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RESUMO

ANA GABRIELA OLIVEIRA FERREIRA

EFEITO DE COMPOSTOS MESOIONICOS SOBRE A VIABILIDADE DE
CELULAS DE LEUCEMIA

Orientadora: Juliana Echevarria Neves Lima.
Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

A importancia do estudo de novos compostos a serem usados na quimioterapia €
essencial, como a capacidade dos compostos mesoiénicos em induzir a morte de células
infectadas por HTLV-1. Esses compostos que por sua vez sdo capazes de interagir com
moléculas de caracter acido nucleicas (DNA, RNA) e proteinas, segundo estudos realizados
por Cardoso et al (2004) permite a facil entrada e saidas destes das membranas celulares
devido sua estrutura lipossoluvel. O presente trabalho teve como objetivo analisar a atuacéo
de compostos mesoidnicos na viabilidade celular das diferentes linhagens de leucemia.
Foram utilizadas 3 linhagens celulares, sendo elas: Jukart, MT2 e K562, sob tratamento de 5
difertentes compostos mesoibnicos. Sendo assim, pode-se dizer que 0S CcoOmpostos
mesoidnicos abordados possuem um grande potencial como agente terapéutico para casos de
infeccdo por HTLV-1, assim como outras leucemias.

Palavras-chave: HTLV-1; Cancer; Leucemia.



VII

ABSTRACT

ANAGABRIELA OLIVEIRA FERREIRA

EFFECT OF MESOIONIC COMPOUNDS ON THE VIAIBILITY OF LEUKEMIA
CELLS

Orientadora: Juliana Echevarria Neves Lima.
Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencéo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

The importance of studying new compounds to be used in chemotherapy is essential, such
as the ability of mesoionic compounds to induce death of HTLV-1-infected cells. These
compounds, which are capable of interacting with nucleic acid molecules (DNA, RNA) and
proteins, according to studies carried out by Cardoso et al. (2004), allow easy entry and exit
of these membranes from the cell membranes due to their liposoluble structure. The present
work had as objective to analyze the performance of mesoionic compounds in the cellular
viability of the different leukemia strains. Three cell lines were used: Jukart, MT2 and K562,
under treatment of 5 different mesoionic compounds. Thus, it can be said that the mesoionic
compounds discussed have a great potential as a therapeutic agent for cases of HTLV-1

infection, as well as other leukemias.

Keywords: HTLV-1; Cancer; Leukemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus

A descoberta dos virus ocorreu a partir dos estudos dos biélogos Dmitri lwanowski
em 1892 e Martinus Beijerinck em 1898, enfatizando que o agente causador da doenca do
fumo ou mais conhecida como doenga do mosaico do tabaco, prevalente na época, tinha
como agente causador um microrganismo microscépico e diferente das bactérias,
anteriormente ja conhecidas. Através de experimentos com filtros de porcelana, foi visto
que a partir dos extratos das plantas doentes era possivel uma transmissao da doenca para 0s
vegetais sadios, evidenciando que estes conseguiam ultrapassar os filtros. No decorrer dos
estudos, em 1935 foram isolados cristais de virus e observados ao microscopio, foi descrito
entdo que a composicao viral era principalmente proteica e com pequena quantidade de um
unico tipo de &cido nucleico, sendo DNA ou RNA. Com dimensfes menores de 200nm de
didmetro, os virus s6 podem ser observados por meio de microscopios eletrénicos e, uma
das caracteristicas mais importantes € que por serem acelulares, eles necessitam do

metabolismo de outra célula para se replicarem (BRANDAO, 2015).
1.2 Retrovirus

Os virus, parasitas intracelulares obrigatorios, sdo fundamentalmente responsaveis
por inimeras infeccdes virais e, destas, aproximadamente 20% dos tumores malignos no
mundo. Com isso, pode-se dizer que até 10% dos tumores malignos sdo causados pelos
retrovirus (BLATTNER, WA, 1999).

De acordo com o Ministério da Saude, o aparecimento e evolucdo dos tumores
relacionados diretamente com os virus tém tido maior atencdo e dedicacdo por parte dos
pesquisadores estimulando e ampliando estudos através de experimentos e isolamentos de
virus com animais oncogénicos, em especial retrovirus. Trabalhando o conceito e interacéo
destes com o hospedeiro, a integracéo e evolugédo dos &cidos nucleicos, transmissao vertical,
persisténcia e laténcia viral, assim como a indugdo de neoplasias.

Os retrovirus sdo caracterizados por sua capacidade de autorreplicagdo com
exclusiva necessidade da maquinaria celular do hospedeiro, que segundo Lodish et al, (2000)
este que pode ser ou nao constituido por um capsideo proteico envolvendo o material

genético de origem desoxirribonucleica (DNA) ou ribonucleica (RNA) e de estrutura



formada por uma camada de lipideos associada a diferentes proteinas e glicoproteinas
(Figura 1).
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Figura 1: Secdo transversal esquematica através de uma particula retroviral com apresentacdo da
formacdo de um envelope viral a partir de uma bicamada lipidica, presenca de componentes de
transmembrana (TM) e de superficie (SU) por ligagdes dissulfureto. Composta pelas proteinas
estruturais nao glicosiladas: de matriz (MA), do capsideo (CA) e nucleocapsidio (NC) presentes no
interior da particula. Presenca das principais enzimas transcriptase reversa (RT) e integRase (IN),
como produtos da regido de codificagdo polimerase. Fonte: Adaptado Lodish et al., 2000.

