DHC em MeBCD e em HPBCD poderia
ser ainda mais promissora quanto a atividade antitumoral da DHC complexada em BCDs
(Kang et al., 2002; Uekama, 2004).

A figura 14 mostra que os complexos DHC/MeSCD e DHC/HPBCD também se
apresentaram significativamente mais citotoxicos em relagdo a DHC livre em células HL60,
segundo o ensaio de reducdo do MTT, obtendo-se valores de 1Cso de 125 uM, 40 uM e 166
UM, respectivamente (tabela 5). Baseando-se nos ensaios de atividade fosfatasica (PTPP),
os complexos DHC/MeBBCD e DHC/HPBCD exibiram semelhante ou menor citotoxicidade
em células HL60 (ICsy proximo de 175 uM e 400 uM, respectivamente), quando
comparado com a DHC em sua forma livre e complexada a BCD (ICsp proximos de 140 e
580 uM, respectivamente). Quanto as células U937 (figura 14), como pode ser observado
na tabela 5, tanto o complexo DHC/MeBCD, quanto a DHC complexada em HPBCD
apresentaram-se pelo menos 50 % menos citotoxicos, se comparados com a DHC livre
(ICsp de 150 uM para ambos os ensaios, MTT e PTPP). Para o ensaio de redugdo do MTT,
apos exposi¢do das células U937 ao complexo DHC/MeBCD ndo foi obtido ICsy até 500

UM e para o a redugdo 400 uM e 375 e 170 uM, respectivamente (tabela 5) Em adi¢do, as
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células U937 apresentaram cerca de 70 % de viabilidade até¢ 500 uM de DHC/BCD, nao

obtendo ICs até a concentragdo maxima (figura 14).
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Figura 14. Citotoxicidade da DHC (a), complexos de inclusio DHC/BCD (b), DHC/MeBCD (c¢) e
DHC/HPBCD (d) em meio de cultura RPMI-1640 em células HL60, U937, K562 ¢ K562 Lucena
tratadas durante 72 h. Cada ponto representa a média + SD de trés experimentos em quatro replicatas.
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Em relagdo as células da leucemia mielogenosa cronica K562, os complexos DHC/BCD e
DHC/HPBCD (Figura 14) mostraram-se mais citotoxicos segundo o ensaio de redugdo do
MTT (ICsp de 50 e 100 uM, respectivamente), Para o ensaio de atividade PTPP, o
complexo DHC/BCD mostrou-se mais citotoxico (ICsp de 150 uM), quando comparado ao
complexo DHC/HPBCD, pois cerca de 75 % das células K562 apresentaram-se viaveis apos
exposicdo a este em concentracdes de at¢ 500 uM, concentragdo maxima utilizada. Por
outro lado, a DHC livre apresentou citotoxicidade semelhante ao complexo DHC/Mef3CD
em células K562, obtendo-se cerca de 70 % de viabilidade celular segundo atividade PTPP
e ICsy proximo de 300 uM para o ensaio de MTT em ambos os tratamentos (figura 14). As
células K562 Lucena, caracterizadas como resistentes a multi-drogas, apresentaram maior
sensibilidade aos tratamentos com os complexos DHC/HPBCD semelhantemente a DHC
livre (figura 14). Conforme mostrado na tabela 5, os valores de ICsy obtidos apos
exposicdo das células K562 Lucena a DHC e seu complexo de inclusao em HPBCD,
segundo o ensaio de redu¢do do MTT foram de 200 uM e 140 uM, respectivamente e
segundo a atividade PTPP foram de 150 uM e 140 uM, respectivamente. Os valores 1Csg
obtidos apos tratamentos das células K562 Lucena com os complexos DHC/BCD e
DHC/HPBCD foram de 400 uM e 330 uM, respectivamente, analisado pela reducdo do
MTT. Segundo atividade PTPP, foi obtido ICsy de 400 uM, para ambos os tratamentos.
Portanto, os complexos DHC/BCD e DHC/HPBCD mostraram-se 50 % menos citotoxicos
em células K562 Lucena em comparagdo a forma livre da DHC. De maneira geral, segundo
os resultados de citotoxicidade em células da leucemia obtidos, podemos sugerir que a
complexacdo da DHC com BCDs mostrou maior ou semelhante eficacia em comparagédo a

DHC livre em células da leucemia. Um detalhe importante refere-se a citotoxicidade
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significativa complexo DHC/HPBCD em células K562 Lucena, reduzindo sua resisténcia
em relag@o aos outros complexos testados.
Portanto, esses resultados mostram-se promissores quanto a atividade antitumoral da DHC
complexada a BCDs em células da leucemia, quanto a citotoxicidade. Neste contexto, pode-
se concluir que a atividade citotoxica da DHC em células da leucemia foi intensificada ou
mantida ao ser complexada em BCDs, com a vantagem de apresentar efeitos citotdxicos
significativamente reduzidos em fibroblastos V79 e em hepatocitos (Corréa et al., 2005).
1V.2.2.1. Citotoxicidade da DHC livre e de seus complexos de inclusdo em CDs
na presenca de antioxidantes ou depletor de GSH em células leucémicas (HL60, U937,
K562 e K562 Lucena)
A tabela 6 mostra os valores de ICs, obtidos pelo ensaio de redu¢do do MTT apds 72 h de
tratamento das células da leucemia HL60, U937, K562 e K562 Lucena com concentragdes
de 0 a 800 uM de DHC em sua forma livre e em complexos de inclusdo em BCDs, na
presenga e auséncia de antioxidantes (GSH 1mM, NAC 1 mM, GSH 0,5 mM associado ao
NAC 0,5 mM ou DEM 0,5 mM) e/ou 1 uM de ciclosporina A (CsA), respectivamente,

obtidos dos dados apresentados na figura 15 (1-4).

Tabela 6. Citotoxicidade da DHC em sua forma livre e complexada com BCDs em células da leucemia humana:
HL60, U937, K562 e K562 LUCENA, apos pré-incubagdo com 1 uM de ciclosporina A (CsA) na presenga de
antioxidantes e ou agente indutor de deplecdo de GSH (DEM).

IC5y de Células Leucémicas (uM)

TRATAMENTOS | s/ antioxidantes GSH ImM NAC ImM GSH 0,5mM + DEM 0,5mM
NAC 0,5mM
Pré-incubacao
por 1 h com CsA s/ ¢/ s/ ¢/ s/ ¢/ s/ ¢/ s/ ¢/
1uM

ICs9 de Células HL60 (nM)
DHC 380£3.00  NE(70%) NE NE 665+341 NE(73%) | NE(80%) NE(60%) | 160+ 1.34 NE
BCD/DHC 117£2.50  NE(60%) | NE(55%) NE(70%) | 380+2.60  NE (50%) NE NE (55%) | 115+2.30 NE
MeBCD/DHC 585£3.05  NE(76%) NE NE 665+341 NE(73%) | NE(85%) NE(65%) | 168+ 134 NE
OHpBRCD/DHC 1176281  NE(63%) | NE(65%) NE(76%) | 400+2,65  NE (55%) NE NE (55%) | 123+2.34 NE

ICsy de Células U937 (uM)
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DHC 335+236 NE NE (60%) NE NE (71%) NE NE (59%) NE (85%) | 150+4.23 NE
BCD/DHC 200+£3,86 NE(75%) | NE(84%) NE(90%) | NE (73%) NE 240+2,15 NE(65%) | 226+335  800+2,54
MeBCD/DHC 250+£257 320+344 | 212+432 385+285 [ NE(54%) 690+£247 | 250+£3,05 250+3,64 | 210+£423  508+3,55
OHpBCD/DHC 112+£321  NE(77%) | NE(74%) NE(80%) | NE (90%) NE NE (76%) NE NE (63%)  NE (72%)
ICsq de Células K562 (uM)
DHC NE (80%) NE NE NE (80%) | 675+3.60 NE NE (60%) NE(83%) | NE(80%)  325+225
BCD/DHC NE (60%)  NE(70%) | 400+2.70 NE 700 +2.50 NE 250+2.70 300+£2.15 | NE(61%)  NE (80%)
MeBCD/DHC NE (81%) NE NE NE (84%) | 675+4.16 NE NE (60%) NE(85%) | NE(86%)  325£225
OHpBCD/DHC NE (61%)  NE(80%) | 400+3.74 NE 800 +3.85 NE 230+2.69 400+£4.05 | NE(61%)  NE(80%)
IC5y de Células K562 LUCENA (uM)
DHC 590+2,35  NE (80%) NE NE NE (60%)  NE(80%) | 360+4,03 NE(60%) | 40026 NE
BCD/DHC 589+2,79 NE NE NE NE (70%) NE NE (68%) NE(75%) | 235+4,12 NE
MeBCD/DHC 250 + 3,54 NE 370+339 NE(66%) | 800+2,14 NE 800£243 NE(55%) | NE(67%)  NE (80%)
OHpBCD/DHC 340+ 1,98 NE(72%) | NE(55%) NE(65%) | NE(73%) NE NE (75%) 800+3,09 | 800+342  NE(65%)

Cada valor representa a média = S.D. de trés experimentos em quatro replicatas. *NE = ndo foi obtido
ICsp; Os valores entre parénteses em porcentagem expressam a viabilidade das células na
concentragdo maxima utilizada (800uM).

O estado redox intracelular ¢ regulado por tiois celulares, incluindo GSH, que ¢ um dos
fatores intracelulares antagonistas a oxidagdo excessiva. O envolvimento de estresse
oxidativo no mecanismo de agdo da DHC fo1 anteriormente demonstrado por Anazetti e
colaboradores, (2004). Com intuito de investigar a participagdo de espécies reativas de
oxigénio no mecanismo de citotoxicidade da DHC e de seus complexos de inclusdo em
BCDs, as células da leucemia (HL60, U937, K562 e K562 Lucena) foram tratadas com a
DHC em sua forma livre e complexada em CDs em concentragdes de 0 a 800 uM, na

presenca ou auséncia de 1 uM de CsA e/ou antioxidantes, tais como 1 mM de glutationa
reduzida (GSH), 1 mM de n-acetil cisteina, (NAC) e/ou 0,5 mM de dietil maleato (DEM),
depletor de GSH intracelular, seguidas de incubag¢do durante 72 h. As concentra¢des dos
agentes utilizados foram previamente determinadas, portanto nas condi¢des experimentais
ndo foram toxicas as células.

A tabela 6 mostra os valores de ICsy obtidos por redu¢do do MTT apods os tratamentos,

representados na figura 15. Os dados mostram que a citotoxicidade da DHC e de seus
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complexos de inclusdo em ciclodextrinas DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD foi
reduzida em células da leucemia HL60, U937, K562 e K562 Lucena (figura 15 (1), (2), (3)
e (4), respectivamente) na presenca de CsA, sendo que esta prote¢do foi mais significativa
contra os efeitos citotooxicos dos complexos de inclusado DHC/Me8CD e DHC/HPBCD em
células HL60, K562 e K562 Lucena (figura 15 (1), (3) e (4), respectivamente). Entretanto,
estas células quando expostas a DHC e DHC/BCD, tanto na presenga, quanto auséncia de
CsA foram obtidos valores de ICsy proximos, indicando que ndo houve protecdo a
citotoxicidade. Por outro lado, os efeitos citotoxicos da DHC e do complexo DHC/BCD em
células U937 foram reduzidos significativamente na presenca de CsA. Apos tratamento
destas células com o complexo DHC/MeBCD (figura 15 (2)), obteve-se ICsy proximo de
300uM, independentemente da presenca de CsA. A CsA € um inibidor da abertura de poros
de transicdo de permeabilidade (PTPP) de membrana mitocondrial interna (MMI), evento
inicial envolvido na via mitocondrial de inducdo de apoptose, resultando na liberacdo de
proteinas pré-apoptdticas mitocondriais, dentre as quais citocromo ¢, que pode estar
associado ao “swelling” osmotico da mitocondria, alta concentrag@o de proteinas na matriz
mitocondrial e ruptura de MME. A permeabilizacio da MME pode ser obtida por dois
mecanismos principais, incluindo formagdo de poros por proteinas pro-apoptoticas da
familia Bcl-2 e ruptura da MMI como resultado de swelling mitocondrial. Este mecanismo
pode ser inibido pela acdo da CsA, portanto a redugdo nos efeitos citotoxicos observados
sugerem a participacdo da via mitocondrial de indugdo apoptodtica. Porém a CsA também
pode estar envolvida em outras vias de inducdo de apoptose, o que poderia explicar os
resultados osbtidos em células onde a presenga deste inibidor ndo induziu reducdo de

citotoxicidade.
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A citotoxicidade induzida pela DHC e seus complexos em células leucémicas foi inibida
pela presenga dos antioxidante GSH e NAC, separadamente. Porém, a presenga de
antioxidantes associada a CsA induziu protecdo total a indugdo de morte nas células da
leucemia. Os antioxidantes GSH (ImM) e NAC (1mM) recuperaram significativamente a
viabilidade celular a cerca de 80 % (figura 15 (1-4 (a-d)). A perda de GSH intracelular,
causada pelo DEM foi inibida pela presenca de CsA, obtendo cerca de 80 % de viabilidade
celular até 800 uM em todos os tratamentos (figura 15 (d)). Além disso, as células HL60
pré-incubadas com GSH na presenga de CsA e expostas por 72 h a MepfCD/DHC e
HPBCD/DHC apresentaram um estimulo de até 70% na redugdo do MTT, o que pode estar
associado a um aumento na produ¢do de GSH pelas células, como forma de protecdo a
presnc¢a do farmaco (figura 15 (1)). GSH apresenta um papel chave na protecdo de células
contra toxicidade pela manuten¢do do estado redox intracelular através da conjugag¢do com
xenobidticos eletrofilicos e radicais livres, prevenindo a formagdo de perdxidos reativos. A
deplecdo de GSH permite aumentar a atividade citotoxica de agentes anticancer uma vez
que ha reducdo na proteg¢do contra estresse oxidativo. A deple¢do de GSH observada em
células da leucemia tratadas com DHC e seus complexos em BCDs pode contribuir
significativamente com o envolvimento de EROS no efeito citotoxico, induzindo morte

celular, inclusive na formagdo de poros inespecificos na membrana mitocondrial interna.
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Figura 15. Citotoxicidade de células HL60 (1); U937 (2); K562 (3) e K562 Lucena (4) apds 72 h de exposi¢édo
a DHC livre e seus complexos de inclusio DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD em diferentes
concentracdes (0 a 800 pM). Os tratamentos foram realizados apos prévia incubagdo das células na presega e
auséncia de ciclosporina A (CsA) 1,0 uM e/ou antioxidantes: glutationa reduzida, GSH 1,0 mM (a); n-acetil
cisteina, NAC 1,0 mM (b); e GSH 0,5 mM associado ao NAC 0,5 mM (¢), assim como, um agente indutor de
deplecdo de GSH, dietil-maleato, DEM 0,1 mM (d). Cada valor representa média + SD de trés experimentos
em quadruplicata. Continuacio da figura na pagina ,7%guinte.
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Figura 15. Citotoxicidade de células HL60 (1); U937 (2); K562 (3) e K562 Lucena (4) apds 72 h de exposi¢do
a DHC livre e seus complexos de inclusio DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD em diferentes
concentragdes (0 a 800 uM). Os tratamentos foram realizados apos prévia incubagdo das células na presega e
auséncia de ciclosporina A (CsA) 1,0 uM e/ou antioxidantes: glutationa reduzida, GSH 1,0 mM (a); n-acetil
cisteina, NAC 1,0 mM (b); e GSH 0,5 mM associado ao NAC 0,5 mM (¢), assim como, um agente indutor de
deplecdo de GSH, dietil-maleato, DEM 0,1 mM (d)7€ada valor representa média + SD de trés experimentos
em quadruplicata. Continuaciio da figura na pagina seguinte.
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Figura 15. Citotoxicidade de células HL60 (1); U937 (2); K562 (3) e K562 Lucena (4) apds 72 h de exposi¢édo
a DHC livre e seus complexos de inclusio DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD em diferentes
concentracdes (0 a 800 pM). Os tratamentos foram realizados apos prévia incubagdo das células na presega e
auséncia de ciclosporina A (CsA) 1,0 uM e/ou antioxidantes: glutationa reduzida, GSH 1,0 mM (a); n-acetil
cisteina, NAC 1,0 mM (b); e GSH 0,5 mM associado ao NAC 0,5 mM (¢), assim como, um agente indutor de
deplecdo de GSH, dietil-maleato, DEM 0,1 mM (d). ada valor representa média + SD de trés experimentos
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Figura 15. Citotoxicidade de células HL60 (1); U937 (2); K562 (3) e K562 Lucena (4) apds 72 h de exposi¢édo
a DHC livre e seus complexos de inclusio DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD em diferentes
concentragdes (0 a 800 uM). Os tratamentos foram realizados apos prévia incubagdo das células na preseca e
auséncia de ciclosporina A (CsA) 1,0 uM e/ou antioxidantes: glutationa reduzida, GSH 1,0 mM (a); n-acetil
cisteina, NAC 1,0 mM (b); e GSH 0,5 mM associado ao NAC 0,5 mM (¢), assim como, um agente indutor de
deplecdo de GSH, dietil-maleato, DEM 0,1 mM (d). €gda valor representa média + SD de trés experimentos

em quadruplicata.
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IV.2.1. Citotoxicidade da DHC em sua forma livre e seus complexos de inclusao
em BCDs em linfocitos humanos
O efeito da DHC livre e de seus complexos em BCDs (DHC/BCD; DHC/MeBCD e
DHC/HPBCD) na viabilidade de linfécitos (células mononucleares de sangue periférico
humano) podem ser observados na figura 16 (a-d, respectivamente). Os linfocitos foram
incubados com fitohemaglutinina (PHA, 5 ug/mL) como mitégeno e concentragdes de 0 a
1000 uM de DHC em sua forma livre e complexada em BCD, MeBCD e HPBCD, por 72 h.
Observagdo das células ao microscopio optico permitiu verificar que ndo houve alteragdes
morfoldgicas caracteristicas de apoptose e nem citotoxicidade significativa apds exposicao
aos complexos na presenga ou auséncia de PHA, conforme figura 16 (b-d), apos os
tratamentos com os complexos de inclusdo, em média 70 % das células apresentaram-se
viaveis, segundo ensaios de atividade de redugdo do MTT e PTP. A DHC livre ndo foi
citotoxica até 1000 uM, obtendo-se aproximadamente de 70 % de viabilidade celular apos
72 h de exposi¢do (figura 16 (a)), corroborando com os resultados anteiormente mostrados
por Anazetti e colaboradores (2003). Dentre os complexos entre DHC e BCDs, o

DHC/HPBCD mostrou ser o menos citotoxico a linfocitos normais, pois as células
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Figura 16. Citotoxicidade da DHC (a), complexos de inclusio DHC/BCD (b), DHC/MeBCD (c¢) e
DHC/HPBCD (d) em meio de cultura RPMI-1640 em Linfocitos humanos tratados por 72 h. Cada
ponto representa a média + SD de trés experimentos em quatro replicatas.
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apresentaram, em meédia, 90 % de viabilidade segundo os ensaios de redu¢do do MTT e
atividade PTP na presenca e auséncia de PHA. Portanto, analisando os resultados de
citotoxicidade dos complexos de BCDs contendo DHC em células da leucemia e em
linfocitos podemos sugerir que o complexo DHC/HPBCD inibiu mais eficientemente o
crescimento de células da leucemia HL60, U937 e K562 in vitro, sendo o complexo menos
citotoxico a células do sistema imune, conforme nossas condi¢des experimentais.

