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RESUMO

A linhagem celular da leucemia promielocitica humana (HL60) foi estabelecida a partir do
sangue periférico de uma pacienie com leucemia promielocitica aguda. Essa cultura
prolifera continuamente em suspenséo, consiste predominantemente de promieldcitos e tem
sido utilizada como alvo para o estudo do eferto citotdxico de drogas, diferenciacio e morte
celular. Neste trabalho foi avaliada a citotoxicidade de inibidores de proteinas fosfatases
{(acido okadéico e pervanadato) e da desidrocrotonina (--DCTN) através dos seguintes
pardmetros de viabilidade, apds 24h de tratamento: reducio do MTT (integridade
mitocondrial), dosagem do teor de proteinas {indicacdo do ntimero de células) e atividade
fosfatésica (metabolismo celular). Os dois inibidores de proteinas fosfatases apresentaram
efeito citotoxico sobre as células HL60. Em relacdo & fungfo mitocondrial e atividade
fosfatasica, as células apresentaram somente 20% de viabilidade em presenca do acido
okaddico (100 nM) e pervanadato (200 uM). Para a -DCTN foram obtidos os seguintes
valores de ICsp: 500 e 300 pM para o teor de proteina e redugdo do MTT, respectivamente.
Qutro aspecto abordado foi a relagfic entre o estado redox celular com uma possivel
indugdo da diferenciaglio e morte celular. Para este propdsito foram determinados: redugéo
do NBT, fragmentacio do DNA, perda da assimetria da membrana plasmatica e conteudo
total de GSH. A r-DCTN apresentou uma baixa capacidade de indugfio de diferenciagio
(20%). No entanto, na presen¢a dos inibidores de proteinas fosfatases este efeito foi
observado. A apoptose foi induzida na presenca do acido okadaico (34%) e este efeito foi
aumentado em combinacdo com a --DCTN (65,28%). De acordo com os resultados obtidos,
sugere-se a importancia da modulacio quimica das proteinas fosfatases em diversos
processos celulares, uma vez que os efeitos citotéxicos apresentados por estes compostos
podem ser explicados pela alteragdo do estado redox celular e/ou efeito direto (formagéo de

adutos) sobre estas enzimas ou outras macromoléculas.
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ABSTRACT

Human promyelocytic leukemia cell line (HL60) was isolated from the peripheral blood of
a patient with acute myeloid leukemia. This culture proliferates continuously in suspension
and predominantly consists of promyelocytes and has been used as tool for cvtotoxic
studies of drugs, differentiation and cell death. In this work was evaluated the cytotoxicity
of protein phosphatases inhibitors (okadaic acid and pervanadate) and dehydrocrotonin (¢
DCTN) through following viability parameters, after 24h of the cells treatment: MTT
reduction (mitochondrial integrity), protein determination (cell number indication) and
fosfatase activity (cell metabolism). Both inhibitors presented cvtotoxic effect on HL60
cells. In relation to mitochondrial function and phosphatase activity, these cells presented
only 20% of viability in presence of okadaic acid (100 nM) and pervanadate (200 uM). For
-DCTN were obtained the following I1Cs values: 500 and 300 uM for protein content and
MTT reduction, respectively. Other approached aspect was the relation to cellular redox
state with a possible differentiation and cell death induction. For this purpose were
determined: NBT reduction, DNA fragmentation, the loss of plasma membrane asymmetry
and total GSH. #-DCTN presented low capacity of differentiation induction (20%).
However, in the presence of protein phosphatase inhibitors this effect was not observed.
Apoptosis was induced when the cells were treated with okadaic acid (34%) and plus -
DCTN this effect was increased (65,28%). According to the results obtained, we can
suggest the importance of chemical modulation of protein phosphatases in several cellular
processes, smce cytotoxic effects presented by these compounds could be explained by
redox state changing and/or direct effect (adducts formation) on these enzymes or other

macromolecules.
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Introducde

i. INTRODUCAO

1.1. Linhagem celular da leucemia mieléide humana (HL6G)

A leucemogénese ¢ um fendmeno complexo que € caracterizado pelo
desacoplamento andmalo da proliferacio ¢ diferenciacBio, que resulta no bloqueio da
maturacio celular e expansio leucémica clonal (Uzunoglu ef al, 1999).

Leucemia mieléide aguda ¢ caracterizada por uma expressiva insuficiéncia medular,
responsavel por parada da maturacéo celular numa fase em que a célula gramulocitica ainda
estd indiferenciada (blasto) e, portanto, incapaz de exercer suas funcBes. As leucemias
mielbides agudas podem ser classificadas em subtipos de acordo com o tipo celular
predominante (Lorenzi, 1999).

A linhagem celular da leucemia promielocitica humana (HL60) foi estabelecida a
partir do sangue periférico de uma paciente com leucemia promielocitica aguda, prolifera
continuamente em suspensdo e consiste predominantemente de promieldcitos (Newburger
et al, 1979; Breitman, 1990). Porém, 4-5 % das células HL60 mostram caracteristicas
morfoldgicas de c€lulas mieloides mais maduras, como mieldcitos, metamieldcitos, bastdes
e leucdcitos polimorfonucleares (Newburger ef @/, 1979).

As células HL60 nfo apresentam o gene que codifica a proteina p33 (responsavel
pelo reparo do DNA ou indug@io da apoptose), e expressam em grande quantidade as
proteinas bcl-2 e c-myc (antiapoptéticas), as quais contribuem para a carcinogénese
(“imortalidade™ celular) - (Blagosklonny er al, 1996; Wall et al, 1999). A proteina bcl-2 ¢
normalmente expressa na medula dssea e em células blasticas leucérnicas, entretanto, seus

niveis diminuem dramaticamente durante a diferencia¢do induzida por ésteres de forbol. A
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expressdo da proteina c-myc estd correlacionada com o estado proliferativo das células

HIL60 (Blagosklonny ef al, 1996).

1.2. Indutores de diferenciacio

As células HL60 representam um sistema experimental para o estudo in vifro da
diferencia¢io, bem como alvo do estudo de possiveis drogas que poderdo ser utilizadas no
tratamento e prevencio dos diferentes tipos de leucemias (Sokoloski and Sartorelli, 1997;
Uzunoglu ef af, 1999).

A diferenciacio das células HLOO em granuldcitos maduros ocoire por exposicio a
uma grande variedade de compostos, incluindo dimetilsulféxido (DMSO), actinomicina D,
hipoxantina, dimetilformamida (DMF), acido retindico e metilprednisolona (Collins ef al,
1978). Por outro lado, compostos como o 12-o-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA), 1,23
dihidroxivitamina D3 e butirato de sodio induzem a diferencia¢o das mesmas em
monocitos/macrofagos (McCarthy ef al, 1983; Breitman, 1990; Pan er al, 1997). Vérios
autores demonstraram que as células HL60 quando diferenciadas pelos compostos acima
referidos adquiriram propriedades semelhantes as células maduras do sangue periférico,
incluindo: fagocitose, liberagiio de enzimas lisossomais, receptores de complemento,
quimiotaxia, ativagdo da via das pentoses (“shunt” da hexose monofosfato), geracdo do
anion superdxido e habilidade de reduzir o NBT (Newburger ef al, 1979; Breitman, 1990).

A metilprednisolona, um importante membro da familia dos hormdnios esterdides, ¢
bem conhecida pelos varios efeitos nas c¢élulas hematopoéticas € no microambiente da
medula dssea (Hicsonmez er af, 1996). Desta forma, este composto tem sido utilizado de

forma eficaz nos estudos de indugfio de diferenciacic de c¢élulas da leucemia mieldide,
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induzindo a diferenciacio das células HL60 numa concentragio de 10 uM (Hicsonmez ef
al, 1996, Uzunoglu ef al,1999 ).

A inducdo de diferenciagiio celular e conseqiiente iniciacfio do processo apoptético
sio ferramentas importantes para pesquisa de compostos que ativem esses mecanismos
celulares. Sabendo que a diferenciagfo terminal de células neoplasicas pode ser induzida
por alguns agentes, ¢ possivel sugerir que o estado maligno seja reversivel quando certos
tipos de cdnceres sdo tratados com indutores de diferenciagio celular, resultando em menor
morbidade quando comparado ao que ocorre em tratamentos com agentes citodestrutivos

{Sokoloski and Sartoreili, 1997).

1.3. Estudos de Citotoxicidade

A legislacdo atual exige que novas drogas sejam testadas antes de serem liberadas
para uso farmacologico ou alimenticio, onde a toxicidade ¢ um fator importante e limitante
para a liberacdo e consumo (Freshney, 1994). Assim, a descoberta e caracterizacio fisico-
quimica de substincias causou um grande aumento da demanda de ensaios biologicos
necessarios para avaliacdo das atividades toxicoldgicas destas substincias (Groth et al,
1995; Clemedson et al, 1996).

A determinag@io da toxicidade de um xenobiotico ¢ tdo importante quanto a
verificacdio de sua atividade bioldgica. E de fundamental importancia a andlise do efeito
terapéutico versus a toxicidade de um composto para determinar o seu indice terapéutico.

O estudo toxicologico in vive tem sido preterido em virtude da utilizacfo de elevado
ntimero de animais, acarretando alto custe financeiro, além de aspectos éticos questionados

por entidades protetoras de animais. Desta forma, estudos in vifre tém sido cada vez mais

L
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utilizados, ja que o efeito deletério de um xenobidtico em determinada linhagem celular &
um indicativo da sua toxicidade in vive. Além disto, apesar das limitagdes da cultura de
céluias, os resultados obtidos sfio muito reprodutiveis (Freshney, 1994; Rodriguez and
Haun, 1999).

Citotoxicidade ¢ a medida do potencial de um agente causar injiria celular tais
como: alteragdes morfoldgicas; lesfes na membrana; perda de atividades metabélicas;
viabilidade e adesfo; imibicBo do crescimento celular; danos no material genético
{genotoxicidade) e morte celular.

Estudos de citotoxicidade so realizados para avaliar a viabilidade celular, os quais
podem avaliar a funcio celular através da integridade da membrana e de organelas,
contetdo celular (metabdlito ou macromolécula) e atividade enzimatica (Loveland ef af,
1992; Repetto and Sanz, 1993; Olivier er al, 1995). Viarios métodos foram descritos nas
tltimas décadas, para a avaliacBo da toxicidade in vitro, sendo ainda usualmente

empregados:

o  Exclusiio do azul de tripan - avalia a integridade da membrana celular, pois

células vidveis excluem este corante (Renzi ef al, 1993).

» Reducdo do MTT [brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil

tetrazolio]- avalia a fun¢io mitocondrial através da atividade de enzimas como a succinato

desidrogenase (Mosmann, 1983).

e Incorporacio do vermelho neutro (cloridrato de 2-amino-3-metil-7-dimetil-

amino fenanzina) - analisa a funcfo lisossomal (Renzi er al, 1993).
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° Conteudo de 4cidos nucléicos e proteina - fornecem uma estimativa do niimero

de células (Cingi er af, 1991).

e  Atividade da fosfatase total - dé indicagfo do metabolismo celular em relagio

ao metabolismo do fosfato (Aoyama er ¢/, 2000).

1.4. Fosfatases

1.4.1. Caracteristicas Gerais

As fosfatases sfio hidrolases que utilizam como substratos fosfato monoésteres.
Estas enzimas podem ser classificadas como: fosfatase acida, fosfatase alcalina e proteina
fosfatase (Jia, 1997, Bernier and Wang, 1995) ¢ estdo amplamente distribuidas nos
diferentes tipos de tecidos (Duff er al, 1994; Ferreira er al, 1998) e compartimentos

celulares (Lee, 1988).

1.4.2. Proteinas Fosfatases

Durante a Gltima década, consideravel progresso tem sido feito na elucidagfio do
controle do crescimento e regulacdo das células eucarioticas (Tonks and Neel, 1996). A
fosforilagdo reversivel de proteinas, catalisada pela agfio oposta ¢ dindmica de proteinas
quinases e fosfatases, representa o mecanismo regulatéric mais comum em células
eucarioticas {(Zolnierowicz, 2000; Chinkers, 2001). O balan¢o entre a fosforilacdo e
desfosforilacio de proteinas ¢ a base para o controle de diversos eventos biologicos

disparados por efetores extracelulares, como hormdnios, mitégenos, carcinégenos,
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citocinas, oncogenes, neurotransmissores € substincias ou metabdlitos toxicos (Harrison et
al, 1999; Ostman and Bohmer, 2001).

Em particular, a fosforilagiio e desfosforilacfio de residuos de serina, treonina e
tirosina em proteinas tem emergide como evento chave na regulaco da diviso,
diferenciacfo, desenvolvimento celular € apoptose, regulacio do metabolismo e expressio
génica, contracfio, transporte, locomocéo celular, aprendizado ¢ memoéria (Cohen, 1988;
Denu et al, 1996; Harrison ef al, 1999; Krebs and Graves, 2000; Genoux er al, 2002).
Acredita-se que 30% das proteinas intracelulares sejam fosfoproteinas ¢ que cerca de 4%
do genoma eucaridtico codifique proteinas quinases e fosfatases, o que confirma a
importincia destas duas classes de enzimas (Jia, 1997; Zhang, 2002).