Conhecidos por sua capacidade de sintetizar uma fita de DNA a partir de uma fita
molde de RNA, devido a presenca da enzima transcriptase reversa, os retrovirus fazem parte
do grupo VI segundo Baltimore (1971) (Figura 2). A classifica¢do, criada por David
Baltimore, trata de forma ordenada a partir de caracteristicas do genoma e de transcri¢ao do
RNA mensageiro. Acrescenta-se que estes de fita simples RNA foram definidos e
denominados de forma taxonémica a partir de sua estrutura, composi¢do e propriedades
replicativas (COFFIN,1992a,b,1996).
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Figura 2: Classificagdo de Baltimore em classes de | a VI. I: DNA de fita dupla (Herpesvirus,
Adenovirus); II: DNA de fita simples (Parvovirus); 111: RNA de fita dupla e segmentado (Reovirus);
IV: RNA de fita simples sentido positivo — RNA+ (Picovirus e Coronavirus); V: RNA de fita
simples sentido negativo — RNA- (Rhabdovirus, Paramyxovirus); Classe VI: RNA com transcri¢ao
reversa (Retrovirus ou HIV).



1.3 HTLV-1

1.3.1 Origem do HTLV-I

A descoberta do (HTLV-1) se deu no inicio dos anos 80, pertence a familia
Retroviridae por ser composto por um genoma de fita simples de RNA e genes do tipo gag,
pol, env e pX, similares aos demais retrovirus. Na época foi associado a doengas como
leucemia ou linfoma de células-T (ATLL) e paraparesia espastica tropical (PET), pois
segundo estudos, os individuos sintomaticos desenvolviam PET ou ATLL de maneira que a
fisiopatogenia ndo fosse alterada, com isso a maioria dos infectados pelo HTVL-I,
aproximadamente 95%, permaneceu de forma assintomatica ao longo da vida (POIESZ, B.
J. et al.,1980). Dessa forma, ha aproximadamente 30 anos atras, no Japéo, foi considerada a
descricdo do termo leucemia a partir da ATLL. Pouco tempo depois, o retrovirus foi isolado,
descrito e considerado como HTLV-I o causador principal da doenga (Watanabe T., 1997).

A infeccdo causada pelo virus da leucemia de células T humanas 1 (HTLV-I) pode
associar-se a diversas doencas causadas em seres humanos, na qual estas dividem-se em
dois grandes grupos: neoplasicas, podendo incluir o linfoma de células adultas (ATLL) e as
ndo-neoplésicas, no caso as doencas inflamatdrias (Watanabe T., 1997). Foi visto também
que essa associacdo do HTLV-1 com ATLL e PET eram bem estabelecidas e com isso foi
necessaria uma maior atencdo do governo e de pesquisadores, intensificando estudos com
outras possiveis associacdes a outras doencas do tipo reumatoldgicas, do trato respiratério,
urinario e aquelas com maior susceptibilidade a doengas do tipo infecciosas (MINISTERIO
DA SAUDE, 2013).

Assim, o Ministério da Salde (2013) descreveu entdo que os principais meios de
transmissdo do virus eram a partir do sexo, sangue e transfusdo de hemocomponentes
infectados. Embora ainda ndo tivesse conhecimento especifico de fatores que pudessem

promover ou inibir qualquer via de transmissao.

1.3.2 Epidemiologia

A infecgdo pelo HTLV-I é considerada endémica em vérias regides do globo, desde
o Japdo, América do Sul, Caribe e alguns paises da Africa (SANTOS et al., 2005). No
Brasil, pode-se dizer que a cidade com maior prevaléncia é Salvador. Segundo dados,
aproximadamente 1,7% da populagdo possui o virus. Apesar do conhecimento e boa

definicdo da distribuicdo geogréfica, ainda ndo se sabe o motivo de areas de alta prevaléncia



estarem proximas ou juntas das areas de menor prevaléncia no mesmo pais, fazendo com
que a real prevaléncia seja conhecida, assim como ainda ndo ha estudo concreto da
epidemiologia com base em metodologias adequadas e referéncia populacional sobre a
infeccdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

As caracteristicas epidemioldgicas no Brasil sdo avaliadas de acordo com a idade,
visto que a soropositividade aumenta, assim como aqueles individuos com comportamento
de risco ou maior exposicdo a doencas sexualmente transmissiveis, individuos
transplantados e usuarios de drogas, principalmente as injetaveis. O HTLV-I no pais esta
presente em todas as regides, sendo menor prevaléncia no norte e sul, porém maior nas
regides sudeste e estado da Bahia. O Brasil, de acordo com sua densidade geogréafica e
populacional, tem a capacidade de abrigar um numero considerdvel de individuos
soropositivos por HTLV-I/1I. Dessa forma, a triagem sorolégica para candidatos a doacao
ao banco de sangue € obrigatoria no pais e a responsabilidade pela coleta é a rede de
hemocentros, de aproximadamente 80% do sangue doado. Foi realizado um estudo na
cidade do Rio de Janeiro, onde aproximadamente 4,8% das pessoas infectadas para cada
1000 doadores de sangue (Catalan-Soares et al., 2005) (Figura 3).
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Figura 3: Mapa geografico estadual do Brasil e taxa de prevaléncia do HTLV-I e Il dos anos de
1995 a 2000. Relacdo de individuos doadores do banco de sangue e individuos infectados. Fonte:
Adaptado de Catalan-Soares et al., 2005.