IV.3. Atividade antitumoral da DHC e de seus complexos em BCDs

IV.3.1. Inducio de Diferenciacao Celular

1V.3.1.1. Atividade de Reducdo do NBT
Em trabalhos anteriores Anazetti e colaboradores (2003) mostraram que a DHC induz
diferenciagdo em células HL60. Com intuito de verificar se esta atividade foi mantida apos
complexagdo em BCDs (DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD), células HL60 e U937
foram incubadas por 12, 48 ¢ 72 h com concentragdes proximas ao 1Csy dos complexos e da
DHC livre. Além disso, células K562 e K562 Lucena foram incubadas por 12 h nas
mesmas condi¢des. Apds os periodos de tratamentos, as células foram avaliadas quanto a
atividade redutora, utilizando TPA (12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato) como estimulo e
NBT (nitro blue tetrazolium) como agente oxidante, um marcador tipico de diferenciacdo

de células da leucemia mieloide (Theodore ef al., 1990).
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A tabela 7 representa os valores de produgdo relativa de NBD/10° células, observados na

figura 17. Apos 48 h de exposi¢do das células HL60 e U937 ao complexo DHC/MeBCD

150 uM foi obtido um aumento de 2,7 vezes na produgdo relativa de NBD e, portanto na

inducdo de diferencia¢do celular. Apos 72 h de tratamento com DHC/MeBCD 250 uM

obteve-se cerca de 3.4 ¢ 3.0 vezes aumentada indugdo de diferencia¢cdo aumentada cerca de

3 vezes. O complexo DHC/BCD na concentra¢do de 250 uM induziu aumento de 3.2 € 2,5

vezes na producdo de NBD, em relag@o ao controle, apos 72 h de incubagdo. Por outro lado

Tabela 7. Producdo relativa de NBD/10°células determinada através da atividade de redugdo do
NBT apos estimulagdo de células HL60, U937, K562 e K562 Lucena tratadas com DHC em sua
forma livre e complexada com BCDs. Cada valor representa a média £ S.D. de trés experimentos
em quatro replicatas (*P<0,05 comparados ao controle).

CELULAS

TRATAMENTOS HL60 U937 K562 K562

(uM) Lucena

12 h 48 h 72 h 12 h 48 h 72 h 12 h 12 h

I)Controle 1,01 £0,017 1,04+ 0,065 1,130,133 1,04+ 0,065 1,05+ 0,086 1,02 £ 0,021 1,02+ 0,035 1,02 £ 0,035
2) DHC 150 1,54 £0,014* 1,90+ 0,049* 2.,48+0,100* 1,91+ 0,493* 229+0,011* 1,07 £0,048 1,87+£0,107* 1,77 £0,073*
3) DHC 250 2,14+£0,011* 1,92+ 0,036* | 2,42+0,080* 1,93+ 0,364* 2,53 +0,170* 1,39 +0,023* 2,49+ 0,126* 2,39+ 0,106*
4) BCD 250 1,070,016 1,06+ 0,079 1,18+0,185 1,05+ 0,078 0,81 +£0,087 1,98 +0,200* 1,07+ 0,021 1,070,014
5) DHC/BCD 150 2,12 +£0,033* 2,26+ 0,038* 2,7240,109* 2,26+ 0,385% 2,13 £0,086* 2,04 +£0,129* 1,354+ 0,048* 1,15+ 0,021
6) DHC/BCD 250 2,19 £0,048* 2,46+ 0,058* 3,27+0,104* 2,46+ 0,580* 2,23 £0,088* 1,08 £ 0,067 1,394 0,089* 1,29+ 0,099
7) DHC/BCD 400 2,46 +0,070* 2,55+0,208* 2,87+0,106* 2,55+ 0,283* 2,50 +£0,052* 1,46 £0,012% 1,53+ 0,054* 1,53+ 0,048*
8) MeBCD 250 1,03+£0,019 1,21+ 0,107 1,36+0,103 1,22+0,183 1,09+ 0,106 1,44 +0,022* 1,07+ 0,065 1,070,014
9) DHC/MeBCD 150 1,91 £0,075* 2,72+ 0,021* 3,1040,105* 2,72+ 0,216* 2,76 £0,107* 1,90 +0,076* 1,47+ 0,037* 1,07+ 0,038
IO)DHC/MeBCD 250 2,19 £0,027* 2,22+ 0,799* 3,37+0,108* 3,02+ 0,505* 2,75 £0,065* 1,07+£0,014 1,48+ 0,046* 1,08 £ 0,046
1 l)DHC/MeBCD 400 2,20 £0,056* 2,76+ 0,083* 2,90+0,109* 2,77+ 0,083* 2,66 £0,048* 1,42 £0,007* 1,52+ 0,079* 1,20 £ 0,024
12)HPBCD 250 1,03 +0,035 1,27+ 0,095 1,43+£0,104 1,274 0,095 1,09 +£0,143 1,46 +0,008* 1,08+ 0,014 1,070,014
13)DHC/HPBCD 150 2,01 £0,010* 2,75+ 0,105* | 2,88+0,107* | 2,75+ 0,105* 2,62 +0,014* 1,76 +0,031* 1,38+ 0,026* 1,08 £ 0,036
14)DHC/HPBCD 250 2,06 £0,032* 2,55+ 0,389* 3,0740,194* 2,56+ 0,389* 2,42 +0.259* 2,42+0,021* 1,41£0,012* 1,11 £0,052
15)DHC/HPBCD 400 2,15+£0,034* 2,71+£0,139* 2,83+0,208* 2,71+ 0,139* 2,4140,219* 1,07 £0,048 1,48+0,013* 1,180,014

a DHC complexada a HPBCD mostrou ser eficaz na indug¢do de diferenciacdo em células

HL60 e U937 em concentracdes proximas e abaixo ao do ICsg, respectivamente, apos 12 h

de exposi¢do mantendo a eficacia até 48 h em células U937 e até 72 h em células HL60

(tabela 7). Conforme tabela 7 e figura 17 (c-d), a redu¢do do NBT por células K562 e
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tratadas com DHC e seus complexos (DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD) aumentou
cerca de 1,5 vezes em relacdo ao controle apos 12 h de exposi¢cdo. Em células K562 Lucena
somente o complexo DHC/BCD 400 puM induziu diferenciagdo, porém a DHC livre
mostrou maior eficacia, aumentando cerca de 2 vezes a induc¢do de diferenciacdo celular.

Conforme mostrado na figura 17 (a-d), a forma livre e complexada em BCDs da DHC
induziu diferenciagdo celular eficientemente, chegando a aumentar em até 3 vezes a
producdo de NBD, produto da reacdo de reducdo do NBT, em rela¢do as células controle.
Os resultados evidenciam que os complexos de DHC e BCDs, principalmente DHC/HPBCD
foram eficazes como indutores de diferenciacdo quando comparados a DHC livre nas
células HL60 e U937, principalmente apds 48 e 72 h de exposi¢do. A leucemia, em geral, é
uma malignidade heterogénea que t€ém sido classificada em sub-grupos de acordo com
caracteristicas morfologicas e citoquimcas, translocacdes cromossomais caracteristicas e
expressdo de imunofendtipo. A quimioterapia continua sendo uma importante estratégia

terapéutica no tratamento de leucemias (James er al., 1999). Inumeros agentes podem
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Figura 17. Diferenciagdo de células HL60 (a), U937 (b), K562 (¢) e K562 Lucena (d) apds diferentes
periodos de exposi¢do a DHC em sua forma livre e complexda as BCDs (DHC/BCD, DHC/MeBCD e
DHC/HPBCD) em concentragdes proximas ao 1Csy. A diferenciagdo cellular foi medida pela capacidade
das células em reduzir NBT. Cada coluna representa a media = SD de trés experimentos em quarto
replicates (*P<0,05 em relagdo aos controles).

82



RESULTADOS E DISCUSSAO 83

induzir diferenciagdo terminal em células da leucemia, indicando que a parada da
maturagdo celular ndo ¢ um processo irreversivel e que, como conseqiiéncia desta
diferencia¢do ha uma indugdo de morte celular por apoptose (Collins et al., 1978; Anazetti
et al., 2003). De acordo com nossos resultados, podemos sugerir que a DHC complexada a
BCDs aumentou a capacidade de inducdo de diferenciagdo em células da leucemia, em
relacdo a sua forma livre. Estudos posteriores serdo necessarios para determinar os tipos
celulares diferenciados, utilizando marcadores de superficie especificos e também, para
elucidar os mecanismos envolvidos na coordenagdo da expressdo e regulacdo de fatores de
transcri¢do que participam no processo de diferencia¢do dessas células. Com isso, podem-
se almejar estratégicas terapéuticas mais seletivas para leucemias.

1V.3.1.2. Marcadores celulares especificos para mondcitos (CD14) e granuldcitos
(CD66b)
A leucemia, em geral, ¢ uma malignidade que tem sido classificada conforme suas
caracteristicas morfologicas, citoquimicas, translocagdes cromossomais € expressdo de
imunofenodtipo. A quimioterapia continua sendo uma importante estratégia terapéutica no
tratamento de leucemias. Muitos agentes podem induzir diferencia¢do terminal em células
da leucemia, indicando que a parada da maturag¢do celular ndo ¢ um processo irreversivel e
que, como conseqiéncia do processo de diferenciacdo tem-se a inducdo de morte celular
por apoptose (Anazetti et al., 2003; Hakansson et al., 2004).
As células HL60, linhagem da leucemia promielocitica humana, sdo frequentemente
utilizadas como modelo de estudo de proliferagdo/diferenciacdo celular devido ao seu
bipotencial em diferenciar-se a granuldcitos ou a monocitos. Esta diferenciagdo ¢
acompanhada por uma alteragdo na expressdo de antigenos de superficie e aquisicdo de

varias fungdes, tais como, geracdo de anion superoxido e capacidade de aderéncia a parede
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de frascos de cultura de células. Para determinacdo dos tipos celulares diferenciados e
elucidacdo das diferencas nos mecanismos de a¢do da DHC em sua forma livre em
comparagdo aos seus complexos em ciclodextrinas utilizamos marcadores especificos de
diferenciagdo granulocitica e monocitica.

Os antigenos de superficie utilizados como marcadores de diferenciacdo de células HL60 a
granuldcitos ou mondcitos, CD14 e CD66b, respectivamente, foram medidos em
porcentagem apds 06, 12, 24, 48 e 72 h de exposi¢do das células a DHC livre e seus
complexos de inclusdo DHC/BCD, DHC/MeBBCD e DHC/HPBCD (tabela 8).

Conforme mostra a tabela 8, a expressio de CD 14 em células HL60 aumentou
significativamente aposl2 h de tratamento com DHC, DHC/BCD e DHC/MeBCD,

chegando a 25,59 %:;

; 31,99 % e 23,53 %, respectivamente. Este aumento de
aproximadamente 10 %, comparando ao controle, manteve-se apos 24 h de exposi¢do a
DHC, atingindo 49,43% de células expressando CD14. Entretanto, a expressdo de CD66b
em células HL60 apds 48 h e, principalmente, 72 h de exposi¢cdo a DHC em sua forma livre
e complexada em BCD, MeBCD e em HPBCD (400uM) atingiu 34,38%; 34,15% e 33,76%,
respectivamente, correspondendo a um aumento de cerca de 20 % em relagdo ao controle.
Os resultados apresentados na tabela 8 e representados na figura 18 (1-2 (a-d)), mostram
que a DHC e seus complexos de inclusdo em BCDs induzem diferenciagdo granulocitica
nas primeiras 12h de tratamento. Porém, dentre os complexos, DHC/BCD parece ser mais
eficiente na indugdo de diferenciag¢do de células da leucemia humana HL60 a granulocitos e
DHC/HPBCD induziu apenas diferenciacdo monocitica, desde 6h de exposi¢do, chegando a
um aumento de 26,24 % na populacdo de células expressando o antigeno de superficie

CD66b. Portanto, os resultados corroboram com os obtidos na atividade de reducdo do

NBT, sugerindo que a complexa¢do da DHC em BCDs provoca alteragdes na capacidade e,
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portanto, nos mecanismos de indugdo de diferenciacdo celular, sendo que a sua forma livre

induz predominantemente diferenciagdo granulocitica, assim como o complexo DHC/BCD.

Entretanto, o complexo DHC/HPBCD mostrou ser eficaz na indugdo de diferenciacdo

monocitica.

Tabela 8. Andlise da expressdo de antigenos de superficie, CD14 e CD66b apds diferentes

tempos de exposicdo das células HL60 a DHC em sua forma livre e complexada com BCDs.

MARCADORES DE DIFERENCIACAO GRANULOCITICA E MONOCITICA: CD14 e CD66b (%)

TEMPOS DE EXPOSICAO (h)
TRATAMENTOS 06 12
(nM)

CD14 CD66b | CD14 CD66b | CDI4 CDG66b CD14  CDG66b CD14  CDG66b
Controle 12,02+ 10,65+ | 13,99+ 1396+ | 10,06+ 10,70+ 9,60 + 10,78 + 13,37+ 11,12+

1,09 2,88 1,09 1,78 3,33 1,96 3,99 1,95 2,28 1,86
DHC 150 1223+ 1576+ | 2424= 3372+ | 4943 1177+ 1331+ 1639+ 921+ 27,67+

2,89 3,27 1,25" 2,56 2,89 1,07 2,02 2,19 2,01 2,01
DHC 250 12,15+ 1739+ | 2559+ 1664+ | 4585+ 1484= 938 + 13,74 + 835+ 25,16 +

2,01 2,62" 3,56" 1,09 2,61 4,06 2.88 3,71 223 1,92°
1345+ 1695+ | 3546+ 1181= | 11,92+ I705+ 9,94 + 16,08 + 8,89 + 16,09 +

BCD/DHC 150 187 233" 167" 277 218 2,56" 245 3.20° 3.01 209"
17,10+ 1570+ | 23,12+ 1197+ | 1097+ 13,63+ 9,16 + 20,89 + 11,08+ 16,65 +

BCD/DHC 250 1.03 1.82" 152" 401 327 3.05 3.73 402" 423 3,07
1402+ 1536+ | 31,99+ 1368+ | 1042+ 20,26 + 11,67+ 24,11+ 1141+ 34,38+

BCD/DHC 400 3,06 1,02" 3,26" 3,89 2,36 2,67 3,95 4,04 4,38 3,26"
1550+ 2035+ | 1890+ 1394+ | 1205+ 1317+ 11,81+ 13,30 + 11,71 + 13,76 +

MeBCD/DHC 150 1447 272" 403" 326 241 259 3.0 339 3.08 442
1270+ 1838+ | 2054+ 1566+ | 12,12+ 2411+ | 1686+ 1434 + 12,42 + 1524 +

MeBCD/DHC 250 136 322" | 260 123 239 1.06" 3.92° 2.09 27 224
12,02+ 19,76+ | 23,53+ 2387+ | 1182+ 1330« 7.70 £ 14,45 + 1327+ 34,15+

MeBCD/DHC 400 2,10 3,28" 2,29" 2,61 291 2.35 2.85 2,53 2,35 3,29"
11,01+ 1579+ | 11,60+ 1604+ | 712+ 1434 + 12,28 + 13,86 + 12.88 + 15,62 +

