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RESUMO

INTRODUCAO: A leucemia mieloide aguda (LMA) é uma doenca com baixa taxa de
sobrevivéncia em 5 anos. Uma das razdes para essa alta mortalidade é a resisténcia
das células-tronco leucémicas (CTLs) aos tratamentos convencionais, levando a
recorréncia da doenca. A via de sinalizacdo NF-kB esta ativada nas CTLs de LMA,
tornando-se um alvo atrativo para a eliminacao dessas ceélulas. A emetina (EMT), um
antiparasitario utilizado clinicamente, mostrou inibir a sinalizagdo NF-kB. OBJETIVO:
Avaliar o potencial antileucémico da emetina em eliminar CTLs de LMA em modelo
translacional in vitro e in vivo utilizando células KG-1a. METODOLOGIA: Inicialmente,
EMT foi testada em um painel de células cancerosas e ndo cancerosas para
determinar a Clso e avaliar sua citotoxicidade. Em seguida, a presenca e eliminacéo
das CTLs foi identificada por citometria de fluxo, utilizando anticorpos para CD34,
CD38, CD13, CD33, CD123, CD97 e CDY99. Ensaios para investigar o mecanismo de
acao do composto utilizando a linhagem KG-1a foram realizados, incluindo ensaio de
exclusdo por azul de tripan, andlise do padrdao de morte celular, expressdo de
caspase-3 e PARP-1, ativacdo da via NF-kB, avaliacdo do ciclo celular, estresse
oxidativo e despolarizacdo mitocondrial. Além disso, foram realizadas analises por
microscopia confocal, gPCR e ensaio in vivo utilizando camundongos NSG.
RESULTADOS: EMT mostrou citotoxicidade contra todas as linhagens cancerosas
testadas, com uma Clso de 0,74 pM para KG-la. O composto também reduziu a
porcentagem de células CD13, CD34, CD38, CD123, CD97 e CD99 positivas.
Observou-se que EMT induziu morte celular apoptética, aumentou a expressao de
caspase-3 ativa e clivagem de PARP-1, promoveu a despolarizacdo mitocondrial,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e fragmentacdo do DNA internucleosomal,
além de inibir a expressdo de NF-kB. Dos 92 genes analisados por gPCR, 54 foram
regulados positivamente e 5 foram regulados negativamente pelo composto. No
modelo de xenoenxerto, o tratamento com EMT reduziu a quantidade de células
leucémicas na medula 6ssea e sangue dos camundongos. CONCLUSAQO: EMT
demonstrou ser um composto citotdxico promissor, capaz de eliminar as CTLs de LMA
in vitro e in vivo, induzindo a expressao de caspase-3 ativa, clivagem de PARP-1,
geracado de espécies reativas de oxigénio, fragmentacdo do DNA internucleossomal e
inibicdo da via NF-kB em células KG-1a.

Palavras-chave: Antitumoral; Citotoxicidade; Leucemia mieloide aguda; Emetina; NF-
kB; Células-tronco leucémicas.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute myeloid leukemia (AML) is a disease with a low 5-year
survival rate. One of the reasons for this high mortality is the resistance of leukemic
stem cells (CTLs) to conventional treatments, leading to disease recurrence. The NF-
KB signaling pathway is activated in AML CTLs, making it an attractive target for the
elimination of these cells. Emetine (EMT), an antiparasitic used clinically, has been
shown to inhibit NF-kB signaling. OBJECTIVE: To evaluate the antileukemic potential
of emetine in eliminating AML LSCs in an in vitro and in vivo translational model using
KG-1a cells. METHODOLOGY: Initially, EMT was tested on a panel of cancerous and
non-cancerous cells to determine the ICso and evaluate its cytotoxicity. Then, the
presence and elimination of CTLs was identified by flow cytometry, using antibodies
for CD34, CD38, CD13, CD33, CD123, CD97 and CD99. Assays to investigate the
mechanism of action of the compound using the KG-la strain were performed,
including trypan blue exclusion assay, analysis of cell death pattern, expression of
caspase-3 and PARP-1, activation of the NF-kB pathway, evaluation of the cell cycle,
oxidative stress and mitochondrial depolarization. In addition, analyzes were
performed by confocal microscopy, gPCR and in vivo assay using NSG mice.
RESULTS: EMT showed cytotoxicity against all cancer lines tested, with an ICso of
0.74 puM for the KG-1a. The compound also reduced the percentage of CD13, CD34,
CD38, CD123, CD97 and CD99 positive cells. It was observed that EMT induced
apoptotic cell death, increased the expression of active caspase-3 and PARP-1
cleavage, promoted mitochondrial depolarization, generation of reactive oxygen
species and internucleosomal DNA fragmentation, in addition to inhibiting the
expression of NF- kB. Of the 92 genes analyzed by qPCR, 54 were up-regulated and
5 were down-regulated by the compound. In the xenograft model, EMT treatment
reduced the amount of leukemic cells in the bone marrow and blood of mice.
CONCLUSION: EMT has shown to be a promising cytotoxic compound, able to
eliminate AML LSCs in vitro and in vivo, inducing the expression of active caspase-3,
cleavage of PARP-1, generation of reactive oxygen species, fragmentation of
internucleosomal DNA and inhibition of NF-kB pathway in KG-1a cells.

Keywords: Antitumor; Cytotoxicity; Acute myeloid leukemia; Emetine; NF-kB;
Leukemic stem cells.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Leucemia

As leucemias sdo um conjunto de doencas hematolégicas malignas
caracterizadas pela proliferagdo excessiva de leucocitos, resultando no aumento
do nimero dessas células no sangue e na medula 6ssea, substituindo as células
sanguineas normais (Lyengar e Shimanovsky, 2020). Existem mais de 12 tipos
de leucemia, que sao classificados principalmente com base na célula de origem,
se é mieloide ou linfoide, e na velocidade de crescimento das células malignas,
se é cronica (crescimento mais lento/com células diferenciadas ndo funcionais)
ou aguda (crescimento mais rapido/com células ndo diferenciadas — blastos
leucémicos). Os quatro tipos primarios de leucemia séo: leucemia mieloide
aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfocitica aguda (LLA)
e leucemia linfocitica crénica (LLC) (INCA, 2022).

Em termos gerais, as leucemias ocupam a 142 posi¢cdo no ranking dos
canceres mais incidentes no mundo, com 474.519 mil casos, e sao a 112 causa
de morte, resultando em 311.594 mil mortes por ano, de acordo com os dados
de 2020 (Sung, 2021). No Brasil, estima-se que essa doenca cause 11.540 mil
NOVOS casos por ano para cada ano do triénio de 2023 a 2025, sendo 6.250 em
homens e 5.290 em mulheres, o que coloca as leucemias em 10° lugar entre 0s
canceres mais incidentes, excluindo os tumores de pele ndo melanoma. No que
diz respeito ao niumero de mortes, essa doenca causa 6.738 mil mortes por ano,
sendo o 12° cancer mais letal em 2020 (Brasil, 2022; INCA, 2022).

As leucemias podem ter origem em fatores genéticos,
predominantemente, e em menor medida, fatores ambientais. A idade € um fator
de risco para o desenvolvimento da doencga, exceto no caso da LLA. O
tabagismo, a exposicdo prévia a radioterapia ou a certos agentes
quimioterapicos, a exposi¢cao ao benzeno, formaldeido e as radia¢cbes X e gama

sao outros fatores de risco. Além disso, temos as sindromes genéticas como a
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sindrome de Down e a anemia de Fanconi, assim como outras doencas
hereditarias e histérico familiar, além infec¢des, como pelo virus do HTLV-1 ou
Epstein-Barr, contribuindo para o desenvolvimento das leucemias (American
Cancer Society, 2022).

1.2 Leucemia Mieloide Aguda

A LMA é uma doenc¢a hematoldgica maligna de rapida progressao que
afeta as células da linhagem mieloide. Caracteriza-se pela proliferagéo clonal de
células-tronco hematopoiéticas e progenitoras (CTHPs), bem como pela
interrupcdo da diferenciacdo das células precursoras mieloides. Essas células
precursoras, conhecidas como blastos, apresentam alta capacidade de
proliferacdo e acabam substituindo as células sanguineas normais na medula
ossea (Rodrigues et al., 2021; Granroth et al., 2022).

As CTHPs se desenvolvem na medula 0ssea e déo origem as células
sanguineas, que podem se tornar linfocitos ou células mieloides, como globulos
vermelhos (hemécias), globulos brancos (leucécitos) e plaguetas. Quando
ocorrem alteracdes no DNA das células mieloides normais, como a ativacao de
oncogenes ou a desativacdo de genes supressores de tumor, elas podem se
transformar em células leucémicas. A LMA apresenta mutacdes em diversos
genes, além de alteracbes cromossbmicas, 0 que contribui para sua alta
heterogeneidade e para a existéncia de diferentes classificacdes para a doenca

(American Cancer Society, 2020; Pelosi et al., 2023).

A classificacao franco-americano-britanica (FAB), estabelecida em 1970,
divide a LMA em oito tipos, de MO a M7, com base no tipo de célula e no grau de
maturidade da célula a partir da qual a leucemia se desenvolve. Esses tipos sdo
0s seguintes: MO, leucemia mieloblastica aguda indiferenciada; M1, leucemia
mieloblastica aguda com minima maturagcédo; M2, leucemia mieloblastica aguda
com maturacdo; M3, leucemia promielocitica aguda; M4, leucemia
mielomonocitica aguda; M4 eos, leucemia mielomonocitica aguda com

eosinofilia; M5, leucemia monocitica aguda; M6, leucemia eritroide aguda; e M7,
16



leucemia megacarioblastica aguda (American Cancer Society, 2020; Bennett et
al., 1976, 1985a; Bennett et al., 1985b, 1991).