Dada a importancia da fosforilagdo de proteinas no contexto da fungfo celular,
atividades anormais das proteinas fosfatases tém sido responsaveis por varios tipos de
patologias, tais como céncer, diabetes e inflamacéo (Harrison ef al, 1999; Alexander, 2000,
Zhang, 2001). Entretanto, enquanto muito tem sido estudado sobre o papel de quinases, a
participagdio de proteinas fosfatases em diversas vias de transdu¢fio de sinais estd menos
esclarecida.

Proteinas fosfatases (PPs) eucaridticas sdo estrutural e funcionalmente diferentes,
sendo classificadas de acordo com a especificidade por substratos, dependéncia de metais ¢
sensibilidade a agentes inibidores ou ativadores (Ingebritsen and Cohen, 1983; Cohen,
1985; Harrison ef al, 1999). Desta forma, elas podem ser agrupadas em dois grandes
grupos: Proteinas Tirosina Fosfatases (PTP) e Proteinas Serina/Treonina Fosfatases (Jia,

1997; Harrison et al, 1999), como mostrado a seguir.
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Proteinas

Tirosina Fosfatases <

Proteinas
Serina/Treonina
Fosfatases

L . ¢ (Citoplasmatica
Tirosina especifica
*  Tipo receptor

Dual especifica

Baixa massa molecular relativa

PP1
® PP2A

PP2 ® PP2B (calcineurina)
* pp2C

PP4

PPS

PP6

1.4.2.1. Proteinas Tirosina Fosfatases

As proteinas tirosina fosfatases (PTPs) constituem uma familia com caracteristicas

estruturails diferentes. Elas compreendem enzimas do tipo receptor, que possuem a

habilidade de transmitir sinais diretamente através da membrana e enzimas citoplasmaticas,

que agem tanto positivamente como negativamente controlando diversos processos

celulares (Fischer ef al, 1991; Walton and Dixon, 1993; Harrison et al, 1999; Zhang, 2002).

Proteinas tirosina quinases, proteinas tirosina fosfatases e seus substratos

correspondentes sdo integrantes das vias de transdugio de sinals que sfo essenciais para a

regulacdo do crescimento celular, diferenciac@o, metabolismo, cicle celular, comunicacéo
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célula-célula, migragfo celular. transcricio génica, atividade do canal de fons, resposta
imune, fertilizacBo, memodria e apoptose (Hunter, 2000). Acgbes defeituosas ou
inapropriadas das atividades dessas enzimas conduzem para fosforilagBes inadeguadas de
tirosing, as quais contribuem para ¢ desenvelvimento de muitas doengas humanas incluindo
céncer, diabetes, obesidade, auto-imunidade, inflamac8o, rejeig8o a transplantes de érgéos,
osteoporose, sindrome mieloplasica, injiria neuronal traumdtica, aterosclerose e desordens
genéticas (Harrison erf al, 1999; Cans ef al, 2000; Zhang, 2001; Ostman and Bdhmer, 2001).

A caracteristica marcante da familia PTP € a seqliéncia assinatura presente no sitic
ativo (H/VYC(X)sR(S/T) e esta sequéncia contém um residuo da cisteina (C) essencial para
a catalise (Zhang, 1998; Ostman and BShmer, 2001). A presenca de cisteina no sitio ativo é
responsavel pela caracteristica comum das proteinas tirosinas fosfatases de serem inibidas
pelo vanadato, pervanadato, p-cloromercuribenzoato € outros agentes oxidantes (Tonks and
Neel, 1996; Tsiani and Fantus, 1997; Jin et al, 2000).

Classifica¢io das PTPs

Estas fosfatases podem ser divididas em trés subfamilias: proteinas tirosina
especificas, proteinas fosfatases com dupla especificidade (dual) e fosfatases de baixa
massa molecular (BMr) (Zhang, 2001).

Diferente das proteinas fosfatases tirosina especificas e de baixa massa molecular,
gue tém como alvo apenas proteinas contendo residuos de tirosina fosforilados, as
fosfatases com especificidade dual (tipo SH1/cdc25) utilizam como substratos proteinas
que apresentam ndo sO tirosina, como também os aminoacidos serina e treonina
fosforilados. Algumas ainda hidrolisam outros substratos além de fosfoproteinas, tais como

flavina mononucleotideo e agucares fosforilados. No entanto, a especificidade desta
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fosfatase por residuos de aminodcidos € maior (Takagi et al, 1997; Maehama and Dixon,
1998; Zhang, 2001}

As PTPs especificas podem ser subdivididas em dois grupos: tipo receptor e
citoplasmdtica. As proteinas tirosina fosfatases tipo receptor, exemplificadas por CD45 e
PTPa, geralmente apresentam um segmento extracelular que € caracterizado pela presenca
de motivos semelhantes aqueles presentes em dominios das moléculas de adesfio, como
fibronectina. Portanto, estas fosfatases estio envolvidas na comunicacio célula-célula e
transducdo de sinal (Brady-Kalnay ef al, 1995; Alexander, 2000). As PTPs citoplasmaticas,
exemplificadas por PTPIB e SHP-2 participam de vérios eventos celulares, tais como
antagonistas da aglo oncogénica das proteinas quinases Src e Neu, controle da acio da
insulina e proliferacéo das células hematopoéticas (Wood Ford-Thomas er al, 1992: Brown-
Shimer er al, 1992; Kenner er af,1993). Estas enzimas contém um tnico dominio PTP
catalitico e varlas extensbes amino ou carboxi-terminais, incluindo os dominios tipo SH2
que sdo importantes no direcionamento e fungéo da proteina. (Zhang, 2001).

Proteinas tirosina fosfatases de BAfr parecem desempenhar importante papel na
regulacdo da proliferacdo celular, uma vez que a alta expressio desta enzima inibe a

proliferacfo de células normais e transformadas (Harrison er al, 1999).

1.4.2.2. Proteinas Serina/Treonina Fosfatases
As proteinas serina/treonina fosfatases apresentam mais de uma cadeia
polipeptidica, subunidades catalitica e regulatéria, tendo como caracteristica comum a

dependéncia de cations divalentes. Estas fosfatases podem ser agrupadas em duas
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subfamilias, PPP e PPM. Os membros da subfamilia PPP, por exemplo PP1, PP2A ¢ PP2B
(calcineurina) apresentam alta homologia na sequéncia dos dominios cataliticos, mas
diferem na especificidade por substratos e interagBes com proteinas regulatdrias
(Zolnierowicz, 2000). PP1 e PP2A nic tém uma necessidade absoluta de cations
divalentes, ao passo que PP2B e PP2C sdo dependentes de Ca’/calmodulina ¢ Mg™,
respectivamente. PP2C ¢ um membro representativo da outra subfamilia de serina/treonina
fosfatases, PPM (Barford, 1996; Jia, 1997). Garcia e colaboradores (2000) relataram
recentemente, outros tipos de proteinas serina/treonina fosfatases: PP4, PP5 e PP6.

Dados genéticos, farmacologicos e bioquimicos revelaram que PPl modula o
metabolismo do glicogénio em resposta & insulina e adrenalina (Cohen, 1982), mitose
(Sakurada ef al, 1992; Sieder er al, 1999), meiose (Huchon et al, 1981), contragio muscular
(Shenolikar, 1994; Wera and Hemmings, 1995), e outros eventos do ciclo celular (Cyert
and Thorner, 1989). Tanto PP1 quanto PP2A estdo relacionadas a regulagdio da proteina
quinase dependente de Ca’/calmodulina e s3o potencial ¢ especificamente inibidas por
OKA e microcistina (Mackintosh and Mackintosh, 1994; Harrison et af, 1999). Algumas
evidéncias genéticas colocam a PP2A como um regulador da progressdo do ciclo celular
por atuar sobre proteinas que controlam diferentes fases do mesmo, como por exemplo,
atuando sobre a proteina retinoblastoma (pRb), a qual ¢ responsdvel pelo controle da
progressio do ciclo celular da fase G1 para S (Zolierowicz, 2000).

PP2B, também conhecida como calcineurina, € ativada por um aumento do Ca *
citoplasmatico, em linfocitos, causando desfosforilagio da forma citoplasmatica do fator de
transcricdo nuclear de células T ativadas (NFAT) o qual inicia a transcricfo da interleucina-

2. que é um fator de crescimento das células T (Harrison ef al, 1999; Baksh and Burakoff,
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2000). A éxido nitrico sintase (NOS) € um substrato para a PP2B e tem sido proposto que a
desfosforilagdo de NOS refor¢a sua atividade catalitica, resultando na formacéo do éxido
nitrico e consequentemente aclo neurotdxica (Dawson ef al, 1993; Harrison ef af, 1999).

Em eucariotos, a fosfatase PP2C participa na resposta celular ao estresse, sendo
dependente de Mg2+ ¢ insensivel ao acido okadaico (Moore ef al, 1991; Jia, 1997). As
fosfatases PP2B também sdo insensiveis ao acido okaddico, enguanto a PP1 e PP2A sdo
sensiveis a este inibidor (Mackintosh and Mackintosh, 1994).

A PP4 pertence & mesma subfamilia da PPl e PP2A, por demonstrar
aproximadamente 60% de homologia com este grupo. A distribuicdio celular desta enzima €
ampla, sendo encontrada em centrémeros, nicleo e citoplasma sugerindo gue PP4 tem
fun¢des variadas (Da Cruze ef of, 1988; Brewis er al, 1993; Harrison ef al, 1999). Devido a
sua localizacio, PP4 pode estar envolvida na duplicaciio do centrdmero, como também foi
detectada em vérios estdgios da mitose (exceto telofase) (Brewis er al, 1993; Harrison ef al,
1999). Sugere-se que a PP3 esteja localizada provavelmente no macleo (Fischer er al, 1989).
Esta enzima estd envolvida na regulacfo da sintese de RNA, mitose e na sinalizagio em
resposta aos hormoénios esterdides. Foi demonstrado gue a PP6 ¢ necessaria para a
passagem da fase G1 para S do ciclo celular, desta forma havendo um actmulo de mRNA
de ciclina na fase G1. Por isso, PP6 estd envolvida na regulacio da transcricdo. Em células
humanas, trés formas de mRNA de PP6 sio expressas em testiculos, coracdo e musculo

esquelético (Harrison er af, 1999, Chinkers, 2001)
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1.5. Proteinas fosfatases presentes em células HL60

As células HL60 apresentam pelo menos 5 tipos de proteinas fosfatases: proteina
serina/treonina fosfatases (PP1 e PP2A), proteinas tirosina fosfatases CD45, SHP-1 ¢
cde25. A modulacio da atividade da CD45 apresenta importante papel na diferenciacio
e/ou manutengdo de varias linhagens de células leucémicas num estade antiproliferativo
(Buzzi er al, 1992). A proteina tirosina fosfatase SHP-1 também estd envolvida na
regulacio da diferenciagdo destas células (Uesugi ef al, 1999). A proteina tirosina nuclear
controla a progressdo do ciclo celular da fase G1 para S, e a expressio desta fosfatase estéa
associada com um aumento da quantidade da proteina ¢-mye (Ganapati ef al, 2001). A PP1
estd envolvida na inducfo de apoptose pela desfosforilagio da proteina retinoblastoma
(pRb). A proteina Rb fosforilada € responséavel pela progresso do ciclo celular da G1 para
S, através da indugéio da expressdo de ciclinas e liberag@o do fator EF2 (Wang ef al, 2001).
A PP2A vparticipa na regulacdo do metabolismo, transcricdo, processamento do mRNA
(“splicing™), traducéo, diferenciagfo, ciclo celular, transformag#io oncogénica e transdugéo
de sinal. A atividade desta enzima pode ser modulada por fosforilagdo e metilagfio do C-
terminal. A acfo antiapoptética das fosfatases PP1 e PP2A foi evidenciada com a utilizagio
de inibidores destas enzimas (4cido okadaico e caliculina, respectivamente) os quais

induzem apoptose das células HL60 (Uzunoghu ef al, 1999).

1.6. Fosfatases utilizadas come biomarcadores celulares

Biomarcador € definido como qualquer substéncia bioldgica capaz de dar indicacdes

sobre o funcionamento célula/orgdo (Yamaga ef al, 1999).
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A participagdo das fosfatases em diferentes processos celulares sugere que as
mesmas podem servir como ferramenta para se avaliar a viabilidade celular através de
estudos de citotoxicidade. Neste tipo de estudo se avalia a fungfio celular atraves da
integridade da membrana, funcionamento de organelas {mitocondria € lisossomo}, contetido
de DNA, além da atividade de certas enzimas como succinato desidrogenase (Loveland ef
al, 1992; Repetto and Sanz, 1993; Olivier er al, 1995; Aoyama ef af, 2000).