OHpBCD/DHC 150 3,02 4,01" 2,37 1,34 2,69 2,39 1,99 2,37 2,33 1,82
1466+ 1810+ | 1404+ 1608+ | 1341+ 1445+ 8,74 + 16,44 + 11,99 + 15,88 +

OHpBCD/DHC 250 277 191" 282 179 2.09 266 1.03 2.56" 172 2.06
1470+ 26,24+ | 13,55+ 1711+ | 779+ 13,61 + 11,62+ 21,66+ 1245+ 33,76 %

OHpBCD/DHC 400 1,62 1,07 1,20 301" 2,04 2.03 2,78 2,67* 2,44 3,04

Cada valor representa a média + S.D. de trés experimentos em trés replicatas ( P<0,05).
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Figura 18. Andlise da expressdo de antigenos de superficie, CD14 (1) e CD66b (2) apods
exposicdo das células HL60 a DHC em sua forma livre (a) e complexada com BCD (b), MeBCD
(¢) e HP BCD (d) durante 6, 12, 24, 48 e 72 h. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell
Quest e analisados com auxilio do programa WinMDI 2.8. Continuacio da figuna na pagina
seguinte.
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Figura 18. Analise da expressdo de antigenos de superficie, CD14 (1) e CD66b (2) apos
exposi¢ao das células HL60 a DHC em sua forma livre (a) e complexada com BCD (b), MeBCD
(¢) e HP BCD (d) durante 6, 12, 24, 48 e 72 h. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell
Quest e analisados com auxilio do programa WinMDI 2.8. Continuacao da figuna na pagina

seguinte.
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Figura 18. Analise da expressdo de antigenos de superficie, CD14 (1) e CD66b (2) apos
exposicdo das células HL60 a DHC em sua forma livre (a) e complexada com BCD (b), MeBCD
(¢) e HP BCD (d) durante 6, 12, 24, 48 e 72 h. Os histogramas foram obtidos pelo programa Cell
Quest e analisados com auxilio do programa WinMDI 2.8.
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IV.3.2. Avaliacio de inducao de morte celular por apoptose
1V.3.2.1. Marcacdo com anexina V-FITC/PI

Em trabalhos recentes, Anazetti e colaboradores, (2003, 2004) mostraram que DHC ¢
citotoxica, obtendo-se 1Csp de 150 uM e induz morte celular por apoptose em células
HL60, evidenciada por alteragdes morfologicas caracteristicas deste processo, incluindo
condensagdo cromatinica, fragmentacdo de DNA e externalizacdo de fosfatidilserina. No
entanto, Freire e colaboradores (2003), mostraram que a DHC 360 uM induziu necrose em
células HL60, provavelmente devido a alta concentragdo utilizada. Em trabalho recente, foi
demonstrado que apos 48 € 72 h de exposi¢do das células HL60 a DHC em concentragdes
proximas ao valor de ICsg, 55 % das células estavam em processo de morte, detectadas e
quantificadas utilizando a dupla marcagdo com anexina V-FITC/iodeto de propideo (PI),
seguida da analise em citometria de fluxo (Anazetti et al., 2004).

Continuando os estudos de mecanismos de a¢do da DHC e de seus complexos em BCDs,
com intuito de otimizar a atividade antitumoral deste farmaco, analisamos a eficacia dos
complexos de inclusdo em ciclodextrinas DHC/BCD, DHC/Me8CD ¢ DHC/HPBCD na
indugdo de morte celular por apoptose em células da leucemia HL60, U937, K562 e K562
Lucena apds diferentes tempos de tratamentos, na presenga e auséncia de 1 uM de CsA,
seguida de marca¢do com anexina V-FITC/PI e andlise em citometro de fluxo. As células
da leucemia tratadas com DHC em sua forma livre e/ou complexada a BCDs foram
marcadas com anexina V-FITC, com ou sem marca¢do simultinea por PI (Ann'/PI" e
Ann'/PI', respectivamente). A medida das células marcadas por anexina V discrimina
efetivamente entre células apoptoticas e necroticas quando marcadas simultaneamente com

um corante de exclusdo tal como o 10deto de propideo. As células duplamente marcadas
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representam um estagio tardio e até final de morte celular por apoptose, também chamado

de necrose secundaria (Vermes et al., 2000).

A tabela 9 mostra os resultados de indugdo de apoptose, dados em porcentagem de células

apoptoticas apos exposicdo por 12, 24, 48 ¢ 72 h a DHC livre e seus complexos de inclusdo

DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD em células HL60 e U937. Para as células K562 e

K562 Lucena os periodos de tratamentos foram de 48 e 72 h.

Os resultados obtidos (tabela 9) mostram que DHC em sua forma livre e complexada com

BCDs, em concentragdes proximas ao ICsy, induziram apoptose em células HL60, U937,

Tabela 9. Porcentagem de células em apoptose induzidas pela DHC, em

com BCDs em diferentes tempos de exposigdo e concentragdes.

sua forma livre e complexada

Células
T”E‘;‘B““’S HL60 U937
12h 24h 48 h 72 h 12h 24h 48 h 72 h

Controle 120+ 1 18,02 20,6 £1 212+ 1 159+1 164 +1 174 +1 194+2

DHC 150 273+ 2% 28,1+ 1% 38,1+ 3* 445 + 3* 25,1 + 3% 269 + 3* 296+ 2% 37 6+ 3*

DHC 250 289+ 3* 32,04+ 3* 454+ 1* 51,9 +4* 286+ 2% 208 +4* 37,1 £3* 41,9+ 3*

BCD 250 163+3 198 £1 180+2 223+2 169 +1 17,7+£2 199+1 175+2
DHC/BCD 150 21,9+2% 238+ 5* 243+ 5 295+ 6* 199+1 237+ 3* 234+ 5% 242+ 1
DHC/BCD 250 26,1 £ 1* 27,7+ 4* 286+ 5* 30,9 £ 4* 20,6 +3* 2477 + 4* 258 £ 5% 31,7+4*
DHC/BCD 400 29,8 + 3% 282+ 5% 38,8 +4* 41,1 +5* 231 +3* 27,1 + 3% 33,5 £ 6* 322+ 5%

MeBBCD 250 156+1 173+1 18,62 235+ 1 1562 1753 181 +£2 184+2
DHD/MeBCD 150 | 222 + 3* 225+3 238+4 257%3 21,3+2%* 241 + 5* 243+3 247+ 4*
DHD/MeBCD 250 | 25,5 +2* 273+ 4* 29,7+ 5* 32,1+ 2% 21,7 +4* 253 +6* 239 £4* 28,1 +5*
DHD/MeBCD 400 | 31,2 +2%* 332+ 5% 32,7+ 3* 31,6 +4* 240+ 1* 276 +2% 26,1 £4* 27,7+ 5%

HPBCD 250 165+4 194 +1 205+ 1 195+1 190+2 185+3 19712 194 +1
DHD/HPBCD 150 196 + 3* 226+2 248 +4* 31,8+ 5* 198 +4 241 £ 2% 272+ 4% 31,4+ 3*
DHD/HPBCD 250 | 26,5+ 1* 28,8+ 3% 27,1+ 2% 382+ 5* 236+ 6* 286+ 2% 28,5+ 3* 315+ 1*
DHD/HPBCD 400 | 28,1 +£2* 31,9+ 2% 324+ 1% 40,9 + 3* 279 +4* 201 £ 4* 314+ 1% 354+ 3*

K562 K562 LUCENA
48 h 72 h 48 h 72h

Controle 17.8+1 195+2 173+2 20,1+ 1

DHC 150 51,7 +2% 842 + 3% 441 +2* 52,1 +£3*

DHC 250 67,3 +2% 85,7 £ 2% 48 8 + 1* 56,1 £2%*

BCD 250 199+2 182 +1 175+3 185+4
DHC/BCD 150 228+ 3% 32,8 +2% 236 +4* 282 + 2%
DHC/BCD 250 280+ 4* 483 +4* 241 £ 4* 295+ 2%
DHC/BCD 400 32,5 +4* 58,0 £ 4* 343+ 3* 31,1 £3*

MeBBCD 250 190+3 20,5+2 186+1 1911
DHD/MeBCD 150 214 +5* 32,7+ 3* 246+ 2% 266 + 2%
DHD/MeBCD 250 264 +4* 414 +2* 25,1 £ 2% 257+ 2%
DHD/MeBBCD 400 312 +4* 50,2 + 3* 26,0 +4* 31,2+ 3%

HPBCD 250 185+2 19.6 £2 195+1 190+1
DHD/HPBCD 150 263 + 3* 28,0+ 3* 352 +2% 480 + 3*
DHD/HPBCD 250 36,8 + 5* 434+ 38,5+ 3* 50,9+ 1*
DHD/HPBCD 400 40,5 + 5* 52,1 £4%* 49,9 +4* 61,7 +2%

Cada valor representa a média + SD de trés experimentos em quatro replicatas (*P<0.001 comparados ao controle).
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K562 e K562 Lucena. Em todos os tratamentos, os complexos ou a DHC livre foram
adicionados ao meio de cultura. Podemos observar, conforme tabela 9, que a DHC em sua
forma livre fol mais eficiente quanto a inducdo de apoptose em células K562 apos 48 e 72 h
de exposi¢do (cerca de 50 e 85 %, respectivamete) e sua menor eficienciéncia foi em
células U937, induzindo cerca de 25, 27, 30 e 38 % de apoptose apds 12, 24, 48 ¢ 72 h,
respectivamente. Todas as BCDs puras (BCD, MeBCD e HPBCD) apresentaram inducdo
semelhante aos controles negativos, o que corrobora com o comportamento das mesmas
durante os experimentos de citotoxicidade. A DHC complexada em BCD apresentou
eficacia semelhante nas células HL60, U937 e K562 Lucena em todos os tempos de
tratamento, induzindo, em média, 21, 24, 24 e 27 %; 23, 26, 26 ¢ 30 %; 26, 28, 35e¢ 35 %
apos 12, 24, 48 e 72 h de exposicdo a DHC/BCD 150, 250 e 400 uM, respectivamente,
sendo que os tempos de 12 e 24 h correspondem somente as células HL60 e U937. Os
complexos DHC/BCD e DHC/MeBCD mostraram maior potencial com indutor de apoptose
em células K562, chegando a cerca de 32 e 31 % de células em apoptose apds 48 h e, em
média, 60 e 50 % apos 72 h de tratamento a 400 uM,respectivamente.

Observando as porcentagens de células em apoptose apos os tratamentos, pode-se observar
que o complexo DHC/HPBCD, de forma semelhante aos experimentos de citotoxicidade,
mostrou ser mais eficaz, se comparado aos outros complexos de inclusdo contendo DHC,
com potencial semelhante a DHC em sua forma livre, em todas as células em estudo,
inclusive em células K562 Lucena, resistentes. A concentragdo mais efetiva na inducdo de
apoptose pela DHC complexada em HPBCD foi semelhante a de DHC livre. Portanto, esses
resultados mostram-se promissores em relagdo aos futuros estudos com a complexacdo de

DHC em HPBCD.
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1V.3.2.2. Conteudo de DNA e andlise do ciclo celular
Em estagios finais ou tardios de apoptose, as células liberam corpos apoptoticos, contendo
organelas celulares e fragmentos de DNA, o que provoca a redug¢do do conteudo de DNA,
restando nucleossomos remanescentes e fragmentos de DNA ainda associados a matriz
nuclear (Sailer et al., 1996). As células apoptdticas foram identificadas através da marcagado
deste DNA de conteido reduzido, como conseqiiéncia da perda progressiva de DNA
durante o processo apoptotico, utilizando o fluorocromo DNA especifico, iodeto de
propideo (PI), seguido de andlise por citometria de fluxo (Nicoletti et al., 1991). No caso
das células apoptdticas, a andlise por citometria nos mostra uma subpopulacdo distinta
precedendo a regicdo Go/G; de células diploides normais (Nicoletti et al., 1991). De
maneira geral, esta técnica permite analisar a propor¢do de células em apoptose em cada
fase do ciclo celular, assim como distinguir entre morte por apoptose € necrose induzida
nas células apos os diferentes tratamentos através da analise do conteido de DNA celular

(Arends et al., 1990; Vermes et al., 2000).

A tabela 10 mostra os resultados, dados em porcentagem, relativos a propor¢do de células
em sub-G; (apoptose) apds tratamento por 12 h com DHC e seus complexos DHC/BCD,
DHC/MeBCD e DHC/HPBCD, com e sem pré-incubagdo por 1 h com ciclosporina A (CsA
1 uM), inibidor da abertura de poros de transi¢do de permeabilidade de membrana

mitocondrial (PTP).

Os resultados apresentados na tabela 10 mostram que os complexos DHC/BCD,
DHC/MeBCD e DHC/HPBCD induziram apoptose em células HL60 apos 12 h de
tratamento com eficiéncia semelhante a DHC livre, sendo que a propor¢do de células em

sub-G; corresponde em média a 31, 32, 31 e 35 %, respectivamente. Esses resultados
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corroboram com os obtidos anteriormente para marcagdo com anexina V-FITC. Por outro
lado, em células U937, o complexo DHC/HPBCD mostrou maior eficacia na inducdo de
apoptose (37 %) em relagdo aos outros complexos, DHC/BCD e DHC/MeBCD (proporgdo
média de 29 e 34 %, respectivamente), aproximando-se a indu¢do promovida pela a¢do da

DHC em sua forma livre, que foi de 40 %, em média (tabela 10).

Tabela 10. Propor¢do de células em apoptose (sub-G;) segundo analise do contetido de DNA
apos tratamentos por 0-12 h com (c¢/) e sem (s/) pré-incubagdo com ciclosporina A (CsA)
marcac¢do com PI, utilizando citometria de fluxo.

CELULAS
T”‘:““;{")““’S HL60 1937 K562
# s/ ¢/ s/ ¢/ s/ ¢/

1)C0ntrole 19,01 £ 1,63 17,63 + 1,63 18,74 + 1,56 16,58 + 1,55 18,41+ 1,44 17,14 £ 2,30
2) DHC 150 29.80 £2,56* | 2644 £2.33* | 3131 +£1,45*% | 20,32 +2,11 | 28,16 £225% 18,60 + 2,50
3) DHC 250 39,80 +3,25*% | 27,81 +£2,36* | 44,44 +2,01* (2247 +2,19*| 40,85 +£2,36* | 21,56+2.47*
4) BCD 250 20,14 £ 145 18,08 +2.22 17,59 £ 5,08 18,90 + 2,10 19,28 + 1,54 18,06 +2,19
5) DHC/BCD 150 2588+ 189 | 18,70+ 3,05 ND

6) DHC/BCD 250 2746 £1,65% | 23,53 +£2,09* | 29,07 £1,59* | 20,46 +2,25 19,40 £ 1,47 19,54 + 2,30
7) DHC/3CD 400 32,69 +1,47* 22.50+£2.11 26,67+ 1,78% 23,84 +£2.58% | 22,08+2.19 18,74 £ 2,15
8) MeBCD 250 19,08 +2.54 17,77 + 3,06 18,57 + 1,64 17,63 +2,14 1923 +221 17,93 + 2,66
9) DHC/MeBCD 150 | 26.92£2.69% | 2274 +324 ND

10)DHC/MeBCD 250 | 29,36 £2.47* | 23,97 + 3,89* 18,01 +£4,51 1929 +£ 1,17 | 25,34 £2,06* 18,04 + 2,77
ll)DHC/MeBCD 400 | 33,83 +1,87* | 24,91 £4,32* | 33,80+ 1,89* | 22,12 +1,15%*| 30,56 +2,08* 19,63 + 2,55
12)HPBCD 250 17,78 + 1,40 17,85+ 5,12 19,14 + 1,42 1921 + 3,33 18,82 + 3,09 16,86 + 2,24
13)DHC/HPBCD 150 | 26,19 + 1,56* | 22,06 2,47 ND

14)DHC/HPBCD 250 | 29,58 +1,98* 21,38+£256 | 2921 +320% | 19,67 +2,18 1945+4 14 19,25+ 2,06
15)DHC/HPBCD 400 | 32,76 £0,97* | 24,56 £2,14* | 36,89 +3,04* | 22,06 +2,04* | 25,68 £4,13* | 20,43 +£2,15

Cada valor representa a média + S.D. de trés experimentos em quatro replicatas. *ND = ndo foi realizado o
tratamento nesta concentragdo (*P<0,001 comparado ao controle).

Dentre os complexos de inclusdo em estudo, o mais eficaz na indugdo de apoptose em
células K562, segundo andlise do conteido de DNA, foi DHC/MeBCD (sub-G
corresponde a cerca de 30 %). Entretanto, a diferenga em relagdo a indugdo promovida pelo
complexo DHC/HPBCD, 26 % de células em apoptose, ndo foi significativa. Portanto, a

indugdo de morte em ambos os tratamentos em células K562 foi semelhante, porém, menor
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em relagdo a agdo da DHC em sua forma livre (células em sub-G; correspondem, em
média, a 40 %).