Embora o sistema FAB seja Util, ele ndo leva em consideragéo alguns dos
fatores que afetam o progndstico da doenca. Portanto, em 2022, a Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) atualizou a classificagdo da LMA, levando em
consideracdo 0s avangos recentes no entendimento e no manejo da doenca,
incorporando  caracteristicas morfologicas, imunoldgicas, citogenéticas,

genéticas e clinicas. Com isso, a LMA foi subdividida em diferentes categorias.

A primeira categoria € a LMA com anormalidades genéticas definidoras,
que inclui subtipos como a leucemia promielocitica aguda com a fusdo
LMP::RARA; LMA com fusdo RUNX1:RUNX1T1, CBFB:MYH11,
DEK::NUP214, RBM15::MRTFA, BCR::ABL1; LMA com rearranjo em KMT2A,
MECOM, NUP98; LMA com mutagdo em NPM1 e CEBPA; LMA relacionada a
mielodisplasia e LMA com outras alteracdes genéticas especificas (Khoury et al.,
2022).

A segunda categoria é a LMA definida por diferenciacdo, que engloba
subtipos como LMA com minima diferenciacdo, sem maturagdo, com maturacao,
mielomonocitica aguda, basofilica aguda, monocitica aguda, eritroide aguda e
megacarioblastica aguda (Khoury et al., 2022; Rodrigues et al., 2022). A tabela
1 apresenta o estadiamento da leucemia baseada na OMS 2022.

Além dessa subdivisdo com base na diferenciacdo, a LMA pode ser
classificada de acordo com sua origem em trés grupos distintos: LMA de novo,
guando ocorre sem eventos predisponentes anteriores; LMA secundaria, quando
a doenca se desenvolve apés uma neoplasia mieloide pré-existente; e LMA
relacionada a terapia, que surge como resultado de eventos mutagénicos
induzidos por quimioterapia citotoxica e/ou radioterapia. Essas categorias
auxiliam na compreensdo da etiologia da LMA e podem ter implicacbes
significativas no prognéstico do paciente (Pelosi et al., 2023; Khoury et al., 2022;
Rodrigues et al., 2022).
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Tabela 1. Sistema de estadiamento da OMS (Organizagcdo Mundial de Salde) atualizado em
2022 (KHOURY et al., 2022).

LMA COM ANORMALIDADES GENETICAS LMA DEFINIDA POR DIFERENCIACAO
DEFINIDORAS
Leucemia promielocitica aguda com a fusdo LMA com diferenciacdo minima
PML::RARA
LMA com fusdao RUNX1::RUNX1T1 LMA sem maturacao
LMA com fusao CBFB::MYH11 LMA com maturacao
LMA com fusdo DEK::NUP214 Leucemia mielomonocitica aguda
LMA com fusdo RBM15::MRTFA Leucemia basofilica aguda
LMA com fusdo BCR::ABL1 Leucemia monocitica aguda
LMA com rearranjo em KMT2A Leucemia eritroide aguda
LMA com rearranjo MECOM Leucemia megacarioblastica aguda

LMA com rearranjo NUP98

LMA com mutagcdo em NPM1

LMA com mutacdo em CEBPA

LMA relacionada a mielodisplasia

LMA com outras alteracdes genéticas especificas

Fonte: Elaborada pela autora.

De acordo com a American Cancer Society (2023), dos 59.610 novos
casos de leucemia diagnosticados nos Estados Unidos, no ano de 2023 a LMA
sera responsavel por 20.380 desses casos e resultara em 11.310 mortes.
Embora a LMA possa afetar individuos de qualquer idade, ela € mais comum em
criancas com 15 anos ou menos e se torna mais frequente a medida que a idade
avanca. Os adultos sdo o grupo mais afetado por essa forma de leucemia, e a
idade é um fator de progndstico desfavoravel, o que pode afetar negativamente
as opc¢oes de tratamento disponiveis (Bower et al., 2016; Bosshard et al., 2018;
Shallis et al., 2019; Granroth et al., 2022).

A LMA destaca-se por ser a forma de leucemia mais letal, apresentando

taxas de sobrevida em 5 anos de apenas 25% para adultos com 20 anos ou mais
18



e 67% para individuos entre 0 e 19 anos, com base nos dados de 2008 a 2014
(American Cancer Society, 2020). Esses numeros indicam um prognostico
desfavoravel e uma baixa taxa de sobrevida em geral para os pacientes com
LMA. Embora o tratamento atual possa levar a altas taxas de remissao, a maioria

dos pacientes acaba sofrendo recidiva da doenca (Rodrigues et al., 2020).

1.3 Tratamento da Leucemia Mieloide Aguda

O tratamento principal para a LMA é a quimioterapia, que envolve 0 uso
de medicamentos antineoplasicos para destruir ou controlar as células
cancerosas. E crucial iniciar o tratamento o mais rapido possivel, uma vez que a
doenca apresenta uma rapida progresséao. O tratamento € dividido em trés fases
principais: inducao, consolidacdo e manutencao (Tian & Chen, 2022).

A fase de inducéo da remissao tem como objetivo eliminar rapidamente o
maior numero possivel de células leucémicas do sangue e da medula dssea.
Para isso, 0s pacientes recém-diagnosticados sdo submetidos a uma terapia
chamada "7 + 3". Essa terapia envolve o0 uso continuo de citarabina (ara-C) por
7 dias, combinado com infusdes curtas de uma antraciclina (daunorrubicina ou
idarrubicina) nos primeiros 3 dias (American Cancer Society, 2019; Tian & Chen,
2022).

ApoOs a recuperacao do paciente e confirmacdo da remissdo durante a
fase de inducéo, inicia-se a fase de consolidacdo. Nessa fase, leva-se em
consideracdo o risco do paciente com base em caracteristicas citogenéticas,
moleculares e clinicas, e 0s pacientes sao classificados em grupos de alto risco,
risco médio ou baixo risco. O objetivo dessa fase é eliminar as células residuais
da leucemia e prevenir recaidas. Em alguns casos, pode ser utilizada uma
terceira fase, chamada de fase de manutencgéo, com o objetivo de evitar o retorno
da leucemia por um periodo mais longo. Nessa fase, o tratamento é administrado

em doses mais baixas ao longo de um periodo prolongado.
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E importante mencionar que o uso de quimioterapia pode causar efeitos
adversos, uma vez que esses farmacos muitas vezes sdo pouco seletivos e
frequentemente afetam ndo apenas as células neoplasicas, mas também as
células normais do corpo. Alguns efeitos colaterais comuns incluem perda de
cabelo, perda de apetite, nauseas, vomitos, fadiga e falta de ar, entre outros. No
entanto, a maioria dos efeitos colaterais tende a desaparecer apés o término do
tratamento (American Cancer Society, 2019; Tian & Chen, 2022).

Medicamentos que visam partes especificas das células cancerosas
podem ser Uteis no tratamento da LMA mesmo quando a quimioterapia padrao
falha. Essesfarmacos podem ser utilizados em combinagdo com a quimioterapia
para melhorar a eficacia do tratamento. Alguns exemplos desses medicamentos
incluem inibidores de FLT3 (Fator estimulador de colénia de macréfagos - like
tirosina quinase 3), como midostaurina e gilteritinib, que s&o eficazes em
pacientes com mutac6es do gene FLT3; inibidores de PML-RARA, como o &cido
transretinoico nos casos de leucemia promielocitica aguda; inibidores de IDH
(Isocitrato desidrogenase 1), como ivosidenib, olutasidenib e enasidenib, que
sdo direcionados a mutacdes especificas do gene IDH; inibidor de BCL-2
(Linfoma de células B-2 ), como venetoclax, que tem como alvo a proteina BCL-
2 envolvida na sobrevivéncia celular; inibidor da via Hedgehog, como glasdegib,
que pode ser utilizado em combinagcdo com a quimioterapia; e gemtuzumab
0zogamicina, um anticorpo monoclonal que se liga ao CD33 nas células

leucémicas (American Cancer Society, 2019).

Além desses medicamentos direcionados, outros tratamentos podem ser
utiizados na LMA. O transplante de células-tronco hematopoiéticas €
considerado a melhor op¢cdo de tratamento para pacientes com LMA de alto
risco. A imunoterapia, que estimula o sistema imunolégico do paciente a
combater as células cancerosas, tem se mostrado promissor no tratamento da
LMA, com potencial para altas taxas de resposta e menor toxicidade. A
radioterapia também pode ser usada em casos especificos da LMA, seja para
destruir as células leucémicas, para aliviar dores ou antes do transplante de
células-tronco (Tian & Chen, 2022).
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O tratamento para a LMA visa obter a destruicdo das células leucémicas
para levar a remissdo completa. E importante ressaltar que, apesar dos avangos
no tratamento, a recidiva da doenca ainda é um desafio significativo devido a
existéncia da doenca residual minima. A alta taxa de recorréncia esta
relacionada a presenca de células-tronco leucémicas (CTLS) que ndo sao
efetivamente eliminadas pelas terapias convencionais. Portanto, a pesquisa
continua é necessaria para desenvolver novas abordagens terapéuticas visando
as CTLs e melhorar a sobrevida global dos pacientes com LMA (Ding et al., 2012;
Ngai et al., 2021; Heuser et al., 2021; Stelmach et al., 2023).

1.4 Células-tronco leucémicas

A formacao das células sanguineas e da medula 6ssea é conhecida como
hematopoiese. Essa hematopoiese normal se inicia com as células-tronco
hematopoiéticas multipotentes, que tém a capacidade de se dividir em uma
célula progenitora multipotente ou se autorrenovar. Duas linhagens celulares
principais podem ser geradas a partir das células progenitoras multipotentes:
progenitor mieloide comum, que da origem aos granulécitos, eritrécitos,
megacariécitos e mondcitos; e progenitor linfoide comum, que da origem a
células natural killer (NK), linfécitos B e linfécitos T. As células mieloides se
proliferam e amadurecem na medula 6ssea, enquanto os precursores linfoides
migram para 6rgaos linfoides, como linfonodos, baco e timo, para completar seu

processo de maturacdo (Zhang et al., 2018).