Recentemente, Aoyama e colaboradores (2000) propuseram a utilizagfo de proteina
fosfatases como biomarcadores da viabilidade de fibroblastos tratados com 4cido okadiico
(inibidor de proteinas serina/treonina fosfatases), uma vez que os resultados obtidos
revelaram uma reprodutibilidade e boa resposta na avaliac@io da viabilidade celular quando
comparado com outros pardmetros usualmente empregados, tais como: conteido de

proteinas e reducdo do MTT (Hartree, 1972; Denizot and Lang, 1986).

1.7. Morte Celular
Na década de 90 foram definidos conceitos para os dois tipos de morte celular

conhecidos, que s30 a apoptose ¢ a necrose (Majno and Joris, 1995; Heerder ef a/, 2000).

Apoptose
Apoptose pode ser definida como morte celular geneticamente programada, pois
envolve a ativagdo da expressdio de vérios genes. A apoptose pode ser induzida como
resposta a um processo normal através da sinalizagdo via receptor de morte (receptores da
familia do fator de necrose tumoral - TNF) ou por estimulagio genotdxica provocada por

xenobidticos, radicais livres, radiacdo UV e indisponibilidade de fatores de crescimento



Introducdo

(Uren and Vaux, 1996). As duas vias sfo responsédveis pela manutengdo da homeostasia
tecido/érgéo.

O destino metabdlico de uma célula vai depender da via de sinalizacio
predominante, desencadeada por sinais de proliferagdo/sobrevivéncia ou apoptético (Figura
1). A proliferacdo celular e/ou sobrevivéncia pode ser regulada por véarias vias de
sinalizacdo a partir de um receptor especifico, dentre as quais esta incluida a sinalizacio via
proteina G, responsavel pela ativacio da fosfolipase C (PLC), a qual atua sobre fosfatidil —
inositol-4,5-bifosfato (PIP;) produzindo dois segundos mensageiros importantes que sfio:
diacilglicerol (DAG) e mositol trifosfato (IPy). O IP; € responsavel pela abertura do canal
de célcio do reticulo endoplasmatico. Consequentemente, o célcio liberado juntamente com
o DAG ativa a proteina quinase C (PKC) que desencadeia a proliferacéo celular (Barbazuk
and Gold, 1999). Esta via ¢ reforcada pela ativagdo de proteinas tirosina quinases que
atuarfio sobre varios substratos intracelulares como bel-2 e proteinas quinases ativadas por
mitogeno (MAPKSs) (Allen ef a/, 1997).

No processe apoptotico também ha ativagio de proteina quinases, que fosforilam
fatores citoplasmaticos deixando-os ativos e portanto responsaveis pela ativagio de
caspases e imbi¢do da translocase. Desta forma a ¢élula passa por alteragdes morfologicas,
tais como: perda da assimetria da membrana plasmatica (presen¢a de fosfatidilserina na
camada externa da membrana), formac¢io de bolhas citoplasmdticas, condensacdo da
cromatina € fragmentacio do DNA (Wang er al, 1999; Chandra er al, 2000). Estas
alteragdes culminam na formacfio de corpos apoptdticos que posteriormente serdo

fagocitados pelas proprias células vizinhas ou por macréfagos (McConkey, 1998).
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Binais
Peoliferacio/
Sobrevivéncia

|Caspases |

Figura 1. Diagrama esquemdtico meostrande as vias emvolvidas na apoptose em
resposta a um sinal apoptético ou de proliferacfo/sobrevivéneia (adaptado do artigo
Allen ef af, 1997).
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Inducdo da apoptose via receptor

A sinaliza¢lo para a ocorréncia da apoptose se dé com a participagio de receptores
pertencentes & familia do TNF, juntamente com a ligacdo de proteinas especificas a estes
receptores (INF/Fasl). Apés a ligacio do TNF ou FasL (Fas ligante) ao seu receptor
ocorre a ligagfio das proteinas ac dominio de morte destes receptores: TRADD (dominio de
morte associado ao receptor para o TNF) ou FADD (dominio de morte associado ao Fas). A
trimerizaciio das subunidades dos receptores, juntamente com o recrutamento de proteinas
citoplasmaticas levam a ativac@o de proteases (caspases) gue irfio atuar sobre diferentes
substratos come proteinas do citoesqueleto, polimerase poli-ADP ribose (PARP), lamina B
e quinase PAKZ (responséavel pela produgfo dos corpos apoptéticos (McConkey, 1998).

Indugdo da apoptose via mitocondria

Além da induc@io da apoptose via receptores de morte, a mitocdndria exerce
importante papel na sinalizacfio da apoptose (Gottlieb, 2000). Varios tipos de agentes
estressores (radicais livres, ceramida, UV e drogas) podem alterar a permeabilidade da
membrana mitocondrial. Esta alteracfio na permeabilidade permite a associagdo de duas
proteinas (Bad e Bax) na membrana mitocondrial formando poros que permitem a saida do
citocromo C e ATP para o citosol (Wang er al, 1999; Tsujimoto er al, 2000). O citocromo
C juntamente com a proteina Apafl (fator de inducio da apoptose) e ATP ativam a caspase
9 que por sua vez ativa outras caspases, culminando na apoptose. As proteinas bcl-2 e BAG
atuam como proteinas antiapoptéticas por impedirem a formagio dos pores na membrana
mitocondrial, consequentemente, ndo ocorre ¢ extravazamento do citocromo C e ATP para

o citosol (Gottlieb, 2000).
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Alguns quimioterdpicos apresentam acfo anti-tumoral por ativarem a
esfingomielinase com consequente producdo de ceramida, a qual atua como "indutor” da
apoptose também por ativar caspases (Uren and Vaux, 1996).

O fator nuclear Kappa B (NFxB) ¢ uma proteina citoplasmética que se encontra
ligada a uma proteina inibidora (IxB). Este complexo ¢ dissociado quando a proteina IkB €
fosforilada e posteriormente degradada por proteases ou pela presenca de espécies reativas
de oxigénio. O NF«B livre se transloca para o nucleo e ativa a transcricdo de varios genes
como de receptores (ITNFR) e de enzimas como a superdxido dismutase (Kimpinski ef al,
1999; Allen and Tresini, 2001).

Independente da via de inducdio da apoptose, a fase final deste processo ¢ a ativagio

de endonucleases e consequente fragmentagio do DNA nuclear (Wyllie, 1980).

Necrose

Qutro tipo de morte celular que ¢ completamente diferente da apoptose € a morte
por necrose; provocada por injlria celular ou tecidual (Martin, 1993). Nesta condigdo um
grande grupo de células sdo afetadas e lesadas ao mesmo tempo causando uma resposta
inflamatéria e alterando o tecido/ 6rgdo (McConkey, 1998).

No inicio do processo de necrose ocorrem alteragdes da fungfo mitocondrial
diminuindo drasticamente a produgio de ATP, o que prejudica o funcionamento das
bombas de Na'/K™ e Ca™", levando & tumefagio celular (entrada de agua) pelo aumento de
Na® citosélico e ativagio de fosfolipases e proteases dependente de Ca’’(Wilcock and

Hickman, 1988). O aumento de espécies reativas de oxigénio em decorréncia da perda da
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integridade mitocondrial ou pela presenca de xenobidticos também & capaz de ativar
proteases. O estresse oxidativo acarreta em rupturas da membrana plasmatica e & ativacio
de proteases € responsavel pela desestruturagio do citoesqueleto, levando ao
extravazamento do contetido celular e consequentemente, provocando migragfo de grande
quantidade de macrofagos (ativagio da resposta imune) — (Allen ef al, 1997).

Ao contrario da retragio {encolhimento) visto em células apoptéticas, na necrose
ocorre um rapido entumescimento celular devido, em parte, aos danos no citoesqueleto ¢
inibiclo das bombas de fons, que levam & perda da permeabilidade da membrana

(McConkey, 1998).

1.8. Caracteristicas gerais dos compostos utilizados neste trabalho

1.8.1. Vanadato e Pervanadato

O vanadato e pervanadato tém sido amplamente utilizados nos estudos de
sinalizagio envolvendo proteinas tirosina fosfatases (Huyer ef al, 1997). O vanpadato altera
a atividade de muitas enzimas envolvidas no metabolismo do fosfato, por ter semelhanga
estrutural com o mesmo. Consequentemente, este composto atua como inibidor competitivo
das fosfatases acidas, alcalinas e proteinas tirosina fosfatases (Gresser and Tracey, 1990;
Tsiani and Fantus, 1997; Cortizo ef al, 2000).

Vanadato, o primeiro inibidor de PTPs descoberto, sofre alteraciio redox
intracelularmente e reage com tidis. Verificou-se que o referido inibidor potencializou a
fosforilagio da tirosina em vias de sinalizagfo ativadas pelo H2O; em vdrios tipos celulares
e tal potencializagio pode ser explicada pela combinagio dos efeitos inibitdrios provocado

por ambos oxidantes (Monteiro and Stern, 1996).
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Em wvérias c€lulas, a inibigo das PTPs pelo vanadato resulta em acimulo de
proteinas fosforiladas em residuos de tirosina (Gresser and Tracey, 1990). Portanto, esies
achados reforcam a capacidade dos compostos derivados do vanadio de regularem
diferentes processos fisiolégicos, tais como: crescimento celular, diferenciacdo,
metabolismo da glicose e lipidios (Stern ef al, 1993; Cortizo et al, 2000).

Muitos estudos utilizando cultura de células mostraram um estimulo do crescimento
celular na presenca do vanadato ou um aumento na mitogénese quando ele € combinado
com fatores de crescimento (Feldman er af, 1990). Por outro lado, certos relatos indicam
que o vanadato pode inibir a proliferagdo celular, ¢ por isto este composto ou seus
derivados tém sido propostos como agentes quimioterapicos (Tsiani and Fantus, 1997).

Huyer e colaboradores (1997) propuseram que a inibicdo de proteinas fosfatases
pelo pervanadato era devido 4 oxidag@o dos residuos de cisteina essenciais para catalise
presentes na sequéncia assinatura, tendo como possiveis produtos: pontes de dissulfeto (-S-
S-), acido sulfénico (-SOH), 4cido sulfinico (-SO,H) e 4cido sulfonico (-SOs;H) - (Halliwell

and Gutteridge, 1999).

1.8.2. Acido Okadaico

O 4acido okadaico (OKA) é um poliéter natural, produto isolado originalmente da
esponja marinha Halichondria okadai (Daranas et al, 2001). E um potente inibidor de
proteina serina/treonina fosfatase tipo 1 (PP1) e tipo 2A (PP2A) e essa inibigdo € devido,
provavelmente, a uma interagdo com dominios hidrofobicos destas enzimas (Honkanen ef
al, 1996). O processo reversivel de fosforilacdo € um importante mecanismo de regulacio

de varias vias de sinalizacfo em células eucaridticas, desta forma, a inibig8o especifica por
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acido okadaico induz alteracio do citoesqueleto, inibigio da migracfo celular e apoptose
em uma variedade de tipos celulares (epitehial, neural, mieldide, osteoblasto e hepatécitos)
{Leira er al, 2001; Fernandez ef al, 2002). Além da inibi¢do de proteinas serina/treonina
fosfatases, Leira e colaboradores (2001} demonstraram que o 4cido okadéico provoca

alteracio da permeabilidade da membrana mitocondrial e do estado redox celular.

1.8.3. Desidrocrotonina

Em uma revisdo de agentes antineoplasicos derivados de plantas, aproximadamente

,,,,,

modelos tumorais (Rodriguez ef al, 1976). Dentre as véarias centenas de produtos naturais
que apresentam propriedades anti-tumoral, as sesquiterpeno lactonas tém despertado grande
interesse no estudo bioquimico, fisioldgico e quimico das mesmas.

O estudo do mecanismo de acio destes compostos revelou que todas as
sesquiterpeno lactonas citotdxicas conhecidas continham como grupo funcional uma
lactona, aliada a essa caracteristica, a presenca de uma dupla ligacdo conjugada a y-lactona,
as quais sfo essenciais para o efeito citotoxico. Sesquiferpenos que apresentam uma
ciclopentenona ou uma o-metileno lactona parecem apresentar uma maior citotoxicidade

do que outras sesquiterpenos que n3o apresentam estes grupamentos funcionais (Kupchan

et al, 1971).
Diversos relatos na literatura indicam que a estrutura ¢ a reatividade destas
sesquiterpeno lactonas podem estar associadas com alquilagho seletiva de grupos

nucledfilos em enzimas (grupos sulfidrilas importantes para catalise), dentre as quais,
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proteinas que regulam o ciclo celular (Hanson er al, 1970; Rodriguez ef af, 1976; Schmidt,
1999). Sabe-se ainda, que muitas sesquiterpeno lactonas afetam os niveis intracelulares de
GSH por inibirem o seu metabolismo ou por ativarem reagdes de conjugacio envolvendo
este tripeptidio e as sesquiterpeno lactonas, resultande em alteracio do metabolismo
celular, incluindo a resposta antioxidante (Jodynis-Liebert ef ai, 2000).