A CsA ¢ inibidor da abertura de poros de PTP, que leva a dissipagdo do gradiente de
protons e, portanto, perda de potencial de membrana mitocondrial (Ayy,), assim como
consequente liberacdo de citocromo c, que culmina na ativacdo de caspases efetoras do
processo apoptotico. De acordo com os resultados mostrados na tabela 10, podemos
observar que CsA ndo foi citotoxica, pois ndo houve diferenga na proporc¢ao de células em
apoptose nos controles quando pré-incubados ou ndo com a mesma. No entanto, o pré-
cultivo das células com CsA induziu reducdo de cerca de 90 % na propor¢do de células
U937 e K562 em sub-Gl, representando prote¢do significativa a inducdo de apoptose
induzida pela DHC e por seus complexos na presenga deste inibidor de transi¢do de
permeabilidade de membrana mitocondrial (PTP). Em células HL.60 a prote¢do variou entre
66 a 85 % apds tratamentos na presenga de CsA, com DHC e DHC/HPBCD,
respectivamente. [sto mostra que, de certa forma, os mecanismos envolvidos na indugédo de
apoptose em células da leucemia, principalmente em células HL60, foram alterados apds
complexagdo, principalmente quanto a complexa¢do com HPBCD. Como a agdo da CsA
esta diretamente relacionada a inibicdo de PTP, a protecdo a indugdo de apoptose apods
tratamentos na presenca deste inibidor € diretamente proporcional ao envolvimento de PTP
e consequentemente da via mitocondrial no mecanismo de acdo dos complexos e DHC
livre. Segundo Hirpara e colaboradores (2000) compostos com predilegdo pela via
mitocondrial de indug@o de apoptose, incluindo a formag¢do do complexo de poros de PTP e
habilidade em translocar citocromo c a partir da membrana mitocondrial interna, podem ser

agentes antitumorais mais efetivos, pois a mitocondria e moléculas envolvidas no processo
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apoptotico podem constituir alvos no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.
Portanto, estes resultados comprovam o total envolvimento da PTP e consequentemente da
via mitocondrial na indugdo de apoptose pela DHC e seus complexos de incluséo.

A propor¢do de células em cada fase do ciclo celular apos exposi¢do a DHC e seus
complexos esta representada na figura 19 (a-c). As figuras 20, 21 ¢ 22 contém os
histogramas obtidos para as células HL60, U937 e K562, respectivamente, mostrando as
alteracdes no ciclo celular apos os tratamentos na presenca e auséncia de CsA, sendo que
Go-G1, G2-M e S indicam as fases do ciclo celular, e o conteudo de DNA sub-Gj refere-se a
proporcdo de células em apoptose (tabela 10).

Falhas na maquinaria do ciclo celular e nos mecanismos apoptoticos apresentam papel
importante tanto no desenvolvimento, quanto na resiténcia a agentes quimioterapéuticos.
Um aumento nos conhecimentos dos eventos bioquimicos essenciais envolvidos na indugdo
de apoptose por estresse citotoxico ¢ importante para o desenvolvimento de formulagdes ou
de farmacos quimioterapéuticos racionais. O tramento de células tumorais com agentes
citotoxicos, em geral, provoca alteracdes na maquinaria do ciclo celular resultando na
indug¢do de apoptose (Johnstone et al., 2002). Os pontos de checagem do ciclo celular
estabelecem o momento e a for¢a de parada, reparo e respostas apoptdticas ao agente
antitumoral (Liu et al., 2004b). Estudos recentes sugerem que a indu¢do de parada do
crescimento celular na fase Go/M e de apoptose, passo critico na reversdo de células
tumorais, seja mediada por caspases, clivando proteinas com papel essencial neste processo
de sinalizagdo, tal como a p21 (Zhang et al., 1999; Taylor, 2001). Podemos observar que o
ciclo celular das células HL60, U937 e K562 sofreram alteragdes frente aos diferentes
tratamentos com a DHC livre e seus complexos de inclusdo, sendo que em geral ocorreu

um aumento da populacdo de células na fase Go-G; concomitantemente com uma reducdo
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de células na fase S de forma dose-dependente, seguida por um aumento significativo da
populacdo sub-G; apds 12 h de exposicdo. Portanto, nossos resultados sugerem que a DHC
e seus complexos induzem parada do ciclo celular em G,/M e apoptose com envolvimento

de transi¢do de permeabilidade de membrana mitocondrial. Portanto, esses resultados
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Figura 19. Proporcdo de células HL60 (a), U937 (b) e K562 (¢) em cada fase do ciclo celular analisadas segundo o
conteudo de DNA (dados em porcentagem). As células foram cultivadas com DHC e seus complexos DHC/BCD,
DHC/MeBCD e DHC/HPBCD, por 0-12 h, com e sem pré-incubagdo com ciclosporina A (CsA 1 uM) e marcadas
com iodeto de propideo (PI). O conteudo de DNA foi analisado por citometria de fluxo. Go-G1, G,-M e S indicam as
fases do ciclo celular. Cada fase do ciclo celular foi calculada utilizando o programa celular ModiFIT (10.000

eventos foram adquiridos). Trés duplicatas de cada experimento foram realizados, obtendo-se resultados
semelhantes.

corroboram com os obtidos anteriormente, indicando que a DHC e seus complexos de
inclusdo induzem parada do ciclo celular e subseqiientemente morte celular por apoptose
dependente da via p53. Os efeitos desta via nas células ndo sdo completamente conhecidos,

porém estd claro que a funcdo de ativagdo transcricional da p53 ¢ seu principal efeito
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biologico. Muitos genes alvos de p53 tem sido identificados. A parada do ciclo celular
requer ativagcdo de p21/WAF-1, GADDA45 e ciclina G. proteinas pro-apoptoticas alvos de

p53 sdo as da familia Bcl-2 e alguns ligantes de receptores de morte celular.
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Figura 20. Histogramas citométricos células HL60 analisadas segundo o conteudo de DNA. As células
foram cultivadas com 1. Controle; 2. DHC 150 uM; 3. DHC 250 uM; 4. BCD 250 uM; 5. DHC/BCD 150
uM; 6. DHC/BCD 250 uM; 7. DHC/BCD 400 uM; 8. MeBCD 250 uM; 9. DHC/MeBCD 150 uM; 10.
DHC/MeBCD 250 uM; 11. DHC/MeBCD 400 puM; 12. HPBCD 250 puM; 13. DHC/HPBCD 150 uM; 14.
DHC/HPBCD 250 uM; 15. DHC/HPBCD 400 uM, por 0-12 h, com e sem pré-incubacdo com ciclosporina A
(CsA 1 uM) e marcadas com iodeto de propideo (PI). O contetido de DNA foi analisado por citometria de
fluxo. Go-G1, G,-M e S indicam as fases do ciclo celular, e o contetido de DNA sub-G; refere-se a proporgéo
de células em apoptose (dado em porcentagem). Cada fase do ciclo celular foi calculada utilizando o
programa celular ModiFIT (10.000 eventos foram ad@ﬁrldos) Trés duplicatas de cada experimento foram
realizados, obtendo-se resultados semelhantes.
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Figura 21. Histogramas citométricos células U937 analisadas segundo o conteudo de DNA. As células foram
cultivadas com 1. Controle; 2. DHC 150 uM; 3. DHC 250 puM; 4. BCD 250 puM; 5. DHC/BCD 150 uM; 6.
DHC/BCD 250 uM; 7. DHC/BCD 400 uM; 8. MeBCD 250 uM; 9. DHC/MeBCD 150 uM; 10. DHC/MeBCD 250
uM; 11. DHC/MeBCD 400 uM; 12. HPBCD 250 uM; 13. DHC/HPBCD 150 uM; 14. DHC/HPBCD 250 uM; 15.
DHC/HPBCD 400 uM, por 0-12 h, com e sem pré-incuba¢do com ciclosporina A (CsA 1 uM) e marcadas com
iodeto de propideo (PI). O contetido de DNA foi analisado por citometria de fluxo. Go-G;, G,-M ¢ S indicam as
fases do ciclo celular, e o conteudo de DNA sub-G, refere-se a propor¢ao de células em apoptose (dado em
porcentagem). Cada fase do ciclo celular foi calculada utilizando o programa celular ModiFIT (10.000 eventos
foram adquiridos). Trés duplicatas de cada experiment(])qgram realizados, obtendo-se resultados semelhantes.
ND = néo foi realizado tratamento com os complexos na concentragdo de 150 uM.
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Figura 22. Histogramas citométricos células K5620 analisadas segundo o conteudo de DNA. As células foram
cultivadas com 1. Controle; 2. DHC 150 uM; 3. DHC 250 puM; 4. BCD 250 uM; 5. DHC/BCD 150 uM; 6.
DHC/BCD 250 uM; 7. DHC/BCD 400 uM; 8. MeBCD 250 uM; 9. DHC/MeBCD 150 uM; 10. DHC/MeBCD 250
uM; 11. DHC/MeBCD 400 puM; 12. HPBCD 250 uM; 13. DHC/HPBCD 150 uM; 14. DHC/HPBCD 250 uM; 15.
DHC/HPBCD 400 uM, por 0-12 h, com e sem pré-incubagdo com ciclosporina A (CsA 1 uM) e marcadas com
iodeto de propideo (PI). O contetildo de DNA foi analisado por citometria de fluxo. Go-Gy, G,-M e S indicam as
fases do ciclo celular, e o conteudo de DNA sub-G, refere-se a proporgdo de células em apoptose (dado em
porcentagem). Cada fase do ciclo celular foi calculada utilizando o programa celular ModiFIT (10.000 eventos
foram adquiridos). Trés duplicatas de cada experime;i foram realizados, obtendo-se resultados semelhantes.
ND = nio foi realizado tratamento com os complexos na concentragdo de 150 uM.
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1V.3.2.3. Detecgiio de p21/WAF-1
O supressor tumoral p53 é um sensor universal de estresse genotoxico que regula a
transcricdo de genes requeridos para promover a parada do ciclo celular e apoptose, tal
como a proteina p21/WAF-1 GADDA45, ciclina G, proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-
2 e alguns ligantes de receptores de morte (Colman et al., 2000; Herr & Debatin, 2001). Os
efeitos desta via nas células ndo sdo completamente conhecidos, porém esta claro que a
funcdo de ativagdo transcricional da p53 € seu principal efeito biologico. A analise do ciclo
celular das células HL60, U937 e K562 sofreram alteracdes frente aos diferentes
tratamentos com a DHC livre e seus complexos de inclusdo, sendo que em geral ocorreu
um aumento da populacdo de células na fase Go-G; concomitantemente com uma redugdo
de células na fase S de forma dose-dependente, seguida por um aumento significativo da
populagdo sub-Gj apds 12 h de exposi¢do. Portanto, nossos resultados sugerem que a DHC
e seus complexos induzem parada do ciclo celular em Gy-G;. Com intuito de elucidar o
papel da via p53 no mecanismo de a¢do da DHC e de seus complexos em ciclodextrinas
(BCD/DHC, MeBCD/DHC e HPBCD/DHC) em células da leucemia HL60, U937, K562 e
K562 Lucena, foi avaliada a concentragdo de p21V*"! apos 12 e 24 h de exposicdo na
presenca e auséncia de ciclosporina A (1uM). Os resultados foram expressos em relagdo a
curva padrio pré-determinada em unidades de p21™*"'/mL (figura 23). DHC e seus
complexos induziram aumento da expressdo de p21"V*F! em células da leucemia HL60,
U937, K562, K562 Lucena, principalmente apos 12 h de exposi¢do, indicando que este ¢
um evento inicial no processo de parada do ciclo celular e subsequente indugdo de morte

AF-1
1W

celular. Em células HL60 a concentracdo de p2 aumentou cerca de duas vezes em

relacdo ao controle apds 12 h de tratamento com os compostos em estudo, que foi mantido

até 24 h de exposi¢do (figura 23). A DHC, BCD/DHC, MeBCD/DHC e HPBCD/DHC
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WAF-1
1

induziram aumento de duas, trés, quatro e cinco vezes nos niveis de p2 em células

U937, respectivamente, até 12 h de exposi¢do. Apos 12 h de tratamento a concentragdo de

WAEF-
1

p2 ' foi reduzida ndo apresentando aumento significativo quando comparado ao

1WA em células K562 e K562 Lucena aumentou em até

controle. A concentra¢do de p2
duas vezes apos 12 h, que foi mantido até¢ 24 h de tratamento nas células K562 Lucena.
Pode-se observar que a pré-incubagdo com CsA 1uM, em geral, ndo alterou
significativamente o efeito da DHC e de seus complexos quanto a indu¢do de aumento na
concentragdo de p21WA™".

Falhas na maquinaria do ciclo celular e nos mecanismos apoptoticos apresentam papel
importante tanto no desenvolvimento, quanto na resiténcia a agentes quimioterapéuticos.
Um aumento nos conhecimentos dos eventos bioquimicos essenciais envolvidos na indug¢do
de apoptose por estresse citotoxico ¢ importante para o desenvolvimento de formulagdes ou
de farmacos quimioterapéuticos racionais. O tramento de células tumorais com agentes
citotoxicos, em geral, provoca alteracdes na maquinaria do ciclo celular resultando na
indug¢do de apoptose (Johnstone et al., 2002). Os pontos de checagem do ciclo celular
estabelecem o momento e a for¢a de parada, reparo e respostas apoptdticas ao agente
antitumoral (Elledge, 1996; Liu et al., 2005; Gartel, 2005; Faria et al., 2006). Estudos
recentes sugerem que a indugdo de parada do crescimento celular nas fases G;/G; e inducdo
de apoptose, passo critico na reversdo de células tumorais, seja mediada por caspases,
clivando proteinas essenciais neste processo de sinalizagdo, tal como a p21/WAF-1 (Zhang
et al., 1999; Taylor, 2001). Portanto, podemos concluir que nossos resultados corroboram

com os obtidos anteriormente, sugerindo que a DHC e seus complexos de inclusdo induzem

parada do ciclo celular e subsequientemente morte celular por apoptose dependente da via
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p53 e independente da via mitocondrial, uma vez que a pré-incubacdo com ciclosporina A

ndo alterou a expressdo da p21VAF!,
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Figura 23. Deteccdo de proteina p21/WAF-1 durante o processo apoptotico em
células HL60 e U937 expostas a diferentes concentra¢cdes de DHC em sua forma
livre (250 uM) e complexada em BCDs (BCD/DHC, MeBCD/DHC e
OHpBCD/DHC: 400 uM) por 12 e 24 h. O nivel de p21/WAF-1 foi determinado
por em U/mL. Cada valor representa média + SD de trés experimentos em triplicata
(*¥*P<0.01). Continuacio da figura na pagina seguinte.
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Figura 23. Deteccdo de proteina p21/WAF-1 durante o processo apoptotico em células K562 e
K562 Lucena expostas a diferentes concentracdes de DHC em sua forma livre (250 uM) e
complexada em BCDs (BCD/DHC, MeBCD/DHC e OHpBCD/DHC: 400 uM) por 12 e 24 h. O
nivel de p21/WAF-1 foi determinado por em U/mL. Cada valor representa média + SD de trés
experimentos em triplicata (¥*P<0.01). Continuacio da figura na pagina seguinte.
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1V.3.2.4. Ativacdo de Caspases em células HL60
A maitoria dos indutores de apoptose com envolvimento de estresse oxidativo podem
desencadear esse processo por ativagdo de caspases (Anazetti et al., 2004). Para determinar
quais caspases sdo ativadas durante apoptose induzida em células HL60, estas foram
incubadas com a DHC em sua forma livre e complexada a BCDs (DHC/BCD, DHC/Mef3CD
e DHC/HPBCD) em diferentes concentragdes por 12, 24, 48 e 72 h.Os resultados
apresentados na figura 24 (a-e) mostramque as caspases-2 (a), -3 (b), -6 (c), -8 (d) e -9 (e)
foram ativadas, tanto pela forma livre da DHC quanto por seus complexos. A caspase-2
(figura 24 (a)) apresentou-se mais ativa apos 24 e 12 h de exposi¢do a DHC e
DHC/MeBCD, respectivamente, embora tenha sido a caspase menos ativa em células HL60
apds os tratamentos realizados. A caspase-3 (figura 24 (b)) chegou a ter sua atividade
aumentada em cerca de 3,5 vezes apos tratamento com DHC e seus complexos. Porém, a
DHC complexada em BCD apresentou menor eficacia na ativagdo de caspases quando
comparada aos outros. Em relagdo a atividade de caspase-6 (figura 24 (c)), todos os
complexos e a DHC apresentaram-se semelhantemente eficazes na ativacdo dessa cisteino
protease, principalmente apds 12 h de exposicdo. O mesmo efeito foi observado para
caspase-9 (figura 24 (e)). A caspase-8 chegou a 2,75 vezes mais ativa em relacdo aos
controles apds 12 h de exposi¢do a DHC e seus complexos e manteve-se ativa até¢ 24 h de
tratamento. O complexo DHC/BCD mostrou maior eficacia na indugdo de ativacdo dessa
caspase, pois mesmo apos 24 h de exposi¢do houve aumento na atividade enzimatica
(figura 24 (d)). Esses resultados permitem relaciona-los com outros eventos envolvidos no

processo apoptdtico, em alguns casos dependentes da atividade de caspases.
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Figura 24. Ativagdo de caspases-2 (a), -3 (b), -6 (c), -8 (d) e -9 (e) em células HL60 apos exposicdo a
DHC e seus complexos em BCDs em diferentes concentragdes por 12, 24, 48 e 72 h. Os dados
representam a média + SD de trés experimentos realizados em triplicata. ('P<0,001, comparados ao
controle).
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Alguns trabalhos mostraram que as caspases podem ter papel fundamental no controle da
permeabilidade mitocondrial, que tem como conseqiiéncia a liberagdo de citocromo ¢ e
formagdo do apoptossomo no citoplasma. Esse complexo leva a ativagdo de outras caspases
efetoras, tais como caspases-9, -3, -6, -2 e -8, respectivamente. A caspase-8 também esta
relacionada a via de apoptotica dependente de receptores de morte (Lassus et al., 2002).
Portanto, nossos resultados evidenciam um padrdo de ativagdo de casapases caracteristico
da via mitocondrial de indugdo de apoptose, com possivel participagdo da via receptores de
superficie, devido a indugdo de ativa¢do de caspase-8.
1V.3.2.5. Liberacdo de citocromo c

A via mitocondria-dependente envolve atividade de caspase-8 na clivagem e
heterodimerizacdo de proteinas pro-apoptoticas (Bax) que interagem com canais anionicos
voltagem-dependentes (VDAC) na membrana mitocondrial externa (MME), resultando na
liberag@o de citocromo-c e ativagdo de caspases-3 e -9 (Reed, 1997; Bras et al., 2005).