Dessa forma é possivel notar caracteristicas diferentes sobre a distribuicao
geografica da infeccdo pelo HTLV-I, sendo estas apresentadas em bolsdes, sendo areas de
maiores prevaléncias contornadas por areas de prevaléncias menores do virus. Estudos
afirmam que dados epidemiolégicos de maior volume sdo provenientes de casos clinicos
associados a0 HTLV-1 no Japdo, llhas Caribenhas, Africa e Américas Central e Sul. Que
podem ser consideradas regibes de alta prevaléncia aquelas com mais de 5% de
soropositividade para o virus, média prevaléncia seria de 5% a 1% e baixa prevaléncia para
menor de 1%.

A primeira area conhecida como endémica para o HTLV-I é o Jap&o, no pais, a soro
prevaléncia atinge 37% da soropositividade. No norte da regido de Hokkaido as estatisticas
ja sdo outras, consta que 45% da populacgdo ¢ infectada pelo HTLV-I, mesmo que parte da
regido tenha baixa prevaléncia, assim como em outros paises da Asia. J4 o Caribe, é
classificado como a segunda area mais endémica e na Jamaica, dados mostram que a Soro
prevaléncia é de 5%.

Um estudo realizado em sete paises da Africa apresentou uma disposicio de
crescimento da taxa de soroprevaléncia do Norte até o Sul, alternando de 17% na Tanzénia
a 0,6% no Marrocos. Essa taxa manifesta-se baixa na Europa exclusivas a determinados
grupos, que se transferem de areas endémicas. A soroprevaléncia também se mostrou baixa
na Ameérica do Norte. Outro estudo produzido com amostras de sangue de oito hemocentros
distintos dos EUA, totalizando 39.898 doadores analisados, a soro prevaléncia se deu em
0,025%. Posteriormente, um estudo feito na América do Sul, mais precisamente na
Venezuela, foi considerado um soro prevaléncia de 6,8% em uma amostra geral dos
habitantes, porém, na Colémbia, apresentou-se variacao de soro prevaléncia entre pessoas
que moravam em area costeira, na qual a taxa mostrou-se ser de 4,3%, e em area
montanhosa, de 0,6%. Ja no Chile, foi possivel observar a dominancia de 0,73% entre 954

doadores de sangue, e na Argentina, de 0,07% em 12.891 doadores.



:

Figura 4: Distribuicdo geografica mundial do HTLV, apresentada em cor. Fonte: Adaptado
de Proietti et al (2005).

Foi realizado também um estudo no Brasil a partir de uma metodologia Unica de
coleta, transporte e testes com 5.842 amostras para o virus HTLV-I/ll e o resultado da
positividade nas capitais foi de aproximadamente: Floriandpolis com 0,08%; Manaus com
0,08%; Recife com 0,33%; S&o Paulo com 0,30%; Minas Gerais com 0,32%; Rio de Janeiro
com 0,33%; Salvador com 1,35% e a taxa de 0,41% foi classificada como a prevaléncia
média do virus. O Ministério da Saude (2013) julga importante ressaltar que apesar dos
dados apresentados, a soro prevaléncia média dos doadores de sangue aptos no pais é de 20

a 100 vezes maior que em outras partes do globo.

1.3.3 Transmissao

O HTLV-1 pode ser transmitido, especialmente por trés modos. O primeiro, e
considerado o menos eficiente, € nomeado de sexual ou via horizontal, entretanto a
transmissdo que provém do homem para a mulher acontece em torno de quatro vezes mais
quando comparado a transmissdo da mulher para 0 homem. No segundo modo acontece o
deslocamento de linfécitos maternos infectados para o neonato, principalmente durante o
processo de amamentacdo e pelo canal de parto, € nomeado de perinatal ou via vertical e é
apontado como 0 modo mais frequente. Finalmente, o terceiro modo, chamado de sanguinea,
corresponde a forma mais eficaz de contaminacéo do virus, acontecendo por meio do uso de
fomites, transplantes de 6rgéos ou transfusdes sanguineas (Bittencourt, 2008) (Gldria et al.,
2015).