J4 a transformacdo das CTH normais em CTLs envolve uma
hematopoiese anormal ocorrem alteracdes genéticas e epigenéticas que afetam
a autorrenovacao, proliferacdo e sobrevivéncia das células. Essas alteracdes
podem ocorrer ao longo do tempo e levar a progresséo da doenca. Inicialmente,
as alteracdes genéticas ou epigenéticas ocorrem em CTH normais, resultando
em células-tronco pré-leucémicas. Essas células pré-leucémicas tém uma
capacidade aprimorada de autorrenovacao, o que significa que elas podem se
multiplicar e se replicar mais do que CTH normais. No entanto, as células pré-

leucémicas ainda ndo séo completamente transformadas em células leucémicas.
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A medida que ocorrem mais alteracbes moleculares nessas células, vias de
sinalizacdo podem ser afetadas, promovendo a proliferacdo celular
descontrolada e a sobrevivéncia prolongada. Esse processo leva a
transformacao completa das células pré-leucémicas em CTLs, que sdo capazes

de se diferenciar em blastos leucémicos imaturos (Figura 1) (Gurska et al., 2019).
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Figura 1. Surgimento das células-tronco leucémicas. Fonte: adaptado de Gurska et al., 2019.

As CTLs sédo uma populacdo de células que possuem caracteristicas
Unicas, e sao definidas por terem capacidade de autorrenovacao, potencial de
repovoamento ilimitado e a permanéncia em um estado quiescente,
permanecendo por um longo periodo em GO/G1 (Lapidot et al., 1994; Pollyea et
al., 2014). Essas caracteristicas fazem com que essas células estejam
fortemente ligadas a ocorréncia de metastases, recidivas, resisténcia a multiplos
farmacos e resisténcia a radiagdo. Essas células persistentes podem
permanecer no corpo mesmo apdés o tratamento inicial, agindo como um
reservatorio de células resistentes que tém o potencial de desencadear recidivas

e metastases (Yang et al., 2020; Stelmach & Trumpp 2023).
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A populacdo de CTLs pode ser identificada e isolada com base na
expressdo dos marcadores de superficie CD34+/CD38- (Bonnet e Dick, 1997),
semelhante aos progenitores hematopoiéticos humanos normais (PHHN). Estas
células também expressam preferencialmente outros marcadores, como CD123,
CD47, CD44, CLL-1, CD96, CD90, CD32, CD25, TIM-3 (Zhou e Chng, 2014),
CD93 (Iwasaki et al., 2015), CD97 (Matrtin et al., 2019) e CD99 (Chung et al.,
2014; 2017).

O entendimento dos mecanismos envolvidos na formacéo e funcdo das
CTLs é crucial para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes que
visem essas células resistentes. Atualmente as pesquisas estdo focadas em
identificar alvos terapéuticos especificos nas CTLs e desenvolver estratégias
para elimina-las ou inibir sua capacidade de autorrenovacéo, a fim de melhorar
os resultados de tratamento e a sobrevida dos pacientes com LMA (Gurska et
al., 2019).

Os esforcos no desenvolvimento de terapias para a LMA tém sido
direcionados para eliminar as CTLs enquanto preservam as células-tronco
normais. Para isso, busca-se identificar quais estimulos apoptéticos podem
afetar especificamente as CTLs (Jordan e Guzman, 2004). Varias vias de
sinalizacdo tém sido estudadas nesse sentido, uma vez que desempenham
papéis importantes na sobrevivéncia, proliferacdo e capacidade de
autorrenovacdo das células da LMA. Algumas dessas vias incluem NF-kB,
Wnt/B-Catenina, Hedgehog, Notch, EGFR, JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR,
TGF/SMAD e PPAR, que frequentemente apresentam ativacdo anormal ou

supresséo nas CTLs (Rodrigues et al., 2020).

O objetivo dessas abordagens terapéuticas € encontrar estratégias que
inibam seletivamente as vias de sinaliza¢cdo anormais nas CTLs, impedindo sua
sobrevivéncia e autorrenovacdo. Ao direcionar especificamente as CTLs,
espera-se reduzir a recorréncia da doenca e melhorar os resultados do
tratamento para os pacientes com LMA. No entanto, é importante ressaltar que
a pesquisa nesse campo ainda estd em andamento, e o desenvolvimento de
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terapias direcionadas as CTLs € um desafio continuo na busca por melhores

opcOes terapéuticas para a LMA.

15 Fator nuclear kappa B (NF-kB)

O fator nuclear que se liga ao elemento potencializador da cadeia leve
kappa de imunoglobulina de células B ativadas, ou simplesmente fator nuclear
kappa B (NF-kB) € um complexo proteico dimérico que desempenha um papel
importante em multiplos processos fisiolégicos e patolégicos. Ele foi descoberto
em 1986 e tem sido amplamente estudado desde entdo. O NF-kB atua como um
fator de transcricdo, o que significa que ele regula a expressdo de genes
especificos (Sun, 2017; Yu et al., 2020).

Uma das funcbes bem estabelecidas do NF-kB € sua acédo pro-
inflamatoria. Ele desempenha um papel chave na resposta inflamatéria do
organismo, regulando a expressdo de genes envolvidos na producdo de
mediadores inflamatérios, como citocinas e moléculas de adeséo celular,
estando envolvido na ativacdo do sistema imunoldgico inato e na resposta
inflamatoria a lesdes ou infecgdes. Além disso, o NF-kB também possui uma
conhecida acao antiapoptotica, regulando a expressao de genes que inibem a
apoptose, permitindo que as células sobrevivam em condi¢cdes desfavoraveis.
Essa propriedade antiapoptética do NF-kB é importante em diversas doencas,
incluindo no cancer, onde contribui para o crescimento e progressao tumoral
(Sun, 2017; Rodrigues et al., 2021).

Os membros dessa familia sdo: NF-kB1 (p50 e seu precursor p105), NF-
kB2 (p52 e seu precursor p100), RelA (p65), RelB e c-Rel (Khosravi et al., 2018).
A ativacdo do NF-kB pode ocorrer por meio das vias candnica ou ndo candnica.
Na via candnica, a ativacdo ocorre em resposta a uma diversidade de estimulos
externos envolvidos na resposta imune, inflamacéo, proliferagédo celular,
diferenciacéo e sobrevivéncia. No estado inativo da via, os heterodimeros p65 e
p50 encontram-se no citosol, complexados com a proteina inibidora IkBa,

impedindo sua translocacao para o nucleo. A ocorréncia de sinais extracelulares
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leva a dissociagcdo de IkBa de p65/p50 e a sua degradagao proteassdmica,
permitindo a ativacéo dos dimeros e sua translocagéo para o nucleo, resultando
na ativacéo de genes-alvo (Sun, 2017; Yu et al., 2020; Rodrigues et al., 2021).

Por outro lado, a ativacdo da via ndo canbnica é principalmente mediada
pelos receptores da superfamilia de Fator de Necrose Tumoral (TNF) e esta
relacionada ao desenvolvimento de células imunes. Na ativagdo ndo candnica,
os heterodimeros RelB e p52 sédo responsaveis pela transcricdo dos genes-alvo.
A forma p100 bloqueia a translocacao de RelB para o nucleo, sendo necessario
0 seu processamento e degradacao pelo proteassoma para que RelB/p52 seja
translocado para o nucleo e, assim, ative os genes-alvo (Sun, 2017; Yu et al.,
2020; Rodrigues et al., 2021). Na figura 2 podemos ver os componentes e a

cascata de ativacdo de cada uma dessas vias.
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Figura 2. Via de sinalizacdo NF-kB. Fonte: Rodrigues et al., 2021.
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A ocorréncia de desregulacdo em NF-kB esta associada a doengas como
inflamagé&o cronica, imunodeficiéncia e cancer, estabelecendo-se como um elo
entre inflamacéo e progressdo tumoral. Essa via de sinalizacdo é regulada de
forma positiva em neoplasias hematolégicas e canceres sdlidos,
desempenhando um papel importante nas células cancerosas ao promover
resisténcia a medicamentos, favorecer a sobrevivéncia e atuar como fator

antiapoptotico (Wang et al., 2017).

Acredita-se que um dos mecanismos pelos quais as CTLs podem evitar a
apoptose é através da regulacdo positiva do NF-kB ou da regulagéo negativa de
Fas/CD95, que séo receptores de morte celular (Wang et al., 2017). A atividade
anormal dessa via de sinalizacdo pode ocorrer devido a mutacdes nos genes
gue a codificam e/ou em seus inibidores; pela ativacao constitutiva de IKKs ou
devido a exposi¢do a estimulos inflamatorios no microambiente tumoral (Zhou et
al., 2015).

Na LMA, a ativacdo anormal NF-kB tem sido observada e esta associada
a resisténcia a apoptose e ao crescimento descontrolado das células
leucémicas. Inibir seletivamente a atividade do NF-kB nas células de LMA € uma
estratégia terapéutica em investigacdo para combater a resisténcia as terapias
convencionais e melhorar os resultados do tratamento (Jordan e Guzman, 2004;

Zhou et al., 2015).

