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RESUMO

A leucemia linféide aguda de células T (LLA-T) é um tipo agressivo de cancer
hematoldgico que surge a partir da transformacdo maligna de progenitores de
células T. Apesar do progresso significativo no tratamento atual, os desafios
concentram-se na morbidade apds os regimes de quimioterapia convencionais e
na sobrevida pds-recaida. Além disso, os pacientes com LLA-T apresentam pior
prognéstico quando comparados aqueles com precursores de células B,
consequentemente, novas abordagens terapéuticas ainda se fazem necessarias
para aprimorar os resultados naquele subtipo. YM-155 é um derivado imidazdlico
originalmente classificado como supressor transcricional de survivina e tem
demonstrado potente efeito antiproliferativo sobre uma grande variedade de
tumores humanos, porém a atividade desse composto ainda € pouco explorada
em linhagens de células T. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar os
efeitos de YM-155 no crescimento e morte celular em linhagens de LLA-T infantil.
O presente estudo demonstrou que YM-155 exibiu atividade antiproliferativa e
potente efeito indutor de apoptose nessas células, na qual a linhagem JURKAT
mostrou ser mais sensivel ao tratamento em relacdo a CCRF-CEM, apresentando
o valor de Clso, respectivamente, 73,11 + 7,65 nM e 2,17 £ 0,08 pM. Além disso,
YM-155 diminuiu significativamente a capacidade de formacdo de colbnias e
induziu o bloqueio do ciclo celular da CCRF-CEM na fase S e, na linhagem
JURKAT, diminuiu substancialmente a populacdo em G2/M e aumentou a fracao
Sub-G1. No entanto, em ambas, ndo foi observada a inibicdo da expressao de
survivina apoés tratamento com YM-155, assim como a inibicdo da expressdo dos
genes VEGF e Bcl-xL, o que sugere que esse composto, em linhagens LLA-T
mutadas para TP53, esteja atuando de forma independe da inibicdo de survivina e
do fator de transcricdo SP-1. Conclui-se que YM-155 é eficaz na reducédo do
crescimento e aumento de morte celular, portanto representa um agente

antitumoral promissor em linhagens de leucemia linféide aguda de células T.

Palavras-chave: Leucemia linfide aguda de células T. Survivina. YM -155.
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ABSTRACT

T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) is an aggressive hematological cancer
that arises from the malignant transformation of T-cell progenitors. Despite the
significant progress in current treatment, challenges remain the lifelong morbidity
after present chemotherapy regimens and post-relapse survival. Additionally,
patients with T-ALL have poor prognosis compared to those with B-cell precursor,
consequently, novel therapeutic approaches are still needed to improve the
outcome in this cohort. YM-155 is an imidazolium derivative originally discovered as
supressant of survivin transcription and has potent antiproliferative effects on a
variety of human cancer, but, YM-155 effect in T-ALL cell line is underexplored.
Based on this information, the present study aimed to evaluate YM-155 effect on
cell lines derived from pediatric T-ALL. The drug exhibited antiproliferative activity
and induced apoptosis. JURKAT cells (ICso value: was 73.11 £+ 7.65 nM) was more
sensitive to treatment than CCRF-CEM (ICso value: 2.17 + 0.08 uM). Moreover, YM-
155 decreased clonogenic capacity and affected cell cycle dynamic. In CCRF-
CEM, the treatment induced S phase arrest and, in JURKAT cells, decreased G2/M
population and increased sub-G1 fraction. However, in both cell line, inhibition of
survivin expression was not observed after treatment with YM-155, as well as the
inhibition of VEGF and Bcl-xL genes expression, suggesting that this compound, in
p53-deficient T-ALL cell line, is acting independently of survivin and SP-1
transcription factor inhibition. This results reinforcing the likelihood of using YM-155
as a therapeutic approach to combat leukemia and increase knowledge about

mechanisms in vitro.

Keywords: T-cell acute lymphoblastic leukemia. Survivin. YM-155. Antiproliferative

activity. Apoptosis
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1 INTRODUCAO

A leucemia linféide aguda (LLA) se refere a um subtipo de neoplasia de
células hematopoiéticas caracterizado pela rapida proliferacao clonal e acumulo de
precursores linféides na medula 6ssea, provocando alteracdo da hematopoiese
normal. A LLA representa o cancer mais comum da infancia, correspondendo a
aproximadamente um quarto de todos os casos de cancer e 80% das leucemias da
infancia (PUI, 2010; LE JEUNE; THOMAS, 2016). Embora possa ocorrer em
gualquer idade, tem incidéncia maior em criancas com idade entre 2 e 5 anos
(BELMONTE et al., 2016).

As caracteristicas biolégicas da LLA, assim como seu prognostico
apresentam grande heterogeneidade em decorréncia do subtipo considerado
(BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; KEBRIAEI; LARSON, 2003). Com relagdo ao
imunofendtipo da LLA, as duas classes principais encontradas sédo de precursores B
(LLA-B) e T (LLA-T), sendo a LLA-T associada a maior resisténcia a terapia na fase
inicial de tratamento (inducéo) e recaidas extramedulares, e apesar dos avangos no
tratamento esse subtipo ainda possui pior progndéstico quando comparado a LLA
infantil de células B (LLA-B) (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015)

A poliquimioterapia representa o tratamento de escolha para a LLA e emprega
farmacos com diferentes mecanismos de acéo; e em alguns casos, o transplante de
medula 6ssea é também indicado. As propostas terapéuticas para LLA infantil tém
contribuido significativamente para a cura dos pacientes, pois cerca de 80% a 90%
deles apresentam remissao total da doenca (LE JEUNE; THOMAS, 2016). Contudo,
um percentual de 15 a 20% dos pacientes sofrem recaida da doenca, sendo que as
chances de uma segunda remissdo caem para 50 a 70%, e nesses pacientes em
recaida apenas 20 a 30% séao curados (HUNGER; MULLIGHAN, 2015).

Portanto, com o objetivo de se alcancar a remissdo completa dos pacientes
com LLA infantil, melhorar as respostas clinicas e a prevencdo de recaidas,
pesquisas tém buscado identificar novos compostos que sejam mais efetivos e
apresentem maior seletividade as células tumorais, aspecto relevante para amenizar
os efeitos indesejados da quimioterapia.

Nos ultimos anos, a atividade antitumoral do composto YM-155 (4,9-dihydro-
1-(2-methoxyethyl)2-methyl-4,9-dioxo-3-(2-pyrazinylmethyl)-1H-naphth[2,3-d]
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imidazolium, bromide) (Astellas Pharma Inc) tem sido investigada e alguns estudos
mostram que o referido composto tem promissora atividade antitumoral devido a sua
capacidade de inibir a atividade do promotor do gene que codifica a survivina
(CHENG et al., 2012; NAKAHARA et al., 2007; TAO et al., 2012; ZHANG et al.,
2016).

Survivina € membro da familia de proteinas inibidoras de apoptose que tem
papel fundamental na regulagdo da divisdo celular e inibicAo da apoptose via
bloqueio da ativacdo de caspases (CHEN et al., 2016). Essa proteina é considerada
um marcador tumoral, uma vez que, seus niveis de expresséo sao altos em diversos
tipos de tumor. Além disso, a expressdo de survivina esta correlacionada a
resisténcia terapéutica e pior progndstico (CHEN et al., 2016; PARK et al., 2011).

Estudos mostram que o composto YM-155 tem atividade antiproliferativa e
pré-apoptotica sobre diferentes linhagens tumorais, as quais incluem tumores
derivados de mama, pulméo, figado, rim, melanoma, glioblastoma, nervos periféricos
e leucemia mieldide aguda (DAI et al., 2012; GUO H. et al., 2015; GUO K. et al.,
2015; GHADIMI et al., 2012; PAVLIDOU, KROUPIS; DIMAS, 2014; SMITH et al.,
2015; YAMANAKA et al., 2011).

O efeito citotoxico de YM-155 sobre células de LLA tem sido evidenciado,
porém, a maior parte dos estudos investigam a atividade do referido composto em
linhagens do subtipo B (CHANG et al., 2015; TYNER et al., 2012). Assim sendo, &
relevante estudar o potencial do composto YM-155 em células de LLA-T, uma vez
gue esse tipo de leucemia apresenta um pior prognoéstico em relacdo a LLA-B.

Com isso, o presente trabalho pretende contribuir para o melhor entendimento
da acdo de YM-155 em células derivadas de LLA-T, com o objetivo de explorar
novas abordagens terapéuticas para o tratamento de leucemias infantis do subtipo
T.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Serdo apresentadas as caracteristicas mais comuns observadas nas
leucemias, principalmente no tipo leucemia linféide aguda do subtipo T no qual o
presente trabalho concentrou-se. Assim como, a identificagdo do composto YM-155

e de suas principais vias moleculares.

2.1 LEUCEMIA LINFOIDE AGUDA

As leucemias sdo neoplasias de células hematopoiéticas que se originam de
células transformadas na medula 0ssea. Esse tipo de cancer é caracterizado por sua
heterogeneidade fenotipica e genética, além da etiologia indefinida, uma vez que,
esta relacionado a interacdo de fatores genéticos, imunoldgicos, epigenéticos e
ambientais (HERNANDEZ; MENENDEZ, 2016; IRONS; STILMANN, 1996).

As células transformadas, em geral, compartilham algumas caracteristicas, as
guais incluem: autossuficiéncia em sinais proliferativos, insensibilidade aos sinais
anti-proliferativos, evasédo a apoptose, potencial replicativo ilimitado, capacidade de
induzir a formacdo de vasos sanguineos (angiogénese), invasao tecidual e
disseminacdao sistémica (metastase) (HANAHAN; WEINBERG, 2000).

A leucemia linfoide aguda (LLA) € caracterizada pela rapida proliferacao
clonal e acumulo de precursores linféides, bloqueados no estagio inicial de
diferenciacdo, na medula 6ssea provocando alteracdo da hematopoiese normal.
Essas células podem ainda adquirir a capacidade de se infiltrarem em 6rgdos como
baco, figado, ganglios linfaticos e érgéos do sistema nervoso central (FIGURA 1) (LE
JEUNE; THOMAS, 2016; PUI; JEHA, 2007).
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Figura 1 — Populacdo heterogénea de blastos em aspirado
de medula 6ssea de paciente com LLA.
Fonte: Disponivel em <http://imagebank.hematology.org>

A LLA representa o cancer mais comum da infancia, correspondendo a
aproximadamente um quarto de todos os casos de cancer e 80% das leucemias da
infancia (PUI, 2010; LE JEUNE; THOMAS, 2016). Embora possa ocorrer em
gualquer idade, tem incidéncia maior em criancas com idade entre 2 e 5 anos (PUI,
EVANS, 2006; BELMONTE et al., 2016). Além disso, as caracteristicas bioldgicas da
LLA, assim como seu prognostico apresentam grande heterogeneidade em
decorréncia do subtipo considerado (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; KEBRIAEI;
LARSON, 2003).

2.1.1 Subtipos da LLA

A LLA pode ser classificada em diferentes subtipos, principalmente, de acordo

com o imunofenaotipo e as alteracdes genéticas apresentadas pelas células.


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=imgres&cd=&ved=&url=http%3A%2F%2Fimagebank.hematology.org%2Fimage%2F1844%2Fprecusor-bcell-acute-lymphoblastic-leukemia--6%3Ftype%3Dupload&psig=AFQjCNEG53lnQPtddBxI6xLCs4zHMHEk7A&ust=1465669082322035
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2.1.1.1 Imunofendtipo

Com relagdo ao imunofenétipo da LLA, as duas classes principais
encontradas sado precursores B (LLA-B) e T (LLA-T). A LLA-B é caracterizada pela
expressdo de uma variedade de antigenos de célula B especificos que geralmente
incluem PAX-5, CD19, CD20, CD22, CD24 e CD79a (ONCIU, 2009).

Dependendo do padrao de expressédo de imunoglobulinas (Ig), a LLA-B pode
ser classificada em pr6-B (auséncia de expressao lg), pré-B comum (expressao
citoplasmaticas de cadeias M com expressao ausente ou restrita da cadeia leve de
lg) e pré-B transicional (com expressao citoplasmética e na superficie de cadeia M,
porém expressdo ausente ou restrita da cadeia leve de Ig). Alguns casos raros
podem apresentar expressao IgM completa na superficie, associado com outras
caracteristicas de células B maduras, como auséncia CD34 e TDT (ONCIU, 2009).
Nos casos B, Pro-B representa 5%, 75% correspondem ao subtipo comum e 15% de
pré-B transicional, apenas 2-5% sao do tipo maduro (FARIAS; CASTRO, 2004,
MULLIGHAN, 2012).

A LLA-T é caracterizada pela expresséo de antigenos associados a linhagem
T (CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8) assim como CD1a, CD10, CD34, CD99, HLA-
DR e TDT (ONCIU, 2009). A LLA-T também pode ser subclassificada de acordo com
0s estagios de desenvolvimento do timécito normal, como mostrado na tabela
seguinte (TABELA 1) (ONCIU, 2009).