1.3.4 Propriedades Gerais e Processo de Carcinogénese

Segundo Ferreira et al. (2010), ndo é possivel a integragdo direta do virus de RNA
no genoma hospedeiro devido seu genoma ser composto por acidos nucleicos do tipo RNA.
Com isso, ha a conversdo do RNA viral em uma cépia de DNA por meio da enzima
transcriptase reversa, por sua vez codificada pelo virus e utilizando o RNA como modelo.
Assim, chega-se ao resultado no préovirus. Entdo o genoma hospedeiro integra-se ao
prévirus e, juntos, sdo replicados. Os virus de RNA que tém o potencial carcindgeno séo
nomeados de oncomavirus e tem a capacidade de causar leucemia em diversas espécies de
animais, inclusive mamiferos.

Por ser um retrovirus, com a presenca e ativacdo da enzima transcriptase reversa
(TR), é possivel deixar uma copia do seu material genético na célula hospedeira e que este
seja disseminado a partir da multiplicacdo celular e o processo de carcinogénese.

Para a oncogénese sao necessarios que alguns eventos celulares acontecam, para que
as células sejam capazes de: ser auto-suficiente a fatores de crescimento, evadam a apoptose,
ter potencial replicativo ilimitado, ser capaz de invasdo e metastizacdo (Jeang, 2010).
Outros oncovirus possuem em Sseu genoma oncogenes V-onc que sdo derivados de c-onc
encontrados no genoma animal, sendo as proteinas expressas por estes genes as
responsaveis pela transformacao celular. Porém, ao contréario do que acontece com 0s outros
retrovirus oncogénicos, no HTLV-1 ndo foi encontrado gene v-onc (Matsuoka & Jeang,
2011). No caso da infec¢cdo pelo HTLV-I proteina viral Tax € importante na propagacao da
infeccdo viral e no processo de transformacéo celular. A Tax é responsavel por melhorar a
transcricdo de genes virais e celulares, promovendo a proliferacdo celular através da
estimulacdo de varios fatores de crescimento. Além disso, essa proteina induz a
desregulacdo de genes supressores de tumor.

Apo6s um longo periodo latencia, a leucemia de células-T adultas (ATL) ocorre em 1
por 1000 portadores a cada ano, resultando em 2500-3000 casos por ano em todo o0 mundo e,
consequentemente mais da metade das malignidades linfoides adultas em areas endémicas.
Sendo assim, aproximadamente 5% daqueles que apresentam infeccdo por HTLV-I
conseguem desenvolver algum tipo de doenca ou sintomas relacionados ao virus. Por outro
lado, a maioria dos individuos infectados permanecem assintomaticos e com capacidade de
transmissao do virus (Fundagdo Hemominas, 2007).

Os retrovirus oncogénicos na maioria das vezes atuam como carcinégenos naturais,

ou seja, induzem uma modificacdo genética celular que posteriormente afeta todas as outras



no decorrer das divisdes celulares. Os estudos e pesquisas de retrovirus tem se aprofundado
e 0s estudados sdo: o virus do sarcoma de Rous (RSV), Tumor de mama de ratinho e virus
de leucemia murina (MMTYV e MLV) e o virus da leucemia de células-T humanas 1 (HTLV)
(Coffin JM et al., 1997). O INCA (1996) descreve que 0 processo de carcinogénese se da
lentamente e ocorre em 3 estagios, sendo eles: estagio de iniciagdo, promocao e progressao,

estes apresentados na figura 5.

Estagio de Iniciagdo Estdgio de Promogio Estdgio de Progressdo

Acimulo de
celulas
CaNCEernsas

descontrolada
daz celulas
altrraras:

Figura 5: Processo de carcinogénese e seus estagios. Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA
SAUDE. INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. COORDENACAO NACIONAL DE
CONTROLE DE TABAGISMO - CONTAPP. "Falando Sobre Céancer e Seus Fatores de Risco".
Rio de Janeiro, 1996.

1.4. ATLL

A leucemia de células T do adulto foi primeiramente descrita em Kyoto no Japao, no
ano de 1977 (UCHIYAMA et al., 1977). Além da presenca de anticorpos contra 0 HTLV-I
nos pacientes, todas as células leucémicas possuem o genoma pré-viral integrado ao seu
DNA. A Leucemia de células-T do adulto (ATLL) tem prevaléncia de 1% a 5% dos
portadores da infeccdo sdo classificados na idade adulta, ja aqueles infectados durante a
infancia ou através de uma transmissdo materno-infantil, sdo capazes de apresentar maior
risco e desenvolvimento de ATLL. Segundo estudos realizados pelo HEMORIO, séo
poucos os individuos infectados pelo HTLV-I que apresentam através de predisposicéo
geneética, o desenvolvimento da doenca a partir de um crescimento celular desordenado,
mesmo ainda afirmando que existem varias formas de ATLL, das brandas e assintomaticas
até as mais graves. As principais classificagdes encontradas em exames fisicos estdo
relacionadas na figura 6.

Os individudos infectados pelo HTLV-I podem desenvolver linfomas. O termo
linfoma se da principalmente na caracterizacdo de um grupo de doencas de origem em
células do sistema linfatico, composto principalmente por vasos linfaticos, ganglios

linfaticos (linfonodos), linfocitos e Orgdos de importtes como timo, bago e as tonsilas



(amigdalas). Sua principal funcéo é o transporte de substancias e células do sistema imune
por todo o organismo. Os sintomas encontrados sdo lesdes na pele com aparecimento de
placas avermelhadas, seguido de coceiras e descamacfes. H&4 também variacdo devido ao
aumento dos ganglios linfaticos na regido do pescoco, assim como axila e virilhas e
surgimento de barriga inchada devido ao tamanho/aumento do baco e do figado, e casos de

anemia, febre, pneumonia e tosse.
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Figura 6: Classificacdo do Exame Fisico realizado para ATLL, adaptado de HEMORIO.