Uma caracteristica comum das células tumorais € a presenca de alto contefido de
glutationa reduzida (GSH) e tioredoxina e/ou enzimas antioxidantes (tioredoxina redutase,
superoxido dismutase e glutationa redutase), as quais sdo responsaveis pela resisténcia
destas células a quimioterapicos que apresentam agfio alquilante e oxidante (Brien and Tew,
1996).

Entre as plantas medicinais, destaca-se a familia Euphorbiaceae, que apresenta mais
de 8.000 espécies amplamente distribuidas em regibes tropicais ¢ temperadas de todo o
mundo. E uma familia com muitos representantes na Amazdnia, sendo que algumas nunca
foram estudadas sob o ponto de vista quimico e outras ainda nfio foram classificadas.

O género Croron, pertence & subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae € é um dos
mais numerosos da Euphorbiaceae. No Brasil, hi mais de 300 das cerca de 700 espécies
desse género, muitas das quais, t€m suas propriedades quimicas efou farmacologicas
conhecidas (Grynberg et al, 1999).

O género Crotor tem representantes tanto medicinais, quanto téxicos (Abreu ef al,
2001). Diterpenolactonas obtidas das espécies C. sublyratus e C. sonderianus possuem
atividade no tratamento de distirbios gastricos (Silveira and Mc Chesney, 1994).

Entretanto, muitos destes extratos vegetais tém sido utilizados por pessoas sem ©
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conhecimento dos efeitos colaterais que podem causar sobre a satide, incluindo distirbios
hepaticos.

Uma das espécies de Crofon mais conhecida na Amazbnia ¢ a Crofon cajucara
Benth (Euphorbiaceae), uma planta medicinal brasileira, popularmente conhecida como
“sacaca” ¢ que tem uma histéria de uso na medicina popular. E uma arvore de 4 a 5 metros
de altura, cujas cascas e folhas so usadas, na forma de chd, como antidiarréico, no
tratamento de diabetes, inflamag¢des do figado, vesicula ou rins e também para baixar os
niveis de colesterol (Maciel ef o, 2000; Silva er ql, 2001).

Um clerodane nor-diterpeno, trans-desidrocrotonina (+-DCTN) € um importante
composto bioativo da Crofon cajucara (Farias et al, 1997; Grynberg er al, 1999). Recentes
estudos mostraram que a i-DCTN, o principal metabélito secundario presente nas cascas da
“sacaca”, possui estrutura semelhante as diterpenolactonas obtidas de outras espécies de
Croton. Estes compostos apresentam diferentes atividades bioldgicas tais como, anti-
uicerogénica e antitumoral (Rodriguez, 1998; Souza-Brito ef al, 1998; Hiruma-Lima et al,

1999; Grynberg et al, 1999; Maciel ef al, 2000).
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2. OBJETIVOS

A desidrocrotonina, tem despertado grande interesse com relac3o ac mecanismo das
suas atividades biologicas (antiulcerogénica e antineopldsica). Com a finalidade de
verificarmos a participacBo de fosfatases no metabolismo de células HL6G (células de
leucemia promielocitica humana) e a citotoxicidade da desidrocrotonina, nos propomos

neste trabalho:

s Avaliar a citotoxicidade da desidrocrotonina e da metilprednisclona nestas células;

s Verificar o efeito da desidrocrotonina ¢ da metilprednisolona na atividade da fosfatase

predominante destas células;

e Caracterizacio cinética da fosfatase total das células HL60;

e Realizar estudos de citotoxicidade utilizando a dosagem da fosfatase total como
pardmetro;

e Avaliar a inducfo da diferenciagfo das células HL60 pela desidrocrotonina, utilizando a
metilprednisolona como controle positivo de diferenciacgio;

e Correlacionar o efeito citotoxico da desidrocrotonina com uma possivel inducdo da

apoptose.



Materigis e Mérodos

Como serd mostrado adiante, a maior parte dos resultados obtidos nesta tese foi
apreseniada v forma de artigo. No entanto, os resultados que ndo foram incluidos nos
artigos, tiveram grande importdncia para a discussdo da tese de uma maneira geral. Desta

forma, a metodologia e os resultados obtidos estdo descritos separadamente.

3. MATERIAIS E METODOS DA CARACTERIZACAO CINETICA

DA FOSFATASE TOTAL DAS CELULAS HL60

3.1. Materiais

As células HL60 foram generosamente doadas pelo Dr. Rui Curi/Valdemir Vieira
Colleone da Universidade de S@io Paulo (USP). A Desidrocrotonina foi gentilmente cedida
pela Dra. Patricia da Silva Melo (Departamento de Bioquimica/IB - UNICAMP). Os
inibidores de fosfatases (pervanadato e &cido okaddico) e¢ demais reagentes foram

adquiridos da Sigma.

3.2- Métodos
3.2.1. Obtencio da enzima total
As células (1 x 10° células/mL) foram lavadas duas vezes com solugio fisiologica,
em seguida lisadas com tampdo acetato 0,001 M pH 5,5. Apés repouso de 10 minutos

realizou-se dosagem da atividade fosfatasica.
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3.2.2 Obtencdo da enzima (fracio citoplasmdtica ¢ de membrana)
O lisado obtido como descrito no item anterior, foi centrifugado por 25 minutos a
25.000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para dosagem da fosfatase citoplasmatica ¢ o
precipitado obtido (membrana) ressuspendido no mesmo tampio (0,1M), pH 5.5 contendo

0,2% de triton X 100,

3.2.3. Dosagem da atividade fosfatdsica
A dosagem da atividade foi determinada por 2 métodos dependendo do substrato
utilizado:

a - Dosagem do p-nitrofencl

O meio de reagdo (volume final, 1,0 mL) continha tampdo acetato 1060 mM pH 3,5,
pNitrofenilfosfato (pNPP) 5 mM e a enzima. Depois de 30 minutos de incubacio a 37°C, a
reagdo foi paralisada pela adigdio de 1,0 mL de NaOH IM. A quantidade de p-nitrofenol
(pNP) liberada foi determinada pela medida da absorbancia a 405 nm (Aoyama e al, 2000).

b - Dosagem do fosfato

Quando outros substratos foram utilizados (flavina mononucleotidio, tirosina
fosfato, treonina fosfato e serina fosfato), a atividade enzimatica foi determinada dosando-
se o fosfato liberado. A reagiio foi paralisada 30 minutos apds a adigfio da enzima, com 1
ml de molibdato de aménio 3% (em tamp#o acetato 0,2 M, pH 4.0). A coloragdo do
complexo fosfo-molibdico foi adquirida pela adigdio do agente redutor, acido ascérbico 1%
{em tampéo acetato 0,2 M, pH 4,0}, de acordo com o método descrito por Lowry and Lopez

(1945). A absorbéncia foi medida a 700 nm, 30 minutos apés a adigéo do acido ascérbico.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO DA CARACTERIZACAOQO CINETICA

DA FOSFATASE TOTAL DAS CELULAS HL60

4.1, Caracterizacio Cinética da Fosfatase Total das Células HL60

A fosfatase total das células HL60 foi caracterizada cineticamente sob varios
aspectos: pH otimo para catdlise, afinidade peio substrato, efeito de cations e de potenciais
inibidores.

Estes estudos foram necessdrios porque ndo existem relatos na literatura com
relaco as propriedades cinéticas desta enzima, que sfo fundamentais para se estudar os
efeitos de qualquer composto na atividade da mesma. Além disto, nos ensaios de
citotoxicidade mostrados a seguir, um dos pardmetros analisados foi a atividade da
fosfatase total presente nas células HIL60.

A fosfatase total presente nas células HL60 apresentou um pH 6timo para catélise
de 5,5. mostrando semelhanca com outras fosfatases de mamiferos, que usualmente
apresentam pH 6timo em torno de 5,0 (Granjeiro. 1994).

Como todas as fosfatases podem hidrolisar o p-nitrofenilfosfato (pNPP), um
substrato sintético, a atividade enzimatica quando o mesmo foi utilizado como substrato foi
considerada como sendo 100% (Tsuchiya ef al, 1997; Kawada er al, 1999). Quando foram
utilizados outros substratos foi possivel observar algumas diferencas. A fosfatase obtida das
células HL60 hidrolisou eficientemente a tirosina fosfato (80%), indicando portanto, que
esta enzima pode ser uma PTP (Cuncic e g/, 1999). Entretanto, este dado ndo € suficiente

para se afirmar que a mesma seja uma PTP, pois recentemente Vetter e colaboradores
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(2000) relataram que algumas fosfatases podem atuar sobre um aminoécido isolado, no
entanto sdo incapazes de atuar sobre um residuc de aminodcido em um peptideo. Além
disto, este grupo demonstrou que aminoacidos vizinhos ao residuo de Tyr poderdo
determinar a especificidade da enzima. Os outros aminodcidos fosforilados (serina e
treonina) também foram hidrolisados por esta enzima, porém em menor proporgio.

Dentre os cétions testados, apenas o cobre apresentou efeito inibitorio sobre a
enzima. A inibicio da fosfatase pelo cobre reforca a existéneia de grupamentos SH
essenciais para a catalise (Cuncic ef al, 1999; Tracey, 2000). Todas as PTP apresentam
residuos SH no sitio ativo e, por isso, agentes oxidantes e alquilantes destes grupos
(sulfidrilas) s@io inibidores irreversiveis desta familia de proteinas fosfatases (Zhang and
Dixon, 1993; Cuncic ef al, 1999).

Os cations divalentes Mg”* e Ca**

nio apresentaram efeito ativador sobre a
atividade fosfatasica. Diferente de outras proteinas fosfatases, as PTP nfio requerem ions
metalicos para a catalise (Fauman and Saper, 1996; Harrison er af, 1999). Sabe-se que a
dependéncia de cations divalentes ¢ uma caracteristica comum das proteinas serina/treonina
fosfatases, sendo PP2B e PP2C dependentes de Ca™ e Mg, respectivamente (Honkanen et
al, 1991; Ingebritsen and Cohen, 1983; Cohen, 1989; Cohen, 1997; Harrison ef al, 1999),
ao passo que, a PP2A nfioc necessita dos referidos ions para sua atividade. Portanto, a
insensibilidade a cations divalentes indica que a principal fosfatase das células HL.60 ndo se
trata de uma proteina serina/treonina fosfatase.

O estudo de inibi¢do € uma ferramenta util para se determinar o tipo predominante

de fosfatase presente em um extrato celular (Mackintosh and Mackintosh, 1994; Bernier

and Wang, 1996). O fluoreto inibiu somente 40% da atividade enzimatica (p=0.1202). O
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mesmo inibe totalmente a fosfatase acida de massa molecular relativa intermediaria,
enguanto as protemas tirosina fosfatases sdo pouco sensiveis. O tartarato ¢ um inibidor de
fosfatases acidas de alta massa molecular relativa (Granjeiro, 1994) e nfio apresentou efeito
inibidor sobre a fosfatase das células HL60. A fosfatase obtida das células HL60 foi
significantemente inibida pelo vanadato e pelo pCMB (p<.0001). A inibi¢do apresentada
pelo pCMB (80%), sugere que esta fosfatase ¢ dependente do grupamento SH para catalisar
a reacdo, pois este composto se liga ao referido grupamento, impedindo-o de participar da
catalise. Enzimas em que o grupamento SH participa da reagio sfo altamente sensiveis ao
pCMB, pois quando o mesmo ¢ adicionado ao meio de reacfio na ordem de puM, ocorre
inibicdo completa da atividade (Laidler er al, 1982; Tracey, 2000). A fosfatase destas
células foi completamente inibida pelo m-vanadato e pervanadato, o que reforga a
possibilidade desta fosfatase ser uma PTP, uma vez que estes inibidores s#io especificos
desta classe de fosfatases, em concentracdes da ordem de mM (Swarup ef o/, 1982; Enz and
Pombo Villar, 1997).

O 4cido okadaico ¢ um potente inibidor de PP2A, e também, quando usado em altas
concentractes, de PP1; inibindo apenas parcialmente a PP2B. Porém, a PP2C ndo € inibida
por este composto (Bialojan and Takai, 1988; Ishihara e al, 1989b; Harrison et al, 1999). A
auséncia de inibicdo da enzima pelo acido okaddico sugere que a principal fosfatase das
células HL60 n#o se trata de uma proteina serina/treonina fosfatase (PP1, PP2ZA e PP2B).
Mayer (1997) demonstrou que o acido okaddico aumenta a atividade de tirosina fosfatase
isolada de células. No caso especifico da fosfatase total isolada das células HL60, houve

uma ativacdo de 20% na presenca desta toxina.
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Os dados cinéticos da fosfatase total das células HL60 estio resumidos na Tabela 1,

os quais revelam que a fosfatase predominante no extrato celular corresponde a uma PTP.
Tabela 1
Estudos cinéticos da fosfatase das células HIL60.

Quando o pNPP foi utilizado como susbstrato e na auséncia de compostos a
atividade foi considerada como 100%. Os experimentos foram realizados em triplicata e
todos os dados apresentados foram expressos em média + desvio padrio. Os niveis de
significincia entre as amostras foram analisados segundo Andlise de Multivaridncia
(ANOVA), através do software SAS utilizando como base p<0.05 indicando significancia

(Teste de Dunnett’s).