Dado o papel da via NF-kB em promover a proliferagdo e manutencgao de
CTLs, o National Institutes of Health (NIH) Chemical Genomics Center (EUA)
conduziu uma triagem de alto rendimento com aproximadamente 2.800
medicamentos clinicamente aprovados e compostos bioativos de sua colecao,
buscando identificar pequenas moléculas capazes de inibir essa sinalizacéo.
Entre todas as moléculas testadas, 19 apresentaram atividade inibitoria de NF-

kB, incluindo a emetina (Miller et al., 2010).
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1.6 Emetina

A emetina (EMT) é um alcaloide isoquinolinico de origem natural (Figura
3), extraido da raiz da planta Cephaelis ipecacuanha, popularmente conhecida
como ipeca ou poaia. Essa planta € nativa do Brasil e América Central. Por
séculos, os indios utilizaram extratos das raizes para induzir vdmito em casos de
envenenamento e como antidoto para picadas de cobra (OMS, 2007). A EMT
possui propriedades expectorantes, € capaz de induzir o vémito e tem acao
contra protozoarios, como amebas. Ela € utilizada clinicamente como agente de
segunda linha para o tratamento de infec¢des por protozoarios desde os anos
1900 (Yousefi et al., 2021).

Esse composto é conhecido por ser um inibidor da sintese de
biomoléculas, como proteinas, atuando como um inibidor da traducéo. Além
disso, a EMT é capaz de interagir com o DNA (Wink e Latz-bruning, 1998). Seu
mecanismo de acdo envolve a inibicdo da sintese de proteinas ribossomais,
impedindo a incorporacdo do aminoacil-sRNA em ligacdes polipeptidicas
(Yousefi et al., 2021).

Figura 3. Estrutura quimica da EMT. Fonte: Sigma-Aldrich.
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Os medicamentos podem apresentar efeitos biologicos diferentes
daqueles para os quais foram originalmente desenvolvidos. A investigacao
desses medicamentos conhecidos em busca de novos efeitos biolégicos é
conhecida como reposicionamento de farmacos. Essa abordagem permite a
reutilizacdo desses medicamentos para o tratamento de outras doencas. As
vantagens incluem maior rapidez, menor custo e possivelmente uma taxa de
sucesso maior no tratamento. Por exemplo, a EMT tem se mostrado um potente
inibidor de infec¢des virais, como o virus Zika, HIV e SARS-CoV-2. Esse
medicamento tem sido relatado como capaz de suprimir a replicacao viral,

reduzindo assim a entrada do virus nas células (Yousefi et al., 2021).

As propriedades antitumorais da EMT também sdo destacadas e tém sido
relatadas ao longo dos anos para varios tipos de cancer, incluindo leucemias,
linfomas, cancer de ovario, pulmao e bexiga, atuando por meio de diferentes vias
(Alam et al, 2020). O principal mecanismo atribuido a sua atividade
anticancerosa € a capacidade de afetar o splicing alternativo de Bcl-x, resultando
na regulacéo positiva da variante de splicing Bcl-xS, que promove a apoptose
em células malignas, e na regulacdo negativa de Bcl-xL, que é uma variante
antiapoptotica (Boon-Unge et al., 2007; Yosifov et al., 2020). Dessa forma, esse
farmaco pode ser considerado um agente citotoxico para a terapia do cancer,
podendo também ser utilizado em combinacdo com outros quimioterapicos para

obter efeitos sinérgicos ou superar a multirresisténcia (Méller et al., 2007).

Estudos utilizando sistemas de triagem molecular indicaram que a EMT é
capaz de bloquear a autorrenovacéo das células-tronco de glioblastoma. Além
disso, foi observada a inibicdo da via de sinalizacdo de Hedgehog, por meio da
interacdo com as proteinas Hedgehog, Gli e Smoothened, que sdo importantes
para a biologia das células-tronco cancerosas. Adicionalmente, EMT inibe a
sinalizacdo Wnt no cancer de mama e suprime a formacgéo de esferoides, o que
indica seu potencial em inibir as células-tronco do cancer de mama (Sun et al.,
2019).
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Na LMA, a EMT demonstrou induzir apoptose ex vivo e in vitro, bem como
promover diferenciagdo parcial das células. Além disso, foi observada ativacdo
transcricional de genes envolvidos na diferenciagdo mieloide e redugcédo da
capacidade clonogénica das células leucémicas, com pouco efeito sobre as
células sanguineas maduras da medula 6ssea e periféricas. Nao foram relatados
efeitos supressores na medula 6ssea em ensaios clinicos com o uso da EMT, o
que sugere um efeito antileucémico especifico. Notavelmente, as amostras de
LMA com citogenética de alto risco mostraram maior sensibilidade a EMT, e a
combinagcdo de EMT com ara-C demonstrou sinergia na inducdo de
citotoxicidade em células de LMA. Isso indica que a EMT pode atuar como um

quimiossensibilizador em células resistentes a quimioterapia, 0 que pode

contribuir para a eliminacdo de CTLs (Cornet-Masana et al., 2016).

Além disso, a EMT também exibiu inibicdo da via NF-kB, conforme
identificado em um screening realizado pelo NIH em 2010, com uma
concentracdo inferior a 20 nM. Além da inibicdo da fosforilacdo de IkBa, EMT
promoveu a ativacao das caspases 3/7 e apresentou citotoxicidade em células
de cancer cervical (Miller et al., 2010). Portanto, o objetivo deste estudo foi
avaliar o potencial antileucémico da EMT na eliminagdo de CTLs da LMA

humana em um modelo translacional in vitro e in vivo.
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2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antileucémico da EMT em eliminar CTLs de LMA humana

em modelo translacional in vitro e in vivo utilizando células KG-1a.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a citotoxidade in vitro da EMT em diferentes linhagens celulares;
Avaliar a capacidade do composto em eliminar CTLs de células KG-1a;
Analisar a expressao da caspase-3 ativa e PARP-1 clivada em células KG-1a
apos o tratamento;

Avaliar o padrdo de morte celular em células KG-1a,;

Analisar a ocorréncia de alteracdo no potencial transmembranico mitocondrial
apos o tratamento;

Verificar a inducéo de estresse oxidativo em células KG-1a;

Analisar as alteracbes sobre o ciclo celular em células KG-la apds o
tratamento;

Avaliar a capacidade do composto em inibir NF-kB em células KG-1a;
Verificar o efeito do composto sobre a expressao de um painel de genes em
células KG-1a;

Determinar o efeito do composto contra CTLs in vivo por xenoenxerto de

células KG-1a.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do composto

A EMT (Sigma-Aldrich) foi obtida comercialmente.

3.2 Obtencédo e manutencéo das células em cultura

Foram utilizadas as linhagens celulares cancerosas MCF-7 (Adenocarcinoma
de mama humano), 4T1 (Carcinoma de mama estagio 1V), SSC-9 (Carcinoma de
células escamosas humano), SSC-25 (Carcinoma de células escamosas humano),
HCT116 (Carcinoma de célon humano), HepG2 (Carcinoma hepatocelular humano),
B16-F10 (Melanoma murino), HSC-3 (Carcinoma oral de células escamosas humano),
CAL27 (Carcinoma oral de células escamosas humano), HL-60 (Leucemia
promielocitica aguda humana), NB4 (Leucemia promielocitica aguda humana), KG-1a
(LMA humana), THP-1 (Leucemia monocitica aguda), Jurkat (Leucemia linfoide de
células T humana), K-562 (Leucemia mielogénica crbnica humana), além de linhagens
celulares ndo cancerosas como WT-MEF (Fibroblasto embrionario murinho), BAD-
MEF (Fibroblasto embrionario murinho), MRC-5 (Fibroblasto de pulm&o humano), BJ
(Fibroblasto de prepucio humano), e PBMC (Células mononucleadas de sangue
periférico humano). O PBMC foi obtido por gradiente de densidade Ficoll (Ficoll-Paque
Plus, GE Helthcare Bio-Sciences AB, Suécia) de sangue heparinizado coletado de
doadores saudaveis com consentimento informado (CEP 031019/2013). As linhagens
foram obtidas da American Type Culture Collection - ATCC (Rockville, Maryland,
U.S.A)) e cultivadas seguindo as instrucdes do guia de cultura de células animais da
ATCC. Foram realizados testes utilizando kit de coloracao para micoplasma (Sigma-
Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) afim de validar o uso de células livres de

micoplasma.
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3.3 Avaliacao da citotoxicidade - Ensaio do alamar blue

A avaliagao da citotoxidade da EMT foi realizada utilizando o ensaio do alamar
blue (resazurina), um indicador fluorescente/colorimétrico com propriedades redox. De
acordo com Ahmed et al. (1994) o alamar blue € um corante usado para quantificacao
da viabilidade celular, soluvel em agua, estavel e ndo toxico para as células. A forma
oxidada do alamar blue entra no citosol e € convertida por enzimas mitocondriais entao
ocorre a mudanca da coloracdo do meio de azul (ndo fluorescente/célula ndo viavel)
para rosa (fluorescente) nas células viaveis. Para o experimento, as células foram
adicionadas a placas de 96 pocos (0,7 x 10° células/ml para células aderidas e 0,3 x
108 células/ml para células em suspensdo em 100uL de meio). Apds 24h, diluigéo
seriada dos compostos testes foram adicionados em cada poco em duplicatas,
variando a concentracdo de 0,19 a 25 pg/ml, e entdo foram incubados por 72h.
Doxorrubicina (pureza = 95,0%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratorio IMA SAIC) foi
usada como controle positivo. Foram adicionados 20uL da solugédo estoque (0,312
mg/ml) de alamar blue (resarzurina, Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) em cada
poco 4 horas (para células tumorais) ou 24 horas (para PBMC) antes do termino do
periodo de incubacao. Apés o periodo de incubacédo, a absorbancias foi mensurada
nos comprimentos de onda de 570nm e 600nm utilizando o leitor SpectraMax 190. A
partir da leitura de trés experimentos independentes em duplicatas foram obtidos os

valores de Clso para as células tumorais e ndo tumorais.