Tabela 1 — Subclassificagdo de LLA-T de acordo com estagios de diferenciaco.

Subtipo | CDla | CD2 | cCD3|sCD3|CD4 |CD5 |CD7 |CD8 |CD34

Pro-T - - + - - - + - +
Pre-T - + + - - + - - *
T
‘ + + + - + + + + -
cortical
T
- + + + + + + + -
medular

Fonte: Modificado de Onciu, 2009. (+), pode ou ndo estar presente.
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A LLA-T representa 15% dos casos de LLA infantil e esta associado com
comportamento biolégico e caracteristicas clinicas especificas, exibindo mais
resisténcia a terapia na primeira fase de tratamento, recaidas extramedulares e,
apesar dos avancos no tratamento, ainda possui um pior progndstico quando
comparado a LLA-B infantil. Portanto a LLA-T necessita de terapia intensificada em
relacdo aos outros subtipos (ARICO et al., 2002; BHOJWANI; YANG; PUI, 2015;
GOLDBERG et al., 2003).

2.1.1.2 Alteracdes genéticas

Aproximadamente 75% das criancas com LLA apresentam anormalidades
cromossomicas, sendo que alteragcbes numeéricas sao as mais frequentes (HUNGER,;
MULLIGHAN, 2015).

A hiperdiploidia, caracterizada pela presenca de 51-65 cromossomos, esta
presente em 20-30% dos casos de LLA infantil, sendo associada a progndsticos
favoraveis (MULLIGHAN, 2012; SUTCLIFFE et al., 2005). A hipodiploidia (44-45
cromossomos) é observada em 6% dos casos, Cujos pacientes apresentam
respostas inferiores aos regimes adaptados de quimioterapia e estdo associadas ao
prognostico desfavoravel (MULLIGHAN; 2015; VROOMAN; SILVERMAN, 2009).

Eventos de translocacdo cromossdémica também sdo comuns e resultam na
expressdo de proteinas quiméricas, as quais estdo envolvidas com o
desenvolvimento das LLAs, inclusive, podendo ser 0s primeiros eventos na
leucemogénese, ocorrendo ainda durante o desenvolvimento fetal (GREAVES,
2003; MOORMAN, 2016). A translocacéao t(12;21)(p13;922), denominada TEL/AML1
ou ETV6/RUNX1, é a mais comum da LLA-B sendo observada em 15-25% dos
casos e esta relacionada a pacientes de 1 a 10 anos e a um bom progndstico
(FORESTIER et al., 2007; MOORMAN, 2016; MULLIGHAN, 2012).

A presenca do cromossomo Filadélfia (BCR/ABL1), resultado da translocacdo
t(9:22)(q34:911), é reconhecido como um marcador de pior progndstico (ARICO et
al., 2000; MOORMAN, 2016), gerando uma proteina quimérica com atividade

tirosina quinase elevada. BCR/ABL1 ativa vias sinalizadoras que aumentam a
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proliferacdo e alteram o processo de diferenciacdo celular. Essa translocacdo esta
presente em cerca de 3-5% dos casos de LLA infantil (MULLIGHAN, 2012).

O gene MLL (mixed lineage leukemia), mapeado em 11923, tem papel
fundamental na renovacao hematopoiética de células-tronco e na leucemogénese
(KRIVTSOV; AMRSTRONG, 2007). Rearranjos nesse sao identificados em 5% dos
casos de LLA-B infantil, chegando a 10% na LLA-T, e correspondem a
aproximadamente 80% dos casos que sado diagnésticos antes do primeiro ano de
vida (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). Por sua vez, a translocacéo t(1;19)(q23;p13)
ocorre em 6% dos pacientes e envolve a fusdo TCF3-PBX1, o qual se liga a proteina
HOX, interferindo na diferenciagdo hematopoiética (MULLIGHAN, 2012).

A LLA-T apresenta alteracbes genéticas diversas e complexas, sendo que
multiplas alteracdes contribuem na patogénese dos subtipos da doenca. As
translocacdes cromossdmicas estdo presentes em cerca de 50% dos casos de LLA-
T. Muitas transloca¢cfes resultam na aproximacdo de oncogenes a promotores e
acentuadores de genes do receptor de célula T (TCR) (BHOJWANI; YANG; PUI,
2015; WENG et al., 2004), levando a hiperexpressdo desses oncogenes em
progenitores de células T, como TLX1-TCRd, enquanto outras resultam na fusao de
dois oncogenes que codificam fatores de transcricdo como, por exemplo, SIL-TAL1.
Estudos recentes do perfil de expressdo génica identificaram quatro subtipos
principais de LLA-T, baseados na ativacdo de vias oncogénicas, sendo elas as que
envolvem os genes TLX1, LYL1, TAL/LMO2 e TLX3 (BHOJWANI; YANG; PUI,
2015).

Sinalizagdo NOTCH1 € uma das principais vias envolvidas na proliferacdo e
sobrevivéncia das células T de leucemia. Mutacdes no gene NOTCH1 tém sido
encontradas em mais de 50% dos casos de LLA-T. Desregulacéo na sinalizacéo de
NOTCH1 pode induzir a expressdo de diversos oncogenes e inibir varios
supressores tumorais, fatores envolvidos na transformacédo maligna de precursores
imaturos de células T e manutencado da leucemia ja estabelecida. Dentre os alvos de
NOTCH1 estdo pré-TCRa, CD28, Deltex-1, heyl, hesl e c-Myc, moléculas
relacionadas a ativacdo de diferentes vias, as quais incluem a via PI3K—Akt/pkb
dependente de mTOR (mammalian target of rapamycin) (BELMONTE et al., 2016;
WENG et al., 2004).

Mutac¢des envolvendo o brago curto do cromossomo 9 tém sido descritas com
alta frequéncia em LLA-T. Cerca de 80% dos casos de LLA-T e 20% de LLA pré-B
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apresentam perda dos genes supressores p16/INK4A e p14/ARF como resultado de
delecbes no locus CDKN2A (banda cromossémica 9p21). Além disso, estdo
aumentados os fatores transcricionais oncogénicos c-Myc, nkx2-1, nkx2-2 e o0s
genes LMO1 e LMO2; HOXA; TAL1 e TAL2. Alteracbes na expressdo desses genes
regulatérios podem levar ao bloqueio do processo de diferenciacdo celular bem
como induzir aumento na taxa de proliferacdo em LLA-T (BELMONTE et al., 2016;
HARRISON; FORONI, 2002).

2.1.2 Tratamento da LLA

Embora muito ja tenha sido alcancado com os tratamentos da LLA infantil,
onde em alguns centros as taxas de cura atingem 80% a 90% dos pacientes, esse
tumor é o mais frequente da infancia e a LLA permanece uma das principais causas
de morte por cancer pediatrico (LE JEUNE; THOMAS, 2016). Entre os pacientes que
atingem a remissao clinica, apos a fase inicial do tratamento, 15 a 20% ainda sofrem
recaida da doenca, sendo que as chances de se chegar a uma segunda remissao
sdo de 50 a 70%, e desses pacientes apenas 20 a 30% sao curados (HUNGER,;
MULLIGHAN, 2015).

As abordagens terapéuticas mais recentes tém buscado ndo sé a cura como
a melhoria da qualidade de vida das criancas, diminuindo sequelas e a morbidade
(PUI; ROBINSON, 2008). O tratamento da LLA se da através de quimioterapia e, em
alguns casos, o transplante de medula 0ssea é indicado (MEHTA et al., 2014). A
poliguimioterapia é extremamente importante na eficacia do tratamento, uma vez
gue envolve farmacos com diferentes mecanismos de acdo. Dentre eles estdo os
agentes alquilantes, antimetabdlitos, antraciclicos e epipodofilotéxicos. A terapia
pode ser adaptada ao risco de recaida dos pacientes, que € avaliado no momento
do diagnostico e nas primeiras semanas do tratamento (PUI et al., 2008; PUI;
ROBISON; LOOK, 2008).

De acordo com o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia
Infantil (GBTLI-99), os critérios basicos para estratificacdo de grupo de risco dos
pacientes sdo idade, contagem leucocitaria ao diagndstico e resposta inicial ao

tratamento. Respostas variaveis ao tratamento podem ser observadas, até entre 0s
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casos do mesmo subtipo genético e, provavelmente estdo relacionadas ao fato de
gue diferentes mutacbes podem ocorrer ao longo do processo de transformacao
maligna. Outros fatores progndsticos como indice de DNA da célula leucémica,
anormalidades citogenéticas e imunofenétipo também tém sido utilizados na
estratificacdo dos pacientes nos grupos de risco (PUI; EVANS, 2013).

Os protocolos de poliquimioterapia podem ser adaptados as seguintes fases:
inducdo, consolidacdo da remissdo, intensificacdo, consolidacdo tardia e
manutencdo. Na indugdo sao geralmente utilizados os medicamentos:
dexametasona, vincristina, asparaginase e daunorrubicina. Intensificagéo:
metotrexato, 6-mercaptopurina, doxorrubicina, ciclofosfamida e asparaginase.
Consolidagdo tardia: dexametasona, vincristina, doxorrubicina, ciclofosfamida,
asparaginase e 6-tioguanina. Manutencdo: vincristina, metotrexato, 6-
mercaptopurina e dexametasona. A duragdo do tratamento varia de acordo com o
grupo de risco do paciente, sendo cerca de 2 a 3 anos (GBTLI, 2000).

A terapia abrange ainda a administracdo da quimioterapia intratecal. A
radiacdo de cranio, largamente utilizada como medida de profilaxia para o sistema
nervoso central tem sido suprida pela quimioterapia sistémica e intratecal, a fim de
minimizar possiveis complicagdes neuroldgicas e o surgimento de novas neoplasias
(PUl et al., 2008; PUI; ROBISON; LOOK, 2008).

Os resultados obtidos com o uso intensivo e combinado de diferentes
guimioterapicos tem sido satisfatérios, mas a toxicidade do tratamento ainda é um
fator preocupante em pacientes com cancer. A terapia pode também produzir
respostas adversas, com sérias complicacdes agudas, que se manifestam meses ou
anos depois de finalizado o tratamento (PDQ®, 2016).

Visto as alternativas agressivas de tratamento disponiveis e a importancia de
se identificar alternativas aos pacientes com recaidas, principalmente em pacientes

com LLA-T, se faz necessario a busca por novos alvos terapéuticos.
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2.2 YM-155

O composto Y-M155 (4,9-dihydro-1-(2-methoxyethyl)2-methyl-4,9-dioxo-3-(2-
pyrazinylmethyl)-1H-naphth[2,3-d]imidazolium, bromide) (Astellas Pharma Inc)
(FIGURA 2) foi originalmente identificado como inibidor da atividade do promotor do
gene da survivina, o qual codifica uma proteina envolvida com a inibicdo de
apoptose. Essa atividade foi demostrada por andlise utilizando-se o ensaio de
luciferase, onde o composto atuou especificamente em uma regidao de 269pb no
centro da regido promotora do gene da survivina (CHENG et al., 2012; NAKAHARA
et al., 2007; TAO et al., 2012; YAMANAKA et al., 2008).

N
-_—

: </

N
N
\\‘ _
| + Br
N
k/ O —
@]

Figura 2 — Estrutura quimica do composto YM-155.
Fonte: Modificado de Tolcher et al., 2008.

Nakahara et al. (2007) demonstraram, pela primeira vez, que o composto YM-
155 tem efeito antiproliferativo e inibe de forma especifica a expressdo de survivina
em diferentes linhagens derivadas de tumores (HelLa, carcinoma cervical; CHO,
carcinoma de ovario; A549, carcinoma de pulmao e linhagens de cancer de préstata
horménio refratario). Foi demonstrado ainda, em linhagens NSCLC (non small cell
lung cancer, tumor de pulméo), que a inibicdo de survivina pelo composto era
dependente da concentracdo e do tempo de tratamento (YAMANAKA et al., 2008).

As terapias antitumorais sdo limitadas, muitas vezes, por falhas nos
mecanismos que induzem apoptose, fazendo com que as células permanecam se

multiplicando de maneira desordenada e a doenca progrida (HANAHAN;
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WEINBERG, 2000). Uma vez que, a apoptose € a forma mais bem caracterizada de
morte celular programada, desempenhando papel vital no desenvolvimento e
preservacao da homeostasia (EROGLU; DERRY, 2016).