Ensaios Compostos Concentracio  Atividade Relativa (%)
PNPP 5mM 100 (£ 6)
TyrP (tirosina fosfato) 5mM 80 (1)
Substratos FMN(flavina mononucleotideo) 5mM 35(x5)
ThrP (ireonina fosfato) 5mM 42 (£2)
SerP (serina fosfato) SmM 37 (+2)
CuSO, ImM 17(£2)
. NaCl ImM 95 (£ 1)
Cations KCi 1mM 100 (x 1)
MgCh ImM 110z D
Call ImM 105 (£3)
Acido okaddico 10nM 125 1)
PCMB 0,1mM 2002 1)
Inibidores Pi _ 10mM 98 (+ 1)
m-~-vanpadato de s6dio 10mM 2(x1D)
Pervanadato 0.1mM 8 (+2)
NaF _ 10mM 60 (+ 1)
Tartarato de sddio 10mM 83 (+2)
Fosfato 10mM 88 (; 2)
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4.2. Efeito da desidrocrotonina e da metilprednisolona na atividade da fosfatase

isolada das células HE60

Com a finalidade de correlacionar a participagfio da fragfio predominante isolada das
células HL60, uma PTP (altamente sensivel a agentes oxidantes), & toxicidade da
desidrocrotonina ¢ metilprednisolona, analisamos o efeito das mesmas na atividade
fosfatasica associada & membrana e citoplasmatica presente nestas céhulas.

Nas células HL6G tratadas com desidrocrotonina na concentracio de 20 uM
observou-se uma inibicdo de 35% (p<.0001) na atividade da fosfatase da fracfio
membranar. Analisando a fragdo citosdlica houve uma inibigdo de apenas 25% (p=0,130)
Isso demonstra que provavelmente a desidrocrotonina estd atuando em proteinas fosfatases
de membrana. A -DCTN, um agente alquilante, pode interagir covalentemente com os
grupamentos sulfidrilas da enzima, alterando a conformagfio da mesma e portanto, inibindo
a sua atividade, devido ao cardter hidrofobico deste composto. A ~DCTN nio foi utilizada
na mesma concentracdo dos estudos de diferenciacfio celular devido ao método utilizade
para dosar a enzima.

A metilprednisolona (100 pM) causou inibigdo da atividade da PTP de 30%
(p<.0001) € 15% (p=0,110) da fracio membranar e citoplasmadtica, respectivamente. Como
a modulacdo da atividade da CD45, uma PTP de membrana, apresenta importante papel na
diferenciacdo de vérias linhagens de células leucémicas (Buzzi ef al, 1992), podemos supor

que a metilprednisolona possa agir por esta via de sinalizago.
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Figura 2. Efeitc de diferemtes comcenmtracbes da Desidrocrotomina (A) e da
Metilprednisolona (B) na atividade fosfatdsica da fragio citoplasmditica e de
membrana das células HL6D. A concentraciic da desidrocrotonina foi variada de 0 — 20
uM e a metiprednisolona foi utilizada nas concentragbes de 0 a 1000 uM. A atividade da
enzima foi determinada como descrito em métodos 3.2.3a. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os pontos mostrados nos graficos representam as suas médias ¢ 0s

desvios padrdes.
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RELATIONSHIF BETWEEN THE PHOSPHATASE ACTIVITY AND
CYTOTOXIC EFFECT OF THE PROTEIN PHOSPHATASE INHIBITORS ON
HUMAN MYELOID LEUKEMIA CELL LINE

Ana Claudia Galvio Freire*; Patricia da Silva Melo*; Marcela Haun*; Hiroshi Aoyama*
and Carmen Verissima Ferreira*

*Departamento de Bioguimica, Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP), 13083-970 Campinas, S&o Paulo, Brasil.

ABSTRACT

The cytotoxicity of pervanadate and okadaic acid was evaluated on HL60 cells through the
following endpoints of cytotoxicity: phosphatase activity; protein quantification and MTT
reduction. Phosphatase activity was determined in HL60 cells afier treatment, and lysing
with 0,1M acetate buffer (pH 5.5) and using p-nitrophenyl phosphate. The reaction was
stopped after 30 minutes with 1M NaOH and the product measured at 405nm. The protein
content was decreased 25% when the cells were treated with okadaic acid (100nM) in
combination with pervanadate (200uM). In relation to the mitochondrial function and
phosphatase activity, the cells presented about 20% of viability in the presence of okadaic
acid 100nM and pervanadate 200pM, respectively. These results indicate that the cytotoxic
effect presented by pervanadate on the HL60 cells could be due to the action of this
compound on the phosphatase. In relation to okadaic acid, among the parameters analyzed,
only the mitochondrial function was affected.

Key words: pervanadate, okadaic acid, cytotoxicity, HL60, protein phosphatase.
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INTRODUCTION

A variety of cellular functions
including gene  transcription,  cell
differentiation, contractility, neuroe-
transmission, and memory regulation
involve phosphorylation of proteins
which is dependent upon the relative
activity of protein  kinases and
phosphatases (Harrison er al, 1999).
Given the importance of protein
phosphorylation in the context of cell
function, abnormal protein phosphatase
activity has been implicated in diseases
such as cancer, diabetes and inflammation
(Cantley ef al, 1991; Taylor ef al, 1992;
Parnetti et al, 1997).

Protein phosphatases are classified
according to their substrate specificity,
dependence upon metal ions for activity,
and sensitivity to inhibitory or activator
agents of which there are two families of
protein phosphatases: serine/threonine
phosphatases (PP1, PP2A, PP2B, PP2C,
PP4, PP5 and PP6) and tyrosine
phosphatases. Protein tyrosine
phosphatases are a structurally diverse
family, comprised of receptors with the
ability to transmit signals directly across
the membrane and cytoplasmic enzymes
which act as positively as negatively in
the control of cell function. Protein
tyrosine phosphatases can be divided into
4 groups: tyrosine specific phosphatases,
like-receptor, dual (cdc25) and low
molecular weight phosphatases (Jia,
1997; Harrison ef al, 1999). The marine
toxin (okadaic acid) is a polyether fatty
acid that has been reported to cause tumor
promotion and reversibly inhibit serine-
threonine phosphatase 1 and 2ZA (Mayer
et al, 1997). This toxin is the most potent
inhibitor of PP1 and PP2A and now

(W)

(W8]

regarded as a standard reagent for
biological studies of protein phosphatases
(Konoki er al, 2000). Pervanadate is a
typical inhibitor of protein tyrosine
phosphatase, presumably by its ability to
oxidize irreversibly the thiol groups
{(Tsiani and Fantus, 1997).

Human myeloid leukemia cell line
(HL60) has been used as too! for studying
of cytotoxic effect of different drugs,
differentiation and cell death (apoptosis).
Recently, some authors have reported that
protein phosphatases may also be
involved in this process (Uzunoghu er al,
1999).

Cytotoxicity can be defined as the
measure of the potencial toxicity caused
by a compound that disrupt the cell
homeostasis,  depending on  the
concentration and exposure time. The
deleterious effects (cellular damages)
usually compromise the cell viability
altering morphological and/or metabolic
integrity (Groth ef al, 1995).

The aim of the present work was
to investigate the cytotoxicity of
pervanadate and okadaic acid, two
inhibitors of protein phosphatases, on
HL60 cells. Thus, for evaluate the cell
viability treated with these compounds,
were used three parameters including
reduction of 3-(4,5-dimethylthiazole-2-
yh-2,5-diphenyl tetrazolium  bromide
(MTT) that assesses mitochondrial
function through the activity of succinate
dehydrogenase (Mosmann, 1983); the
protein content that provides an index of
the total cell number based on a
determination of the cellular
macromolecule content (Cingi et al,
1999) and  phosphatase  activity,
evaluating the cell metabolism in relation
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to dephosphorylation reaction (Aoyama et
al, 2000).

MATERIALS AND METHODS
MATERIALS
HL60 cells were generously

supplied by Dr. Rui Cwi/Valdemir Vieira
Colleone from the University of Sio
Paulo (Sdo Paulo, Brazil). The
phosphatases inhibitors (vanadate and
okadaic acid) were purchased from Sigma
Chemical Company.

METHODS

Preparation of pervanadate
solution: Pervanadate was prepared by
mixing equal volumes of 1 mM hydrogen
peroxide and 1 mM sodium metavanadate
and incubating the solution at room
temperature for 20 min (Huyer er al,
1997). At the end of the period, the
solution was diluted in RPMI medium to
the required concentration and used
within 30 min.

Cell Culture: HL60 cells were
routinely grown in suspension in RPMI
medium containing glutamine 0,200g/L,
antibiotics (100 IU penicillin/mL, 100 ug
streptomycin/mL) and supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum, in a
5% CO, humidified atmosphere at 37°C.
For the MTT, protein quantification and
phosphatase activity assays, 24-well
tissue culture plates were inoculated with
3 x 10° cells/mL and incubated at 37°C
(Uzunoglu ef al, 1999). After 72h the
cells were treated with pervanadate and
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okadaic acid, in concentrations up to
200puM and 100 nM, respectively.

MTT assay: The medium
containing pervanadate and okadaic acid
was removed and 1 mL of MTT solution
(0.5 mg MTT/mL of culture medium)
was added to each well. After incubation
for 4 h at 37°C. the medium was removed
and the formazan solubilized in 1 mL of
ethanol. The plate was shaken for 5 min
on a plate shaker and the absorbance then
measured at 570 nm (Mosmann, 1983).

Protein phosphatase assay: The
enzyme was obtained after lysis of the
cells with acetate buffer pH 5.5, 0.1 mM.
The reaction mixture (final volume, 0.5
ml.) contained 100 mM acetate buffer at
the pH 5.5, 5 mM pNPP and cell extract
enzyme. After a 30 min incubation at
37°C, the reaction was stopped by adding
0.5 ml. of 1 M NaOH. The amount of
pNP  released was determined by
measuring the absorbance at 405 nm
(Aoyama er al, 2000).

Protein quantification: Protein
concentration was determinated according
to modified Lowry’s method (Hartree,
1972).

Statistical evaluation: All experiments
were performed in 24-well tissue culture
plates, in triplicate and the results shown
in graph represent the mean and standard
deviation. Statistical significance/variance
were determined by Dunnett’s test with
the Jevel of significance set at p < 0.05.
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RESULTS

In this work we described the relationship
between the phosphatase activity and
cytotoxic  effect of the protein
phosphatase inhibitors on the HL60 cells.
The phosphatase activity was strongly
inhibited when the cells were treated with
pervanadate, after 24h of treatment the
enzyme presented 20% of the residual
activity (Figure 1A), whereas in the
presence of okadaic acid this effect was
not observed. In relation to the
mitochondrial function the cells presented
about 20% of the viability in the presence
of okadaic acid 100nM (Figure 1B). As
shown in Figure 1C, the total protein
content decreased 30% when the cells
were treated with okadaic acid (100nM)
in combination with pervanadate

(200uM).
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Figure 1 - Cytotoxic effect of pervanadate and okadaic acid on the HL&0 cells. The
graphics show the effects of the pervanadate (Perv) and okadaic acid (OKA) on the protein
phosphatase activity (A), MTT reduction (B) and total protein content (C) on the HL60
cells. In the absence of compounds, all parameters were considered as 100%. All
experiments were performed at plate of 24 wells, and the points shown in graph represent
the mean =+ standard deviation of at least three experiments run in triplicate (p <0.03)
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DISCUSSION

Previous studies in our laboratory
phosphatase
obtained from HL60 cells, was strongly

showed that the major

inhibited by pervanadate (ICs; = 5 uM)

and this enzyme presented high affinity
by the substrate tyrosine phosphate (data
not shown). Analyzing the cytotoxicity of
the protein phosphatase mnhibitors, using

the phosphatase activity as parameter, it
was observed a significant decrease of the

enzyme activity in the presence of
pervanadate (Figure 1A). When the cells

were treated with this compound at

concentration of 10 uM the phosphatase
activity decreased about 60%. However,
protein phosphatase activity was not
affected when the HL60 cells were
treated with okadaic acid. These results
agree with kinetic data indicating that the
major phosphatase of HL60 cells is a
protein tyrosine phosphatase because of
its strong inhibition by pervanadate and
the toxic effect of this phosphatase
inhibitor could be related to inhibition of
protein tyrosine phosphatase (data not
shown).

HO ! -~ /O 1, \\\é \\
N ;. ©
OH \/ “MOH
Okadaic acid
i o - T o
° 0 | oM /| OH
il L :G\ [ﬁ wp\ 4 K
HOJ ’ P\ - e V\\ - ."; V 3 v
/ © MO/ o o/ Now, o NGO
OH OH HO |
OH, O,
Phosphate Vanadate Pervanadate

Figure 2 - Chemical structures of protein phosphatase inhibitors.