As figuras 25 e 26 (ambas de a-d), representam os resultados de liberacdo de citocromo ¢
apos tratamento das células HL60, U937, K562 e K562 Lucena com DHC em sua forma
livre e complexada a BCDs (DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD) em diferentes
concentragdes por 12 e 48 h, com e sem pré-incubagdo com CsA. Na figura 25, podemos
comparar os resultados com a curva padrdo, sendo que os graficos estdo em concentracdo
de citocromo ¢ (ng/mL) por D.O. (Abs). Podemos observar que ha uma concentragdo de
pontos na regido superior dos graficos, proximos a 10 e 20 ng/mL de citocromo c. Estes
pontos correspondem aos tratamentos em células HL60, U937, K562 e K562 Lucena com
DHC e seus complexos apds 12 e 48 h na auséncia de CsA. Por outro lado, os pontos
correspondentes aos tratamentos realizados na presenga de CsA (12 e 48 h) em todas as

células em estudo, concentram-se na regido mediana do grafico, de concentracdo proxima
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de 1,25 ng/mL de citocromo c liberado. Foi obtido um padrdo de liberagdo semelhante em
todas as células analisadas, com algumas variagdes, que podem ser melhor analisadas

utilizando a figura 26 (a-d).
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Figura 25. Liberacdo de citocromo ¢ a partir de membrana mitocondrial interna de células HL60 (a), U937
(b), K562 (¢) e K562 Lucena (d) apds tratamentos 1. Controle; 2. DHC 150 uM; 3. DHC 250 uM; 4. BCD 250
uM; 5. DHC/.BCD 150 puM; 6. DHC/.BCD 250 uM; 7. DHC/.BCD 400 uM; 8. Me.SCD 250 uM; 9.
DHC/MeBCD 150 uM; 10. DHC/MeBCD 250 uM; 11. DHC/MeBCD 400 uM; 12. HPBCD 250 uM; 13.
DHC/HPBCD 150 pM; 14. DHC/HPBCD 250 pM; 15. DHC/HPBCD 400 pM. Os tempos de exposi¢do foram
de 12 e 48 h na presenca e auséncia de ciclosporina (CsA) 1 puM. Cada ponto representa a média de trés
experimentos realizados em triplicata.
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A figura 26 também representa os dados de liberacdo de citocromo ¢ a partir de MMI de
células HL60 (a), U937 (b), K562 (¢) e K562 Lucena (d) apos tratamentos com DHC (150
e 250 uM) e seus complexos, DHC/.BCD, DHC/ MeBCD e DHC/HPBCD (150, 250 e 400
uM), 12 e 48 h de exposi¢do na presenga e auséncia de CsA 1 uM. Os dados de D.O.
(densidade Optica) estdo apresentados de forma normalizada em relagdo ao controle,
mostrando que a liberagdo de citocromo ¢ foi mais intensa apos 48 h em todas as células,
principalmente em HL60. De maneira geral, a indu¢do de liberagdo de citocromo c foi
semelhante quando comparamos a eficicia da DHC em sua forma livre com seus
complexos de inclusdo. Porém, em células K562 Lucena, o complexo DHC/MeCD
mostrou ser tdo ou mais eficiente do que a DHC livre, chegando a induzir liberagdo em
cerca de 10 vezes mais em relagdo ao controle, enquanto a DHC induziu um aumento de 9
vezes na concentracdo de citocromo ¢ liberado. Nessas células com fendtipo resistente, os
complexos DHC/BCD e DHC/MeBCD induziram um aumento de 6 e 7 vezes na
concentragdo de citocromo c, respectivamente. A pré-incubagdo com CsA inibiu pouco a
liberag@o de citocromo ¢ (cerca de 80 %) apds exposi¢do aos complexos € a DHC livre.

Apds estimulo apoptotico, a homo (Bax/Bax) ou heterodimerizagdo (Bax/Bcl-2) de
proteinas Bax no citoplasma, resulta na translocacdo dessas para a mitocondria, onde
interagem com canais VDAC, que podem ser inibidos por ciclosporina-A, provocando a
formag¢do de poros de transi¢do de permeabilidade de membrana mitocondrial interna
(PTP). PTP mitocondrial causa aumento de permeabilidade de membrana mitocondrial e
consequente dissipa¢do do gradiente de protons (H") e, portanto, despolarizagdo ou perda
de potencial de membrana (Ayy) e “swelling” osmotico, devido a alta concentragdo de

solutos na matriz mitocondrial.
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Figura 26. Liberacdo de citocromo ¢ a partir de membrana mitocondrial interna de células HL60 (a),
U937 (b), K562 (¢) e K562 Lucena (d) apos tratamentos 1. Controle; 2. DHC 150 uM; 3. DHC 250
uM; 4. BCD 250 uM; 5. DHC/.BCD 150 uM; 6. DHC/.BCD 250 uM, 7. DHC/.BCD 400 uM; 8.
Me.BCD 250 uM; 9. DHC/MeBCD 150 uM; 10. DHC/ MeBCD 250 uM; 11. DHC/ MeBCD 400 uM,;
12. HPBCD 250 uM; 13. DHC/HPBCD 150 uM; 14. DHC/HPBCD 250 uM; 15. DHC/HPBCD 400 pM.
Os tempos de exposi¢do foram de 12 e 48 h na presenga e auséncia de ciclosporina (CsA) 1 uM. Cada
ponto representa a média de trés experimentos realizados em triplicata (* P<0,001 em relagdo ao
controle).
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O complexo de poros de PTP mitocondrial (CPPT) é composto de um translocador do
nucleotideo adenosina e os canais VDAC, ambos alvos de varios indutores pro-apoptoticos.
Entretanto, alguns autores mostraram que o citocromo ¢ pode ser liberado a partir da
membrana mitocondrial interna antes da despolariza¢do da mesma e, portanto, antes da
abertura de PTP (Kluck et al., 1997, Yang et al., 2005). Além disso, muitas caspases
podem induzir diretamente PTP mitocondrial, sugerindo que a sequiéncia de eventos pode
implicar liberacdo de citocromo c, seguido pela ativagdo de caspases e posteriormente,
eventos proteoliticos induzidos por caspases desencadeiam PTP (Reed, 1997; Susin et al.,
1997; Lassus et al., 2002). A liberagdo de citocromo c resulta na formagdo do apoptossomo,
consistindo de fator de ativacdo de apoptose 1 (Apaf-1) e procaspase-9, que € ativada a
caspase-9 por dATP. Caspase-9 iniciadora leva a ativacdo de caspases efetoras, tais como
caspases-3 ou -7, que clivam um inibidor de DNase ativado por caspase, produzindo poly
(ADP-ribose) polimerase (PARP), resultando na fragmentacdo de DNA caracteristica da
morte celular por apoptose (Reed, 1997; Cain et al., 2002; Lacour ef al., 2003; Scorrano et
al., 2003; Song et al., 2003; Khosravi-Far & Esposti, 2004 Fischer & Schulze-Osthoft,
2005; Kim, 2005). Outros autores sugerem que a liberagdo de citocromo ¢ ocorra sem perda
de PMM (Yang et al., 2005) ou até antes da perda de Ay, portanto, pode preceder a
abertura de poros de PTP mitocondrial (Kelso et al., 2001; Finkel, 2001; Stoetzer et al.,
2002; Renner et al., 2003; Liu et al., 2004a; Bras et al., 2005). Associando os resultados de
analise de Ay, e liberacdo de citocromo ¢, podemos sugerir que em células HL60, a
liberag@o ocorra depois da despolarizagdo mitocondrial, porém em algum momento esses
eventos ocorrem concomitantemente. Por outro lado, em células K562 e K562 Lucena, a

liberagdo de citocromo ¢ parece ocorrer sem ou com pouca alteragdo no potencial de
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membrana mitocondrial. Em células U937, precisariamos fazer analise de Ay, apds tempos
de exposicdo inferiores a 48 h para comparar com os resulatdos de liberagdo de citocromo
¢, porém com os resultados obtidos podemos sugerir que os eventos sdo concomitantes e
dose-tempo-dependentes.

Portanto, podemos concluir parcialmente com os resultados analisados até o momento que
estes evidenciam a indugdo de apoptose e de diferenciacdo terminal em células da leucemia
pelos complexos e DHC em estudo. Dentre as vias de indugdo apoptotica, os dados
mostram que o mecanismo de acdo dos complexos e da DHC ¢ dependente da via
mitocondrial, envolvendo transicdo de permeabilidade de membrana mitocondrial,
despolariza¢do mitocondrial, liberacdo de citocromo ¢ a partir da membrana mitocondrial
interna e ativagdo de caspases. Esses mecanismos foram mantidos e em alguns aspectos,
intensificados quanto a eficacia, apds complexagdo em BCDs.

1V.3.2.6. Deteccdio de Bcl-2

A familia de genes Bcl-2 compreende importantes reguladores positivos e negativos das
vias de morte celular. A proteina antiapoptotica Bel-2 tem capacidade de bloquear apoptose
desencadeada por muitos agentes citotoxicos. Baseado nestas observacdes pode-se sugerir
fungdes para Bcl-2 em comum a diferentes vias de sinalizagdo apoptoticas (Voehringer,
1999; Renner et al., 2003). Tendo em vista os resultados prévios demosntrando a atuagdo
da DHC e de seus complexos de inclusdo no estresse oxidativo mediando a ativacdo da via
mitocondrial de indug@o de apoptose, detectamos a proteina Bel-2 em células da leucemia
HL60, U937, K562 E K562 Lucena apos tratamento com DHC e seus complexos (BCD,
MeBCD e HPBCD) por 12 e 48 h de exposi¢do com e sem pré-incubagdo com ciclosporina

A. Os resultados foram expressos em relacdo a curva padrdo pré-determinada em unidades
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de Bel-2/mL (figura 27). DHC e seus complexos induziram redugdo da expressdo de Bcl-2
em células da leucemia HL60, U937, K562, K562 Lucena, principalmente apds 12 h de
exposi¢do. Em células HL60 a concentragdo de Bcl-2 reduziu de 115 U/mL (controle) para
22.8; 12.8; 56,2 e 15,0 U/mL apds tratamentos por 12 h com DHC, BCD/DHC,
MeBCD/DHC e HPBCD/DHC, respectivamente. O tratamento por 24 h mostrou menor
diminui¢do no nivel de Bcl-2, de 100 U/mL nas células controle a 40 U/mL nas células
expostas a DHC e seus complexos (figura 27). As células U937 apresentaram uma redugdo
similar nos niveis de Bcl-2 apos exposicdo aos complexos de inclusdo contendo DHC de
100 U/mL (controle) a 40 U/mL (tratados). Apos 24 h de tratamento com MeBCD/DHC e
OHpBCD/DHC, a concentragdo de Bcl-2 foi de 75,0 e 67,5 U/mL, sendo que o controle
apresentou niveis de Bcl-2 de 100 U/mL. A concentragdo de Bcel-2 em células K562 foi
reduzida a 10 e 40 U/mL apds 12 e 24 h, respectivamente, em relagdo ao controle (60
U/mL). Nas células K562 Lucena a concentragdo de Bcl-2 diminuiu de 75 U/mL, obtida
para o controle a 10 U/mL nas células expostas por 12 h a DHC, BCD/DHC e
MeBCD/DHC e a 50 U/mL apds tratamento com HPBCD/DHC. Apos 24 h de todos os
tratamento das células K562 Lucena, foi obtido uma redugdo de 100 para 40 U/mL de Bcl-2
(controle e tratados, respectivamente). Podemos observar que a pré-incubagdo com CsA
(1uM) em todos os tratamentos ndo interferiu na reducdo da concentragdo de Bcl-2
induzida pela DHC e seus complexos de inclusdo, exceto em células K562 Lucena, onde foi
obtida protecdo de 30% apos 24 h de tratamento, e em células U937, apds 12 h de
exposi¢ao a OHpBCD/DHC, onde CsA induziu 60% de prote¢do a acdo do tratamento. As
proteinas Bcl-2 apresentam efeitos inibitdrios na apoptose boqueando a liberacdo de
citocromo ¢ e a perda de potencial de membrana mitocondrial. Os resultados obtidos

mostraram regular, induzindo reduc¢éo no nivel de expressdo de Bcl-2 no processo de morte
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celular em células da leucemia HL60, U937, K562 e K562 Lucena (figura 27),
confirmando resultados mostrados em outros tipos celulares (Hartmann, et al., 1999).
Portanto, a DHC e seus complexos de inclusdo induzem apoptose dependente e
independente de Bcl-2 em células da leucemia. Somente a DHC em sua forma livre
mostrou indug¢do de apoptose totalmente independente de Bcl-2 (figura 27). Este resultado
¢ consistente com a¢do de dexametasona em outras células de mielomas (Bold, ez al., 1999;
Renner et al., 2003). A proteina Bcl-2 ¢ uma reguladora de canais, transportadores e poros,
conhecida pela sua localizagdo em multiplos compartimentos celulares (mitocondria,
reticulo endoplasmatico e envelope nuclear). Na mitocondria, a proteina anti-apoptotica
Bcl-2 regula um dos mecanismos e transicdo de permeabilidade de membrana mitocondrial
via forma¢dp de um mega-canal mitocondrial. A inibi¢do da abertura deste canal pode
bloquear a liberagdo de citocromo ¢ e de fator indutor de apoptose (AIF). Bcl-2 também
regula a ativacdo de caspases executoras do processo apoptotico, com func¢do central
associada com o controle da permeabilidade mitocondrial a ions. A DHC e seus complexos
em BCDs induziram perda de potencial de membrana mitocondrial (Ayy,), que refletiu na
permeabilizagdo da MMI (Coultas & Strasser, 2003). O declinio do Ay, foi relacionado
com a abertura de PTPP, provocando a liberagdo de citocromo c, uma das proteinas
ativadoras de caspases. A queda no Ay, precede a maioria das alteracdes no potencial
redox intracelular (EROS), um determinante importante na transdug@o de sinais apoptoticos
(Hartmann et al., 1999; Hockenbery et al., 1993; Cadenas and Davies, 2000; Liu et al.,
2004a). Além disso, a liberagdo de citocromo c¢ foi bloqueada pela a¢do de CsA, inibidor da
abertura de PTPP, que ndo alterou a concentragdo de Bcl-2 em células da leucemia. Os
resultados obtidos até o momento sugerem que a deplecdo de GSH induz aumento na

producdo de EROS endogeno suficiente para induzir transi¢do de permeabilidade de
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membrana mitocondrial, via formacdo de poros inespecificos e ruptura da MMI, como
resultado de swelling mitocondrial. Em associagdo a esta via os resultados de detec¢do de
Bcl-2 sugerem a indugdo da segunda via de indugdo de transi¢do de permeabilidade através
da formag¢do de poros constituidos por oligdmeros de proteinas pro-apoptoticas da familia
Bcl-2, que translocam-se a mitocondria na presenca de estimulo apoptdtico. Além disso, os
resultados da analise de calcio intracelular refor¢gam os resultados encontrados relacionados
com o mecanismo de indu¢do de permeabilizagdo mitocondrial causado pela agdo da DHC
e de seus complexos de inclusdo em BCDs. A conseqiiéncia da permeabilizacdo da MMI ¢ a
liberag@o de proteinas pro-apoptoticas mitocondriais pelos poros, que comportam-se como
canais voltagem-dependente, ativos pela concentracio aumentada de Ca™ na matriz
mitocondrial mediada pelo estresse oxidativo (Weis et al., 1994; Davis et al., 2001,
Orrenius et al., 2003; Dasmahapatra et al., 2006). Portanto, a ativagdo das duas vias de
permeabilizag¢do intensifica os efeitos da DHC e de seus complexos. Além disso, Bcl-2
parece estar envolvido na regulagdo, no nivel nuclear, do transporte de fatores de
transcri¢do através de poros, assim como no sequestro de célcio e de GSH via mecanismo
desconhecido. Mecanismos semelhantes em relacdo ao sequestro de calcio no reticulo
endoplasmatico, local de estocagem intracelular de Ca™, pode ser regulado por Bcl-2

(McConkey et al. 1997, Voehringer et al., 1999).
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Figura 27. Detecc¢do de proteina anti apoptdtica Bel-2 durante o processo apoptdtico em células
HL60 e U937 expostas a diferentes concentragdes de DHC em sua forma livre (250 puM) e
complexada em BCDs (BCD/DHC, MeBCD/DHC e OHpBCD/DHC: 400 uM) por 12 ¢ 24 h. O
nivel de Bcl-2 foi determinado por em U/mL. Cada valor representa média = SD de trés

experimentos em triplicata (*P<0.01).
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Figura 27. Deteccdo de proteina anti apoptdtica Bel-2 durante o processo apoptotico em
células K562 e K562 Lucena expostas a diferentes concentragdes de DHC em sua forma

livre (250 puM) e complexada em BCDs

(BCD/DHC, MepCD/DHC e OHpPCD/DHC:

400 pM) por 12 e 24 h. O nivel de Bcl-2 foi determinado por em U/mL. Cada valor
representa média + SD de trés experimentos em triplicata (*P<0.01).
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1V.3.2.7. Medida de Calcio (C a**) intracelular
Estudos recentes mostraram que o Ca'> esta envolvido na regulacdo de um dos mecanismos
responsaveis pela permeabilizacdo da MMI e liberagdo de proteinas pro-apoptoticas
mitocondriais, desencadeando o processo de morte por apoptose via mitocondria. Varios
tratamentos quimioterapicos tém sido desenvolvidos para induzir apoptose via transi¢do de

permeabilidade mitocondrial mediada por Ca™

em diferentes tipos celulares. (Korge &
Weis, 1999; Akao et al., 2002; Kidd et al., 2002; Petronilli et al., 2001; Liu et al., 2004a).
Com intuito de elucidar o possivel mecanismo envolvido na permeabilizacdo de membrana
mitocondrial induzido pela DHC e seus complexos de inclusdo em PCDs em células da
leucemia humana HL60, determinamos o nivel de calcio intracelular (Ca’") apds pré-
incubag¢do durante 1 h na presenga e auséncia de ciclosporina A (CsA), seguido do
tratamento das células com diferentes concentragdes de DHC em sua forma livre e
complexada e incubagdo durante 24, 48 e 72 horas. Os resultados foram obtidos em
porcentagem utilizando o software Cell Quest (tabela 11).