ApOs o0s trabalhos precursores, outros corroboraram o0s resultados
inicialmente obtidos evidenciando a eficiéncia de YM-155 em diminuir o crescimento
tumoral devido a sua potente atividade antiproliferativa e pro-apoptética sobre
diferentes linhagens tumorais, incluindo tumor de mama, pulméo, figado, rim,
melanoma, glioblastoma, tumor de nervos periféricos, hepatocarcinoma e leucemia
mieldide aguda (LMA) (CHENG et al., 2012; DAI et al., 2012; GHADIMI et al., 2012;
GUO H. et al., 2015; GUO K. et al., 2015; PAVLIDOU et al., 2014; SMITH et al.,
2015; SASAKI et al., 2015; YAMANAKA et al., 2011; ZHANG et al., 2015)

O YM-155 é capaz de induzir a apoptose pela ativacdo de suas vias
intrinsecas e extrinsecas, culminando na ativacdo de caspase-3 e clivagem de
polimerases Poli-ADP-ribose (PARP), familia de proteinas envolvidas em varios
processos celulares, principalmente, reparo de DNA e morte celular programada. Foi
relatada ainda, em células de cancer de mama, a acao dessa molécula na regressao
tumoral, com insignificante toxicidade sistémica, e reducéo do indice de metastase in
vivo (PAVLIDOU; KROUPIS; DIMAS, 2014).

Embora YM-155 tenha sido caracterizado, originalmente, como inibidor da
regido promotora da survivina, estudos recentes indicam que esse composto pode
induzir danos ao DNA e morte por uma via molecular alternativa a descrita
inicialmente (SMITH et al., 2015). A sensibilidade ao composto mostrou também
estar relacionada a diferencas marcantes na expressado de fatores anti-apoptoticos
(XIAP, Bcl-2, Mcl-1), além de genes reguladores do ciclo celular (CDKN1A) e proé-
apoptéticos (caspase-9 e DIABLO), bem como a supressao do sinal desencadeado
pela ativacdo do EGFR (DE NECOCHEA-CAMPION, 2015; RAUCH et al., 2014).

Na LLA, YM-155 foi testado em linhagens do subtipo B onde se verificou sua
potente atividade pré-apoptotica e antiproliferativa do mesmo (CHANG et al., 2015;
TYNER et al., 2012). Em células T, seu efeito foi investigado na leucemia de células
T do adulto, relacionado a infeccéo pelo virus HTLV-1 e com uma biologia distinta a
LLA-T (SASAKI et al., 2015). Dessa forma, o YM-155 representa um promissor
agente para o tratamento de leucemias, entretanto, o seu potencial sobre a LLA-T foi

pouco explorado.
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2.2.1 Vias Moleculares de YM-155

O efeito antitumoral de YM-155 foi originalmente atribuido a sua acédo
inibitéria da atividade do promotor do gene da survivina, por meio de sua ligacao ao
fator de transcricdo SP1 e ao fator de ligagéo interleucina 3 (ILF3) do complexo
ILF3/p54™™.

2.2.1.1 Survivina e sua relagédo com o cancer

Como ja descrito previamente, o trabalho precursor de Nakahara et al. (2007),
prop6s inicialmente o composto YM-155 como inibidor seletivo da atividade do
promotor do gene da survivina.

Essa atividade foi demostrada por analises utilizando-se o ensaio de
luciferase. Nesse verificou-se que o vetor contendo uma regido central de 269pb do
promotor do gene da survivina foi inibido pelo tratamento com YM-155 de forma tao
efetiva quanto vetores contendo regibes maiores do promotor do gene, ou seja,
determinando-se exatamente a regido na qual YM-155 atua na inibi¢cao transcricional
da expresséo da survivina (CHENG et al., 2012; NAKAHARA et al., 2007).

Posteriormente, muitos outros trabalhos também encontraram reducdo da
expressdo da proteina survivina apos tratamento com YM-155, incluindo diversos
modelos tumorais, por exemplo, cancer de colon, préstata, pulmao, endometrial,
gastrico, renal e carcinoma hepatocelular (CHENG et al., 2012; CHUWA et al., 2016;
NAKAHARA et al., 2011; TAO et al., 2012; ZHANG et al., 2015; 2016).

A proteina survivina € uma pequena proteina de 16 kD membro da familia das
PlAs (Proteinas Inibidoras de Apoptose). Diversos estudos tém indicado a relacéo
da hiperexpressdo de genes das PIAs em células cancerosas e em amostras de
bidpsia de tumor primario (CHEN et al., 2016).

Mais especificamente, a survivina tem demonstrado expressdo aumentada
em varios tipos tumorais como esofagico (80%), pancreatico (76,9%), coloretal
(63,7%), oral (72%), gastrico (35%), endometrial (87,5%) e cancer de bexiga (57.8%)
(CHUWA et al.,, 2016; JAISWAL; GOEL; MITTAL, 2015). Adicionalmente, esse
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aumento ja foi relacionado com pior prognéstico, menores taxas de sobrevida,
aumento de recaidas (MOORE et al., 2014; SONG et al., 2013; YAHYA et al., 2012),
disseminacdo metastatica, invasividade tumoral e quimioresisténcia (ALTIERI, 2013;
CHURCH; TALBOT, 2012; PARK et al., 2011). Na LLA infantil, a survivina também
tem sido encontrada com expressdo aumentada (ESH et al., 2011; MORRISON et
al., 2012).

A regulacdo da expressao e funcao dessa proteina é complexa e pode ocorrer
em Vvarios niveis, incluindo transcricdo, splincings alternativos, sequestro intracelular
através de diferentes ligantes (KELLY et al.,, 2011), além das modificacbes pos-
traducionais, como fosforilagdo (FORTUGNO et al., 2008; GHOSH et al., 2003;
O'CONNOR et al., 2000) e a acetilagdo que favorece a degradacao da survivina pela
maquinaria proteossomica dependente de ubiquitinacdo (RAUCH et al., 2014).

As principais fun¢des da survivina estdo relacionadas a regulagéo da divisdo
essa também pode atuar na angiogénese tumoral, momento em que ela é
fortemente expressa nas células endoteliais (FIGURA 3) (BLANC-BRUDE et al.,
2003; HARFOUCHE et al., 2001; MESRI et al., 2002).
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Figura 3 — Fungbes da survivina que contribuem para o desenvolvimento de tumores e metastase.
CPC: Complexo passageiro cromossdmico; INCENP: Proteinas do interior do centrédmero;
HBXIP: Proteina de interagcdo com a proteina X do virus da hepatite B; XIAP: Proteina
inibidora de apoptose ligada ao X; Angl: Angiopoietina-1; VEGFR: Receptor do fator de
crescimento endotelial vascular; Tie2: Tirosina quinase 2.
Fonte: Modificado de Mckenzie; Grossman (2012).

A survivina esta dinamicamente localizada em diferentes regibes dos
cromossomos ao longo do ciclo celular, sendo que seu pico de expressao se da na
fase G2/M e rapidamente declina na fase G1. Essa proteina se acumula no interior
dos centrémeros na fase G2, onde se torna abundante durante a mitose (CHEN et
al., 2016).

Na mitose, a survivina pode estar associada ao centrossomo e microtubulos
do fuso mitético, onde interage diretamente com a tubulina polimerizada, o que
sugere a regulacdo dos mesmos e consequentemente dessa fase do ciclo celular
(DOHI et al., 2006; GROSSMAN et al., 2001; SHIN et al., 2001; WHEATLEY et al.,
2001). Essa proteina pode ainda se concentrar nos cinetdécoros dos cromossomos
metafasicos, associada aos reguladores de citocinese, tais como Aurora cinase B,
INCENP e Borealina/Dasara, que constituem uma subunidade do complexo
passageiro cromossdmico, essencial na segregacdo adequada dos cromossomos e
citocinese (BOLTON et al., 2002; GASSMANN et al., 2004).
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Foi proposto também um modelo onde a survivina medeia a orientagdo
adequada de proteinas passageiras cromossOmicas para 0s cinetocoros, além de
estabilizar os microtibulos, contribuindo para a formacgé&o do fuso bipolar (ALTIERI et
al., 2006; LI et al., 1998; ROSA et al., 2006). Portanto, caso essa proteina seja
removida, a divisdo celular é interrompida ou indevidamente concluida, levando a
morte celular (KELLY et al., 2011).

A hiperexpressdo de survivina esta associada também a inibicdo da morte
celular pelas vias apoptéticas. Apesar de alguns estudos sugerirem que a survivina
inibe a ativacdo das caspases 3, 7 e 9, outros falharam em demonstrar seu efeito
direto sobre essas proteases (CHEN et al.,, 2016), sendo esse efeito citoprotetor
atribuido principalmente ao bloqueio da via mitocondrial mediada pela caspase 9
(CHANDELE et al., 2004; MARUSAWA et al., 2003). A survivina ainda se associa a
proteina inibidora de apoptose ligada ao X (XIAP), levando a inibicdo sinérgica da
ativacdo de caspase-9 (DOHI et al., 2006; MOBAHAT; NARENDRAN; RIABOWOL,
2014). Na via intrinseca, sua atuacdo se da por meio da inibicdo do potencial de
clivagem do Citocromo C e do DEVD (Asp-Glu-Val-Asp) induzido pela caspase 8.

A baixa expressao de survivina em tecidos normais (KHAN et al., 2015) bem
como seu envolvimento na regulacdo da apoptose, progressao mitotica e sua intima
associacao aos pontos de checagem do ciclo celular mostram que essa proteina é
critica para os estudos de marcadores tumorais, identificacdo de novos alvos-
terapéuticos e no entendimento da biologia tumoral (MONZO et al., 1999; CHEN et

al., 2016).

2.2.1.2 Fator de transcricdo SP1

Observou-se que YM-155 promove o rompimento da ligacdo entre o fator de
transcricdo SP1 e o centro da regido promotora do gene da survivina, o que é
considerado um fator critico no mecanismo de inibicdo da atividade da regido
promotora desse gene, e responsavel pela acdo antiproliferativa do composto em
diversas células tumorais, como de cancer de pulméao, célon e prostata (CHENG et
al., 2012).
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SP1 é um importante fator de transcricdo capaz de reconhecer e se ligar
especificamente a diversas sequéncias da regido promotora ricas em GC/GT e
subsequentemente interagir com componentes da maquinaria transcricional basal,
ativando a expressdo de um amplo espectro de genes, envolvidos em muditiplas
funcdes, tanto em tecidos sadios quanto cancerosos (BLACK; BLACK ; AZIZKHAN-
CLIFFORD, 2001).

Genes envolvidos no desenvolvimento e progressdo do ciclo celular,
frequentemente, possuem unidades GC repetitivas em suas sequéncias promotoras
proximais e a interacdo dessas sequéncias a proteina SP1 é essencial para a
expressdo dos mesmos (SHI et al., 2001). Grinstein et al. (2002) constataram que 0
bloqueio de SP1 induz a interrup¢éo do ciclo celular devido a inibi¢cdo da ciclina D1 e
inducdo na expressao de p27, um membro da familia KIP que inibe complexos CDK-
ciclina.

SP1 também atua na regulacdo de varios outros genes associados a
tumorigénese, tais como E2F1, c-fos, fator de crescimento transformador a, fatores
anti-apoptoéticos da familia bcl-2, Bcl-xL, assim como na sintese e metabolismo de
purina/pirimidina (timidilato sintetase, adenosina desaminase, DNA polimerase a,
carbamoilfosfato sintetase/ aspartato carbamoiltransferase/ diidroorotase (CAD) e na
angiogénese (VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor) (CASTRO-RIVERA;
SAMUDIO; SAFE, 2001; CHEN et al., 2000; DONG, 1999; DUAN; DUAN; SAFE,
1999; KHAN et al., 2003; NGWENYA; SAFE, 2003; SAMUDIO; VYHLIDAL; WANG
et al., 2001; STONER; PORTER; SAFE, 1998; XIE et al., 2000; WANG et al., 1999;
WORMKE; SAVILLE et al., 2004).

Como a desregulacdo dos fatores de transcricdo da familia SP contribuem
para um fendtipo tumorigénico proliferativo e metastatico, a hiperexpressédo dessas
proteinas em muitos canceres humanos € considerada um fator de pior prognostico
para sobrevida do paciente. Diante do exposto, a inibicdo das vias dependentes de
SP representa uma estratégia importante em muitos tratamentos antitumorais
(ARINZE; KAWAI, 2003; ZHU; LENZI; SCHWARTZ, 2002).
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2.2.1.3 Complexo ILF3/p54™

O complexo ILF3/p54™ associado & regido promotora do gene da survivina
também estd envolvido com sua expressdo. Outro mecanismo de acdo do YM-155
inclui sua ligagdo a porcédo C terminal do fator de ligagédo interleucina 3 (ILF3),
provocando sua dissociacdo da proteina p54™ (paraspeckle regulatory 54-kDa
nuclear RNA-binding protein), assim alterando a localizacdo subcelular de ambos.
Esse desmembramento, portanto, resulta na inibicdo transcricional do gene da
survivina (NAKAMURA et al., 2012; YAMAUCH)I et al., 2012).