Publicacdes

Protein phosphorylation—
dephosphorylation is probably the most
crucial chemical reaction taking place in
living organisms and is the basis for the
control of diverse biological events, such
as  metabolism  regulation,  gene
expression, cell division and
differentiation (Jia, 1997). Reversible
protein phosphorylation is catalyzed by
the opposing and dynamic action of
protein kinases and phosphatases. Given
the importance of protein phosphorylation
in the context of cell function, abnormal
protein phosphatase activity has been
implicated in several diseases, as cancer
(Harrison ef al, 1999). The role of
tyrosine phosphorylation in  mitogenic
signaling is well documented, and one
would predict that vanadate and
pervanadate may act as a growth
stimulator. Several studies ofien show
enhanced tyrosine phosphorylation of
various endogenous celular proteins
and/or activation of signaling molecules
such as phosphatidylinositol-3-kinase and
mitogen-activated protein kinase. At the
same time, however, a number of reports
indicate that vanadate may inhibit cell
proliferation (inhibiting for example,
cdc25), and vanadium compounds have
been proposed as potential
chemotherapeutic agents to inhibit tumor
cell growth (Kawakami e al, 1996;
Bernier and Wang, 1996; Zolnierowicz,
2000).

Mitochondrial  function  was
significantly affected by okadaic acid,
which inhibited 80% the MTT reduction
at concentration of 100nM (Figure 1B).
Some authors reported that this toxin
causes the desestabilization of this
organelle membrane by lipoperoxidation
altering the energy production (Cortizo ef
al, 2000; Leira ef al, 2001). Then, the
cytotoxic effect of this toxin on the HL60

cells could be due to its action on the
mitochondrial membrane potential.

In relation to the action of
pervanadate on the MTT reduction
analysing the Figure 1B, no significant
effect was observed. However, when we
compare this result with the cell number,
there was a strong stimulation of the
MTT reduction, because in the
concentration of 100uM the cell number
decreased about 30% in relation to non-
treated cells. Mosmann (1983)
demonstrated that MTT reduction is
directly proportional to cell number (non
treated). however in cytotoxic assays
sometimes its not observed. This because
a drug can have different cell’s targets.
However, in the presence of the drug the
redox state of mitochondria can increase
the succinate dehydrogenase expression
causing artefact in the analyse
(mitochondrial function ) (Penta et al,
2001).

According to these results we can
suggest that the cytotoxicity of
pervanadate and okadaic acid could be
due to the effect on the cell signal
pathways in which protein tyrosine
phosphatases are involved (Kawakami et
al, 1996).
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CYTOTOXIC EFFECT OF THE DITERPENE LACTONE DEHYDROCROTONIN
FROM CROTON CAJUCARA ON HUMAN PROMYELOCYTIC LEUKEMIA
CELLS
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ABSTRACT

Diterpenes present potent antineoplasic properties against human and murine carcinoma
cell lines. Trans-dehydrocrotonin from Croton cajucara, a Brazilian medicinal plant, is a
nor-diterpene with antiulcerogenic activity. In this work, we examined the effect of trans-
dehydrocrotonin (¢-DCTN) on the vitality of HL60 cells by assessing the MTT reduction,
protein content and phosphatase activity of these cells. Protein quantification indicated that
-DCTN reduced the number of cells with an ICsp of 500 uM; mitochondrial function (MTT
reduction), was also mhibited (ICs; = 300 uM), when the cells were treated for 24h. In
contrast, when the cells were treated with this lactone in the initial plating and cultured for
9¢ h the +-DCTN was more toxic for all parameters analyzed: MTT and phosphatase
activity (ICso = 180 uM) and protein content (ICsyp = 150 uM). The flavonoid utilized as
positive control was the myricetin. and the following 1Csy values were obtained after 24h of
treatment: 300 and 192 uM for protein content and MTT reduction, respectively. According
to chemical characteristics of both compounds, the cytotoxic effect of +-DCTN could be

explained through two mechanisms: adduct formation with DNA and proteins and/or
oxidative stress induction.
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Croton cajucara is a plant found in the
Amazonian region, where it is used by
local populations as a medicinal plant. A
19-nor-clerodane diterpene, trans-
dehydrocrotonin, is an  important
bioactive compound isolated from the
bark of Croton cajucara Benth
(Euphorbiaceae), commonly known as
sacaca (1). Previous studies have shown
that this lactone (--DCTN) - (Figure 1)
has a similar diterpenolactone structure to
that found in other Crofon species, and
that it has antiulcerogenic {(2) and
antineoplasic properties against Ehrlich
tumnour {1). Cytotoxic drug therapy
remains the principal method for treating
myeloid leukemia. One limitation with
this therapy 1s its serious toxicity,
including myelosuppression and
immunodeficiency.  Cytotoxic  drug
therapy should ideally achieve a balance
between its efficacy and toxicity to
leukemic and normal myelocytes (3).
Phosphatases are hydrolases that catalyze
the hydrolysis of monoester phosphates
and are divided into three groups: acid
phosphatase, alkaline phosphatase and
protein phosphatase. Protein
phosphorylation can be reversed by
protein phosphatases, which are divided
into serine/threonine phosphatases and
tyrosine phosphatases, based on their
substrate specificity (4). The aim of this
work was to examine the cytotoxicity of
t~-DCTN in vitro by assessing its effect on
MTT reduction [(3-(4,5-dimethylthiazole-
2-yD)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide],
protein content and protein tyrosine
phosphatase activity. Previous studies in
our laboratory showed that the major
protein phosphatase from HL60 cell is a
protein tyrosine phosphatase.

+-DCTN  (Figure 1) was wused at
concentrations up to 500 uM prepared in

0.8% of DMSQO. In this concentration
DMSQO did not affect the HL60 vitality.

G

Figure 1 - Chemical structure of trams-
dehydrocrotomn

As shown in Figure 2A, the 1Csq values for
the effect on protein content and MTT
reduction were 500 pM and 300 pM,
respectively. The decrease in protein
content shown in Figure 2A and B induces
cell death, probably through apoptosis.
Mitochondrial function was also affected
by +DCTN, perhaps through an action on
succinate dehydrogenase and/or a decrease
in the cells number. In contrast to the other
parameters, it was not possible to calculate
an 1Csp value for phosphatase activity.

The influence of the length of exposure to
-DCTN on the above parameters was also
examined. -DCTN was more toxic when
the cells were treated with the lactone
during plating and for the next 96 h. Under
in this condition were obtained the
followmg ICsq wvalues: MTT and
phosphatase activity (180 uM) and protein
content (150 uM) as shown in figure 2B
and for myricetin 1Csp values were 300 and
192 uM for protein comtent and MTT
reduction, respectively (Figure 3).
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represent the mean * SD of at least three
experiments run in quadruplicate (p<0.05).
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Figure 3 - Effect of myricetin on cell vitality.
The curves show the effects of myricetin on
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tyrosine phosphatase activity in HL60 cells.
The inhibition was expressed relative to
normal cell vitality (100%) and the points
represent the mean = SD of at least three
experiments run in quadruplicate. The figure
shows the cell vitality following treatment
with myricetin for 24 h.

Sesquiterpene lactones have functional
groups that are responsible for their
biological effects. The structure of f-
DCTN contains three highly reactive
functional groups: O=C-C=C (ring A), a
lactone (ring C) and ciclopentenone (ring
D). Since the structure of ~-DCTN is not
planar, the most available group is O=C-
C=C, which can function as a Michael
acceptor to interact with the SH groups of
proteins, GSH and nitrogen bases, mainly
guanine, through nucleophilic attack (3,6).
Other diterpenes isolated from C. incanus
and Laetia corymbulosa also presented
cytotoxic effect on several tumour cell
lines, and the authors suggested that their
effect was due to interaction with
macromolecules (7), (8). Furthermore,
recently, some authors showed that several
sesquiterpene lactones may generate a
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reactive intermediate capable of damaging
cellular constituents (8). The oxidative
stress provoked by reaction of these
compounds with molecular oxygen results
in formation of hydrogen peroxide,
altering the intracellular redox equilibrium.
These data suggest that oxygen reactive
species generated also play an important
role in +-DCTN citotoxicity.

In conclusion, analysing these results
together, it is possible that the cytotoxic
effect of #~DCTN could be due to
formation of adducts with macromolecules
and/or induction of oxidative stress.

MATERIALS AND METHODS

HL60 cells were kindly supplied by Dr.
Rui Curi/Valdemir Vieira Colleone of the
University of SZoc Paulo (SZo Paulo,
Brazil). The extraction of the powdered
bark of Croton cajucara was carried out
with hexane by a standard method and #-
DCTN was characterized by
spectroscopic methods as IR, UV, MS
and "H-and C-NMR and [a]p + 10.6°
(CHCL;, ¢ 0.6) as recently described (1),
(9). The purity was over 99% assessed by
NMR (10), (11). Myricetin was obtained
from Sigma Co. All other chemicals were
of the highest purity available.

HL60 cells were routinely grown in
suspension in RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) medmm contaming
glutamine (0.200 g/L) and antibiotics
(100 IU penicillin/ml, 100 ug
streptomycin/mL) and supplemented with
10% heat-inactivated fetal calf serum, in a
5% CO- humidified atmosphere at 37°C.
The cells were treated with ~-DCTN in
different time 96 h and 24 h. HL60 cells
were inoculated with 3 x 10° cells/mL
(24-well tissue culture plates) and
incubated with this drug for 96 h. When

the cells were treated only for 24 h, #
DCTN was addictioned after 72 h of the
cells plating, in this case the cell density
was 9 x 10° cells/ml. In both conditions,
after 96 h the cytotoxicity assays (MIT
reduction, protein quantification and
phosphatase activity) were performed.
The lactone was used in the concentration
range of 50-500 uM. In all concentrations
utilized the ~DCTN was prepared in
0.8% DMSO.

MTT assay: The medium containing #-
DCTN was removed and 1 mL of MTT
solution (0.5 mg MTT/mL of culture
medium) was added to each well. After
incubation for 4 h at 37°C, the medium
was removed and the formazan
solubilized in 1mL of ethanol. The plate
was shaken for 5 min on a plate shaker
and the absorbance then measured at 570
nm (12}, {13).

Protein phosphatase assay: The enzyme
was obtained by lysing the cells with 1
mM acetate buffer, pH 5.5. The reaction
mixture (final volume, 1 ml) contained
100 mM acetate buffer, pH 5.5, 5 mM p-
nitrophenylphosphate and enzyme (cell
extract). After a 30 min. incubation at
37°C, the reaction was stopped by adding
1 mL of 1 M NaOH. The amount of p-
nitrophenol produced was measured at
405 nm (14).

Protein quantification: Protein
concentrations were determinated by a
modification of the Lowry’s method (15).

Statistical evaluation: All experiments
were performed in triplicate and the
results shown in graph represent the mean
and standard deviation.  Statistical
significance/variance were determined by
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Dunnett’s test with the level of
significance set at p< 0.05.
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ABSTRACT

Oxidative stress caused by some compounds can be involved in several cellular responses,
such as differentiation, apoptosis and necrosis. Therefore, in this work we evaluated the
relationship between celular redox status and a possible induction of differentiation and cell
death, when HL60 cells were treated with dehydrocrotonin (DCTN) and in combination to
phosphatases inhibitors (okadaic acid and pervanadate). For this purpose, we determined:
total GSH content, differentiation (NBT reduction) and apoptosis induction through DNA
fragmentation and phosphatidylserine translocation. Our results showed that DCTN slightly
induced NBT-reducing activity (20%), in the presence of pervanadate (PERV) or okadaic
acid (OKA) it was observed differentiation of these cells. According to the results obtained
we suggest that the differentiation pathway involves the modulation of protem
phosphatases. Flow cytometry analysis demonstrated that PERV presented no apoptosis
induction. Apoptosis was induced when the cells were treated with okadaic acid (34%) and
the addition of plus #-DCTN increased this effect (65%). Our data demonstrated the cell
death by OKA, support the reported mitotic blockade due to inhibition of protein
phospbatases (PP1 and PP2A) and this inhibition promotes the DCTN action on the
apoptosis induction. When the cells were treated only with DCTN necrosis was observed.
We can conclude that the DCTN effect depends on the PP1 and PP2A inhibiton. On the
other hand, the necrosis induced by DCTN could be due to oxidative stress, which was not
prevented by increase of the GSH content observed in presence of this compound.
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INTRODUCTION

Leukemic cell lines are useful
tools to study factors and processes
associated with their differentiation and
apoptosis pathways. Particularly, HIL60
cells have been widely used as cell
models for studying the molecular and
cellular  aspects of  hematopoietic
differentiation (Li er al, 1994). The
finding that the terminal differentiation of
neoplasic cells can be induced indicates
that the malignant state is not an
irreversible one and suggests that certain
cancers may eventually be treated with
agents that initiate terminal maturation,
presumably with less morbidity than that
produced by cytodestructive agents.

Previous studies have shown that
the trans-dehydrocrotonin (#-DCTN), an
important bioactive compound of Crotfon
cajucara, presents antiulcerogenic and
antitumour  activity against Ehrlich
tumour (Hiruma-Lima et al, 1999;
Grynberg et al, 1999; Maciel ef al, 2000).