1.5 Tipos de Tratamento Convencionais
1.5.1 Quimioterapia para Tratamento da Leucemia T do Adulto (ATLL)

O tratamento dos individuos portadores de leucemias baseia-se na tentativa de
eliminar todas as células tumorais no corpo. Tumores solidos podem ser removidos
cirurgicamente, mas as leucemias encontram-se dispersas na circulacdo e na medula éssea,
0 que torna mais dificil a eliminacdo de todas estas células. Em geral, a terapia contra essas
neoplasias € uma poli quimioterapia agressiva até que as células leucémicas ndo sdao mais
detectadas (Hemorio/Protocolos Clinicos Das Doengas Hematoldgicas, 2011).

No Brasil, o tratamento da ATLL baseia-se no uso de interferon e zidovudine
(AZT), em combinagdo com o protocolo CHOP [Ciclofosfamida, Hidroxidoxorubicina
(doxorubicina), Vincristina (Oncovin), Prednisona] (Hemorio/ Protocolos Clinicos Das

Doencas Hematologicas). Os principais problemas que dificultam os tratamentos das ATLL
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sdo o status de imunossupressdao no qual se encontra o paciente antes e depois do
desenvolvimento da doenca, 0 que acaba por contribuir para aparecimento de infeccdes
oportunistas. Além disso, as células apresentam um fenétipo de resisténcia intrinseco, que é
conferido através da expressdo de diferentes mecanismos de resisténcia aos quimioterapicos
convencionais (Ishitsuka & Tamura, 2008). Assim, o protocolo de quimioterapia baseia-se
na inibicdo da infeccdo de novas células e inducdo a morte das células tumorais.

Foi realizado um estudo pela Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical
(2002), no qual é descrito que medicamentos utilizados no tratamento de espasticidade séo
derivados de GABA, sendo benzodiazepinicos com acao ansiolitica e sedativa induzindo
um relaxamento muscular, ministrados por doses individualizadas. Visto que, outros
medicamentos como antidepressivos, analgésicos e derivados imidazdlicos também sédo
utilizados. Apesar de a dor neuropatica ser um sintoma crénico ndo se sabe ainda quais 0s
mecanismos envolvidos, fugindo ainda para uma terapia singular com anti-algicos e

antidepressivos no intuito de amenizar a dor.

1.5.2 Compostos Mesoidnicos com Atividade Tumoral

Os compostos mesoidnicos possuem caracteristicas estruturais muito especiais e de
interesse para os pesquisadores no campo da quimica medicinal. A estrutura dotada de
cargas positivas e negativas bem separadas possibilita a interacdo com varias biomoléculas,
entre as quais 0s acidos nucléicos e proteinas, fator importante que contribui ao grande
potencial desses compostos como agentes medicinais (VILPO et al., 1997). A caracteristica
basica dos compostos mesoibnicos é o fato de ndo poderem ser representados por apenas
uma estrutura totalmente covalente ou idnica, possuem estruturas moleculares planas e com
grande separacgdo da carga positiva e negativa.

Estudos realizados com derivados das classes 1,3,4-tiadiazélio-2-aminidas, 1,3,4-
triazblio-5-tiolatos e 1,2,3-oxadiazolio-5-olatos se mostraram muito promissores, sendo
observada a inibicdo do crescimento dos tumores e 0 aumento significativo da sobrevida
dos animais tratados. Esses ensaios foram realizados utilizando os modelos de carcinoma de
Ehrlich, sarcoma 180, leucemia L1210, leucemia K562, linfoma Daudi, tumor B10MC,
melanoma murino B16-F10 e os melanomas humanos MEL-85, SK-MEL, A2058 e ME-
WO, extremamente agressivos (GRYNBERG et al., 1997; CADENA et al., 1998; SENFF-
RIBEIRO et al.,, 2003; SENF-RIBEIRO et al., 2004a; SENF-RIBEIRO et al., 2004b,
MENDES-SANCHES et al., 2009; ROMAO et al., 2009; REIS et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos descritos por Paiva e Casseb (2015), relatam que a infec¢do por HTLV-1,
apesar de ser uma doenca negligenciada no Brasil, ainda ndo pode ser considerada como um
problema de salde pablica. A Leucemia em células T de adulto é bem caracterizada pela
presenca de proliferacdo de células tumorais, caracterizando a doenca em meio aos poucos
estudos e mecanismos relacionados a fins terapéuticos. Estudos que visam identificar uma
nova substancia que seja capaz de inibir significativamente a viabilidade de células

tumorais pode significar um novo tratamento.

3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O projeto tem como objetivo analisar a atuagcdo de compostos mesoionicos na

viabilidade de células das linhagens de leucemia.