Membros da familia de proteinas ILF3 podem regular a expressao de genes
através de diversos mecanismos relacionados com o aumento da estabilidade do
MRNA e processamento de pri-miRNA, por exemplo (KUWANO et al., 2008; PEI et
al., 2008; SAKAMOTO et al., 2009; SHI et al., 2007). A hiperexpressao de ILF3 ja foi
relatada em carcinoma nasofaringeo, de pulméo e de ovario (FUNG et al., 2000;
GUO et al.,, 2008; 2012). Vumbaca et al. (2008) destacam o papel de ILF3 na
progresséo de neoplasias, visto que esse promove angiogénese tumoral por meio da
estabilizacdo do RNAmM do VEGF. Esse estudo demonstrou ainda que o
silenciamento de ILF3 induziu significativa reducdo da proliferacdo, migracao e
invasividade celular. Outro trabalho relatou que a perda de ILF3 diminuiu
consideravelmente o desenvolvimento do tumor de mama e a metastase de pulméao
em modelo animal (QINGWEI et al., 2013).

2.2.2 YM-155 e sua relacdo com TP53

A proteina supressora de tumor p53 faz parte de vias moleculares importantes
no controle da progresséao do ciclo celular, modulando o crescimento e proliferacéo
celular em resposta a agentes que danificam o DNA ou a estimulos nocivos (NAHTA
et al., 2015; VOGELSTEIN; LANE; LEVINE, 2000). Além disso, p53 é um fator de
transcricdo relacionado a regulacdo de muitos genes envolvidos em diversas
fungbBes celulares como reparo de DNA, apoptose, senescéncia e diferenciacdo
celular (CHIPUK et al., 1997; CHRISTMANN; KAINA, 2013; HERMEKING et al.,
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2000; MIYASHITA et al., 1995; ODA et al., 2000; REINHARDT; SCHUMACHER,
2012).

Células cancerosas possuem a habilidade de escapar da via inibitéria de
crescimento, levando a falhas na ativacdo da via intrinseca de apoptose. Por
exemplo, p53 tem acdo oposta ao efeito oncogénico do fator de transcricdo SP1 na
regido promotora do gene da survivina. E € sugerido ainda que a perda da funcéo da
survivina medeie, parcialmente, a via apoptotica dependente de p53 (CHEN et al.,
2016; RAUCH et al., 2014).

Mutacdes de TP53 desempenham papel fundamental no desenvolvimento do
cancer, sendo encontrada em quase 50% de todos os tipos tumorais (NAHTA et al.,
2015). Em 81% dos casos das leucemias linféides observa-se perda da funcédo de
p53, decorrente de mutacbes ou delecdes, indicando que alteracbes desse gene
seja um evento significativo na patogénese da doenca (PETIT JEAN et al., 2007).
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3 OBJETIVO

Seguem, detalhados abaixo, o objetivo geral e especificos do presente
trabalho.

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do composto YM-155 em
linhagens leucémicas derivadas de pacientes com LLA-T.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em linhagens JURKAT e CCRF-CEM, avaliar o efeito do composto YM-155

sobre:

a) A viabilidade e crescimento celular;

b) A taxa de apoptose;

c) A capacidade clonogénica;

d) A expresséao dos genes survivina, BCI-xL e VEGF;

e) A dindmica do ciclo celular.
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4 METODOLOGIA

Os delineamentos experimentais utilizados no presente estudo foram

explicitados abaixo.

4.1 LINHAGENS CELULARES E CONDICOES DE CULTURA

Foram utilizadas duas linhagens leucémicas, JURKAT e CCRF-CEM,
derivadas de pacientes com LLA-T, gentilmente cedidas pelo Prof® Dr. Luiz Gonzaga
Tone (Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/USP), provenientes do banco de
células internacional ATCC.

A linhagem JURKAT foi estabelecida a partir do sangue periférico de
paciente, do sexo masculino, de 14 anos diagnosticado com LLA-T. Apresenta
expressdo de interleucina-2 e CD3 e delecdo nos genes: IFNA, P15INK4B,
P16INK4A e mutacao TP53.

A linhagem CCRF-CEM, foi isolada a partir de sangue periférico de paciente,
do sexo feminino, de 4 anos diagnosticado com LLA-T. Apresenta expressao de
CD3, CD4, CD5 e CD7, delecdo nos genes: IFNA, IFNB, P16INK4A e mutacao
TP53.

As células foram mantidas em meio RPMI suplementado com 1% de
estreptomicina (100 mg/mL) associado a penicilina (60 mg/mL) e 10% de soro fetal

bovino (pH 7,2-7,4), em atmosfera umida contendo 5% CO, a 37°C.

4.2 PREPARACAO DO COMPOSTO YM-155

O composto YM-155, Cayman Chemical Company (Ref.11490), importado
pela INTERPRISE INSTRUMENTOS ANALITICOS LTDA, Paulinea-SP, foi mantido
em solugéo estoque a 20 mM e solugbes de uso a 2 mM e 100 pM em DMSO,

armazenadas a -20°C.
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Na realizagdo dos tratamentos da linhagem JURKAT e CCRF-CEM, o
composto foi adicionado ao meio de cultura imediatamente antes do uso, sendo
diluido até as concentracbes padronizadas para cada linhagem, com base em
trabalhos anteriores (FENG; YOSHIDA; UEDA, 2013; LIANG et al., 2013) e testes

realizados previamente.

4.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de viabilidade utilizando resazurina € um método de determinacéo
colorimétrica do numero de células metabolicamente ativas, in vitro. O corante
resazurina tem sido amplamente utilizado como indicador de capacidade celular em
varios tipos de ensaios, uma vez que enzimas mitocondriais com atividade diaforase
sdo, provavelmente, responsaveis pela transferéncia de elétrons do NADPH + H*
para esse corante, reduzindo-o a resorufina. O nivel de reducdo que é diretamente
correlacionado com a quantidade de resorufina produzido pode ser quantificada
espectrofotometricamente, sendo que a resazurina exibe um pico de absorcdo no
comprimento de onda 590 nm e a resorufina 570 nm. Células ndo viaveis perdem
rapidamente a capacidade metabodlica e ndo reduzem o corante indicador, essas
diferencas de absorbancia na solugcédo de células indicam a viabiliade celular (RISS
et al., 2004)

Para o ensaio de viabilidade, as células de ambas as linhagens foram
semeadas em triplicatas com densidades iniciais de 1,5 x 10* células viaveis/ 100 pL
de RPMI, em placa de 96 pocos. As células foram tratadas com as concentragcdes de
YM-155 1,0 uM; 1,5 uM; 2,0 uM; 3,0 uM e 4,0 pM para a CCRF-CEM e 31,25 nM,;
62,5 nM; 125 nM; 250 nM e 500 nM para a JURKAT, por 48 h. Além do controle
negativo, sem tratamento, onde as células foram expostas apenas ao veiculo do
composto (DMSQO) em porcentagem proporcional ao encontrado nas células tratadas
(0,1% para CCRF-CEM e 0,075% para JURKAT).

Decorrido o tempo de tratamento, foi adicionado a cada poco 10 pL de
resazurina (Sigma-Aldrich, Oakville, Canada) preparado conforme recomendacdes
do fabricante. As placas foram incubadas por 6 h em atmosfera imida contendo 5%

CO,, a 37°C. O aspecto morfoldgico das culturas, visto por microscopia de contraste
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de fase, foi registrado em fotomicrografias antes do processamento das amostras
para o teste de viabilidade.
Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm com onda de referéncia de

590 nm utilizando-se o espectrofotometro de microplaca (FIGURA 4).

Figura 4 — Ensaio de viabilidade da linhagem JURKAT determinada com
0 corante resazurina tratada com diferentes concentracfes de
YM-155 por 48 h. Placa de 96 pocos mostrando a varia¢do de
cor proporcional a taxa de redugéo do corante resazurina.
Fonte: Do autor.

4.4 ENSAIO DE CRESCIMENTO CELULAR

As células das linhagens CCRF-CEM e JURKAT foram semeadas com
densidades iniciais de 4 x 10° células viaveis/ 100 pL de RPMI, em placas de 35 mm
de diametro. As concentracdes utilizadas no tratamento com YM-155 foram 1,0 uM e
2,0 UM para a CCRF-CEM e 31,25 nM e 62,5 nM para a JURKAT. Como controle
negativo cada linhagem foi cultivada com DMSO, em porcentagem proporcional ao
encontrado nas células tratadas. Os experimentos foram conduzidos em triplicatas e
os periodos de tratamento estabelecidos foram 24 e 48 h.

Decorrido o tempo de tratamento, foi adicionado azul de tripano 0,4% (Sigma
Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a uma aliquota da suspensdo celular, na

proporcdo de 1:1. Células viaveis (ndo coradas com o azul de tripano) e inviaveis
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(coradas) foram contadas em camara de Neubauer espelhada (Marienfeld, Lauda-
Konigshofen, Alemanha) em microscopio invertido de contraste de fase. A partir dos
valores obtidos para concentracdo de células nos diferentes periodos de tratamento,
foi obtida a curva de crescimento das células para os grupos tratados e controle.

4.5 ENSAIO DE MORTE CELULAR

Neste trabalho foram analisados parametros distintos para avaliacdo de morte

celular.

45.1 Ensaio de Anexina V

O ensaio para deteccdo de morte celular foi realizado utilizando-se a
marcacdo de células apoptoticas com Anexina V - Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (Annexin V-PE Apoptosis Detection Kit - Millipore Corporation, Hayward, CA)
e células necrdticas com 7-AAD. Anexina V € uma molécula que apresenta alta
afinidade pela fosfatidilserina, se ligando a esta especificamente. A fosfatidilserina &
um fosfolipidio presente na face interna da membrana das células, sua
externalizacdo ocorre durante o processo de apoptose e serve como um sinal para
gue as células sejam removidas. A marcacdo positiva com 7-AAD indica que as
células perderam a integridade da membrana.

Foram semeadas 6 x 10* células viaveis de cada linhagem/100 pL de RPMI,
em triplicatas. As mesmas foram tratadas com concentracfes de YM-155 baseadas
nos Clso estabelecidos no ensaio de viabilidade com resazurina, sendo 1,0 uM e 2,0
UM para a CCRF-CEM e 37,5 nM e 75 nM para a JURKAT. Como controle negativo
cada linhagem foi cultivada com DMSO, em porcentagem proporcional ao
encontrado nas células tratadas. Decorrido 0 tempo de tratamento previamente
padronizado para cada célula, 48 h para a CCRF e 24 h para a JURKAT, as células
foram entédo centrifugadas a 80 g, por 5 minutos, a 4°C, o preciptado foi lavado com

PBSA gelado e homogeneizado em 100 pL do Guava Nexin Reagent (Millipore
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Corporation, Hayward, CA), as células foram incubadas por 20 min protegidas da
luz, em temperatura ambiente. Essas foram analisadas por citometria de fluxo,

utilizando o Guava Easycyte 8HT.

45.2 Ensaio de TUNEL

O método fundamenta-se na incorporacdo de residuos de BrdU as
terminagcdes 3’- hidroxil expostas com a fragmentacdo do DNA. As células com
fragmentagcdo de DNA (positivas) sdo entdo marcadas pelo corante fluorescente
TRICT conjugado a anticorpos anti-BrdU que se ligam as porcdes da molécula de
DNA identificando o dano e podendo ser diferenciadas das viaveis (negativas) por
meio da emissédo de fluorescéncia (STURM et al., 2006), quantificada por citometria
de fluxo.

Nesse ensaio 3 x 10° células vidveis/1 mL de RPMI foram semeadas em
triplicatas. O tratamento procedeu-se com 1,0 uM e 2,0 uM para a CCRF-CEM e
37,5 nM e 75,0 nM de YM-155 para a JURKAT. Como controle negativo cada
linhagem foi cultivada com DMSO, em porcentagem proporcional ao encontrado nas
células tratadas. Apds 48 h, o meio de cultura contendo as células em suspenséao foi
centrifugado a 80 g, por 5 min, o precipitado foi lavado em PBSA e as células fixadas
com paraformaldeido 4% por 30 min. Apds centrifugacdo, o precipitado foi
homogeneizado em etanol 70% gelado e armazenado a -20°C, por no minimo 2 h.
As amostras foram lavadas com Washing Buffer (Guava® Tunel Kit - Millipore
Corporation, Hayward, CA); centrifugadas e o precipitado homegeneizado em DNA
Labeling Mix (Guava® Tunel Kit - Millipore Corporation, Hayward, CA). As células
foram incubadas a 37°C por 1 h, ao abrigo da luz. Apés a incubacéo foi adicionado
Rising Buffer (Guava® Tunel Kit - Millipore Corporation, Hayward, CA), a solucéo foi
centrifugada e o precipitado homogeneizado em Anti-BrdU Staining Mix (Guava®
Tunel Kit - Millipore Corporation, Hayward, CA), as células foram incubadas por mais
30 min, em temperatura ambiente, protegido da luz. As amostras foram analisadas
no citbmetro de fluxo (Guava Mini EasyCyte, 8HT) utlizando-se o software
GuavaSoft 2.7.
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4.7 ENSAIO DE CAPACIDADE CLONOGENICA

Para este ensaio foi utilizado o método de cultura em meio semi-sélido com
metilcelulose. Dessa forma, 5 x 10° células viaveis/100 pL de RPMI foram semeadas
e tratadas com as concentracdes 0,5 uM; 1,0 uM e 2,0 pM para a CCRF-CEM e
18,75 nM; 37,5 nM e 75,0 nM de YM-155 para a JURKAT. Como controle negativo
cada linhagem foi cultivada com DMSO. Decorrido o tempo de tratamento de 24 h,
as células foram lavadas duas vezes com PBSA, centrifugadas a 80 g por 5 min,
homogeneizadas em 150 pL de meio RPMI e transferidas para 1,5 mL de meio de
metilcelulose Methocult (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC). Apés agitacdo em
vortex, foram adicionados 0,3 mL do meio com células, em triplicata, em uma placa
de 24 pocos. As células foram incubadas por 12 dias em atmosfera umida contendo
5% de CO,, a 37°C.