3.4 Avaliacdo da Viabilidade Celular — Exclusédo por Azul de Tripan

Para avaliar a viabilidade celular e confirmar os resultados encontrados no ensaio
de citotoxicidade do alamar blue, foi realizado o ensaio de exclusdo por azul de tripan.
Apos o tratamento com EMT em células KG-1a nos tempos de 12, 24, 48 e 72h, uma
aliquota de 90 pL de células foi acrescida a 10 pL do corante azul de tripan. O principio
do teste baseia-se no fato de que células nédo viaveis, por apresentarem danos na
membrana, coram-se em azul enquanto células viaveis conseguem expulsar o corante
e permanecem sem coloracdo. A contagem foi realizada levando em consideragéo a

exclusdo do corante por células viaveis, em camara de Neubauer, por meio de
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microscopio optico. Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes

em duplicatas.

3.5 Ensaio de identificacdo e quantificacdo de células-tronco
leucémicas

O ensaio de identificacdo e quantificacdo de CTLs foi realizado por analise
multiparamétrica em citdmetro de fluxo como descrito anteriormente (Guzman et al.,
2001). Resumidamente, as células KG-la foram tratadas por 48h com EMT nas
concentracdes de 0,5, 1 e 2 uM (concentracdes pré-estabelecidas baseando-se no
valor de Clso). Apés o tratamento, as células foram marcadas para moléculas de
superficie com anticorpos anti-CD34-(PE), anti-CD38-(BV421), anti-CD13-(PE-
CF594), anti-CD33-(BV510) e anti-CD123-(BV605) (BD Biosciences) durante 40
minutos para a identificacdo de CTLs e posteriormente foi adicionado o YO-PRO™-1
(Sigma-Aldrich Co.) em 200ul de salina para separar células viaveis de inviaveis. As
células foram entdo analisadas no citbmetro de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o
software BD FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e software Flowjo 10
(Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
independentes em duplicatas. Trinta mil eventos foram analisados em cada amostra

e os detritos celulares foram omitidos dos resultados.

Para que a MIF (média de intensidade de fluorescéncia) pudesse ser calculada
de forma correta, utilizamos o software FlowJo, versédo 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR,
EUA) para selecionar as amostras contendo os eventos de interesse. Para isso, foi
utilizada a estratégia de gates mostrada abaixo (figura 4). Iniciamos a analise a partir
do nimero de células totais, selecionando a populacdo principal excluindo os debris
celulares (etapa 1). Em seguida se exclui os “doublets” (etapa 2 e 3) utilizando FSC-
A vs FSC-H e SSC-A vs SSC-H. A presenca dos doublets pode interferir no resultado
da andlise, alterando os percentuais relativos de intensidade de fluorescéncia de um
determinado marcador uma vez que os doublets sédo a agregacao de duas células que
sao detectadas pelo laser ao mesmo tempo e assim séo caracterizadas por ele como

apenas um evento. Apos a exclusdo dos doublets, se seleciona a populagéo viavel,
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ou seja, YOPRO negativa (etapa 4) e dentro dessa populagdo viavel se analisa as
células positivas para cada um dos marcadores utilizados (etapa 5). Depois desta
analise, os valores da MIF foram inseridos no software Graph Pad Prism 8 para analise
estatistica. A figura 5 apresenta a estratégia de gate para a analise das CTLs e
diferenciacéo. As etapas 1-3 sdo similares a estratégia anteriormente citada, na etapa
4 a populacao viavel é selecionada, ou seja, DAPI negativa (etapa 4) e dentro dessa
populacdo viavel se analisa as células positivas para cada um dos marcadores

utilizados (etapa 5).
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Figura 4. Estratégia de andlise das CTLs. Gates para os anticorpos CD13, CD33, CD34, CD38 e
CD123.
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3.6 Avaliacdo in vitro do padrédo de morte celular apoptoética

Para determinacdo da morte celular apoptética células KG-la foram
plagueadas na densidade de 0,3 x 10° células/ml, tratadas com EMT nas
concentracfes de 0,5, 1 e 2 uM, além dos controles positivo (DOX 1 uM) e negativo
(DMSO 0,2%), incubadas na estufa a 37° C por um periodo de 12, 24, 48 e/ou 72 h.
Posteriormente foram centrifugadas, lavadas com salina e foram adicionados ao pellet
celular 100 pL de tampdo de ligacdo além de 3 pL de anexina V-FITC (BD
Biosciences) e 3 pL de iodeto de propideo (IP, BD Biosciences). As células foram
incubadas em temperatura ambiente por 15 min e entdo analisadas por citdmetro de
fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes em duplicata. Os debris
celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
Também foi utilizado o YO-PRO™-1 (Sigma-Aldrich Co.) e IP como método de
deteccdo de morte celular apoptotica por citometria de fluxo.

Adicionalmente, foi realizado ensaio funcional com inibidor farmacolégico de
pan-caspase (Z-VAD(OMe)-FMK, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) para
confirmar o efeito de EMT sobre a induc&o de apoptose. O inibidor foi adicionado 2h
antes do tratamento com EMT, apés a incubacdo com o composto foi realizada a

marcacado com anexina V/IP para avaliar a prevencdo da morte celular apoptotica.

3.7 Andlise de Caspase-3 e PARP-1

A analise da expresséao de caspase-3 ativa e PARP-1 clivada foi realizada apos
24 horas de tratamento com EMT a 2 pM. Células KG-1a na densidade de 0,3 x 108
células/ml foram incubadas por 1h com anticorpos anti-Caspase 3-ativa-(FITC) e anti-
PARP clivada (Asp 214)-(PE) (BD Biosciences), centrifugadas, ressuspensas em 200
puL de PBS/BSA e entdo analisadas no citbmetro (BD LSR Fortessa) usando o
Software BD FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10

(Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios foram realizados em trés experimentos
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independentes em duplicatas. Os debris celulares foram omitidos das analises e
10.000 eventos foram analisados por amostra.

3.8 Analise do potencial transmembrénico mitocondrial

O corante fluorescente rodamina 123 é sequestrado para dentro da mitocondria
quando o estado de variacdo de potencial transmembranico mitocondrial esta
inalterado. Assim, células com polarizacéo inalterada emitem alta fluorescéncia verde
devido a uma maior concentracdo de rodamina 123 ligada as cargas positivas
internas, enquanto que, mitocondrias com alteragdes do potencial transmembranico
emitem menos fluorescéncia (Wong, 2009). As células KG-1a foram na plaqueadas
na densidade de 0,3 x 10° células/ml, tratadas com EMT nas concentragées de 0,5, 1
e 2 uM, além do controle negativo (DMSO 0,2%) por 24h. Uma solu¢édo de rodamina
123 (5 pg/ml, Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, USA) foi adicionada ao pellet
celular, na auséncia de luz por 15 min, a 37 °C. Posteriormente as células foram
centrifugadas, o precipitado foi ressuspenso em salina e as amostras foram
analisadas por citbmetro de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva
(BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland,
OR, EUA). Os ensaios foram realizados em trés experimentos independentes em
duplicatas. Os debris celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

3.9 Quantificacdo das espécies reativas de oxigénio intracelular

Os métodos fluorescentes de deteccao apresentam uma maior sensibilidade e
por isso tém sido extremamente utilizados para monitorar a producdo de EROs. O
diacetato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (H2-DCF-DA) (Sigma-Aldrich Co.), que é
um indicador de EROs intracelular (reativo ao H202) que penetra na membrana
plasmatica e emitem fluorescéncia verde mediante oxidac&o. Para a quantificacao de
EROs, as células foram plaqueadas na densidade de 0,3 x 10° células/ml, tratadas

com EMT nas concentracfes de 0,5, 1 e 2 uM, além do controle negativo (DMSO
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0,2%) por 1 e 3 h e entdo uma solucdo H2-DCF-DA (Sigma-Aldrich Co.) foi adicionada,
na auséncia de luz por 15 minutos, a 37 °C. Ap6s o periodo de incubacgéo, as células
foram centrifugadas, o precipitado foi ressuspenso em salina e as células foram
analisadas por citémetro de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva
(BD Biosciences) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes em duplicatas. Os debris
celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.
A presenca de EROs também foi avaliada utilizando o indicador de superéxido
MitoSOX™ (Invitroge) nos tempos de 1 e 24h por citometria de fluxo, segundo

instrugdes do fabricante.

Adicionalmente, foi realizado ensaio funcional com inibidor farmacolégico de
espécies reativas de oxigénio N-acetil-L-cisteina (NAC, Sigma-Aldrich Co.), potente
antioxidante, para verificar a ocorréncia da prevencao de dano oxidativo induzido pelo
composto. O inibidor foi adicionado 1h antes do tratamento com EMT, apés a
incubacdo com o composto foi realizada a marcacdo com anexina V/IP ou MitoSox

para confirmar o mecanismo de a¢ao do composto.

3.10 Andlise do ciclo celular e fragmentacédo de DNA

E possivel determinar em qual fase do ciclo celular as células se encontram
baseando-se nas variacfes do seu conteudo de DNA. O iodeto de propideo é um
agente fluorogénico hidrofilico com capacidade de se ligar no DNA celular emitindo
alta fluorescéncia, e com isso permite quantificar a porcentagem de células em cada
fase do ciclo celular por citometria de fluxo (Cibas, 1995). A determinac¢éo do contetdo
de DNA celular foi avaliada apds o tratamento com o composto por 12, 24, 48 e 72h.
As células foram centrifugadas e diluidas com a solu¢éo de permeabiliza¢do (200pL)
contendo 0,1% de triton X-100 (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA), 0,1% de citrato
de soédio, 2ug/mL iodeto de propideo (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) e
100pg/mL RNase (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA) em PBS, na auséncia de
luz a 37°C. Apds 30 minutos, as células foram adquiridas e analisadas por citometria

de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD Biosciences, San
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Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes em duplicatas. Os debris

celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

3.11 Andlise da expressédo de NF-kB p65 (pS529 e pS536)

A marcacao para NF-kB foi realizada pela técnica de citometria de fluxo no
citbmetro (BD LSR Fortessa). Apds 24 horas de tratamento com EMT a 2 uM as
células KG-1a foram ressuspensas em 1 mL de formaldeido a 4% por 10 min a 37°C.
Os tubos foram entéo colocados no gelo por 1 min. As células foram permeabilizadas
durante 30 min em gelo, utilizando metanol gelado. Em seguida as células foram
marcadas com o anticorpo anti-NF-kB p65 (pS529) Alexa Fluor® 488 (#558421, BD
Phosflow™), incubadas durante 1 hora, diluidas em tampdo de incubacdao,
centrifugadas, ressuspensas em 200 uL de PBS/BSA e analisadas no citbmetro de
fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD Biosciences, San
Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os ensaios
foram realizados em trés experimentos independentes em duplicatas. Os debris

celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra.