3.2. Objetivos especificos

1°. Analisar a viabilidade em células da linhagem permanentemente infectada pelo HTLV-1,
MT-2, cultivada na presenca de compostos mesoidnicos;

2°. Avaliar a viabilidade em células da linhagem de leucemia T, Jurkat, cultivada na
presenca de compostos mesoidnicos;

3°. Avaliar a viabilidade em células da linhagem de eritroleucemia, K562, cultivada na

presenca de compostos mesoidnicos.
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4 METODOLOGIA

4.1. Cultura de Células

Este trabalho utilizou como modelo as linhagens celulares K562, Jurkat e MT-2. A
linhagem celular JURKAT, segundo Schneider et. al. (1977) proveniente de leucemia
linfocitica aguda, isolada de sangue periférico de adolescente do sexo masculino. As células
Jurkat foram gentilmente cedidas pela Dra. Ana Lucia Giannini do Departamento de
Genética do Instituto de Biologia da UFRJ. A linhagem MT-2, segundo Miyoshi et al.,
(1981) é derivada de co-cultivo de células provenientes de corddo umbilical de bebé do
sexo masculino com linfdcitos T provenientes de paciente do sexo feminino diagnosticada
com leucemia T do adulto. Essa linhagem foi gentilmente cedida pelo Dr. Otavio Espindola
do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ - RJ). A linhagem K562 é caracterizada por conferir multirresisténcia a
farmacos devido a expressdo da glicoproteina P, segundo Rumjaneck (2000). As células
K562 foram gentilmente cedidas pela Dra. Vivian M. Rumjanek do Instituto de Bioquimica
Médica Leopoldo de Meis da UFRJ.

O cultivo das linhagens celulares foi realizado em meio RPMI 1640 (Lonza ou LGC
Biotechnologia) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (Cultilab), inativado
penincilina (1000 Ul/mL, LGC Biotechnologia) e estreptomicina (1000 Ul/mL, LGC
Biotechnologia), pH 7,4. As células foram mantidas em atmosfera imida & 37°C com 5%
CO.. Foram realizadas passagens das células em intervalos de 3 a 4 dias.

4.2. Ensaio de Citotoxidade (MTT)

A citotoxidade das células foi determinada a partir do teste MTT (3-{4,5-
dimetiltiazol-2-il} -2,5-difeniltetrazolio brometo) (Sigma-Aldrich). O MTT (sal de
tetrazolio) é convertido em sal de formazana, em celulas vivas através da atividade da
succinato desidrogenase mitocondrial. A enzima induz a formacéo de cristais de coloragéo
azulada (sal de formazana) nas células viaveis, que ao serem dissolvidos, permite sua
quantificacdo por espectrofotometria, permitindo avaliar a capacidade redutora da célula
(MOSMANN, 1983), representado pela figura 7, a metabolizagdo do MTT.
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Figura 7: Metabolizacdo do MTT, adaptado de ROCHE, 2008.

Os ensaios foram realizados em triplicata em experimentos independentes para cada
linhagem. As células foram semeadas em placas de 96 pocos, sendo 10* células/pogo e
incubadas em meio RPMI + 10% de SFB na presenca ou auséncia de diferentes
concentracdes das substancias avaliadas, sendo elas: 50 uM; 25 uM; 12,5 uM; 6,25 uM;
3,125 uM e 1,56 pM.

As placas foram incubadas por 72 horas em atmosfera imida a 37°C com CO2 5%.
Posteriormente, as placas contendo as culturas celulares centrifugada a 200 x g por 7
minutos. O meio com MTT foi retirado e os cristais de formazana formados foram
dissolvidos em 200 uL de DMSO (solvente dos mesoidnicos). O valor de absorbancia foi
medido a um comprimento de onda de 490 nm (SpectraMax® Paradigm®) e a viabilidade
das células comparadas ao controle sem as substancias teste foi calculada de acordo com a

equacéo:

Vmbi.!i(iade {.'%) o ( Absorbancia da Amostra ) « 100

Absorbancia do controle negativo
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5 RESULTADOS

Para investigar a capacidade dos compostos mesoidnicos em induzir a morte de
células in vitro, utilizamos as linhagens celulares de leucemia humanas: Jurkat (leucemia
linfocitica aguda), MT2 (leucemia T do adulto) e K562 (eritroleucemia humana). As células
foram incubadas com diferentes concentracGes de compostos mesoidnicos por 72h. Usando
um ensaio MTT, observamos que os compostos MID1 e MID2 induziram a morte celular
em células Jurkat. Na figura 8 observamos que o aumento da concentracdo da substancia
MID1 inoculada ndo é capaz de interferir na susceptibilidade a morte induzida pela
substancia se mantendo em torno de 60%. Entretanto, em comparacdo com a substancia
MID2, ndo observamos diferenca significativa na concentracdo de 1,56 uM, havendo um