A figura 28 (a-c¢) mostra que DHC e seus complexos de inclusdo em BCDs induziu um
aumento no nivel de Ca®’ intracelular nas primeiras 24 h. O complexo de inclusdo
HPBCD/DHC (400uM) mostrou maior eficacia chegando a 79,69% de aumento de Ca**
intracelular, enquanto MefCD/DHC e BCD/DHC (400uM) induziram 54,69 e 56,26%,
respectivamente. A DHC livre mostrou menor eficacia, provocando um aumento de 39,29%
de Ca®" intracelular. Apos 24 h de tratamento a intensidade de flurorescéncia de Fura-2
comecou a diminuir, sendo que apos 72 h de exposi¢do, ndou houve aumento significativo
no nivel de Ca*" intracelular. Estes resultados indicam que a elevagdo da concentragdo de
Ca®* intracelular é um importante passo inicial na indugdo de apoptose pela DHC e

principalmente por seus complexos de incluso.
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A homeostase mitocondrial apresenta um papel importante na regulagdo da apoptose. Sinais
pro-apoptoticos (isto é, EROS, estado redox alterado e aumento nos niveis de Ca**
intracelular) podem desencadear a liberacdo de proteinas mitocondriais ativadoras de
caspases no citosol, tais como citocromo c, AIF, Smac/DIABLO, subsequentemente
comprometendo a célula a morrer pela mediacdo de Apaf-1, ativagdo de caspase-9 e
caspase-3. A DHC e seus complexos em BCDs induziram perda de potencial de membrana
mitocondrial (Ayn), que refletiu na permeabilizagdo da MMI. O declinio do Ay, pode estar
relacionado com a abertura de PTP, provocando a liberagdo de citocromo c, uma das
proteinas ativadoras de caspases. A queda no Ay, precede a maioria das alteragdes no
potencial redox intracelular (EROS), um determinante importante na transducdo de sinais
apoptoticos (Cadenas & Davies, 2000; Liu et al., 2004a). As EROS sé@o conhecidas como
segundo mensageiro intracelular em baixas concentracdes e sdo capazes de ativar fatores de
transcri¢do tais como NF-kB e AP-1 (Hockenbery et al., 1993). Sua explosdao no citosol,
principalmente causada pela ruptura na mitocondria, pode mediar a inducdo de apoptose,
atuando na perda de Ay, e alterando a fun¢do mitocondrial, mediando a elevacdo de Ca™
intracelular e induzindo a ativagdo de caspases executoras (Kelso et al., 2001). DHC e seus
complexos de inclusdo induziram uma eleva¢do da concentra¢do de Ca™ intracelular nas
primeiras 24 h de tratamento, sugerindo que a homeostase do Ca* apresenta um papel
importante no processo apoptotico (figura 28 (a)). A redistribui¢do da fosfatidilserina na
membrana plasmatica parecer ser regulada pelo nivel de Ca™ intracelular na membrana,
assim como por enzimas transportadoras de lipideos dependentes de energia (Hampton et
al., 1996). Ca™ intracelular também est4 associado com a geracdo de EROS, ativacdo de
NF-kB, alteragdes nas fung¢des mitocondriais e ativacdo direta de proteases (calpaina e

endonuclease dependente de Ca'*). Duas hipoteses tém sido propostas para explicar o
p p prop p
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envolvimento do Ca** no processo apoptotico (McConkey & Orrenius, 1997; Orrenius ef al.,
2003; Scorrano et al., 2003; Liu et al., 2004a). A primeira ¢ que a deplecdo de estoques
intracelularea (tal como reticulo endpoplasmatico) e possivelmente o influxo de Ca®
extracelular promovem aumento de Ca' citoplasmatico, que atua como um sinal de
apoptose pela ativagdo de enzimas catabdlicas chaves na maquinaria efetora. A segunda
hipétese propde o esvaziamento do estoque de Ca'™ intracelular como fator desencadeante
de apoptose pela indu¢do do rompimento da arquitetura intracelular liberando elementos
chaves da maquinaria efetora da apoptose, tal como DNase I, que passam a ter acesso aos

seus substratos (Liu et al., 2004a).

Tabela 11. Niveis de Ca'* intracelular durante o processo apoptotico em células HL60 expostas a
diferentes concentragdes de DHC em sua forma livre e complexada em ciclodextrinas em diferentes
tempos de exposicdo.

NiVEL DE CALCIO INTRACELULAR (%)

TRATAMENTOS TEMPOS DE EXPOSICAO (h)

(nM) 24h 48 h 72 h
CONTROLE 20,72+ 1,32 21424283 2638+2,11
DHC 150 29,89 +221 1939+ 3,16 24,34 +2.69
DHC 250 39,29 +2.56" 16,57 +£2.19 27,92 £ 3,02
BCD 400 17,14 +2.76 22,60 + 1,94 21,86+ 1,87
BCD/DHC 150 3555+3,01 35,04 +3,52" 26,79 325
BCD/DHC 250 4575+2,10" 4193+2,15 29,75+ 401
BCD/DHC 400 56,26 + 1,98" 67,78 = 1,99" 26,56 + 3,29
MeBCD 400 20,53 + 1,40 1922 +2.51 2133+1,92
MeBCD/DHC 150 62,15+ 1,76" 4549 +3,02" 28,86 +2.57
MeBCD/DHC 250 56,36 2,03 59.01+3,46 2221+3,06
MeBCD/DHC 400 54,69 +2,54" 57,52+2,63" 25,87 4,05
HPBCD 400 18,48 + 3,05 2355+ 1,45 1997 +2.21
HPBCD/DHC 150 32,77 +298 3436 +265 25,67 +2,54
HPBCD/DHC 250 46,79 2,67 46,94 £2,50" 23,68 +2,32
HPBCD/DHC 400 79,69 + 1,93 61,41 +3,82" 25,39 + 3,59

Os valores foram obtidos em porcentagem pela analise estatistica fornecida pelo programa Cell Quest. Cada
histograma representa a media + SD de trés experimentos em trés replicatas (‘'P<0,05 em relagdo aos
controles).
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Figura 28. Analise da concentracdo de Ca' intracelular durante o processo apoptotico em células HL60
expostas a diferentes concentragdes de DHC em sua forma livre (150 e 250 uM) e complexada em
ciclodextrinas (BCD/DHC, MeBCD/DHC e OHpBCD/DHC: 150, 250 e 400 uM) por 24 (a);, 48 (b) e 72h
(¢). O nivel de Ca™ intracelular foi determinado por citometria de fluxo utilizando a fluorescéncia do Fura-
2. Os valores foram obtidos em porcentagem pela analise estatistica fornecida pelo programa Cell Quest.

Cada histograma foi obtido em trés experimentos em trés replicatas.

122




RESULTADOS E DISCUSSAO 123

1V.3.2.8. “Swelling” Mitocondrial
Ha uma forte correlacdo estabelecida entre o fendmeno de transi¢do de permeabilidade de
membrana mitocondrial (PTP) e o processo apoptoético (Reed, 1997). PTP mitocondrial ¢
causado pela abertura de poros de PTP inibidos por ciclosporina na membrana interna,
causando dissipagdo do gradiente eletroquimico de prdtons, que caracteriza perda de
potencial de membrana mitocondrial (PMM, Ayy,), e swelling osmotico devido a alta
concentragdo de solutos na matriz mitocondrial. Segundo Vander Heiden et al., (1997) o
swelling mitocondrial implica em uma desregulacdo de homeostase osmdtica causada por
alteracdes na permeabilidade de membrana, visto que o canal formado pela proteina da
membrana externa, porina (VDAC) tem um didmetro estimado de 1,8 nm mesmo em seu
estado fechado, o qual poderia ainda ser permeavel para ions. A manuten¢do do potencial
de membrana mitocondrial (PMM) e o consumo de oxigénio continuado nas mitocondrias
“inchadas” implicam que os poros PTP permanecam fechados. O ion potassio (K') é o
maior determinante do volume da matriz mitocondrial, e seu transporte através da
membrana interna é controlado por varios canais e talvez, inclusive o translocador de
nucleotideo adenosina (Halestrap et al., 1998). Portanto, uma alteragdo na atividade de um
desses canais transportadores de K' pode ser responsavel pelo swelling mitocondrial
patoldgico durante apoptose (Reed, 1997; Khosravi-Far & Esposti, 2004; Bras et al., 2005).
Em trabalho recente do nosso grupo, demonstrou-se que a DHC induz swelling osmotico na
matriz mitocondrial de células HL60, o que foi protegido na presenca de ciclosporina A
(CsA), inibidor da abertura dos poros de PTP (Anazetti et al., 2004). Esses resultados
evidenciaram o envolvimento de PTP com o swelling observado na auséncia de CsA. A

indugdo de swelling mitocondrial por DHC complexada a BCD também foi apresentada na
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primeira etapa do trabalho, onde mostramos que a presenca de CsA inibiu
significativamente o swelling apds tratamento. Com intuito de observar o efeito dos outros
complexos de DHC e BCDs em estudo (DHC/MeBCD e DHC/HPBCD) na ocorréncia de
swelling mitocondrial, nessa segunda etapa as células HL60 foram incubadas com DHC e
seus complexos (DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD) em diferentes concentragdes,
proximas ao ICsp, durante periodos de exposi¢cdo variando entre 3 a 24 h. A tabela 12
mostra os dados em porcentagem, que foram determinados em relagdo as células controle.
Obtivemos um aumento de swelling mitocondrial em cerca de 46 e 62 % apds tratamento
das células HL60 com a DHC durante 3 a 24 h (150 e 250 uM, respectivamente), conforme
os dados mostrados na tabela 12. Em relagdo aos complexos de DHC em BCDs foi
observado um aumento de 92 e 76 % nas células tratadas com DHC/MeBCD e
DHC/HPBCD por 24 h (150 uM), respectivamente. Além disso, obtivemos um aumento de
60 % de swelling mitochondrial apos tratamento das células com HL60 com o complexo
DHC/BCD (150 uM). Os resultados evidenciam a indugdo de transicdo de permeabilidade
de membrana mitocondrial (PTP) pela DHC e por seus complexos em BCDs, sendo que o
de DHC/HPBCD mostrou ser mais potente na indugdo de swelling mitocondrial.

O aumento no intumescimento (“swelling”) mitocondrial de células HL60 observado
indica envolvimento de transi¢do de permeabilidade mitocondrial (PTP), que também esta
relacionada a perda de PMM (Ayy), que determinamos utilizando a marcagdo com o

fluorocromo JC-1, seguida de analise por citometria de fluxo.
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Tabela 12. Porcentagem de aumento de swelling mitocondrial em células
HL60 tratadas em relagéo ao controle.

Tratamentos (M) Tempos de Exposicio (h)

03 06 12 24

Controle - - - -
DHC 150 36 +£2,0 63+25 42+2.6 45+32
DHC 250 46+23 51432 55429 62+34
DHC/BCD 150 53+3 52+2,7 77+3.2 60+23
DHC/BCD 250 47+25 36 +3,0 83+28 82+472
DHC/BCD 400 43+1.9 31+2.8 73432 84+4,5
DHC/MeBCD 150 43+2,1 58+3,2 34+1,9 92+34
DHC/MeBCD 250 45+1.,5 55+28 36 +34 73+29
DHC/HPBCD 150 37+3.2 41+4,0 41427 76 +3,1
DHC/HPBCD 250 36 +£23 36+29 73432 60+23

Cada valor representa a média = S.D. de trés experimentos em quatro replicatas. Os
dados foram normalizados em relagdo ao controle (todos os resultados apresentados
acima foram significativamente diferentes quando comparados ao controle, com
*P<0,001).

Tendo em vista a importancia de elucidar os mecanismos envolvidos na via apoptdtica
mitocdndria-dependente induzida pelos complexos em estudo, durante a proxima etapa do
presente trabalho pretendemos analisar a indugcdo de swelling mitocondrial em células
U937, K562 e K562 Lucena, e sua relagdo com a formagdo de poros de PTP, utilizando
pré-incubacdo com CsA, inibidor desses poros, cuja abertura leva a PTP.
1V.3.2.9. Determinacdo do potencial de membrana mitocondrial (A%,)

O potencial de membrana mitocondrial (PMM, Ay,,) foi avaliado utilizando como
marcador o fluorocromo lipofilico catidnico JC-1, que penetra nas células e sua
fluorescéncia ¢ uma reflexdo do PMM (Awsy,) (Cossarizza et al., 1993, Petit et al., 1995;
Salvioli et al., 1997, Gravance et al., 2000). JC-1 pode existir em dois diferentes estados,
agregados na matriz mitocondrial, indicando Aw,, normal (mitocondria polarizada) e

monomeros, evidenciando perda de Ay, (mitocondria despolarizada).
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As tabelas 13 e 14 apresentam os valores referentes as medidas obtidas por citometria de
fluxo apds marca¢do com JC-1 evidenciam a perda de Ay, principalmente em células
HL60 e U937 apos tratamento com concentragdes de DHC e seus respectivos complexos
em BCDs (DHC/BCD, DHC/MeBCD e DHC/HPBCD) proximas dos valores de 1Csy (150
and 250 uM), durante diferentes tempos de exposi¢do. Para as células HL60 (tabela 13),
foram realizadas analises apos 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h, sendo que houve perda significativa
de Ay, apds 24 h de exposicdo a DHC e seus complexos (250 uM), chegando a cerca de 70

% em relagdo aos controles. A DHC e seus complexos de inclusdo em CDs desencadearam

Tabela 13. Porcentagem de perda de Aym em células HL60 e U937 apos exposi¢do a DHC e
seus complexos de inclus@o.

Tempos de exposicao (h)

Tratmentos (uM)
03 06 12 24 48 72
1) Controle 5+1 7+ 1 101 12+£2 8+2 742
2) DHC 150 16 + 2% 20 + 3% 14+2 30 + 3% 86 + 6* 84 + 3%
3) DHC 250 18 + 2% 19 +2* 28 + 3% 50 + 6* 88 + 8* 85 + 4*
4) BCD 250 6+1 9+2 13+4 13+3 20 + 2% 6+2
5) DHC/BCD 150 25+ 3* 17 £ 2% 19 £ 3* 20 + 2% 36 + 4% 42 + 3%
6) DHC/BCD 250 21 +3* 22+ |* 20 + 3* 22 + 3% 51+ 5% 66 + 4%
7) DHC/BCD 400 17 + 2% 18+ 1* 19 + 3% 23 + 3% 83 + 5% 92 + 5%
8) MeBCD 250 7+2 8+2 8§+2 13+2 17+3 8+1
9) DHC/MeBCD 150 19 + 2% 22 +2% 21 +2% 26 + 3% 85 + 7% 85+ 6*
10) DHC/MeBCD 250 16 + 3* 21 + 3% 25+ 2% 33+ 5% 95 + 7* 89 + 7*
11) DHC/MeBCD 400 19 + 3% 22 + 3% 21 + 3% 26+ 4% 85 + 6* 85 + 4%
12) HPBCD 250 612 10+2 1242 15+3 7+2 8+2
13) DHC/HPBCD 150 20 + 4% 24 +2% 21 +3% 26 + 5% 80 + 8* 86 + 5*
14) DHC/HPBCD 250 15+ 3% 23 + 2% 20 + 3% 42 + 6% 92 + 7% 94 + 4%
15) DHC/HPBCD 400 21 + 3% 25+ 3% 25+ 4% 55+ 5% 88 + 8* 90 + 6*

*P<0,05 em relagdo aos controles. Cada valor representa a média + SD de trés experimentos realizados
em triplicata.

colapso de Ay, de forma semelhante, com excecdo de DHC/BCD, que foi menos efetiva,
quando comparada @ DHC em sua forma livre. Obtivemos uma protecdo parcial da perda de

Ay, na presenga de CsA, mesmo em células K562 e K562 Lucena, onde a DHC e seus
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complexos foram pouco eficazes nos tempos de exposi¢do utilizados (48 e 72 h). Portanto,
podemos sugerir que outros mecanismos estejam envolvidos na indugdo de perda de Ay,
tais como formacgdo de poros inespecificos na membrana mitocondrial interna, ndo nibidos

por CsA, através da atividade de caspases ou agdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).