3.12 Western blot

As células foram tratadas com EMT 2uM, por um periodo de 17h de incubacao,
foram lisadas para extracdo das proteinas, quantificadas por Bradford e entdo foi
realizado o western blot utilizando gel, buffers e reagentes da Bio Rad. Apds a
eletroforese em gel de poliacrilamida (4-20%), transferéncia para membrana de
nitrocelulose e incubacdo da membrana com um anticorpo para as proteinas de
interesse, a membrana foi revelada com o auxilio do West Femto (Thermo Fisher

Scientific).
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3.13 Microscopia confocal

Células KG-la foram incubadas por 24h com o composto na maior
concentracdo. ApOs o periodo de incubacéo, as células foram lavadas duas vezes
com solucédo salina e entdo foi realizado o método de gota, onde as células foram
colocadas na lamina como uma pequena gota (5uL), fixadas em metanol a -20 °C,
permeabilizadas com Triton X-100 (0,5%), lavadas, tratadas com RNAse (10 pg/mL),
lavadas novamente e incubadas com o anticorpo anti-NF-kB p65 PE (#653003,
BioLegend, San Diego, CA, EUA). A placa foi protegida da luz com papel aluminio e
armazenada em geladeira dentro de uma camara umida overnight. No dia seguinte
foram lavadas com PBS e realizada a montagem da lamina, utilizando 5 pL de
Fluoromount-G com DAPI (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific). A fluorescéncia foi

observada usando a objetiva de 63x em um microscoépio confocal Zeiss.

3.14 Andlise da expresséo génica por qPCR

As células KG-1a foram incubadas com 2 uM de EMT por 12 h e o RNA total
foi isolado das células usando o RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen; Hilden, Alemanha),
seguindo as recomendacdes do fabricante. A analise do RNA foi realizada levando-se
em consideragdo a quantidade e pureza usando um espectrofotometro NanoDrop®
1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A transcricao reversa
do RNA foi realizada usando um Superscript VILO™ Kit (Invitrogen Corporation;
Waltham, MA, EUA). Para o estudo de expresséao génica por qPCR foi utilizada a placa
de 96 pocos TagMan® array human cancer drug targets, fast (ID RPRWENH, Applied
BiosystemsTM, Foster City, CA, USA). As reacdes foram conduzidas em um sistema
ABI ViiA7 (Applied Biosystems™). As condigdes do ciclo compreenderam 2 min a 50
°C, 10 min a 95 °C, entéo 40 ciclos de 15s a 95 °C e 1 min a 60°C. A quantificagéo
relativa (QR) da expressdo de mRNA foi calculada pelo método 2-AACT (Livak e
Schmittgen, 2001), wusando Gene Expression Suite™ Software (Applied
Biosystems™), e as células tratadas com o controle negativo (DMSO 0,2%) foram
utilizadas como calibrador. As reacdes foram normalizadas pela média geométrica da

QR dos genes de referéncia GAPDH, HPRT1 e GUSB. Todos 0s experimentos foram
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realizados em condigbes livres de DNase/RNase. Os genes foram considerados
regulados positivamente se 0 QR (quantificacéo relativa) for maior ou igual a 2, o que
significa que a expressao génica nas ceélulas tratadas com EMT foi pelo menos duas
vezes maior do que nas células tratadas com controle negativo. Da mesma forma, a
regulagdo negativa dos genes foi considerada se QR < 0,5, o que significa que a
expressao génica em células tratadas com EMT foi pelo menos metade daquela das

células tratadas com controle negativo.

3.15 Ensaio in vivo — Xenotransplante em camundongos NSG

Camundongos imunodeficientes da linhagem NSG obtidos do biotério da
Fiocruz-Bahia (CEUA 016/2018), foram tratados com bulsufano (25 mg/kg) um dia
antes do transplante para eliminar as células da medula 6ssea dos camundongos.
Entdo as células KG-1a (108 células por camundongo) foram injetadas através da veia
da cauda em um volume final de 0,1 ml de solugéo salina tamponada com fosfato
(PBS). O tratamento com a EMT e controle negativo (DMSO 0,2%) foi iniciado cinco
semanas apos o transplante por via intraperitoneal diariamente por duas semanas.
Apoés o tratamento, os animais foram sacrificados, tiveram o sangue, baco e células
da medula 6ssea marcadas com anticorpo anti-CD45-PE humano e anti-CD45-FITC
de camundongo (Becton Dickinson) para investigar a presenca de células humanas
por citometria de fluxo (BD LSR Fortessa) usando o Software BD FACSDiva (BD
Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR,
EUA). Para avaliar os efeitos toxicoldgicos, os camundongos foram pesados no inicio
e no final do experimento. O figado, rins, pulmdes e coragdo foram removidos,
pesados e examinados quanto a sinais de lesbes graves, alteracbes de cor e/ou
hemorragia. Apos analise macroscoépica os 6rgaos foram fixados em tampdo de
formalina a 4% e incluidos em parafina. A andlise histopatologica dos 6rgaos foi
realizada por um patologista através da microscopia optica. Os orgaos foram corados
em hematoxilina e eosina para analise da arquitetura tecidual e alteracdes
morfolégicas. Ainda, os figados e rins foram analisados por uma coloragéo especial
(PAS - acido periddico-Schiff) para avaliar o acumulo de glicogénio nos hepatdcitos e

membrana basal glomerular.
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3.16 Analise estatistica

As andlises estatisticas e os graficos foram realizados usando o software
GraphPad Prism 8 (Intuitive Software for Science). Os dados foram expressos como
média + E.P.M. ou valores de Clso e respectivos intervalos de confianca de 95%,
obtidos através de regress@o nao linear, a partir de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. As diferencas entre 0s grupos experimentais
foram comparadas utilizando correlacéo estatistica seguida por test-t ou analise de

variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (p <0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 EMT apresenta citotoxicidade frente diversas linhagens celulares

A EMT foi submetida a uma triagem citotoxica utilizando o ensaio de alamar
blue para andlise quantitativa da viabilidade e proliferacdo celular em diversas
linhagens de células cancerosas (MCF7, 4T1, HCT116, B16-F10, HepG2, HSC-3,
CAL27, HL-60, NB4, KG-1a, THP-1, Jukart, K-562, SSC-9, SSC-25) e ndo cancerosas
(MRC-5, PBMC, BJ). Os resultados dessa triagem ap0s 72 horas de incubacdo com

0S compostos teste estdo apresentados na tabela 1.

A EMT demonstrou um efeito citotéxico potente em todas as linhagens de
células tumorais testadas, com valores de Clso variando de 0,06 a 4,33 uM para
HCT116 e B16-F10, respectivamente. Nas células ndo cancerosas, os valores de Clso
variaram de 2,44 uM em PBMC a 3,79 pM em MRC-5. Para a linhagem de LMA, KG-
la, a EMT apresentou um Clso de 0,74 uM, com indice de seletividade (IS) de 3,3
vezes em relacdo ao PBMC, 5,04x em relacéo a linhagem BJ e 5,12x relacdo a MRC-

5. O IS de todas as linhagens é apresentado na tabela 2.

A doxorrubicina foi utilizada como controle positivo e apresentou valores de Clso
para as linhagens tumorais entre 0,02 e 1,4 uM em Jukart e K-562, respectivamente.
Ja para as células nédo tumorais, os valores de Clso variaram de 1,31 uM em PBMC a
3,23 uM em BJ.

Devido a linhagem celular KG-1a ser descrita na literatura como uma linhagem
com maior porcentagem de células CD34*/CD387, foram conduzidos estudos
adicionais in vitro e in vivo com essa linhagem para avaliar o mecanismo de a¢ao e o
potencial anti-leucémico da EMT. As concentracdes do composto testadas foram de

0,5, 1 e 2 yM, selecionadas com base nos valores de Clso para essa linhagem.
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Tabela 2. Atividade citotoxica de EMT em diferentes tipos histoldgicos.