It has been well established that
the reversible phosphorylation of proteins
is a major regulatory mechanism in these
processes. Accordingly, protein
phosphatases may also be involved in the
process of HL60 cell differentiation. The
recent discovery of protein phosphatases
inhibitors has proved invaluable in
elucidating the function of protein
phosphatases (Harrison et al, 1999).
(Okadaic acid (OKA), a marine toxin is a
potent and specific  inhibitor of
serine/threonine protein phosphatase PP1
and PP2 (Biajolan and Takai 1988)
identified as an apoptosis inducer in
several cell systems (Riordan er al, 1998).

Vanadate inhibits protein tyrosine
phosphatases, therefore resulting in
accumulation of phosphorylated protein
tyrosine residues in several cells (Gresser
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and Tracey, 1990) thus, showing potential
capacity in the regulation of different
physiological processes such as cell
growth and differentiation (Stern er al,
1993, Cortizo ef al, 2000).

Exposure to oxidative stress can
induce a wide series of responses ranging
from increased mitosis to growth arrest,
apoptosis, and finally to mnecrosis
(Cadenas and Davies, 2000).

Therefore, the aim of the present
study was investigate if redox changes are
involved in a possible induction of
differentiation and apoptosis, when HL60
cells were treated with dehydrocrotonin
combined with phosphatases inhibitors.
For this purpose, we determined: redox
state  (GSH  quantification), cell
differentiation (NBT reduction) and cell
death induction (DNA fragmentation and
phosphatidylserine translocation).

MATERIALS AND METHODS
MATERIALS
HL60 cells were generously

supplied by Dr. Rui Curi/Valdemir Vieira
Colleone from the University of S#o
Paulo (S#o Paulo, Brazil), The
phosphatases inhibitors (vanadate and
okadaic acid) were purchased from Sigma
Chemical Company.

METHODS
Preparation of pervanadate solution

Pervanadate was prepared by mixing
equal volumes of 1 mM hydrogen
peroxide and 1 mM sodium metavanadate
and incubating the solution at room
temperature for 20 min (Huyer et al,
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1997). At the end of this period, the
solation was diluted in RPMI medium to

the required concentration and used
within 30 min.

Cell Culture

HL60 cells were routinely grown in
suspension in RPMI medium containing
glutamine 0.200g/L, antibiotics (100 IU
penicillin/ml, 100 ug streptomycin/mL.)
and supplemented with 10% heat-
inactivated fetal calf serum, in a 5% CO»
humidified atmosphere at 37°C. For the
following assays cells were inoculated
with 3 x 10° cells/mL and incubated at
37°C (Uzunoglu er al, 1999). After 72h
the cells were treated with pervanadate
and okadaic acid.

Determination of GSH

The concentration of reduced glutathione
of HL60 cells was determined after
treatment of these cells for 24 hours. The
cells (3x10°cells/mL) were washed with
physiologic solution and lysed with
water. To the lysate (2mL) were added 3
mL of precipitant solution [1.67g glacial
metaphosphoric  acid, 0.2g tetracetic
ethilenediamine acid (EDTA) and 30g
NaCl in 100mL miliQ water]. After 5
minutes, this mixture was centrifuged and
0.4 mL of the supernatant obtained was
added to 1.6 mL of the reaction medium
{0.2M NaHPO, bufier, pHR.0; 0.5mM
DTNB dissolved in 1% sodium citrate),
after 5 minutes the absorbance of the
product (NTB) was measuared at 412 nm.
The GSH concentration was calculated
using the extinction coeficient £=13.6
mol*¢cm’ (Torsoni and Ogo, 1998).
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NBT reduction assay

After treatment of the HL60 cells with
DCIN (360 uM), OKA (106 nM) and
PERV (25 uM) for 24 h, the cells (1x10°
cells/ml.) were harvested by
centrifugation and suspended in 100uL of
NBT solution {4mg/ml). Afier the
addition of 100uL of TPA (2 pug/mL) the
cell suspension was imcubated at 37°C for
20 minutes, 200pL of IN HCI was added
at 4°C to terminate the reaction. After
centrifugation, 600ul. of DMSO was
added to the cell pellets to solubilize the

formazan deposits. The amount of
formazan was assaved
spectrophotometrically at 3560 nm

(Kohroki et al, 1998).
Assessment of Apoptosis

uantitative analvsis of DNA

fragmentation

The cell pellets (5 x 10°% were lysed in
0.5ml of lysis buffer containing 3mM
tris-HCl, 20mM EDTA and 0.5% triton
X100 and then centrifuged at 5000rpm
for 10 min. The pellet was ressuspended
in 250ul. of Ilysis buffer. To the
supernatants (S) 20uL de perchloric acid
6M were added. To the peliets (P) 500uL
of 10% trichloroacetic acid (TCA) were
added. The samples were centrifuged for
10 min at 5000 rpm and the pellets were
ressuspended in 250ul. of 5% TCA,
followed by incubation at 100°C for 15
min. Subsequently, to each sample,
500puL of solution [15mg/mL DPA in
glacial acetic acid, 15ul/mL of sulfuric
acid and 15pg/ml acetaldeyde were
added and incubated at 37°C for 18 hours
(Zhu et al, 1998).
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The proportion of fragmented DNA was
calculated from absorbance reading at
594nm using the formula:

% fragmented DNA = 100 X amount of
the fragmented DNA in the supernatant/
(amount of fragmented DNA i the
supernadant + amount DNA in the pellets
X 100.

Flow cvtometry {using FITC-labeled
Annexin V + PI)

HL60 cells cultured for 24 hows in
absence or presence of DCTN,
pervanadate and okadaic acid were
washed twice in ice-cold PBS. 1x10° cells
were then ressuspended once in 200ul
Binding Buffer (0,1M Hepes, pH 7.4, 14
M NaCl, 25mM CaCly) and annexin V-
FITC (5uL) and PI (Sul) were added.
Cells were then incubated for 15 minutes
at room temperature in the dark and
subsequently diluted with 400pL  of
Binding Buffer for flow cytometric
analysis.  Bivariate  analysis  was
performed on a FACS Calibur (Becton
Dickinson, Mountain View, USA)
equipped with a single laser emitting
excitation light at 488nm (Wyllie ef al,
1980; Fadok ef al, 1992a).

STATISTICAL EVALUATION: All
experiments were performed in triplicate
and the results shown in graph represent
the mean and standard deviation.
Statistical significance/variance were
determined by Dunnett’s or Tukey's test
with the level of significance set at P <
0.05.
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RESULTS

Differentiation Induction of the Human
Promyelocytic Leukemia Cell by
different compounds

HL60 cells were incubated with
methylprednisclone (100uM},
dehydrocrotonin  (180uM), pervanadate
(25uM) and okadaic acid (10nM) for 24
hours. Then, the maturation process of
these cells was monitored by NBT
reduction ability, which is a typical
matker for the differentiation of myeloid
leukermia cells (Breitman, 1990; Kohroki
et al, 1998).

As shown i Figure 1,
Methylprednisolone was considered as
positive control, presenting 76,8% of
differentiation. Dehydrocrotonin (DCTN)
slightly induced NBT-reducing activity
(20%). The addition of pervanadate and
okadaic acid, two phosphatase inhibitors,
to HL60 cells resulted in therr
differentiation. Pervanadate alone
induced NBT reduction of 44.5% and
okadaic acid caused increasing of NBT
reduction of 118,7%.
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Figure 1 — Evaluation of differentiation
induction of HL60 cells by DCTN and
protein phosphatase inhibitors.
Methylprednisolone (MD} was used as
positive control of differentiation and
percentages were calculated through of same.
Cells were cultured with various compounds
as mdicated, for 24 hours.Values are means
+/- SD. of three determinations {p < 0.05).

Assessment of apoptosis by
dehydrocrotonin  and  phosphatase
inhibitors

The DNA fragmentation was

evaluated according to Zhu er af, 1998.
HL60 cells DNA fragmentation was not
observed after treatment with all
compounds for 24h (data not shownj).
However, it has been shown that
morphologically evident apoptosis is not
always necessarily accompanied by DNA
fragmentation (Coben er al, 1992).
Double staining of cells with fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated
annexin V and propidium iodide (PI) i
association with flow cytometry has been

proven to be a simple, rapid and valuable
method for the quantification of apoptosis
(Vermes ef al, 1995). Annexin V binding
detects loss of membrane phospholipid
assymmetry due to exposure of
phosphatidyliserine on the outer leaflet of
the plasma membrane occurring in the
early phase of apoptosis, apparently
regardless of the initiating stimulus
{(Martin et af, 1995). Moreover, a strong
correlation of annexin V binding and
morphological changes has been reported
(Homburg er af, 1995). Concomitant
staining with PI adds further information
to this assay-system by identifying cells
with the loss of membrane integrity that
is characteristic for later phases of cell
death {Schindl er al, 1998). To
discriminate between apoptotic and
necrotic cells, the annexin V-FITC
binding assay was combined with PI vital
staining. Figure 2 shows that positive
stain for annexin V was observed with
okadaic acid (34%). Other authors have
demonstrated the okadaic acid-induced
apoptosis of HL60 (Riordan et al, 1998).

After treatment with okadaic acid
in combination with dehydrocrotonin
almost all of HL60 cells were positive for
annexin V (65, 28%).

Pervanadate, a protein tyrosine
phosphatase inhibitor, presented no
apoptosis induction.

It must be noted critically that
completely fragmented cells are not
included in flow cytometric analysis since
cell debris is excluded from analysis by
appropriate  FLS  threshold setting
(Schindl et af, 1998). This can explain the
fact of dehydrocrotonin although have
presented quantity elevated of cell debris,
not induced apoptosis o necrosis.
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Figure 2A, 2B apnd 2C — Flow cytometric analysis of HL60 celis treated with several
compounds. Flow cyiometry dot plots of the simutaneous binding of annexin V-FITC and
propidium iodide (P1) uptake by HL6G ceils maintained for 24k in DCTN (360 pM), OKA (100
nM), PERV (25 uM) and their combination. The lower left quadrant of each panel contains the
viable cells (armexin -/P1 -}, the lower right quadrant represents the early apoptotic cells (annexin
+/PI-) and the upper right quadrant shows the late apoptotic and necrotic cells (annexin +/PI +).
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Intracellular GSH measurements

Cellular GSH in HL60 has
previously been determined (Xu and
Thornalley, 2001). HL60 cells were

incubated for 24 hours in presence of
dehydrocrotonin  (360uM), m-vanadate
(25uM) and pervanadate (25uM), which
caused a progressive elevation of reduced
glutathione: 100% for dehydrocrotonin
200%

and mevanadate, and for

pervanadate (Figure 3).

Cortrol

: " 5 i fo
80 05 12 15 20 25 3@ rS 4D
[GSH! niweell rumber

Figure 3 - Determination of reduced
glutathione in HL60 cells. Celis were
culured with various compounds as
indicated, for 24 hours. Values are means +/-
SD. of three determinations (p < 0.05).

DISCUSSION

Most studies on the mechanism of
induced differentiation in leukemia cells
have used promyelocytic leukemia HL60
cellls, but the discrete molecular events
underlying early hematopoiesis are still

poorly understood. This is a useful
system for analysis of the mechanism of
granulocytic differentiation n
hematopoetic cells (Shimizu ef al, 1999},

Pervanadate, a protein tyrosine
phosphatase inhibitor, induced 44,5% of
differentiation. Such observation suggests
that the pathway of  induced
differentiation involves the modulation of
protein phosphatases. This because, in
myeloblastic leukemia MIL-1 cells which
are at an earlier stage than HL60 cells,
was detected remarkable decrease in cdc
2A gene expression during granulocytic
differentiation (Shimizu et af, 1999).

Our results showed that OKA
alone induced differentiation in HL60
cells as reported by others investigators
(Uzunoglu ef al, 1999).

Since most mducers of
differentiation in leukemia cells are
known to induce apoptosis (Kohroki ef al,
1998); we examined whether the cell
death caused by some compounds in
HL60 cells was due to apoptosis. Then,
analyzed cell death by DNA
fragmentation and translocation of
phosphathidylserine. During the normal
maturation process of myeloid, apoptosis
oceurs as a physiological event. It is well
known that matured granulocytes and
eritrocytes undergo spontaneous
apoptosis at the end of their lifespan
{Steller, 1995; Kohroki ef al, 1998).