Tabela 14. Porcentagem de perda de Aym em células K562 e K562 Lucena apos exposi¢do a
DHCe seus complexos de inclusdo na presenga e auséncia de CsA (1 uM).

Células
K562 K562 Lucena

Tratamentos (nM) s/ CsA o/ CsA s/ CsA o/ CsA

48 h 72 h 48 h 72 h 48 h 72 h 48 h 72 h
1)Controle 2243 | 1842 | 1441 | 2442 | 18+1 | 2142 | 151 | 16+2
2)DHC 150 41+2% | 45+2% [ 27+2% [ 39+ 1% [ 31 +£2% | 33 £2% | 29 +2% | 29 + 3*
3)DHC 250 43+ 1% | 44+ 1% [ 29+ 1% [ 39+3% [29+4% | 37+4% | 25+£3% | 30+ 3*
4)BCD 250 1842 | 2243 | 15+1 | 1522 | 171 | 23+2 | 1841 | 17+2
5)DHC/BCD 150 34+3% [ 394 1% | 25+5 | 30+5% | 27+2% | 30+ 1 | 24+3% | 28+ [*
6)DHC/BCD 250 40+2% | 38+4% | 28+3% | 324 3% | 26+3% | 334£3% | 27+ 1* | 28 + 4%
7)DHC/BCD 400 48+ 4% | 45+ 4% [ 26+ 5% | 33+2% [ 25+6% | 31 £5% | 34 £3% | 33+ 5%
8)MeBCD 250 19+1 | 2342 | 15+4 | 1842 | 22+2 | 2042 | 23+2 | 212
9)DHD/MeBCD 150 | 32+ 3% | 29+4 | 27+4 | 32+3 | 31+2% | 34+4% | 26+3 | 22 +4*
10)DHD/MeBCD 250 | 34 +2% | 39 £ 2% | 24 +2% | 3142% | 27+ 4% | 36+ 5% | 23 +4* | 28 + 5%
11)DHD/MeBCD 400 | 44 + 4% | 48+ 4% | 28 +3% | 33 £3% | 33 +4% | 31+ 1% | 20 +4* | 24 + 6%
12)HPBCD 250 2442 | 2241 | 24+4 | 2541 | 24+1 | 2442 | 2242 | 192
13)DHD/HPBCD 150 | 36+ 1% | 37+£2 | 34+4*% [ 43+4* [ 35+4% | 39+2% [ 27+4% | 26+ 3%
14)DHD PRSP 355 T PIayy Cfua vaigr Teprerenty @ medih SR tys ey TH 7Py |«
15)DHD/HPBCD 400 | 57+2% [ 59+2% [ 23+ 1* |44 +4*% [ 43+ 1% | 45+2 [ 26+ 1% | 25+ 3%

A mitocOndria apresenta importante papel durante o processo apoptédtico induzido por
agentes antitumorais. A liberacdo de energia durante rea¢des de oxidagdo na cadeia
respiratoria mitochondrial permite a formacdo de um gradiente eletroquimico de protons
através da membrana mitocondrial interna, caracterizando uma membrana polarizada
(Aym). O colapso das fungdes mitocondriais resulta na despolarizagdo da membrana
interna, através da dissipacdo do gradiente de protons e,

portanto, perda de
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Aym, o que ¢ frequentemente observado durante estidgios iniciais do processo apoptotico

(Reed, 1997; Constantini et al., 2000; Kelso et al., 2001; Finkel, 2001; Bras et al., 2005).

Nossos resultados mostraram que o swelling mitochondrial for detectado nas células HL60

tratadas com DHC em suas formas livres e complexadas. Além disso, as formas

complexadas, principalmente em HPBCD mostraram ser eficiente na indugdo de perda

substancial de Aym analisado apos marcag¢do com JC-1 por citometria de fluxo. Portanto,

baseado nos dados de inducdo de swelling mitochondrial e despolarizagdo de membrana

mitochondrial interna, juntamente com analise de conteido de DNA na presenca de CsA,

podemos concluir que a DHC em sua forma livre e complexada com BCDs sdo potenciais

Tabela 15. Porcentagem de perda de Aym em células HL60 e U937 apds exposicdo a DHC e seus
complexos de inclusdo em BCDs na presenga e auséncia de CsA (1uM).

Células
HL60 U937

Tratamentos (uM) s/ CsA ¢/ CsA s/ CsA ¢/ CsA

48 h 72 h 72 h 48 h 72 h 48 h 72 h
1)Controle 10+3 12+2 9+3 §+2 13+2 15+3 8+2 10+1
2)DHC 150 76 £ 6* 80+2% | 17+3*% | 27+£2% | 70+£4* | 75+4* | 19+3*% | 20 £ 2%
3)DHC 250 85+ 5% 87+7% | 2042% | 29+£3* | 77+£5% | 76+5% | 17+£3% | 25+ 4%
4)BCD 250 13 +2% 10+5 8+2 7+3 14+3 17 +2% 9+4 10£3
5)DHC/BCD 150 42 + 4% 55+ 4% 1546 | 20+ 5% | 45+7% | 40+5* 12+£5 | 19 +6*
6)DHC/BCD 250 54+£5% | 65+5% | 194£5% | 22 +3% | 65+6*% | 54+7* | 17+4% | 25+ 3%
7)DHC/BCD 400 75+ 5% 89+6% | 18+4* | 27+£5% | 89+5% | 75+3% | 154+£3*% | 30 £4*
8)MeBCD 250 14+3 10+3 9+3 8§+2 10+4 14+4 12+£2 | 10£3
9)DHD/MeBCD 150 78+7% | 82+7% | 17+ 3 | 2243 | 65+4% | 7548 | 15+2 | 22+4
10)DHD/MeBCD 250 88+7* | 82£5% | 14+£5% | 2542% | 79+6* | 80+7* | 18 £4% | 25+ 3%
11)DHD/MeBCD 400 78+6* | 80+8*% | 18+6* | 30+ 3% | 82+£3*% | 78+5% | 21 £5% | 30 +2%
12)HPBCD 250 15+2 17+3 12+4 | 1643 13+4 16+4 11+4 | 13+4
13)DHD/HPBCD 150 80+8*% | 8944 | 11+4* [ 23+7* | 80+£8* | 83+9% | 11+3* | 25+6*%
14)DHD/HPBCD 250 867+ | 93+£5% | 15+5% | 26+ 5% | 85+7* | 83+6* | 194+2% | 31 +4*
15)DHD/HPBCD 400 87+8* | 92+7% | 23+£4% | 32 +4% | 86+5* | 88+5* | 25+ 3% | 35+ 5%

(*P<0,05 em relagdo aos controles). Cada valor representa a média + SD de trés experimentos realizados

em triplicata.

128



RESULTADOS E DISCUSSAO 129

indutores de morte celular por apoptose, envolvendo a via mitochondrial em células da
leucemia.
1V.3.2.10. Determinacdo de GSH Total

Os niveis de GSH total em células HL60 foram inicialmente determinados por Xu &
Thornalley, (2001). Em trabalhos anteriores, demonstramos o efeito da DHC na deplecdo de
GSH apos 72 h de exposigdo, assim como total prote¢do desse efeito na presenca 1 uM de
CsA. Os efeitos da DHC e de seus complexos em BCDs nas concentracdes de GSH total
foram avaliados apds 12 e 72 h de cultura de células da leucemia HL60, U937, K562 e K562
Lucena, utilizando concentragdes proximas ao ICsy (150 e 250 uM para DHC e 150, 250 e
400 uM para as formas complexadas em BCDs), como determinadas anteriormente em
experimentos de citotoxicidade, com e sem pré-incubacdo de CsA (1 uM). As figuras 29 e
30 mostram os resultados obtidos, dados em nmol de GSH total/ 10° células HL60 e U937
(figura 29 (a, b) e (¢, d)), K562 e K562 Lucena (figura 30 (a, b) e (¢, d)), respectivamente.
Podemos observar que em células HL60 apos exposi¢do por 12 h a DHC e seus complexos,
houve um aumento significativo nos niveis de glutationa e tal efeito foi intensificado na
presenca de CsA (figura 29 (a)). Apos 72 h de tratamento nas mesmas condigdes,
obtivemos deple¢do significativa de GSH sendo que essa redugdo foi completamente
protegida quando na presenga de CsA (figura 29 (b)). Em células U937 a DHC e seus
complexos em BCDs foram efetivos de forma semelhante, induzindo uma diminui¢do nos
niveis de GSH intracelular apenas apos 72 h de tratamento (figura 29 (c, d)). E importante
destacar que experimentos adicionais utilizando tempos de exposi¢do intermedidrios entre
12 e 72 h serdo realizados durante a proxima etapa do presente trabalho. O pré-tratamento
com CsA inibiu a deple¢do de GSH obtida apds exposi¢do. O efeito na reducdo dos niveis

de GSH em células K562 e K562 Lucena foram semelhantes, com excecdo de que em
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células K562 houve suave reducdo apos 12 h de exposi¢do a DHC 250 uM, DHC/BCD 250
uM e DHC/MeBCD 400 uM, seguido de deple¢do de GSH significativa apos 72 h de
exposicdo a todos os tratamentos (figura 30 (a,b)). Em adi¢do, para todos os ensaios
contendo DHC ou seus complexos em BCDs na presenca de CsA foi verificado um aumento
na concentragdo de GSH nestas células em relagdo ao controle (CsA 1 uM).

As relagdes entre GSH e carcinogénese tém atraido a atencdo de pesquisadores devido ao
fato de GSH apresentar um papel chave na prote¢do de células contra toxicidade pela
manuten¢do do estado redox intracelular através da conjuga¢do com xenobioticos
eletrofilicos e radicais livres, prevenindo a formagdo de peroxidos reativos. A deplecdo de
GSH permite aumentar a atividade citotdxica de agentes anticancer uma vez que ha redugdo
na prote¢do contra estresse oxidativo. A deplecdo de GSH observada em células da leucemia
ratadas com DHC seus complexos em BCDs pode contribuir significativamente com o
envolvimento de EROS no processo apoptotico, inclusive na formacdo de poros
inespecificos na membrana mitocondrial interna, conforme sugerido anteriormente, como
possivel causa da reduzida protecdo a perda de potencial de membrana quando as células
foram tratadas na presenca de CsA. Em trabalho anterior do nosso grupo, foi sugerida a
formagdo de conjugados entre DHC e GSH como causa da deplecdo de GSH detectada em
células tratadas, provavelmente como resultado da ligagdo do grupo O=C—C=CH, presente
na DHC a GSH (Anazetti et al., 2004). Esta conjugagdo além de contribuir com a deplecéo
de GSH observada contribui com a indug@o de dissipacdo do gradiente eletroquimico de
protons discutidos anteriormente. No entanto, foi verificado na presenga de CsA, uma
atenuag¢do da deplecdo e até um aumento significativo na concentragdo de GSH. Esses

resultados sugerem que as células aumentam sua produ¢do de GSH como forma de protecdo
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contra a acdo dos farmacos, o que também ocorre no inicio da exposi¢cdo aos compostos em
células HL60 (figura 29 (a)).

Em relacdo aos experimentos de potencial de membrana mitocondrial, determinagdo de
GSH total, juntamente com os experimentos anteriormente realizados para verificar a
indug¢do de apoptose e ativacdo de caspases envolvidas, podemos dizer que DHC seus
complexos em BCDs induziram apoptose em células com envolvimento de estresse
oxidativo devido a deple¢do de GSH intracelular, levando a formagdo de poros
inespecificos de TPM, evento este inicial e, em grande parte, responsavel pela deplecdo de
GSH. Espécies reativas de oxigénio (EROS) parecem apresentar um papel importante na
indu¢do de apoptose por DHC, visto que a suplementacdo com GSH ao meio de cultura
durante o tratamento das células, promove protecdo das mesmas em relacdo a

citotoxicidade (Anazetti ef al., 2004).
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Figura 29. Determinag@o dos niveis de glutationa (GSH total) em células HL60 e U937 apos
exposicdo a DHC e seus complexos em BCDs em diferentes concentragdes por 12 h (a) e 72 h (b)
na presenga e auséncia de CsA (1 uM). Nas figuras para células U937, os niimeros de 1 a 15,
correspondem as mesmas condigdes de tratamento em relagdo as células HL60. Os dados
representam a média + SD de trés experimentos realizados em triplicata. ('P<0,001, comparados ao
controle).
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Figura 30. Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH total) em células K562 e K562 Lucena
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(b) na presenga e auséncia de CsA (I puM). Os dados representam a média + SD de trés
experimentos realizados em triplicata. ('P<0,001, comparados ao controle).
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V — CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

Quanto a preparacdo de micro/nanoesferas de PLGA contendo DHC encapsulada, o
conjunto de informagdes obtidas durante a caracterizagdo do sistema nanoparticulado
de PLGA contendo DHC nos permite concluir que, segundo analise morfoldgica,
foram obtidas nanoparticulas discretas, uniformes e esféricas com didmetro médio da
ordem de 300 nandmetros. As nanoesferas apresentaram caracteristicas fisico-quimicas
representativas de particulas estdveis com baixa tendéncia a agregagdo entre as
mesmas, possivelmente devido a alta velocidade de agitagédo e baixas concentragdes de
estabilizantes tensoativos na fase aquosa. Em uma proxima etapa de estudos, pretende-
se analisar as particulas por ressondncia magnética nuclear (RMN), calorimetria
diferencial de varredura (DSC), difracdo de raios X e modelagem molecular, com
intuito de propor modelos descrevendo a organizagdo das particulas e sua interacdo
molecular com a DHC (Calvo et al., 1996; Gamisans et al., 1999; Barkai et al., 1990).
Estudos experimentais e teoricos de modelagem molecular referentes a associagdo da
DHC e o PLGA, assim como dos complexos de inclusdo da DHC em BCDs estdo em
andamento com a colaboracdo com o Prof. Joel B. Alderete, Departamento de Quimica
Orgéanica, Universidad Concepcion, Concepcion, Chile (Pinto ez al., 2004).

Segundo os resultados de citotoxicidade em células da leucemia obtidos, podemos
sugerir que a complexacdo da DHC com BCDs mostrou pelo menos semelhante efeito
citotoxico em compara¢do a DHC livre em células da leucemia. Portanto, esses
resultados mostram-se promissores quanto a atividade antitumoral da DHC

complexada a BCDs em células da leucemia, quanto a citotoxicidade, com a vantagem

135



CONCLUOES 136

de apresentar efeitos citotdxicos significativamente reduzidos em fibroblastos V79 e
em hepatocitos (Corréa et al., 2005).

Além disso, a comparagao dos resultados de citotoxicidade dos complexos de DHC
com BCDs em células da leucemia em linfocitos humanos sugerem que o complexo
DHC/HPBCD i1nibe mais eficientemente o crescimento de células da leucemia HL60,
U937 e K562, com menor efeito citotoxico a células do sistema imune, conforme
nossas condi¢des experimentais.

Os resultados de diferenciacdo celular mostraram que a DHC complexada a BCDs
aumentou a capacidade de inducdo de diferenciagdo em células da leucemia, sendo que
dentre estes o complexo DHC/HPBCD mostrou maoir potencial como indutor de
diferenciagdo quando comparados a DHC livre nas células HL60 e U937,
principalmente apos 48 e 72 h de exposi¢do. Entretanto, os complexos de inclusdo ndo
se mostraram potentes indutores de diferenciacdo em células K562. Pode-se inferir que
a complexacdo da DHC em BCDs provoca alteracdes na capacidade e, portanto, nos
mecanismos de inducdo de diferenciacdo celular, sendo que a sua forma livre induz
predominantemente diferenciagdo granulocitica, assim como o complexo DHC/BCD.
Entretanto, o complexo DHC/HPBCD mostrou ser eficaz na indugdo de diferenciagdo
monocitica em células HL60.

Os resultados sugerem que o mecanismo de a¢do da DHC e de seus complexos de
inclusdo envolve a integragdo entre a via p5S3 e mitocondrial de indugdo de apoptose. A
ativagdo de p21/WAF-1 associada a indugédo de parada do ciclo celular Go/M sugerem
que a inducdo de apoptose pela DHC e por seus complexos de inclusdo ¢ dependente

da ativacdo da via p53 com envolvimento de transi¢do de permeabilidade de membrana
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mitocondrial, pois dentre os genes alvos de p53 identificados estdo as proteinas pro-
apoptdticas da familia Bcl-2 e alguns ligantes de receptores de morte celular. A via
mitocondrial foi evidenciada pela transicdo de permeabilidade de membrana
mitocondrial, despolarizagdo mitocondrial, liberag¢do de citocromo c a partir da
membrana mitocondrial interna e ativag@o de caspases.

A deplecdo de GSH intracelular demonstra o envolvimento de estresse oxidativo,
levando a formagdo de poros inespecificos de transicdo de permeabilidade de
membrana mitocondrial (TPM), evento este inicial e, em grande parte, responsavel pela
deplecdo de GSH (Armstrong & Jones, 2002). Espécies reativas de oxigenio (EROS)
parecem apresentar um papel importante na citotoxicidade da DHC e de seus
complexos de inclusdo, visto que a pré-incubagdo com antioxidantes, GSH e seu
precursor, NAC, antes do tratamento, promove prote¢cdo das células em relacdo a
citotoxicidade.