As colbnias foram representadas por aglomerados celulares com mais de 50

células, e foram contadas no microscopio invertido.

4.8 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EM NIVEL DE RNAmM

A fim de investigar a influéncia de YM-155 na modulac&o da expressao génica
de survivina e potenciais vias celulares moduladas, como VEGF e Bcl-xL, foi
analisado o perfil de expressdo em nivel de RNAmM pela técnica de PCR em tempo-
real quantitativo.

Foram semeadas para essa andlise 2 x 10° células viaveis/ 2 mL em RPMI,
em seguida foram tratadas com as concentracfes de YM-155 baseadas nos Clsg
estabelecidos para cada célula, sendo 2,0 uM para a CCRF-CEM e 75,0 nM para a
JURKAT. Especificamente para a analise da survivina, também foram analisadas as
concentragfes de 1,0 uM e 37,5 nM para CCRF-CEM e JURKAT, respectivamente.
Como controle negativo cada linhagem foi cultivada com DMSO, em porcentagem
proporcional ao encontrado nas células tratadas. Decorrido o tempo de tratamento

de 24 h, as solu¢des de células foram centrifugadas a 80 g por 5 min, o precipitado
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lavado com PBSA e homogeneizado em 500 uL de TRIzol LS (Applied Biosystems,
Foster City, CA).

As células foram incubadas por 24 h, a -20°C, transferidas para o banho de
gelo e ao descongelarem foram acrescentados 200 pL de cloroférmio. A preparagao
foi centrifugada a 15000 g por 20 min, a fase aquosa (superior) contendo o RNA foi
transferida para novos tubos. O RNA foi precipitado com 500 uL de alcool
isopropilico gelado e armazenado por 24 h, a - 80°C. Centrifugou-se a solucéo e o
precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 75% em &agua DEPC. ApOs nova
centrifugacéo e retirada do etanol, o RNA foi homogeneizado em agua DEPC, que
previne a acdo de RNAses. O RNA foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop.

O cDNA foi sintetizado a partir de 2 pg de RNA utilizando-se o Kit Superscprit

I11® (Applied Biosystems, Foster City, CA) em meio contendo primers aleatérios,

segundo recomendacéo do fabricante, no termociclador Applied Byosistems® Veriti®
Thermal Cycler.

A expressédo génica em nivel de RNAm foi quantificada através da técnica de
PCR em tempo real por monitoracdo continua de fluorescéncia utilizando-se o
corante sybr green® durante a amplificacdo das sequéncias alvo especificas. Todas
as reacbes foram realizadas no aparelho ABI PRISMTM 7500° (Applied
Biosystems®, Foster City, CA). N&o foi necessario tratamento prévio das amostras
de RNA com DNAse, uma vez que os primers utilizados na PCR foram desenhados
para amplificar especificamente RNAmM maduro.

A amplificacdo ocorreu em meio contendo 4,5 pL de cDNA diluido 20 vezes, 5
ML de master mix (Sybr Green, tampao, dNTPs, Amplitaq Gold, MgCl, e ROX como
referéncia passiva - Applied Biosystems, Foster City, CA) e 0,5 uL de primers (10
puM). Cada amostra foi amplificada em triplicata, sendo consideradas para analise as
amostras cujo desvio ndo excedeu meio ciclo (d<0,5).

Foi utilizado o método de quantificacao relativa, o qual sinaliza a mudanca de
expressdo do gene-alvo em relacdo a uma amostra de calibrador, que nesse caso
as linhagens foram tratadas apenas com o solvente DMSO. Como controle
enddégeno (genes normalizadores) foi utilizada a expressdo do gene GUS e a

quantificacio relativa foi obtida pela formula; 2724¢

, sendo Ct o ciclo em que o nivel
de fluorescéncia alcancou o limiar pré-estabelecido (threshold). A tabela 2 descreve

os primers utilizados para essa andlise.
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Tabela 2 — Sequéncia dos primers utilizados na andlise da expressédo génica em nivel de RNAm, das
linhagens CCRF-CEM e JURKAT apd@s tratamento com YM-155, por 24 h.

o Tamanho do o
Gene Sequéncia Referéncia
fragmento
5 GAAAATATGT GGTTGGAGAGCTCATT/ 101bp Mata et al.,
GUS
CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA 3’ 2006
5’ AGCCAGATGACGACCCCATA/ 93 bp Graaf et al.,
SURVIVINA
CAAGGGTTAATTCTTCAAACTGCTT 3’ 2005
5 TGCATTGTTCCCATAGAGTTCCA/ 79 bp Liu et al.,
BCLXL 2006
CCTGAATGACCACCTAGAGCCTT 3’
5" AAGGAGGAGGGCAGAATCAT/ 226 bp Blasberg et
VEGF
ATCTGCATGGTGATGTTGGA 3’ al., 2010

Fonte: Do autor

4.9 WESTERN BLOTTING (IMMUNOBLOT)

O inéculo de 1 x 10’ células foram cultivadas em garrafas de 25 cm? e
tratadas, por 48 h, com as concentracfes 2,0 uM para a CCRF-CEM e 75,0 nM de
YM-155 para a JURKAT. Como controle negativo cada linhagem foi cultivada com
DMSO, em porcentagem proporcional ao encontrado nas células tratadas. Em
seguida, foram lavadas com PBSA gelado e homogeneizadas em tampédo RIPA
(NaCl 150mM, NP-40 1,0 %, acido deoxicolato de sodio 1% em Tris-HCL 50 mM,
pH= 7,5) contendo inibidores de proteases (Sigma Aldrich, Califérnia, Estados
Unidos) e fosfatases (Ortovanadato de sédio 1mM). Apos centrifugacdo a 12000 g
por 10 minutos o sobrenadante foi coletado e aliquotas foram armazenadas a -80° C.
A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método de BCA (Bicinchoninic Acid)
com o kit Thermo Scientific™ Pierce™ (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos).

As amostras foram diluidas em tampédo de amostra 4x (Tris 0,5 M — pH=6,8,
glicerol, SDS 10%, bromofenol blue 1% e betamercaptoetanol 1% em agua MiliQ) e
desnaturadas por 5 mimutos (100°C). O fracionamento das proteinas (30 ug) foi

realizado em minigel de poliacrilamida 12% (2,5 horas a 100V).
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As proteinas foram transferidas para membranas de PVDF (Amersham, GE
HealthCare, Buckinghamshire, Estados Unidos) por 2 h a 200 mA em tampao (Tris
0,025 M, glicina 0,192 M e metanol a 20% em agua destilada). As membranas foram
coradas em solucdo de Ponceau 0,5% por 3 min para verificar a eficiéncia do
processo de transferéncia. Em seguida, foram lavadas 3 vezes em TBS (Tris-
buffered saline) a 0,02 M (10 min cada lavagem). O bloqueio foi realizado com TBS
a 0,02 M contendo leite desnatado em pé Molico® (Nestlé, Sdo Paulo, Brasil) a 5% e
tween 20 (Sigma Aldrich, Califérnia, Estados Unidos) a 0,05% por 1 h a temperatura
ambiente sob agitacao.

Os anticorpos primarios anti-Survivina EPR2675 (1:1000 Abcam technology,
Estados Unidos) e anti-a-Tubulina (1:1000 Sigma Aldrich LTDA, Brasil) foram
diluidos em solugdo de bloqueio e as membrana foram incubadas com os
anticorpos, durante a noite, a 4°C sob agitacdo. Apds sucessivas lavagens com TBS
e T-TBS (Tween20-TBS), as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios anti-lgG de camundongo (para a anti-a-Tubulina) e coelho (para a anti-
Survivina) (1:1000, Amersham, GE HealthCare, Buckinghamshire, Estados Unidos)
conjugados a peroxidase e bandas imunorreativas foram detectadas por
guimioluminescéncia (ECL®, Amersham, GE HealthCare, Buckinghamshire, Estados
Unidos) conforme especificacdes do fabricante. Os resultados foram registrados em
filmes radiograficos (Hyperfim Amershan, GE HealthCare, Buckinghamshire,
Estados Unidos). A quantificacdo das bandas foi realizada usando o programa de
dominio publico (ImageJ, Wayne Rasband, National Institutes of Health, Estados
Unidos).

4.10 ENSAIO DE CICLO CELULAR

Foram semeadas para esse ensaio 3 x 10° células viaveis/1 ml de RPMI em
triplicatas e tratadas com as concentra¢fées 0,5 pM; 1,0 uM e 2,0 uM para a CCRF-
CEM e 18,75 nM; 37,5 nM e 75,0 nM de YM-155 para a JURKAT. Como controle
negativo cada linhagem foi cultivada com DMSO, em porcentagem proporcional ao
encontrado nas células tratadas. Apds 24 h do tratamento, as células foram lavadas

com PBSA e fixadas em etanol 70%. Apés duas novas lavagens com PBSA, foram
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acrescentados 200 pl da solugao PI (lodeto de propideo 1 mg/mL, RNAse 50 ug/mL,
N onidet P-40 0,2% - Guava® Cell Cycle Reagent, Millipore Corporation, Hayward,
CA), ap6s 30 min de incubacao foram analisados 5000 eventos no citbmetro de fluxo
(Guava Mini EasyCyte, 8HT) utilizando-se o software GuavaSoft 2.7.

4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica, os dados dos experimentos celulares foram
comparados pelo teste One-Way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni
utilizando-se o GraphPad Prism® 5 software.
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5 RESULTADOS

Seguem, discriminados abaixo, os resultados obtidos nos experimentos

celulares.

5.1 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Os ensaios preliminares de viabilidade celular permitiram a padronizacdo da
faixa de concentracdo do composto YM-155 capaz de inibir a viabilidade celular das
linhagens CCRF-CEM e JURKAT. Assim sendo, curvas dose-respostas foram
realizadas para a determinacdo do Clsp (concentracdo capaz de inibir 50% do
crescimento) das linhagens estudadas.

Os valores de Clsp encontrados para a CCRF-CEM e JUKART foram,
respectivamente 2,17 £ 0,08 uM e 73,11 + 7,65 nM, apos 48 h de tratamento
(FIGURAS 5 € 6).
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Figura 5 — Viabilidade celular da linhagem CCRF-CEM determinada
pelo ensaio com resazurina. As células foram tratadas
com diferentes concentra¢cdes de YM-155, por 48 h.
*P<0,01, comparado com o tratamento controle
(DMSO0).

Fonte: Do autor.
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Figura 6 — Viabilidade celular da linhagem JURKAT determinada pelo
ensaio com resazurina. As células foram tratadas com
diferentes concentragdes de YM-155, por 48 h. *P<0,01,
comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.
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As figuras 7 e 8 mostram o aspecto morfoldgico das linhagens CCRF-CEM e

JURKAT, ap6s 48 h de tratamento com YM-155 em diferentes concentragoes.

Figura 7 — Imagens obtidas por microscopia em contraste de fase da linhagem CCRF-CEM, apés
tratamento com diferentes concentra¢cdes de YM-155, por 48 h, em comparagdo com

essas células tratadas apenas com DMSO.
Fonte: Do autor.



Figura 8 —

Fonte:

Imagens obtidas por microscopia em contraste de fase da linhagem JURKAT, apds
tratamento com diferentes concentra¢des de YM-155, por 48 h, em comparagdo com
essas células tratadas apenas com DMSO.

Do autor.
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5.2 ANALISE DE CRESCIMENTO CELULAR

Através da contagem direta de células viaveis e ndo viaveis por microscopia
em contraste de fase na presenca de azul de tripano, foi possivel quantificar a
populacdo de células apés 24 h e 48 h de tratamento com YM-155. O composto
diminuiu significativamente o numero de células vivas nas culturas tratadas em
relacdo as controle, sendo que a reducdo de células viaveis foi maior nas culturas
tratadas por 48 h em relacdo as tratadas por 24 h, indicando que o tratamento com
YM-155 inibe o crescimento das linhagens CCRF-CEM (TABELA 3 e 4; FIGURA 9) e
JURKAT (TABELA 5 e 6; FIGURA 10).