discreto efeito citotoxico.
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Figura 8. Efeito das substancias MID 1 e MID 2 em linhagem celular Jurkat. 10* células/mL foram
incubadas na presenca ou auséncia as substancias MID1 e 2 (1,56 — 50 uM), ou do veiculo DMSO
(1%; v/iv) por 72h a 37 °C com 5% de CO,. Apo6s este periodo foi adicionado MTT as células,
incubando-as por mais 3 horas sob as mesmas condi¢Bes. As células foram centrifugadas por 7
minutos a 200g e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado DMSO para dissolver
os cristais formados como resultado da reducdo do MTT. A densidade Optica foi obtida a partir da
leitura no comprimento de onda de 490 nm. Os valores dos graficos sdo a média * desvio padréo de
2 experimentos realizados em triplicata. *p<0,05 em relacdo ao DMSO e ao 0 (células apenas
cultivadas com meio).
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Ainda comparando as substancias MID1 e MID2, a figura 9 representa os resultados
com a linhagem celular MT2 infectada pelo virus HTLV-1. Os resultados sugerem que as
células MT2 sdo mais resistentes a esses compostos do que as células Jurkat. Apenas as
concentragcdes de 50, 25 e 12,5 uM de MID1 foram capazes de reduzir o percentual de
células viaveis. Além disso, a concentracdo de 50 uM de MID1 teve melhor atuacdo do que

a mesma concentragdo em MID?2.

MID1 MID2
«» 100- 7 » 100d— ¥/
E / E /
;g 80- % ;g 80- %
3 60 / % 60 /
§ 40 % § 40 %

© 0@60 e P AN RN &
MID ( uM) MID ( uM)
MID4

O o o0 O H »
& w@@t»%gv&

MID ( M)

Figura 9: Efeito das substancias MID 1 e MID 2 sobre as células da linhagem celular MT2. 10*
células/mL foram incubadas na presenca ou auséncia as substancias MID1 e 2 (1,56 — 50 uM), ou
do veiculo DMSO (1%; v/v) por 72h a 37 °C com 5% de CO.. Ap0s este periodo foi adicionado
MTT as células, incubando-as por mais 3 horas sob as mesmas condicBes. As células foram
centrifugadas por 7 minutos a 200g e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado
DMSO para dissolver os cristais formados como resultado da redu¢do do MTT. A densidade Optica
foi obtida a partir da leitura no comprimento de onda de 490 nm. Os valores dos graficos sdo a
média + desvio padrdo de 3 experimentos realizados em triplicata (MID1); média de 2
experimento realizado em triplicata (MID2); e média de 1 experimento realizado em
triplicata (MID5 e MID4). *p<0,05 em relagdo ao DMSO e ao 0 (células apenas cultivadas com
meio).



16

Outra linhagem celular utilizada nos experimentos foi a K562, que diferente das
demais, pois trata-se de uma célula de origem mieldide. Notamos que a substancia MID1
induz a morte celular de forma concentracdo dependente (Figura 10), pois as concentragdes
de 50, 25 e 12,5 uM (entre 95% a 91% de morte) foram induziram significativamente maior
reducdo de viabilidade em comparagdo as concentrac@es de 6,25, 3.125 e 1,56 UM (entre
70% a 15% de morte). J& com a substancia MID5, com apenas uma analise realizada como
resultado preliminar, observamos que a atividade da substancia se comporta de forma
diferente, as concentragdes de 6,26 e 12 pM foram as que apresentaram maior capacidade

de inducdo de morte nas células K562 cerca de 85% (Figura 10).

Outro resultado preliminar consiste nas analises realizadas com a substancia referida
MID4. Quando incubada nas células da linhagem K562, o resultado obtido foi semelhante
ao obtido com o composto MID5. As concentracdes de 6,26 e 12 UM apresentaram maior
capacidade de inducdo de morte nas células K562 aproximadamente 70 e 60%

respectivamente.

Ao comparar o efeito do composto MID1 sobre as diferentes linhagens através dos
valores obtidos de 1Cso podemos sugerir que as células K562 sejam mais sensiveis ao efeito

desse composto em comparacdo as células Jurkat e MT2 (Tabela 1).

Tabela 1. Comparagéo do efeito do composto MID1 sobre as diferentes linhagens.

Linhagens celulares

Composto Jurkat — 1Cso MT2 - ICso K562 — ICso

MID1 5,18 uM 7,26 pM 4,38 UM
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Figura 10: Efeito das substancias MID 1 e MID 5 sobre as células da linhagem celular K562. 10*
células/mL foram incubadas na presenca ou auséncia as substancias MID1 e 2 (1,56 — 50 pM), ou
do veiculo DMSO (1%; v/v) por 72h a 37 °C com 5% de CO,. Apds este periodo foi adicionado
MTT as células, incubando-as por mais 3 horas sob as mesmas condi¢Ges. As células foram
centrifugadas por 7 minutos a 200g e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, foi adicionado
DMSO para dissolver os cristais formados como resultado da reducdo do MTT. A densidade Optica
foi obtida a partir da leitura no comprimento de onda de 490 nm. Os valores dos graficos sdo a
média + desvio padrdo de 3 experimentos realizados em triplicata (MID1); e média de 1

experimento realizado em triplicata (MID5 e MID4).
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6 DISCUSSAO

Segundo o Instituto Oncoguia (2018), foi descrito o tratamento quimioterapico como
agente agressor ndo so das células infectadas como toda a composicdo celular do sistema
imune do individuo, este sendo administrado via oral ou intravenoso, combinado ou néo
com outros tipos de medicamentos. Dessa forma, a importancia do estudo de novos
compostos a serem utilizados na quimioterapia é essencial, assim como a capacidade dos
compostos mesoibnicos em induzir a morte de células infectadas por HTLV-1. Esses
compostos que por sua vez sdo capazes de interagir com moléculas de caracter acido
nucleicas (DNA, RNA) e proteinas, segundo estudos realizados por Cardoso et al (2004)
permite a facil entrada e saida destes das membranas celulares devido sua estrutura
lipossoluvel.