In according to the results
achieved in Figures 1 and 2, we can
hypothesize that the poor induction of
differentiation caused by dehydrocrotonin
might be associated with the high
concentration used (180uM). This
because, in concentration of 360uM there
are can indicative of necrosis and dead
cells do not reduce NBT (Breitman,
1990). Perhaps, if we had used lower
concentrations of this compound. had
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been observed differentiation and
apoptosis, instead of necrosis.
Some  authors  demonstrated  that

sesquiterpene lactones induce apoptosis
in leukemic cells {(Dirsch er al, 2001). We
can suggest that necrosis occurred due to
oxidative stress, which was not prevented
by increase of the GSH content observed
in presence of  dehvdrocrotonin.
According to GSH quantification, is
possible that the cytotoxic effect of
sesquiterpene lactone could be due to
changing in the redox state in these cells
and as protein tyrosine phosphatases are
modulated by oxidant agents, this DCTN

action could be directly related to
inhibition of PTP (Figure 3).
Our data demonstrating the

increase cell death by okadaic acid, a
phosphatase inhibitor (PP1 and PP2A)
support the reported mitotic blockade due
to this inhibition (Vandre and Wills,
1992). Okadaic acid has inhibitory effect
on cde-2 and cyclin A, which may
contribute to its enhancing effects on
methylprednisolone resulting in
differentiation and cell death (Uzunoglu
et al, 1999).

Protein phosphatases are involved
in maintaining the expression of bel-2
family genes as part of the survival
machinery of the cells (Benito er al,
1997) and previous results demonstrating
the augmentation of cell death by okadaic
acid and caliculin-A may be explained by
this mechanism (Uzunoglu er a/, 1999).
HL60 cells treated with DCTN died by
necrosis, however, the combination of
OKA with DCTN increased cell death by
apoptosis. Therefore, we can suggest that
the apoptosis induction by
dehydrocrotonin depended on inhibition
of protein serine/threonine phosphatases.
Thus, this result provides information
about the importance of protein
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phosphatase activities modulation in
leukemia treatment.

Apoptosis is required for proper
tissue homeostasis. Defects in apoptosis
signaling pathways, thus, contribute to
carcinogenesis and chemoresistance. A
major goal in chemoterapy is, therefore,
to find cytotoxic agents that restore the
ability of tumour cells to undergo
apoptosis (Dirsch ef al, 2001).

It is important to elucidate what
kind of chemical mechanism of okadaic
acid and pervanadate interfere with such
cellular fanctions. This may reveal
common pathway for the triggering of the
induction of differentiation and/or
apoptosis in cancer cells by chemical
agents (Kohroki ef al, 1998).
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5. DISCUSSAO GERAL

5.1. CITOTOXICIDADE DE COMPOSTOS EM CULTURA DE CELULAS HL60

Como jé& foi dito anteriormente, a citotoxicidade de uma determinada substincia
pode ser avaliada através de vérios pardmetros, os quais analisam a integridade da
membrana, taxa de proliferagdo celular, metabolismo e funcionamento de organelas.

Neste trabalho analisamos a citotoxicidade da desidrocrotonina e inibidores de
proteinas fosfatases sobre a cultura das células HL60, que por ser uma cultura em
suspensd@io, os parAmetros utilizados foram: reduc@o do MTT, dosagem de proteinas e
atividade fosfatasica. Na tabela 2 estfio resumidos os valores de ICsg encontrados para cada

um destes pardmetros.

Tabela 2
Efeito de compostos na viabilidade das células HL60
As células HL60 foram tratadas com desidrocrotonina (50-500 uM), pervanadato (25-250
uM) e acido okadaico (10-100 nM) por 24h.

ICs
Compostos
MTT Fosfatase Proteina
DCTN 300 uM NE* 500 uM
Pervanadato S50 uM 20 pM 170 uM
Acido Okadaico 38 nM NE NE

NE* = nfio encontrado
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Os valores de ICsy encontrados para as células HL60 quando tratadas com a
desidrocrotonina foram 500 e 300 pM para a quantificagio de proteina e reducio do MTT,
respectivamente. Tais resultados indicam diminui¢io do nimero de células, bem como da
fungdo mitocondrial. Este efeito citotoxico foi tempo-dependente uma vez que o tratamento
por 96h resultou na diminuigfo dos valores de ICsp. Esta inibicfio do crescimento celular
por sesquiterpenos tem sido demonstrada para diversas linhagens tumorais (Lawrence ef al,
2001).

O mecanismo de aclo das sesquiterpenc lactonas tem sido atribuido a grupos
especificos destas moléculas que podem atuar como agentes alquilantes e/ou oxidantes,
alterando a funcic de macromoléculas e consequentemente, ¢ metabolismo celular
(Kupchan et al, 1971; LyB er al, 1998).

A metilprednisolona, um importante membro da familia dos horménios esterdides,
¢ bem conhecida pélos varios efeitos nas células hematopoéticas e no microambiente da
medula éssea (Hicsonmez er al, 1996). Este composto induz a diferenciagdo das células
HL60 numa concentracio de 10 uM (Uzunoglu et @/,1999 ). No entanto, como esta droga
iria ser utilizada como controle positivo no estudo da capacidade de induzir diferenciacgo,
tivemos como objetivo analisar a citotoxicidade deste glicocorticdide nfio esteroidal sobre
as células HL6O.

Embora clinicamente bem conhecida, os efeitos in vifrro da metilprednisolona em
diferentes linhagens de leucemia mieldide e os mecanismos para entender os seus efeitos
ainda nfio estdo esclarecidos. Este anti-inflamatério nio esteroidal nfo apresentou efeito
citotéxico sobre estas células (dados nfo mostrados), corroborando os dados previamente

encontrados na literatura (Uzunoglu er a/,1999).
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Inibidores de proteinas fosfatases (pervanadato e 4cido okadaico) foram utilizados
neste estudo com o objetivo de correlacionar a atividade destas fosfatases com o possivel
efeito citotoxico dos mesmos, j4 que estas enzimas estdo envolvidas na regulacdo de
diversos processos celulares, incluindo controle da divisdo.

O pervanadato apresentou efeito citotéxico sobre as célilas HL60 quando
analisamos a atividade fosfatasica total como parametro da viabilidade celular.

Alguns autores demonstraram que o vanadato potencializou a fosforilagio da
tirosina dependente de HoO, em vérios tipos celulares; tal potencializacio pode ser
explicada pela combinagio dos efeitos inibitorios provecados por ambos oxidantes. De
fato, a recente identificagdio e caracterizagdo do complexo pervanadato gerado depois da
mistura do vanadatoc com H0O,, foi acompanhado por estudos demonstrando suas
propriedades insulinomiméticas e foram os inibidores mais potentes de PTPs ja
identificados (Monteiro and Stern, 1996). Isto porque sabe-se que as proteinas tirosina
fosfatases sdo altamente sensiveis a agentes oxidantes, por apresentarem uma sequéncia
assinatura da qual faz parte um residuo de cisteina, que € essencial para a catalise (Huyer et
al, 1997, Allen and Tresine, 2000). Estes resultados confirmam os dados cinéticos
mostrados anteriormente, indicando que a fosfatase predominante das células HL60 ¢ uma
proteina tirosina fosfatase devido a forte inibigdo pelo pervamadato. Portanto, o efeito
citotoxico deste inibidor poderia estar relacionado com a inibicfio desta enzima.

A atividade da fosfatase total ndo foi afetada quando as células HL60 foram tratadas
com &cido okadaico até a concentracio de 100 nM. Em relagfio & fun¢do mitocondrial, as
células apresentaram apenas 20% de viabilidade na presenca do acido okaddico 100 nM. O

efeito citotoxico desta toxina nas células HL60 poderia ser devido a sua acSio na
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mitocdndria uma vez que fol demonstrado que este forbol éster pode alterar o potencial da
membrana mitocondrial (Leira es af, 2001; Cortizo er al, 2000). O acido okadaico ndo
apresentou efeito significativo sobre o mirmero de células. No entanto, quando se compara a
funcfio mitocondrial e o contefido de proteina das células tratadas com pervanadato, houve
uma estimulag@o da redugio do MTT porque na concentracio de 100 uM de pervanadato o
ntimero de células diminuiu aproximadamente 30% em relagdio as células nfo tratadas,
nesta mesma concentracio a reducio do MTT foi de 100%.

De acordo com Mosmann, a reduco do MTT ¢ diretamente proporcional ac nimero
de células, porém em ensaios de citotoxicidade nem sempre esta linearidade € observada,
pois existemn vérios fatores envolvidos. Podemos citar como exemplo, o local celular alvo
para o efeito da droga, o poder oxidante ou redutor da droga, polaridade e biotransformagéo

da droga.
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5.2. PAPEL. DO ESTRESSE OXIDATIVO NUMA POSSIVEL INDUCAQ DE
DIFERENCIACAQ E APOPTOSE DAS CELULAS HL60

Os radicais livres sdo produzidos em niveis fisiolégicos estando envolvidos em
processos normais tais como divisdo e diferenciagiio celular. Devide ao fato dos mesmos
poderem causar danos nos acidos nucléicos, proteinas ou fosfolipidios de membrana, varios
processos patoldgicos estdo relacionados com alteragdes do estado redox celular.

A resposta antioxidante celular define a consequéncia da agdc dos radicais livres,
pois dependendo da concentracido dos mesmos, pode haver sinalizagdo da diferenciacio e
morte celular por apoptose ou necrose.

Em relaglo ao conteudo de GSH total das células HL60 tratadas com DCTN e
pervanadato, observou-se um aumento significativo. Este resultado indica uma resposta
celular antioxidante, pois alguns autores tém reportado que estes compostos podem induzir
estresse oxidativo em diferentes tipos celulares. Os resultados obtidos na anélise do tipo de
morte celular por citometria de fluxo mostrou que o pervanadato nio induziu apoptose nem
necrose das células HL60 na concentragiio de 25 uM. Este resultado reforca os dados
previamente encontrados por LundJohansen e colaboradores (1996), que demonstraram que
em presenga deste inibidor de proteina tirosina fosfatase a apoptose de células
hematopoiéticas foi inibida. Além disto, nestas condicdes foi observado um aumento
significativo na concentragdo do GSH, o que também pode ter contribuido para a inibicdo
da morte celular.

Desta forma, podemos hipotetisar que as células tratadas com a DCTN nio
apresentaram uma resposta antioxidante eficaz, uma vez que foi observada morte por

necrose.
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0 acido okadaico induziu apoptose das células HL60, este resultado ja era esperado
uma vez que este composto altera o potencial da membrana mitocondrial por causar
mudanca na permeabilidade da mesma, o que é uma das condigdes para a indugfo da
apoptose. No entanto, a inducgfo da apoptose pelo OKA foi estimulada na presenca da
DCTN. Podemos sugerir que para a DCTN induzir apoptose € necessdrio que haja inibigéo
das protefnas serina/treonina fosfatases.

Os mecanismos de diferenciacdo de céluias mieldides sfo extremamente complexos
¢ envolvem varios eventos regulatdrios dependendo do indutor usado. Porém, as vias de
inducdo da diferenciac@o ndo estdo bem elucidadas, ndo havendo uma via comum para o
mecanismo de acgfio de vérios compostos, incluindo alguns agentes antineoplasicos
(Chénais er al, 2000).

Como mostrado na tabela 3, se compararmos a capacidade de indug¢do da
diferenciacdo das células HL6O pela DCTN, &acido okaddico e pervanadato com a

metilprednisolona, somente a DCTN nfio atuou como um efetive agente indutor.

65



Discussdo geral

Tabela 3
Efeito de compostos na induciio da diferenciagfio das células HL60
As células HL60O foram tratadas por 24 horas com as concentragbes indicadas de cada

composto € a capacidade de reduzir o NBT foi determinada. O experimento foi realizado

em triplicata.

Composto Reducio do NBT (% Positividade)
Metilprednisolona (100pM) 76,8 (+2)
Desidrocrotonina (180uM) 20,0 (+2)

Agcido okaddico (10nM) 1187 (1)
Pervanadato (25uM) 44,5 (+2)
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6. CONCLUSOES

A metodologia utilizada na padronizacio da cultura de células HL60 foi adequada,
uma vez que apés 72h de incubagdo, as células HL60 estavam viavels, ja que menos de 5%
das células incorporaram o corante azul de fripan (indicador da integridade da membrana).

Os estudos cinéticos revelaram que a fosfatase predominante no extrato obtido das
células HL60 se trata de uma PTP.

A viabilidade celular analisada pela redugfio do MTT, contelido total de proteina e
dosagem de fosfatase mosirou que a citotoxicidade do pervanadato pode ter sido devido
funcdo mitocondrial. Os ensaios de citotoxicidade revelam que a PTP das células HL60
pode servir come um pardmetro de viabilidade celular, podendo fornecer informagGes
importantes sobre o metabolismo celular no que diz respeito ao balanco entre atividade
quinasica e fosfatasica (fosforilagio/desfosforilagdo) que ¢ essencial para varios tipos de
respostas celulares como: divisdo, diferenciacdo. desenvolvimento celular e apoptose e
regulagio do metabolismo.

Dentre os compostos utilizados, somente o acido okaddico mostrou uma eficiente
capacidade de indug@io da apoptose das células HL60. Ja a DCTN, na concentragio de 360
uM, causou necrose.

No estudo de diferenciacio, o melhor indutor foi ¢ 4dcido okadéaico, porém, a DCTN
nfio apresentou efeito significativo.

Os niveis de GSH aumentaram em presenga dos compostos utilizados neste estudo.
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