Tabela 3 — Numero de células da linhagem CCRF-CEM, determinado pelo ensaio de
exclusdo por azul de tripano, apés tratamento com diferentes concentracdes de YM-155 por
24 h. *P<0,05; **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSQ).

Amostra (x107) Viaveis Mortas Total

DMSO 17231222 176x£20 1899+211
1,0 uM 390+85** 350+78* 740+£111**
2,0 uM 321+111** 386+68* 707+£179**

Fonte: Do autor.

Tabela 4 — Numero de células da linhagem CCRF-CEM, determinado pelo ensaio de
exclusdo por azul de tripano, apds tratamento com diferentes concentra¢des de YM-155 por
48 h. *P<0,05; **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Amostra (10°) Viaveis Mortas Total
DMSO 2477+39 440+99 291760
1,0 uM 33+19** 785+205* 818+360**
2,0 uM 23+11** 803+102* 826+102**

Fonte: Do autor.
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Figura 9 — Gréfico das células viadveis da linhagem CCRF-CEM, determinada
pelo ensaio de exclusdo por azul de tripano. As células foram
tratadas com diferentes concentracdes de YM-155, por 24 h e 48
h. **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).
Fonte: Do autor.

Tabela 5 — NUmero de células da linhagem JURKAT, determinado pelo ensaio de exclusédo
por azul de tripano, apds tratamento com diferentes concentracdes de YM-155 por 24 h.
*P<0,05, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Amostra (10°) Viaveis Mortas Total
DMSO 773+127 218+28 991+153
37,5 nM 470+74* 220+113 690+187
75,0 nM 461+15* 293450 75450

Fonte: Do autor.

Tabela 6 — NUmero de células da linhagem JURKAT, determinado pelo ensaio de excluséo
por azul de tripano, apos tratamento com diferentes concentragbes de YM-155 por 48 h.
**P<(,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Amostra (10°) Viaveis Mortas Total
DMSO 947445 355+21 1302+67
37,5 nM 327+38** 440184 767+123
75,0 nM 232+31** 812+116** 1045+148

Fonte: Do autor.
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Figura 10 — Gréfico das células viaveis da linhagem JURKAT, determinada
pelo ensaio de exclusdo por azul de tripano. As células foram
tratadas com diferentes concentracdes de YM-155, por 24 h e 48
h. *P<0,05; **P<0,01, comparado com o tratamento controle
(DMSO0).

Fonte: Do autor.

5.3 ANALISE DE MORTE CELULAR

Neste trabalho foram analisados parametros distintos para avaliacdo de morte

celular.

5.3.1 Anéalise de Anexina V

Inicialmente as células de LLA foram tratadas por 24 h com concentracdes de
YM-155 em torno do valor de Clsp correspondente a cada linhagem, obtido no estudo
de viabilidade celular. As concentracdes utilizadas foram 1,0 e 2,0 yM para a CCRF-
CEM e 37,5 e 75 nM para a JURKAT. Porém com 24 h de tratamento, ndo foi
observada alteracdo significativa na taxa de apoptose da linhagem CCRF-CEM,
portanto, verificou-se esse fenébmeno apds 48 h de tratamento. Ja para a linhagem

JURKAT, o tratamento com 48 h apresentou elevada frequéncia de morte celular.
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Dessa forma, as células JURKAT foram tratadas apenas por 24 h para a andlise de
apoptose usando o ensaio de Anexina V.

Em ambas as linhagens estudadas, apds tratamento com YM155, houve
aumento de células positivas para Anexina V (FIGURAS 11 e 12). Vale ressaltar a
baixa frequéncia de células positivas para Anexina e 7-AAD, assim como positivas
apenas para 7-AAD, indicando baixa frequéncia de possiveis eventos necroticos, o
gue demonstra a atividade pro-apoptotica de YM-155 sobre as linhagens estudadas
(TABELAS 7 e 8).

Tabela 7 — Frequéncia (%) de células da linhagem CCRF-CEM marcadas por Anexina V e/ou 7-
AAD, determinada por citometria de fluxo, apds 48h de tratamento com YM-155 em diferentes
concentracdes. *P<0,05; **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Anexina(-) | Anexina(+) Anexina(-) Anexina(+)
Amostra | 7-AAD(+) 7-AAD(+) 7-AAD(-) 7-AAD(-) Apoptose
Necrose Apop. Tardia | Viaveis Apop. Inicial | Total
DMSO 0,40+0,28  0,25+00,70 85,30+3,11 14,10+03,54  14,35%3,46
1,0 uyM 0,35+0,07  4,00+0,42** 63,50+0,85** 32,20+1,41** 36,15+0,90**
2,0 uM 0,50+0,28  11,15+0,07**  44,75%2,76** 43,60+2,55** 54 ,75+2 47**

Fonte: Do autor.
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Figura 11 — Frequéncia (%) de células da linhagem CCRF-CEM marcadas por Anexina
V elou 7-AAD, determinada por citometria de fluxo, apds 48h de
tratamento com YM-155 em diferentes concentracdes. *P<0,05; *P<0,01,
comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.

Tabela 8 — Frequéncia (%) de células da linhagem JURKAT marcadas por Anexina V e/ou 7-AAD,
determinada por citometria de fluxo, ap6s 24h de tratamento com YM-155 em diferentes

concentrac¢des. **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Anexina(-) | Anexina(+) Anexina(-) Anexina(+)
Apoptose
Amostra | 7-AAD(+) 7-AAD(+) 7-AAD(-) 7-AAD(-) Total
ota
Necrose Apop. Tardia | Viaveis Apop. Inicial
DMSO 01,00 01,4340,20 89,90+0,97 07,67+0,80 09,10+1,00

37,5nM  1,40+0,17 06,70+0,62**  76,23+0,21** 15,67+0,96** 22,37+1,58**
750nM  2,40+0,30** 11,03+0,93** 71,57+1,46** 15,03+0,74** 26,06+1,67**

Fonte: Do autor.
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Figura 12 — Frequéncia (%) de células da linhagem JURKAT marcadas por Anexina V
elou 7-AAD, determinada por citometria de fluxo, apds 24h de tratamento com
YM-155 em diferentes concentracdes. **P<0,01, comparado com o
tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.

5.3.2 Analise de TUNEL

O ensaio de fragmentacdo do DNA, utilizando-se o ensaio TUNEL,
demonstrou uma elevacao significativa da frequéncia de células CCRF-CEM e
JURKAT positivas para reacédo de TUNEL, apés 48 h de tratamento com YM-155. Os
resultados indicam, portanto, que o composto induz fragmentacdo de DNA, um
parametro indicativo de apoptose, corroborando os resultados obtidos no ensaio de

Anexina V, em ambas as linhagens (FIGURA 13 e 14).
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Figura 13 — Frequéncia (%) de células CCRF-CEM com

fragmentacdo de DNA (positivas), determinadas
por citometria de fluxo, no ensaio de TUNEL
apo6s tratamento com diferentes concentracées
de YM-155, por 48 h. *P<0,05; **P<0,01
comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.
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Figura 14 — Frequéncia (%) de células JURKAT com

Fonte:

fragmentacéo de DNA (positivas),
determinadas por citometria de fluxo, no ensaio
de TUNEL apés tratamento com diferentes
concentragcbes de YM-155, por 48 h. *P<0,05;
**P<0,01 comparado com o tratamento controle
(DMSO0).

Do autor.

60



61

5.4 ANALISE DE CAPACIDADE CLONOGENICA

Através do ensaio de capacidade clonogénica, foi determinado que YM-155
diminuiu significativamente a capacidade de formacédo de colonias das linhagens
CCRF-CEM (FIGURA 15) e JURKAT (FIGURA 16), apés tratamento em diferentes

concentragfes do composto.

H
o
<

al
e

Formacéao de coldnias (%)

o
1

Figura 15 — Taxa (%) de formacg&o de colbnias da linhagem CCRF-
CEM, determinado pelo ensaio de capacidade
clonogénica, apds tratamento com diferentes
concentragdes de YM-155, por 24 h e incubagéo por 12
dias em meio semi-sélido. **P<0,01, comparado com o
tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.
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Figura 16 — Taxa (%) de formag&o de colbnias da linhagem
JURKAT, determinada pelo ensaio de capacidade
clonogénica, ap6s tratamento com diferentes
concentracbes de YM-155, por 24 h e incubacgéo
por 12 dias em meio semi-solido. **P<0,01,
comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.

5.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA EM NIVEL DE RNAm

Frente ao tratamento com YM-155 baseado nas concentracfes de Clsp de
cada célula, por 24 h, foi observado que a linhagem CCRF-CEM néo apresentou
diferenca significativa na expressado do gene survivina (FIGURA 17). A linhagem
JURKAT por sua vez, exibiu aumento na expressdo de survivina com a

administracdo da concentracdo de 75,0 nM composto de interesse (FIGURA 18).
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Figura 17 — Gréfico da quantificacdo relativa da expressdo do
gene survivina na CCRF-CEM, em nivel de RNAm,
determinada por real-time PCR, apés 24 h de
tratamento com YM-155.

Fonte: Do autor.

**

Quantificacdo Relativa (RQ)

0.0 f 1 T

°© S

N A2’

Figura 18 — Gréfico da quantificacdo relativa da expressdo do
gene survivina na JURKAT, em nivel de RNAm,
determinada por real-time PCR, ap6s 24 h de
tratamento com YM-155. **P<0,01, comparado
com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.
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Além disso, foi analisado o efeito do composto YM-155 na expressédo dos
genes VEGF e Bcl-xL, genes também regulados pelo fator de transcricdo SP-1. Os
resultados demonstraram que n&o houve variagdo da expressao de ambos os genes
tanto na linhagem CCRF-CEM (FIGURA 19) quanto na JURKAT (FIGURA 20), ap6s
tratamento com o composto por 24 h.
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Figura 19 — Grafico da quantificacdo relativa da expresséo dos genes VEGF e Bcl-xL na
CCRF-CEM, em nivel de RNAm, determinada por real-time PCR, apés 24 h
de tratamento com YM-155.
Fonte: Do autor.
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Figura 20 — Gréfico da quantificacao relativa da expressao dos genes VEGF e Bcl-xL na
JURKAT, em nivel de RNAm, determinada por real-time PCR, ap6s 24 h de
tratamento com YM-155.

Fonte: Do autor.



5.6 ANALISE DE WESTERN BLOTTING

Novamente foi analisada a modulacao da expresséo da proteina survivina
nas linhagens CCRF-CEM e JURKAT apo0s tratamento com YM-155, 48 h, por
western blotting. Nesse ensaio, assim como na andlise da expressao génica em
nivel de RNAm, n&o foi verificado o efeito do composto na diminui¢éo do nivel de
expressao dessa proteina nas células estudadas (FIGURAS 21 e 22).

CCRF-CEM JURKAT
2,0 yM DMSO 75,0 yM DMSO
. — 16 kDa
Survivina
a-tubulina

Figura 21 — Expressédo de survivina nas linhagens CCRF-CEM e
JURKAT por western blotting, apds tratamento com
YM-155 por 48 h. A expressao de a-tubulina foi usada
como controle.

Fonte: Do autor.
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Figura 22 — Expressdo de survivina nas linhagens CCRF-CEM e JURKAT por western
blotting, apds tratamento com YM-155 por 48 h. A expresséo de a-tubulina foi
usada como controle.

Fonte: Do autor.
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5.7 ANALISE DA DINAMICA DO CICLO CELULAR

Na analise da dindmica de progressdo do ciclo celular da linhagem CCRF-
CEM tratada com YM-155, por 24 h, observou-se aumento significativo da populacao
na fase S e diminuicdo da proporcdo de células da fase G1, em ambas as
concentracgOes testadas (TABELA 9; FIGURA 23).

Tabela 9 — Frequéncia (%) de células da linhagem CCRF-CEM nas diferentes fases do ciclo
celular, determinada por citometria de fluxo, apés 24 h de tratamento com YM-155.
*P<0,05; **P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Amostra Sub G1 Gl S G2/M
DMSO 09,2+1,80 60,8+2,00 17,6+0,40 12,5+0,80
0,5 uM 10,1+2,00 52,1+0,50** 22,0+1,10* 15,9+0,90
2,0 uM 14,0+£1,90 44,2+1,50** 26,2+1,70** 15,6+1,80

Fonte: Do autor
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Figura 23 — Grafico da distribuicdo da populacdo de células CCRF-CEM nas diferentes
fases do ciclo celular, apés tratamento com YM-155 por 24 horas. *P<0,05;
**P<0,01, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte: Do autor.
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A analise do ciclo celular da linhagem JURKAT tratada com YM-155, por 24 h,

mostrou um perfil diferente daquele observado na CCRF-CEM. Houve aumento

significativo da fracdo Sub-G1 e reducdo da populagédo de células na fase G2/M do

ciclo celular para ambas as concentragdes testadas (TABELA 10, FIGURA 24).