Clso (UM)
Linhagens Tipo Histologico EMT Doxorrubicina
Células cancerosas
MCF-7 Adenocarcinoma de mama humano 2,55 1,4
1,52 - 4,27 0,87 - 2,17
4T1 Carcinoma de mama estagio IV 3,78 1,53
1,47 - 9,69 1,09 -2,17
HCT116 Carcinoma de c6lon humano 0,06 0,56
0,02-0,21 0,40-0,81
B16-F10 Melanoma murino 4,34 0,1
2,52-7,49 0,06 - 0,17
HepG2 Carcinoma hepatocelular humano 4,08 0,44
2,56 - 6,50 0,31-0,58
HSC-3 Carcinoma oral de células 0,49 0,54
escamosas humano 0,23-1,03 0,35-0,83
CAL27 Carcinoma oral de células 0,59 0,10
escamosas humano 0,25-1,39 0,02-04
HL-60 Leucemia promielocitica aguda 1,22 0,12
humano 0,73 - 2,05 0,06 - 0,23
NB4 Leucemia promielocitica aguda 3,96 0,41
humana 3,26 - 4,80 0,12 -1,44
KG-1a Leucemia mieldide aguda humana 0,74 0,14
0,39-1,40 0,11-0,22
THP-1 Leucemia monocitica aguda 0,87 0,23
0,63-1,21 0,14 -0,40
Jurkat Leucemia linfoide de células T 1,70 0,02
humana 1,42 - 2,04 0,01-1,13
K-562 Leucemia mielogénica cronica 1,77 1,40
humana 0,76 - 4,11 0,77 - 2,52
SSC-9 Carcinoma de células escamosas 1,67 1,14
humano 0,98 -2,84 0,64 -2,01
SSC-25 Carcinoma de células escamosas 3,99 1,31
humano 1,72 -9,27 0,71 -2,38
Células néo cancerosas
MRC-5 Fibroblasto pulmonar humano 3,79 1,50
2,70-5,31 0,93-2,38
BJ Fibroblasto de prepucio humano 3,73 3,23
1,93-7,22 1,63-6,4
PBMC Células mononucleares do sangue 2,44 1,31
periférico 1,75 - 3,40 0,90-1,94

Valores de Clso e 0 respectivo intervalo de confianga de 95% de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata pelo método do alamar blue ap6s 72 h de tratamento, obtidos
por regresséo ndo-linear. Doxorrubicina foi usada como controle positivo.
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Tabela 3. indice de seletividade da EMT.

Células nao cancerosas

Células PBMC BJ MRC-5
cancerosas
EMT DOX EMT DOX EMT DOX
MCF-7 0,96 0,94 1,47 2,31 1,49 1,07
471 0,67 0,86 0,99 2,11 1 0,98
HCT116 40,67 2,34 62,17 5,77 63,17 2,68
B16-F10 0,56 13,1 0,86 32,3 0,88 15
HepG2 0,60 2,98 0,91 7,34 0,93 3,4
HSC-3 4,98 2,43 7,61 5,98 7,73 2,78
CAL27 4,14 13,1 6,32 32,3 6,42 15
HL-60 2 10,9 3,06 26,92 3,1 12,5
NB4 0,61 3,2 0,94 7,88 0,96 3,66
KG-1a 3,3 9,36 5,04 231 5,12 10,71
THP-1 2,8 5,70 4,29 14,04 4,36 6,52
Jurkat 1,44 65,5 2,19 161,5 2,23 75
K562 1,38 0.94 2,1 2,31 3,14 1,07
SSC-9 1,46 1,15 2,3 2,83 2,27 1,32
SSC-25 0,61 1 0,94 2,47 0,9 1,15

indice de seletividade da EMT. Os dados de indice de seletividade (IS) foram calculados usando a
seguinte formula: IS = Clso [células ndo tumorais]/Clso [células tumorais]. Doxorrubicina (DOX) foi usado
como controle positivo.
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Apés a determinacdo da citotoxicidade e Clso do composto, foi realizada a
avaliacdo da viabilidade celular utilizando o método de exclusao por azul de tripan. Os
resultados indicaram que o tratamento das células KG-1a com EMT durante 12, 24,
48 e 72 horas foi capaz de reduzir significativamente no nimero de células viaveis em
todas as concentragbes testadas, quando comparado ao controle negativo (DMSO
0,2%), conforme demonstrado na figura 5. Essa reducédo na viabilidade celular € uma

caracteristica comum de compostos com propriedades citotoxicas.
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Figura 6. Efeito da EMT sobre a viabilidade de células KG-1a determinado pelo ensaio de exclusédo
com o azul de tripan ap6s 12h (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D) de incubacéo. O controle negativo foi
tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste, DMSO 0,2%. Doxorrubicina
(DOX) 1 uM foi utilizada como controle positivo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo
menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o

grupo controle negativo por ANOVA (analise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.
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4.2 EMT é capaz de eliminar células-tronco leucémicas de LMA

Para a identificacdo de CTLs, as células foram marcadas para marcadores
mieldides, CD13 e CD33, e marcadores de CTLs, CD34, CD38 e CD123, entdo
realizada a aquisicao por citometria de fluxo. As figuras 6A-E mostram uma reducao
na porcentagem de células CD13, CD34, CD38 e CD123 positivas, indicando a
eliminacao de CTLs.
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Figura 7. Efeito da EMT sobre a porcentagem de células positivas para os marcadores de células-
tronco leucémicas em células KG-1a apés 48h de tratamento determinada por citometria de fluxo. A-E
Marcacdo para os anticorpos anti-CD13 PE-CF594, anti-CD33 BV510, anti-CD34 PE, anti-CD38
BV421, anti-CD123 BV605. O DMSO (0,2%), usado para diluir o composto testado, foi utilizado como
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controle negativo. 30.000 eventos foram analisados por amostra e os detritos celulares foram omitidos
das analises. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo controle negativo

por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

Estudos adicionais avaliando outros marcadores superexpressos em CTLs de
LMA, como o CD99 e CD97, mostraram que o tratamento com EMT reduziu a
marcacao de células CD99 e CD97 apds 24 e 72h de tratamento, indicando o potencial

do composto em eliminar CTLs (figura 8).
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Figura 8. Efeito da EMT sobre os marcadores de CTL, CD99 e CD97, em células KG-1a ap0ds 24h e
72h de tratamento determinada por citometria de fluxo. A e B) Marcacgéo para os anticorpos anti-CD99
e anti-CD97 por 24h. C e D) Marcacao para 0s anticorpos anti-CD99 e anti-CD97 por 72h. O DMSO
(0,2%), usado para diluir o composto testado, foi utilizado como controle negativo. * p < 0,05 quando
comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (anélise de variancia) seguido por Student

Newman-Keuls.
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Além de ter acdo sobre as CTLs, a EMT também induziu a diferenciacdo nas

células KG-1a, vista pelo aumento do CD14, como visto na figura 9.
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Figura 9. Efeito da EMT sobre o marcador de diferenciagdo celular CD14 em células KG-1a apos 48h
de tratamento determinada por citometria de fluxo. O DMSO (0,2%), usado para diluir o0 composto
testado, foi utilizado como controle negativo. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle

negativo por ANOVA (andlise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

4.3 EMT induz a morte celular apoptética mediada por caspases em
células KG-1a

Para avaliar se o tratamento de células KG-1a com EMT induz morte celular
por apoptose, foi realizado o ensaio de marcacdao com YO-PRO e IP. O YO-PRO é
um marcador nuclear capaz de marcar células em estagios precoces de apoptose ao
penetrar através de poros. Além disso, é capaz de marcar células em necrose. O IP
pode atravessar apenas as membranas das células necroticas e ndo das apoptéticas,

enquanto nenhum dos corantes é capaz de penetrar nas células viaveis.

Na figura 10, é possivel observar um aumento significativo na porcentagem de
células apoptoticas apo6s 12 horas de tratamento com a maior concentracdo do
composto, passando de 3,6% no grupo tratado com DMSO para 7,7% no grupo tratado
com EMT 2 uM. Apés 24 horas, a porcentagem de células mortas duplica em
comparacao ao controle, quando analisamos o grupo tratado com EMT a 2 uM, indo

de 7,15% para 14,7%, respectivamente. A partir de 48 horas, a morte celular se mostra
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estatisticamente significativa para todas as concentracbes de EMT em relacdo ao
grupo controle negativo. A figura 11 mostra os dotplots representativos da marcacao

com YO-PRO + IP nos diferentes tempos testados.
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Figura 10. Efeito da EMT sobre a morte de células KG-1a realizado por YO-PRO + IP apés 12, 24, 48
e 72 h de incubacéo. DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo. Doxorrubicina (DOX) 1 uM foi
utilizada como controle positivo. Os valores correspondem a % de células viaveis de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * p <0,05 em comparacdo com o controle negativo por ANOVA

seguido do teste de Student Newman-Keuls.
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Figura 11. Dotplots representativos da marcagédo com YO-PRO + IP nos diferentes tempos testados.
O DMSO 0,2%, foi utilizado como controle negativo. Doxorrubicina (DOX) 1 uM foi utilizada como

controle positivo.

Com o objetivo de compreender os mecanismos de apoptose induzidos pelo
tratamento com EMT em células KG-1a, realizamos a quantificacdo da caspase-3
clivada por meio da citometria de fluxo ap6s 24 horas de incubacdo. A caspase-3 é
uma caspase efetora que € ativada para desencadear o processo de apoptose. Na
figura 12A, observamos um aumento de mais de duas vezes na ativagéo da caspase-
3 apos o tratamento com EMT 2 uM, passando de 78,35 para 166,77 em comparacao
com o grupo controle negativo. Ainda podemos confirmar o aumento da clivagem da
caspase-3 pelo aumento da banda tratada com EMT em comparag¢do com o controle

negativo no blot da figura 12C.