Nossos dados demonstraram que a substancia MID1 e MID2 quando inoculada na
célula controle (Jukart), sofreu maior morte celular quando comparada a célula MT2
infectada, que por sua vez, apresentou resisténcia a droga e maior viabilidade celular (figura
8). Visto que um individuo normal é considerado saudavel por ndo ter entrado em contato
com o antigeno, doses maiores da drogra devem ser administradas para induzir a morte
celular da minha célula infectada. E estes resultados preliminares ndo sdo diferentes dos
demais tipos de cancer, estudos mostram que em casos de melanoma por exemplo, a
resisténcia terapéutica é alta em decorréncia do grau de agressividade da doenca (Tucker,
2008; Greinert, 2009) porém, os tratamentos com compostos mesoidnicos sdo promissores.

Observamos que ao tratar a célula MT2 com as substancias MID1, MID2 e MID4
(figura 9), a morte celular apresentou caracteristica dose-dependente, ou seja, quando
aumentamos a concentragédo inoculada, houve mais morte celular. Um aspecto positivo pois
0s resultados mostraram que o composto promove uma atividade antitumoral respondendo a
diminuicdo da viabilidade celular. Almeida et al (2005) explica que um tumor de
aproximadamente 1g possui cerca de 109 células, e que em cada ciclo de tratamento
quimioterapico aproximadamente 99% das células sofrem morte celular. Um paciente
infectado com HTLV-1 quando submetido a um tratamento com doses elevadas do
composto pode-se observar a eficiéncia da droga e sua capacidade de matar as células

infectadas pelos virus. Dessa forma, € sugerido que quanto mais concentrada for a dose do



19

composto mesoibnico para tratamento, mais células apresentardo um efeito citotoxico
induzindo a morte celular.

Na tabela 1, foi observada a sensibilidade celular frente a droga nas diferentes
linhagens celulares. Fazendo uma comparacao entre as linhagens MT2 e K562, o tratamento
utilizado tem a mesma efetividade quando administrado em altas e baixas concentragdes, ou
seja, se a gravidade da infeccdo for alta ou baixa, ainda assim haverd um efeito positivo no
tratamento com compostos mesoidnicos.

As pessoas denominam como verdadeira salde aqueles com células viaveis, porém a
verdadeira salde se estabelece naqueles que mesmo com toxinas ou infectados pelo virus,
ainda estdo saudaveis e conseguem manter suas atividades (Mokiti Okada, 1935). A questdo
é que, as células precisam estar viaveis para que um virus consiga se estabelecer naquele
organismo, naquela célula e dessa maneia iniciar sua replicacdo. Ou seja, a minha célula
infectada € mais viavel e consequentemente mais resistente por carregar o virus, isso faz
com que ela necessite de doses maiores da droga para levar a uma morte celular. 1sso
significa que células de diferentes linhagens, neste caso MT2 e K562, infectadas pelo virus
HTLV-1l, apesar de terem alta ou baixa sensibilidade ao composto mesoidnico
respectivamente, ao entrarem em contato com compostos mesoidnicos tem a perda de sua
viabilidade celular e consequentemente sofre morte ou apoptose.

Sendo assim, 0s compostos mesoidnicos abordados possuem um grande potencial
como agente terapéutico e desde os anos 80, sua atividade antitumoral vem sendo registrada
na bibliografia (LIMA et al, 1986) para casos de infeccdo por HTLV-1 e entre outros tipos

de leucemias.
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7 CONCLUSAO

As diversas atividades e interacfes biologicas dos compostos mesoibnicos, permitiu
que desde a década de 1980, estudos fossem realizados para avaliar sua atividade
antitumoral em casos de leucemia. Através de mecanismos e cascatas proteicas e
enzimaticas de sinalizacdo celular, compostos mesoidnicos poderiam atuar mais facilmente
devido a sua estrutura planar. Mediante a urgéncia de tratamento para individuos infectados
por HTLV-I, no presente estudo podemos claramente notar a eficiéncia dos diferentes
compostos mesoibnicos atuando em diferentes linhagens celulares infectadas pelo virus e
levadas a morte celular. Desta forma, é de suma importancia a continuidade da pesquisa a
partir desses resultados preliminares com novos compostos mesoiénicos assim como a
ampliacdo de pesquisas e estudo dos mecanismos de acdo desses compostos, contribuindo

para 0 bem-estar da populacdo, avanco e melhoria no tratamento contra o cancer.
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