Tabela 10 — Frequéncia (%) de células da linhagem JURKAT nas diferentes fases do ciclo
celular, determinada por citometria de fluxo, apés 24 h de tratamento com YM-155.
*P<0,05; **P<0,001, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Amostra

Sub G1 Gl

S

G2/M

DMSO 09,49+3,35 55,55+1,61
18,75 nM  15,20+3,36* 56,08+3,58
75,00 nM  21,37+1,05** 50,50+3,52

13,30+4,27  21,68+0,38
13,23+5,56  15,46+1,47*
13,66+5,35  14,53+2,82**

Fonte: Do autor.
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Figura 24 — Grafico da distribuicdo da populacdo de células JURKAT nas diferentes
fases do ciclo celular, apés tratamento com YM-155 por 24 h. *P<0,05;
**P<0,001, comparado com o tratamento controle (DMSO).

Fonte:

Do autor.
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6 DISCUSSAO

A LLA representa o tipo mais comum de neoplasia na infancia e apesar do
sucesso no tratamento, atualmente 15-20% dos pacientes ainda possuem recidiva, e
esse panorama é agravado em alguns subtipos, por exemplo, na LLA de células T
que representa cerca de 15% do pacientes com LLA e tem um prognéstico
conhecidamente pior em relagdo a outros subtipos (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015;
HUNGER; MULLIGHAN, 2015; LE JEUNE; THOMAS, 2016)

O composto YM-155 tem sido testado para o tratamento de muitos tipos de
cancer por se tratar originalmente de uma pequena molécula supressora da
expressdo de survivina e indutora de apoptose, revelando potente atividade
antiproliferativa para diversas linhagens celulares tumorais (FENG; YOSHIDA,
UEDA, 2013; NAKAHARA et al., 2007; 2011; YAMANAKA et al., 2011; YOUNG-
SOON et al., 2012). O presente trabalho visou avaliar o efeito do composto YM-155
em linhagens leucémicas infantis do subtipo T e constatou diminuicdo da viabilidade
e inibicdo da proliferacdo celular nas duas linhagens testadas, JURKAT e CCRF-
CEM.

O efeito antiproliferativo de YM-155 ja havia sido evidenciado por Nakahara et
al. (2007) em linhagens de carcinoma cervical, tumor de ovario de hamster chinés,
cancer de pulmao e de prostata horménio refratario. Adicionalmente, Nakahara et al.
(2011) fizeram um estudo mais amplo com diversas linhagens tumorais humanas
tratadas com YM-155, entre as quais pode-se observar grande diferenca de
sensibilidade ao composto. Em meio as linhagens mais sensiveis estdo a MDA-MB-
468 (cancer de mama), RL (linfoma) e AGS (estbmago) e dentre as mais resistentes
encontram-se a A549/R, MCF-7/AD e IGROV-1/CDD, as quais sao derivadas de
pulmédo, mama e ovario, respectivamente (NAKAHARA et al., 2007; 2011).

O trabalho de Nakahara foi o Unico trabalho encontrado que inclui uma
analise, mesmo que superficial, da viabilidade de linhagens LLA-T apds exposicao
ao YM-155. As linhagens CCRF-CEM e JURKAT também foram avaliadas por
Nakahara et al. (2011) e, de maneira semelhante a nossas observacdes, se
identificou grande discrepancia de sensibilidade entre as duas populacdes celulares,

sendo a CCRF-CEM a linhagem de maior resisténcia.
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Estudos prévios demonstraram que o YM-155 € incorporado as células
tumorais de maneira dependente de proteinas da familia de carreadores de solutos,
como SLC35F2, e seu nivel de incorporacao intracelular varia bastante entre as
linhagens celulares. Dessa forma, o nivel de expressdo desses carreadores
desempenha papel importante na distribuicdo do composto nos tecidos tumorais e
representa um dos mecanismos moleculares relacionados a quimioresisténcia das
células (MINEMATSU et al., 2009; 2010).

Posteriormente aos trabalhos precursores de Nakahara, o efeito
antiproliferativo do composto YM-155 tem sido amplamente demonstrado em
diversos tipos tumorais como no cancer de mama, pulmao, figado, rim, melanoma,
glioma, tumor de nervos periféricos, leucemia mieldide aguda (LMA) (DAI et al.,
2012; GHADIMI et al., 2012; GUO H. et al., 2015; GUO K. et al., 2015; PAVLIDOU et
al., 2014; SMITH et al., 2015; YAMANAKA et al., 2011) e inclusive na LLA de células
B (CHANG et al., 2015; TYNER et al., 2012).

Adicionalmente a diminuicdo da viabilidade celular, € importante que um
composto com potencial efeito antitumoral apresente outras caracteristicas como
induzir morte celular. A apoptose é a forma mais bem caracterizada de morte celular
programada, sendo fundamental ndo apenas no desenvolvimento, mas também na
diferenciacdo, imunidade, resposta ao estresse, estabilidade genbmica e
homeostasia tecidual de organismos unicelulares e multicelulares. Em geral,
alteracoes no processo de apoptose podem levar ao desenvolvimento de
anormalidades, doencas degenerativas, autoimunidade, suscetibilidade a infeccbes
e ao cancer (EROGLU; DERRY, 2016).

Portanto, a evasdo a apoptose além de ser uma caracteristica marcante em
células de cancer ainda € critica na resisténcia as terapias antitumorais e, por isso,
genes envolvidos com o processo de apoptose tornaram-se importantes alvos das
terapias antineoplasicas.

No presente trabalho verificou-se aumento significativo de células CCRF-CEM
e JURKAT capazes de externalizar a fosfatidilserina, um dos parametros
frequentemente utilizados para andlise de apoptose, apds o tratamento com YM-
155. Como também foi encontrada pouca marcacédo de células com o corante 7-
AAD, o que sugere pouco evento necrotico. A morte celular por meio de necrose nao
€ interessante, uma vez que, envolve a liberacdo de conteudo celular que pode

degenerar tecidos sadios. Além disso, a eliminacdo desse material necrético e os
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mecanismos de reparo tecidual estdo associados a processos inflamatérios que
trazem agravos ao organismo (BRASILEIRO, 2013). Portanto, os resultados indicam
a atividade pro-apoptética do composto sobre ambas as linhagens estudadas,
fortalecendo a proposta do potencial uso de YM-155 como agente antineoplésico.

Estudo realizado por De Necochea-Campion et al. (2015) demonstrou que
YM-155 foi capaz de induzir a apoptose pela ativacdo das vias intrinseca e
extrinseca, culminando na ativacdo de caspase-3 e clivagem de polimerases Poli-
ADP-ribose (PARP), familia de proteinas envolvidas em varios processos celulares,
principalmente, reparo de DNA e morte celular programada.

O efeito desse composto na inducdo de apoptose é evidenciado em células
derivadas de varios tipos de tumor (CHENG et al., 2012; NAKAHARA et al., 2011;
SASAKI et al.,, 2015; ZHANG et al.,, 2015) porém, ndo havia sido avaliado
previamente em linhagens de LLA-T infantil. Feng, Yoshida, Ueda (2013), em acordo
com os resultados obtidos no presente estudo, observaram a potente atividade
citotoxica de YM-155 em células humanas de leucemia miel6ide por meio da
inducdo de apoptose, determinada pelo aumento de células positivas para Anexina
V. E de maneira semelhante, trabalhos mais recentes realizados com linhagens de
cancer de ovario, carcinoma endometrial e LMA concluiram que ap0s exposicdo ao
YM-155 houve aumento da porcentagem de células apoptoticas, detectado pelo
aumento na frequéncia de células positivas para Anexina V (CHUWA et al., 2016;
MIR et al., 2014; SMITH et al., 2015).

A degradacdo da cromatina é um processo de extrema importancia
decorrente da cascata apoptotica e, diferente de outros tipos de morte celular,
acredita-se que a fragmentacao internucleossomal que ocorre durante a apoptose
gera fragmentos de tamanhos especificos. A fragmentacdo expfe terminacbes 3'-
hidroxil, as quais podem ser detectadas pelo ensaio de TUNEL (DARZYNKIEWICZ;
GALKOWSK; ZHAO, 2008). No presente estudo, o ensaio de TUNEL foi utilizado
com o objetivo de avaliar o potencial do YM-155 em induzir danos ao DNA, sendo
observado que as células tratadas apresentam maior frequéncia de células com
DNA danificado. Em conjunto, os resultados obtidos pelo ensaio de Anexina V e
TUNEL sugerem que, de fato, o tratamento com essa molécula induz apoptose nas
linhagens CCRF-CEM e JURKAT.

Apesar da metodologia de TUNEL ser amplamente utilizada como indicativo

de apoptose em linhagens tumorais (GU et al.,, 2016; HU et al., 2016), existem
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relatos de que esse ensaio ndo seja capaz de discriminar entre processos de
necrose ou autofagia (Kraupp et al., 1995). Adicionalmente, danos ao DNA causados
por espécies reativas de oxigénio (ERO) também podem ser detectados por TUNEL
(MA et al., 2016).

Frequentemente, tratamentos antineoplasicos s&o prejudicados pelas
propriedades de formacdo de um novo tumor, inerentes de algumas células. Como a
habilidade das células tumorais de formarem colbnias € requisito essencial no
processo de metastase, essa capacidade apO0s o tratamento € um aspecto
importante a ser considerado em potenciais compostos terapéuticos. Visto isso, com
0 ensaio de capacidade clonogénica constatou-se que o tratamento com YM-155 foi
responsavel por reduzir significativamente a capacidade das linhagens CCRF-CEM
e JURKAT de formarem coldnias, demonstrando efeitos a longo prazo do composto,
mesmo apds sua remocao do meio.

Corroborando resultados encontrados no presente trabalho, Cheng et al.
(2016) evidenciaram o efeito de YM-155 na inibicdo da formacdo de colbnias em
células tumorais gastricas. Além disso, constataram que o composto também atua
em colbnias recém-formadas, restringindo sua expansao. Outro trabalho confirmou a
atividade de YM-155 na reducédo da capacidade de linhagens de osteosarcoma de
formarem coldnias, e verificou ainda que quando em associacdo a doxorrubicina,
guimioterapico largamente utilizado no tratamento desse tipo de cancer, 0 composto
foi capaz de reverter a resisténcia dessas células ao medicamento (ZHANG et al.,
2015).

Desde a primeira caracterizacdo do composto YM-155, varios estudos
apontam sua atividade antineoplasica baseada em sua capacidade de inibir
especificamente a expressdo de survivina (CHENG et al.,, 2012; CHUWA et al.,
2016; NAKAHARA et al., 2007; 2011; TAO et al., 2012; ZHANG et al., 2016). Neste
enfoque, o presente trabalho avaliou a expressdo do RNAm da proteina survivina, a
fim de confirmar esse mecanismo molecular nas linhagens celulares estudadas.
Porém, na linhagem CCRF-CEM nao foi observada alteracdo significativa da
expressdo de survivina apdés o tratamento com YM-155, enquanto a JURKAT
apresentou aumento na expressao dessa proteina.

A fim de confirmar esse resultado, foi analisada também a expressao de
survivina em nivel proteico, por Western Blotting. Diferente de outros trabalhos que
utilizaram essa metodologia (FALKENHORST et al., 2016; SASAKI et al., 2015), os
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dados obtidos neste ratificaram que o composto ndo promoveu diminuicdo da
expressao da proteina em linhagens de LLA-T estudadas.

Embora YM-155 regule negativamente a survivina em varios tipos de cancer,
dados recentes apontam seu efeito citotdxico, independentemente dessa inibicao,
sugerindo que composto pode inibir crescimento e induzir apoptose por outros
mecanismos que sejam independes da inibicdo da survivina (CHANG et al., 2015;
DE NECOCHEA-CAMPION, 2015; SMITH et al., 2015).

Ha descricbes indicando que o YM-155 influencia varios fatores celulares
bem como vias de sinalizagdo. Além da repressao transcricional da survivina, o
composto induz a expressdao de genes reguladores negativos do ciclo celular
(CDKN1A) e de genes pré-apoptoticos (caspase-9 e DIABLO); a supressao da
ativiacdo de EGFR e a inibicdo da expressdo de oncogenes (Mcl-1 e securina)
também foram observados em consequencia ao tratamento com YM-155 (RAUCH et
al., 2014).