DHC e seus complexos em BCDs induzem perda de potencial de membrana
mitocondrial (Ayny), que reflete na permeabilizagio da MMI. O declinio do Ay
precede a maioria das alteracdes no potencial redox intracelular (EROS), um
determinante importante na transducdo de sinais apoptdticos e estd relacionado a
abertura de PTPP, provocando a liberacdo de citocromo c, bloqueada pela ag¢do de
CsA, inibidor da abertura de PTPP, que ndo alterou a concentracdo de Bcl-2 em células
da leucemia. Os resultados obtidos sugerem que a deplecdo de GSH induz aumento na
producdo de EROS endogeno suficiente para induzir transicdo de permeabilidade de
membrana mitocondrial, com envolvimento do aumento da concentragdo de Ca'™ na
matriz mitocondrial, via formac¢do de poros inespecificos e ruptura da MMI, como

resultado de swelling mitocondrial e de poros constituidos por oligdmeros de proteinas
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pro-apoptdticas da familia Bcl-2. Como consequiéncia, ocorre a liberagdo de proteinas
pro-apoptdticas mitocondriais, tais como citocromo c. Além disso, os resultados da
analise de calcio intracelular reforgam os resultados encontrados relacionados com o
mecanismo de indugdo de permeabilizacdo mitocondrial causado pela agdo da DHC e
de seus complexos de inclusdo em BCDs. A consequiéncia da permeabiliza¢cdo da MMI
¢ a liberag¢do de proteinas pro-apoptoticas mitocondriais pelos poros, que se comportam
como canais voltagem-dependente, ativos pela concentracdo aumentada de Ca™ na
matriz mitocondrial mediada pelo estresse oxidativo (Weis et al., 1994; Davis et al.,
2001; Orrenius et al., 2003; Dasmahapatra et al., 2006). Portanto, a ativacdo das duas
vias de permeabiliza¢do intensifica os efeitos da DHC e de seus complexos. Além
disso, Bcl-2 parece estar envolvido na regula¢do, no nivel nuclear, do transporte de
fatores de transcri¢do através de poros, assim como no sequestro de calcio e de GSH
via mecanismo desconhecido. Mecanismos semelhantes em relacdo ao sequestro de
calcio no reticulo endoplasmatico, local de estocagem intracelular de Ca™, podem ser

regulados por Bcl-2 (McConkey et al. 1997, Voehringer et al., 1999).
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VII - ANEXO
VIL1. ATIVIDADES ACADEMICAS

Participacdes em Congressos

1)  2° Reunido da Rede de Nanobiotecnologia, realizada nos dias 28 e 29 de outubro de
2003 na UNICAMP - Campinas — SP
2)  XXXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

— SBBq, realizada em Caxambu, Minas Gerais, no periodo de 15 a 18 de maio de 2004.

3) 15" SIS — Surfactants in Solution Symposium — Fortaleza, CE, Brazil, no periodo de

6 a 11 de junho de 2004.

4)  XII Congresso da Sociedade Brasileira de Biologia Celular - SBBC. IX Congreso
Iberoamericano de Biologia Celular, em Campinas, SP, no periodo de 15 a 18 de julho de

2004.
5)  The Network of Nanobiotechnology, 08-11 de mar¢o de 2005, Sdo Pedro, SP.

6) X International Macromolecular Colloquium, 10-13 de abril de 2005, Gramado, RS,

Brasil.

7)  XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

— SBBq, realizada em Aguas de Lindoia, SP, no periodo de 02 a 06 de julho de 2005.

8) 4* Seminario de Encerramento das Atividades na Segunda Fase Rede de
Nanobiotecnologia, realizado em Campinas, SP, no periodo de 30 de outubro a 01 de

novembro de 2005.

9)  13th ECDO Euroconference on Apoptosis, Budapest, Hungria, no periodo de 1 a 4 de

outubro de 2005.
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10) I Simpdsio de Biomedicina, realizado em Campinas, SP, no periodo de 23 a 25 de

novembro de 2005.

11) The 6th International Cell Death Symposium on “The Mechanisms of Cell Death in
Cancer and Aging”, realizado em Angra dos Reis, RJ, no periodo de 2 a 5 de junho de

2006.

12) XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

— SBBq, realizada em Aguas de Lindoia, SP, no periodo de 01 a 04 de julho de 2006.

13) XXXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
— SBBq; 10th I[UBMB Conference: “Infectious Diseases: Biochemistry of Parasites,
Vectors and Hosts”, realizados em Salvador-BA, Brasil, no periodo de 21 a 25 de maio de

2007.

Comunicacdes em Congressos

1)  Proceedings: 2° Reunido da Rede de Nanobiotecnologia, realizada na UNICAMP,
Campinas, SP, no periodo de 28 e 29 de outubro de 2003:

Encapsulation of dehydrocrotonin in nanospheres of poly (lactide-co-glycolide) and
cytotoxicity on human leukemic cells. Anazetti, M.C., Corréa, D.H.A., Melo, P.S., Duran,
N. & Haun, M.

Cytotoxicity of dehydrocrotonin and dehydrocrotonin-loaded poly (D,L-lactide-co-
glycolide) nanospheres, a study in V79 cells. Corréa, D.H.A., Anazetti, M.C., Melo, P.S,
Duran, N. & Haun, M.

2)  XXXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular

— SBBq, realizada em Caxambu, Minas Gerais, no periodo de 15 a 18 de maio de 2004:
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Dehydrocrotonin and its derivative, dimethylamide-crotonin induce apoptosis with
stress oxidative and mitochondrial permeability transition involvement in human leukemic
cells. Anazetti, M.C., Melo, P.S., Duran, N. & Haun, M.

3)  Proceedings: 2" International Cyclodextrin Symposium Le Corum, Montpellier,
France, no periodo de 16 a 19 de maio de 2004:

Cytotoxicity of dehydrocrotonin and it B-cyclodextrin complex on human leukemic
cells. Anazetti, M.C., Melo, P.S., De Carvalho, C.A.A., De Azevedo, M.B.M., Duran, N.
& Haun, M.

4) 15" SIS — Surfactants in Solution Symposium — Fortaleza, CE, Brazil, no periodo de
6 a 11 de junho de 2004:

Preparation and characterization of nanospheres containing an anticancer agent:
evaluation of the cytotoxic effects on HL60 cells. Anazetti, M.C., Corréa, D.H.A., Melo,
P.S., Duran, N. & Haun, M.

Cytotoxicity of dehydrocrotonin and dehydrocrotonin-loaded poly (D,L-lactide-co-
glycolide) (PLGA) nanoparticles: a study in V79 cells. Corréa, D.H.A., Anazetti, M.C.,
Melo, P.S., Duran, N. & Haun, M.

5)  XII Congresso da Sociedade Brasileira de Biologia Celular - SBBC. IX Congreso
Iberoamericano de Biologia Celular, em Campinas, SP, no periodo de 15 a 18 de julho de
2004:

B-Cyclodextrin complexed with dehydrocrotonin induce apoptosis in HL60 cells as

seen by flow cytometry. Anazetti, M.C., Melo, P.S., De Carvalho, C.A.A., De Azevedo,

M.B.M., Duran, N. & Haun, M.
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6) Proceedings: The Network of Nanobiotechnology, 08-11 de margo de 2005, Sao
Pedro, SP.

Mitochondrial response of HL60 human leukemia cells to the antitumor compound
dehydrocrotonin and its B-cyclodextrins complexes Anazetti, M.C., Melo, P.S., De
Azevedo, M.B.M., De Carvalho, C.A.A_, Duran, N., Haun, M.

7) X International Macromolecular Colloquium, 10-13 de abril de 2005, Gramado, RS,
Brasil.

Comparative cytotoxicity of dehydrocrotonin and its B-cyclodextrins inclusion
complexes in the monocytic leukaemia cell line. Frungillo, L., Anazetti, M.C., Melo, P.S .,
De Azevedo, M.B.M., De Carvalho, C.A.A., Dura, N., Haun, M.

8)  XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
— SBBq, realizada em Aguas de Lindoia, SP, no periodo de 02 a 06 de julho de 2005

Apoptosis induction of dehydrocrotonin and its cyclodextrins complexes on U937
and K562 leukaemia cells. Anazetti, M.C., Frungillo, L., Melo, P.S., De Azevedo,
M.B.M., De Carvalho, C.A.A., Dura, N., Haun, M.

Cytotoxicity of dehydrocrotonin and its B-cyclodextrins complexes in sensitive —
human myelogenous leukaemia K562 and K562 resistant cells. Frungillo, L., Anazetti,
M.C., Melo, P.S., De Azevedo, M.B.M., De Carvalho, C.A.A., Dura, N., Haun, M.

9)  Proceedings: 4" Seminario de Encerramento das Atividades da Segunda Fase Rede
de Nanobiotecnologia:

Investigacdo do potencial farmacologico da desidrocrotonina livre e em sistemas de
liberagdo controlada em células da leucemia humana. Frungillo, L., Anazetti, M.C., de

Azevedo, M.B.M., de Carvalho, C.A.A., Duran N., Melo, P.S.
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10). 13th Euroconference on Apoptosis:

Requirement for caspases-2, -3, -6, -8 and -9 in stress-induced apoptosis by

dehydrocrotonin and its inclusion complexes with beta-cyclodextrins in HL60 cells. M.C.
Anazetti, L. Frungillo, P.S. Melo, M.B.M. De Azevedo, C.A.A. De Carvalho, N. Durdn

and M. Haun.

11) VII Congresso Aberto aos Estudantes de Biologia:
Investigation of the pharmacological potencial of dehydrocrotonin and its B-

cyclodextrins inclusion complexes in leukemia cells lines. Lucas Frungillo, Patricia S.

Melo, Maristella C. Anazetti, Mariangela B. M. de Azevedo, Carlos A. A. de Carvalho,

Nelson Duran and Marcela Haun.

12) 1 Simposio de Biomedicina:
Investigacdo do potencial farmacologico da desidrocrotonina livre e em sistemas de
liberagdo controlada em células da leucemia humana. Frungillo, .., Anazetti, M.C., De

Azevedo, M.B.M., de Carvalho, C.A.A., Duran N., Melo, P.S.

13) The 6th International Cell Death Symposium on “The Mechanisms of Cell Death in
Cancer and Aging”:
Violacein induces GO/G1 cell cycle arrest and apoptosis in human promyelocytic

leukaemia HL60 cells. Anazetti, M.C., Melo, P.S., Duran, N., Haun, M.

14) XXXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
— SBBq, realizada em Aguas de Lindoia, SP, no periodo de 01 a 04 de julho de 2006:

Stress oxidative involvement on cytotoxicity induced by DHC and its beta-
cyclodextrin complex on HL60 cells. Frungillo, L., Anazetti, M.C., Haun, M., Duran, N.,
Melo, P.S.
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Cell cycle analysis in human colon adenocarcinoma cell lines treated with free
dehydrocrotonin and dehydrocrotonin complexed with B-cyclodextrin. Monteiro, P.A.,
Anazetti, M.C., Haun, M., Duran, N., Melo, P.S.

15) XIV Congresso Interno de Iniciacdo Cientifica da UNICAMP, realizado em
Campinas, SP, no periodo de 27 a 28 de setembro de 2006:
Desidrocrotonina livre e veiculada em diferentes sistemas de liberagdo controlada:

comparacgdo dos efeitos citotoxicos em células da leucemia humana. Lucas Frungillo Lima,

Maristella Conte Anazetti, Dra. Patricia da Silva Melo.

15) XXXVI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular
— SBBq; 10th I[UBMB Conference: “Infectious Diseases: Biochemistry of Parasites,
Vectors and Hosts™:

Mechanism of violacein- and violacein-loaded nanoparticles- trigger human leukemia
cell death by apoptosis. Lucas Frungillo Lima, Maristella Conte Anazetti, Patricia da

Silva Melo.

Role of calcium in the regulation of apoptosis in HL60 promyelocytic leukemia-cells.

Maristella Conte Anazetti, Lucas Frungillo Lima, Patricia da Silva Melo.

Cursos Ministrados

1) “Embriogénese versus morte celular” no I Simpodsio de Biomedicina, realizado em 23 e
24 de novembro de 2005, no total de 08 horas, nas Faculdades Integradas Metropolitanas de

Campinas —- METROCAMP.

Premiacdes

1. Trabalho: Anazetti, M.C., Frungillo, L., Melo, P.S., De Azevedo, M.B.M., De

Carvalho, C.A.A., Duran, N., Haun, M. “Requirement for caspases-2, -3, -6, -8 and -9 in
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stress-induced apoptosis by dehydrocrotonin and its inclusion complexes with beta-
cyclodextrins in HL60 cells”. Premiado pela 13th Euroconference on Apoptosis, que
aconteceu de 1 a 4 de outubro de 2005, em Budapeste, Hungria. O congresso financiou
auxilio estadia e inscricdo no congresso € no Second Training Course on Concepts and

Methods in Programmed Cell Death.

2. Trabalho: Anazetti, M.C., Melo, P.S., Duran, N., Haun, M. “Violacein induces
GO/G1 cell cycle arrest and apoptosis in human promyelocytic leukaemia HL60 cells”.
Premiado pelo The 6Th International Cell Death Symposium on “The Mechanisms of Cell

Death in Cancer and Aging”. O congresso finaciou auxilio estadia e transporte.

Publicacoes

1)  Anazetti, M.C., Melo, P.S., Duran, N and Haun, M. (2004). Dehydrocrotonin and its
derivative, dimethylamide-crotonin induce apoptosis with lipid peroxidation and activation
of caspases-2, -6 and —9 in human leukemic cells HL60. Toxicology: 203: 123-137.

2)  Gimenez, [.F., Anazetti, M.C., Melo, P.S., Haun, M., De Azevedo, M.M.M., Duran,
N. and Alves, O.L. (2005) Cytotoxicity on V79 and HL60 Cell Lines by Thiolated-&beta:-
Cyclodextrin-Au/Violacein Nanoparticles. Journal of Biomedical Nanotechnology. 1: 352-
358.

3)  Bonilla-Rodriguez, G.O.; Lombardi, F. R. ; Olivieri, J. R. ; De Azevedo Jr, W. F;
Anazetti, M. C. ; Santos, G. C. (2005). Snake hemoglobins tetramer stability analyzed by
osmotic stress, gel giltration, SAXS and modelling. The FEBS Journal. Reino Unido, 272:
362-363. (ISSN: 1474-3833, Blackwell Publishing).

4)  Lombardi, Fabio R.; Anazetti, Maristella C.; Santos, Giovanni C.; Olivieri, Johnny

R.; de Azevedo Jr., Walter F.; Bonilla-Rodriguez, Gustavo O. (2006). Rattlesnake
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Hemoglobins: Functional Properties and Tetrameric Stability. Protein and Peptide Letters.
13: 517-523.

5)  Anazetti, M.C., Melo, P.S. (2006). Apoptose: Uma Visdo Bioquimica. Revista da
Metrocamp. 1°. Edi¢éo.

6) Melo, P.S.; De Azevedo, M.M.M.; Anazetti, M.C.; Haun. M. and Duran, N. (2007).
Violacein and violacein-loaded poly (D, L-lactide-co-glycolide) nanoparticles induce
apoptosis via mitochondrial pathway in human leukemic cells. Eur. J. Pharmacol. (no
prelo).

7)  Anazetti, M.C., Melo, P.S., De Azevedo, M.B.M., Zullo, M.A.'T. and Haun, M.
(2007). Cytotoxic effects of diosgenin, stigmasterol and its derivative steroids on HL60
cells. Eur. J. Pharm. (submetido).

8) Corréa, D.HA., Anazetti, M.C., Melo, P.S., Duran, N. and Haun, M. (2007)
Cytotoxicity of dehydrocrotonin and dehydrocrotonin-loaded poly (D,L-lactide-co-
glycolide) (PLGA) nanoparticles on V79 cells. Toxicology Lett. (submetido).

9) Anazetti, M.C., Frungillo, L., De Azevedo, M.B.M_, de Carvalho, C.A.A., Duran, N.,
Haun, M. and Melo, P.S. (2007). Cytotoxicity of dehydrocrotonin and its cyclodextrin
complexes on leukemic cell lines. Toxicology (submetido)

10) Silva, M.V .B., Anazetti, M.C., Tavares, J.F_, Silva, M.S., Melo, P.S. and Haun, M.
(2007). Comparative cytotoxicity and apoptosis induction of diterpenes isolated from
Xylopia langsdorffiana on human leukaemia cells. Eur. J. Pharm. (submetido)

Patentes

1- M.B.M., De Azevedo; J.B., Fabrin-Neto; M., Haun; M.A.T., Zullo; M.C., Anazetti;
P.S., Melo (2002). “Processo de aplicacdo de precursores sintéticos esteroidicos de

brassinosteroides, seus analogos espirostanicos e sues respsctivos compostos de inclusio
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em ciclodextrinas como agentes citotdxicos e antitumorais” Protocolo n° 300.183-0 (INPI —
Instituto Nacional de Propriedade Industrial) em 28/01/2003.

2-  M.B.M,, De Azevedo; J.B., Fabrin-Neto; M., Haun; M.A.T., Zullo; M.C., Anazetti;
P.S., Melo (2007). “Processo de aplicacdo de um diterpeno lactona extraida de Croton
cajucara, seus derivados sintéticos e seus respectivos compostos de inclusdo em

ciclodextrinas como agentes citotdxicos e antitumorais”. INPI. (submetida).
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