Mesmo evidenciando diferentes mecanismos de acdo de YM-155 sobre
células tumorais, os estudos anteriores também encontraram inibicdo transcricional
de survivina, diferentemente dos resultados aqui apresentados, no qual a expressao
dessa proteina ndo foi atenuada apos tratamento com YM-155. Chang et al. (2015)
demonstram, apds tratamento com YM-155, a diminuicdo da expressao de survivina
em linhagens celulares de LLA-B, REH e SUPBI15, selvagens para TP53, mas a
alteracdo dessa expressao nao foi identificada nas células K562, derivada de
leucemia mieldide crénica e com mutacdo em TP53, apesar de K562 ter
demonstrado elevada sensibilidade ao composto.

As linhagens LLA-T estudadas no presente trabalho, CCRF-CEM e JURKAT,
também sao deficientes de TP53 e, igualmente ndo foi verificada inibicdo da
expressdo de survivina apOs exposicdo a YM-155 em nenhuma das linhagens.
Porém, Nakahara et al. (2007; 2011) ja haviam descrito que esse composto inibe o
crescimento de células tumorais humanas independentemente do perfil de TP53. E
evidenciaram o efeito de YM-155 na diminuicdo da expressdo de survivina em
linhagens celulares mutadas para TP53, como na Calu-6 (adenocarcinoma de
pulméo), PC-3 e PPC-1 (cancro da préstata).

Contudo, nas linhagens K562, REH e SUPBL15, independentemente da
expressdo da survivina, houve aumento da regulacdo de genes envolvidos na

resposta a danos ao DNA, sugerindo que YM-155 possa induzir danos diretos ao
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DNA (CHANG et al., 2015). lwasa et al. (2008) concordam com esses resultados,
pois relataram que o composto sensibilizou células de carcinoma de pulméo
(NSCLC) a radiagéo, sendo seu efeito provavelmente atribuido a inibicdo do reparo
de DNA e inducgéo de apoptose.

Considerando que o composto YM-155 é uma quinona poliaromatica
pertencente a um grupo funcionalmente diversificado de agentes antineopléasicos,
como antraciclinas, daunorubicina, doxorubicina, mitomicina C e mitoxantronas, que
sdo principalmente agentes intercalantes de DNA, € de se esperar que 0 composto
tenha efeito de dano ao DNA (GLAROS et al., 2012). Adicionalmente, Winter et al.
(2014) reforca que YM-155 possui caracteristicas de um auténtico intercalante de
DNA, gerando danos a essa molécula na fracdo de células tratadas. Nesse estudo,
foi observado aumento quebras de cadeias duplas e inibicdo da replicacdo do DNA
(WINTER et al., 2014).

Em ambas as linhagens estudadas aqui, YM-155 apresentou efeito citotoxico
independente da expressao da survivina e, a partir dos nossos resultados no ensaio
de TUNEL e do aumento em sub-G1 na analise de ciclo celular, é possivel que em
linhagens de LLA-T com mutacédo de TP53 esse composto também cause danos ao
DNA, porém, ndo podemos afirmar que essa fragmentacédo seja independente do
processo de apoptose evidenciado. Além do aumento em sub-G1, no presente
trabalho verificamos que YM-155 afeta a dinamica do ciclo celular. Esse dado
também apoia a acdo do composto por uma via independente de survivina.

A reducado ou perda da survivina em células de mamiferos esta associada a
varios defeitos na divisdo celular, os quais incluem amplificacdo centrossémica,
montagem anormal do fuso mitético, deslocamento de quinases mitoticas e falhas de
checkpoints mitoticos (GIODINI et al., 2002; LENS et al., 2003; LI et al., 1999;
WHEATLEY et al., 2001). Visto que a expressao da survivina € minima durante o
ciclo celular até a fase G,/M, onde atinge seu apice de expressao, a inibicdo dessa
proteina induziria o bloqueio do ciclo em G,/M (CHEN et al., 2016; DE JONG et al.,
2016; GHADIMI et al., 2012). Efeito esse comprovado pelo knock-down especifico
da survivina, pelo uso de siRNAs (GHADIMI et al, 2012; KAPPLER et al., 2004,
NING et al, 2004)

Porém, nenhuma das linhagens analisadas no presente trabalho apresentou

esse bloqueio, sendo verificada na CCRF-CEM reducéo de células em G1 e parada
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do ciclo na fase S. Na JURKAT, verificamos aumento da porgcdo sub-G1l e
diminuicdo de células na fase G2/M apds tratamento com YM-155.

Chang et al. (2015), mesmo estudando células LLA-B com TP53 selvagem,
identificaram bloqueio do ciclo na fase S, resultado de danos diretos de YM-155 ao
DNA durante sua replicacéo. O que, por sua vez, provoca aumento da fosforilagdo
de TP53, Chk2 e yH2AX, levando a morte celular por apoptose. Os resultados
obtidos com a analise do ciclo celular da linhagem CCRF-CEM véao de encontro com
Chang et al. (2015). Além do dano ao DNA, o bloqueio em S pode ocorrer devido a
vérios fatores como defeitos na formacéo de cromatina e deficiéncias no check-point
(NELSON et al., 2002; YE et al., 2003).

Na JURKAT, a reducdo de células em G2/M e aumento em sub-Gl1, foi
semelhantemente descrito por Tao et al. (2012), Smith et al. (2015) e Chuwa et al.
(2016) nos quais, apos tratamento com YM-155, foi evidenciado aumento da
populacdo em sub-G1 na analise do ciclo celular de linhagens tumorais de rim
humano, leucemia mieldide aguda e cancer endometrial. Tao et al. (2012) também
identificaram diminuicéo da populacdo em G2/M.

As diferencas nos perfis de progressdo do ciclo celular apresentado pelas
linhagens CCRF-CEM e JURKAT, tratadas com o composto, podem ser resultado de
suas diversidades généticas. Apesar de gerarem respostas distintas, em ambas as
linhagens pode-se observar aumento dos indices apoptoéticos. Ou seja, as vias
genéticas influenciadas pelo composto YM1-55 podem ser variaveis, inclusive em
linhagens do mesmo subtipo tumoral.

Os mecanismos exatos de acdo do composto YM-155 ainda sao
desconhecidos. Por exemplo, na regulacdo da proteina survivina esse composto foi
descrito com efeito pré-transcricional, se ligando a fatores de transcricdo, como SP1
e ILF3/p54, fundamentais na regulacdo da apoptose e progressao do ciclo celular, e
os dissociando da regido promotora desse gene (CHENG et al., 2012; YAMAUCHI et
al., 2012). Porém ainda ndo estad bem estabelecida a atuacdo do YM-155 em outros
genes regulados pelos mesmos fatores de transcricao, por exemplo, SP1 (RAUCH et
al., 2014).

O fator de transcricdo SP1 exerce um impacto geral sobre a dinamica do ciclo
celular, seu bloqueio leva a parada do ciclo devido a inibicdo de ciclina D1 e induc¢éo
de p27 (KIP1) (GRINSTEIN et al., 2002). Porém como ambos atuam na regulacéo

da transicdo G1/S, os resultados de ciclo celular obtidos no presente estudo nao se
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relacionam a esse possivel mecanismo de acdo de YM-155. Adicionalmente, SP1
atua na regulacdo de varios outros genes associados a tumorigénese como E2F1, c-
fos, fator de crescimento transformador a, fatores anti-apoptéticos da familia bcl-2,
Bcl-xL, assim como na sintese e metabolismo de purina/pirimidina (timidilato sintase,
adenosina deaminase, DNA polimerase a, carbamilfosfato sintetase/ aspartato
carbamiltransferase/ dihidroorotase (CAD) e na angiogénese, VEGF (CASTRO-
RIVERA; SAMUDIO; SAFE, 2001; CHEN et al., 2000; DUAN; PORTER; SAFE,
1998; DONG, 1999; DUAN; SAFE, 1999; KHAN; ABDELRAHIM; SAMUDIO, 2003;
NGWENYA; SAFE, 2003; SAMUDIO et al., 2001; SAVILLE et al., 2004; STONER et
al., 2004; WANG et al., 1999; XIE et al., 2000).

Hipotetizando que seria importante considerar efeitos antiproliferativos mais
amplos com a inibicdo do SP1 em demais regides promotoras apés tratamento com
YM-155 (RAUCH et al., 2014), além da modulacdo da expressao de survivina foi
avaliada a expressdo dos genes VEGF e Bcl-xL apds tratamento com o composto.
No entanto, nossos resultados demonstraram que nao houve inibicdo da expressao
de ambos os genes nas linhagens estudadas. Portanto, esses dados sugerem que
YM-155 em linhagens LLA-T deficientes de TP53, esteja atuando ndo sé de forma
independente de survivina, mas por mecanismos outros que nao a inibicdo do fator
de transcricdo SP-1.

Independente da via molecular que a YM-155 esteja interferindo nas
linhagens LLA-T, os resultados aqui apresentados sugerem que esse composto é
efetivo na diminuicdo do crescimento e aumento da morte celular, podendo ser uma
molécula promissora no tratamento dos pacientes, principalmente daqueles com
maior sensibilidade ao composto.

Na fase de ensaios clinicos, geralmente o tratamento com YM-155 tem sido
bem tolerado e respostas clinicas sdo observadas numa variedade de tipos tumorais
(LEWIS et al., 2011; RAUCH et al., 2014).

Os resultados dos testes de fase | mostraram que o tratamento com essa
molécula em pacientes com tumores sélidos refratarios de cancer de pulmao,
esbfago, coloretal e timo sdo promissores, visto a grande seguranca no uso em
pacientes, a concentracdo atingida no plasma e sua eficiente atividade antitumoral
(SATOH et al., 2009). Tolcher et al. (2008) evidenciaram que o tratamento com YM-
155 foi bem tolerado em cancer de préstata horménio refratario e NHL (Linfoma

Non-Hodgkin), sendo a toxicidade considerada baixa e controlavel, representada por
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estomatites reversiveis e transitérias, artralgias, nduseas e febre, e o efeito adverso
mais grave relacionado a droga foi o desenvolvimento de neutropenia (grau 4) em
alguns pacientes.

Em outro estudo envolvendo individuos com cancer de préstata horménio
refratario, pulmado (NSCLC) e melanoma tratados com YM-155 intravenoso, oito
pacientes apresentaram efeitos adversos cardiacos e renais, sugerindo que a funcéo
renal deve ser monitorada a fim de prevenir o acumulo excessivo do composto, mas
no geral, a administracdo na maioria dos pacientes foi bem tolerada (RAUCH et al.,
2014).

Também j& foram realizados ensaios de fase Il, em pacientes com melanoma,
e esses estudos também indicaram a seguranca do tratamento com o composto
agindo de forma isolada, apesar de ter sido apontada falha renal aguda reversivel
em um dos pacientes (LEWIS et al., 2011). Porém, esse efeito adverso nao foi
observado em um estudo mais recente onde 0s eventos decorrentes da terapia com
YM-155 foram considerados controlaveis com suporte individual e puderam ser
solucionados, atingindo os valores de base, por meio da suspensédo ou reducéao da
dose do composto (KUDCHADKAR et al., 2015).

Portanto a eficacia clinica de YM-155 € suportada pelas respostas estaveis
antitumorais alcancadas com seu tratamento nos estudos de fase | e Il, e com base
nesses resultados, o0 composto mostra-se uma estratégia promissora no tratamento
das mais diversas neoplasias. Nakahara et al. (2007) consideram que uma
vantagem importante de YM-155 em relacdo as outras moléculas antitumorais € o
fato daquele apresentar aumento da eficacia associada a baixa toxicidade, em
esquemas continuos de administracdo. Nesse estudo foram encontradas
concentracfes menores da droga distribuida no plasma do que no tumor, refletindo
menor exposi¢cao dos tecidos normais aos efeitos de YM-155.

Embora o mecanismo exato do tratamento em linhagens LLA-T precise ser
melhor investigado, é sugerido que YM-155 possa ser um candidato no tratamento

de LLA-T infantil, principalmente em pacientes com alta sensibilidade ao composto.



77

7 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados aqui apresentados, conclui-se que:

a) YM-155 diminui a viabilidade e o crescimento de linhagens derivadas de
pacientes com leucemia linfoide aguda de células T (LLA-T), com a
linhagem JURKAT mais sensivel & YM-155 em relacdo a CCRF-CEM,;

b) YM-155 é um potente indutor de morte celular por apoptose em linhagens
LLA-T;

c) YM-155 inibe significativamente a capacidade de formagéo de colbnias
em linhagens de LLA-T;

d) YM-155 ndo diminui a expressao génica de survivina, Bcl-xL e VEGF em
linhagens de LLA-T;

e) A atividade antiproliferativa de YM-155 sobre a linhagem CCRF-CEM se
da através do bloqueio do ciclo celular na fase S;

f) YM-155 interferiu na progressdao normal do ciclo celular da JURKAT,
diminuindo consideravelmente sua populacdo em G2/M e aumentando a
fracdo Sub-G1.

Portanto, concluimos que o composto YM-155 representa um promissor

agente antitumoral sobre as linhagens de leucemia linféide aguda de células T com

mutacéo do gene TP53.
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