A proteina PARP é uma poli (ADP-ribose) polimerase nuclear envolvida no
reparo do DNA em resposta ao estresse ambiental. Ela pode ser clivada pelas
caspases e € um dos principais alvos de clivagem da caspase-3. A clivagem da PARP

serve como um marcador de células em apoptose. Na figura 12B, é possivel observar
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um aumento de quase trés vezes na clivagem da PARP-1 ap6s o tratamento com EMT
2 uM, passando de 310,97 para 833,43 em comparacdo com O grupo controle
negativo. Ainda podemos confirmar o aumento da clivagem de PARP-1 pelo aumento
da banda tratada com EMT em compara¢cao com o controle negativo no blot da figura
12C.
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Figura 12. Ativacdo de caspase-3 e clivagem de PARP-1 apés o tratamento de células KG-1a com
EMT 2uM. A) Caspase-3 ativada determinada por citometria de fluxo ap6s 24h de incubagéo. B) PARP-
1 clivada determinada por citometria de fluxo apds 24 horas de incubacéo. C) Imagens de western blot
apos 17h de tratamento. O DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo. Os valores correspondem
a média = E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05

guando comparado com o grupo controle negativo por correlagéo estatistica seguida por test-t.
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Ao realizar o pré-tratamento das células com um PAN inibidor de caspases (Z-

VAD-(OMe)-FMK) por 2 horas, observamos que ele preveniu o aumento de células

apoptoticas causado pela EMT. A porcentagem de células apoptoticas foi reduzida de

38,36% para 22,45% (conforme mostrado na figura 13). Isso indica que a apoptose

induzida pelo composto tem a participacdo de caspases. Além disso, o inibidor

também preveniu a morte celular por apoptose em células tratadas com doxorrubicina,

reduzindo a porcentagem de células apoptoticas de 57,4% para 32,87% apds 0 uso

do Z-VAD. A figura 14 mostra os dotplots representativos da marcacdo com Anexina-

V/IP e o uso do inibidor de caspases, Z-VAD.
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Figura 13. Efeito do inibidor de pan-caspase (Z-VAD (OMe)-FMK) na apoptose induzida pela EMT 2

UM em células KG-1a determinadas por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/IP. O DMSO 0,2%,

foi utilizado como controle negativo. Doxorrubicina (DOX) 1 uM foi utilizada como controle positivo. Dez

mil eventos foram analisados em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises.

* p <0,05 em comparacdo com o respectivo tratamento sem inibidor por ANOVA seguido do teste de

Student Newman-Keuls.
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Figura 14. Dotplots representativos da marca¢gdo com Anexina-V/IP e o uso do inibidor Z-VAD. O
DMSO 0,2%, foi utilizado como controle negativo. Doxorrubicina (DOX) 1 uM foi utilizada como controle

positivo.

Afim de compreender se o tratamento com a EMT causa despolarizacéo
mitocondrial e assim alteracédo do potencial transmembranico mitocondrial, foi utilizada

a sonda fluorescente rodamina 123 por analise de citometria de fluxo.

Foi observado um aumento significativo na despolarizacdo mitocondrial, e com
isso a perda do potencial transmembranico, para todas as concentracdes de EMT no
tempo de 24h de incubacdo. No grupo controle negativo, a porcentagem de células
com despolarizagdo mitocondrial foi de 6,2%. No entanto, nas células tratadas com
EMT a 0,5 pM, essa porcentagem aumentou para 21,1%. Para as concentragdes de
EMT de 1 uM e 2 pM, a porcentagem de células com despolarizagdo mitocondrial foi

de 26% e 27%, respectivamente (conforme demonstrado na figura 15).
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Figura 15. Efeito da EMT na despolarizacdo da membrana mitocondrial. O DMSO 0,2% foi utilizado
como controle. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento e os debris celulares foram
excluidos das andlises. Os dados sdo apresentados como a média + E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o controle negativo por
ANOVA (analise de variancia) seguido por Student-Newman-Keuls.

Conduzimos experimentos adicionais para investigar o papel da proteina BAD
(agonista da morte celular associada ao BCL-2) na morte celular apopt6tica induzida
pela EMT. O BAD é um membro pré-apoptético da familia do gene Bcl-2 e esta

envolvido no inicio do processo de apoptose.

Para estudar a importancia do gene BAD na morte celular apoptética induzida
pela EMT, utilizamos as linhagens celulares BAD KO SV40 MEF (fibroblastos
embrionarios de camundongo imortalizados com o gene BAD knockout) e sua
linhagem parental WT SV40 MEF (fibroblastos embrionarios de camundongo
selvagens imortalizados). Observamos que a EMT apresentou citotoxicidade em
ambas as linhagens, reduzindo a viabilidade celular. As Clso foram muito semelhantes,
sendo de 0,80 uM para WT-MEF e 0,73 uM para BAD-MEF. Esses resultados indicam

gue o gene BAD nao é essencial para a citotoxicidade da EMT (figura 16).
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Figura 16. Efeito da EMT e 5-FU na sobrevivéncia de células WT-MEF e BAD-MEF pelo método alamar

blue ap6s 72h de incubacéo.

Além disso, realizamos uma analise do perfil de morte celular induzido pela
EMT nas células WT-MEF e BAD-MEF utilizando anexina V e IP por citometria de
fluxo. Observamos que em ambas as linhagens houve diminuicdo da viabilidade
celular, acompanhada de um aumento na porcentagem de células em apoptose e
necrose em comparagao com o controle negativo. Esses resultados corroboram o
achado de que o gene BAD néo desempenha um papel fundamental na morte celular
apoptética induzida pela EMT, como evidenciado na figura 17 e nos dotplots

representativos da marcagcdo com anexina V + IP da figura 18.

55



>

100

[ ]DMSO 0,2%
x  * [ JEMT 0,5 uM

60- % % * [ 1EMT 1 um
IEMT 2 um

80+

40+

Células viaveis (%)

201

O‘ T T
WT SV40 MEF BAD KO SVv40 MEF

80

40+

20+

olEAL L

WT SV40 MEF BAD KO SV40 MEF

Células apoptoticas (%)
*
*

0

20

154 *

10+ *

iﬁﬂ .

WT SV40 MEF BAD KO SVvV40 MEF

Células em necrose (%)

Figura 17. Efeito da EMT sobre a morte de células WT SV 40 MEF e BAD KO SV 40 MEF realizados
por Anexina V/IP apds 48h de incubacdo. DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo. Os valores

correspondem a % de trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p <0,05 em
comparacdo com o controle negativo por ANOVA seguido do teste de Student Newman-Keuls.
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Figura 18. Dotplots representativos da marcacéo com Anexina-V/IP nas células WT SV 40 MEF e BAD

KO SV 40 MEF apds o tratamento com EMT. O DMSO 0,2%, foi utilizado como controle negativo.

4.4 EMT induz estresse oxidativo em células KG-1a

Investigamos ainda, se a acdo da EMT em células KG-1a pode elevar os niveis
intracelulares de espécies reativas de oxigénio (EROs). Para este fim, foi utilizado o
reagente fluorescente sensivel a oxidagdo H2-DCF-DA através da citometria de fluxo.
Observou-se que o tratamento com EMT nos tempos de 1h e 3h resultou em um
aumento significativo nos niveis de EROs quando comparados ao controle negativo,

conforme mostrado na figura 19.

57



A 1h B 3h
15 15
= * =
= = *
96 104 * — 86 104 —|—*
i i —
L 1]
) - S —
2] ]
Cl_) 5— Cl_) 5_
= =
zZ zZ
0 ' ' . : (M) 0 ' ' : '
DMSO 0,2% 0,5 1 2 DMSO 0,2% 0,5 1 2
EMETINA EMETINA

Figura 19. Efeito da EMT nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) das células KG-1a apos
1 e 3 hdeincubacgéo determinada por citometria de fluxo usando coloracdo H2-DCF-DA. O DMSO 0,2%
foi utilizado como controle negativo. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento e 0s debris
celulares foram excluidos das analises. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo

controle negativo por ANOVA (anélise de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

Adicionalmente, foi avaliada a geracdo de espécies reativas de oxigénio
utilizando o indicador de superéxido mitocondrial, MitoSOX™, por citometria de fluxo
nos tempos de 1h e 24h. Foi possivel observar que houve um aumento significativo

nos niveis de EROs em ambos os tempos testados apos o tratamento com a EMT
(figura 20 A e B).

Para determinar se a ocorréncia da morte celular estava relacionada ao
aumento de EROs, foi realizado um pré-tratamento das células com N-acetil-L-cisteina
(NAC), um inibidor de espécies reativas de oxigénio em combinagdo com o indicador
de superdxido mitocondrial, MitoSOX. Foi mostrado que o NAC preveniu 0 aumento
da apoptose induzida pela EMT. Apds 1 hora de tratamento, a média de intensidade
de fluorescéncia das células foi reduzida de 877,22 para 394,25 e ap0s 24 horas essa

MFI foi de 1324,67 para 685,6 (conforme ilustrado na figura 20 C e D).
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Figura 20. Efeito da EMT nos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) das células KG-1a apos
1 e 24 h de incubagdo determinada por citometria de fluxo. A-B. Quantificacdo do EROs com o uso da
coloracdo MitoSOX™ (RED). O DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo. C-D. Efeito do inibidor
de espécies reativas de oxigénio, N-acetyl-L-cysteine (NAC), na apoptose induzida pela EMT. Os
detritos celulares foram omitidos das andlises e 10.000 eventos foram analisados por amostra. Os
valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés experimentos independentes realizados
em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com o grupo controle negativo por ANOVA (analise de

variancia) seguido por Student Newman-Keuls ou teste t.

Além disso, ao utilizar o inibidor N-acetil-L-cisteina (NAC) em combinacdo com
anexina V-FITC/IP para verificar o efeito sobre a morte celular, observamos uma
prevencao da ocorréncia de morte celular apoptética causada pela EMT ap0s o uso
do inibidor. O nimero de células em apoptose foi reduzido de 38,36% para 26,34%

quando o NAC foi utilizado apés 24 horas de tratamento (figura 21).
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Figura 21. Efeito do inibidor de espécies reativas de oxigénio, N-acetyl-L-cysteine (NAC), na apoptose

induzida pela EMT em células KG-1a determinadas por citometria de fluxo usando anexina V-FITC/IP.

Quantificacdo da porcentagem de células em apoptose inicial e apoptose tardia. Foram avaliados dez

mil eventos por experimento e os detritos celulares foram omitidos na andlise. * p <0,05 em comparagéo

com o respectivo tratamento sem inibidor por ANOVA seguido do teste de Student Newman-Keuls. # p

<0,05 em comparag¢do com o respectivo tratamento sem inibidor por ANOVA seguido pelo teste de

Student Newman-Keuls.
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4.5 EMT causa fragmentacdo do DNA em células KG-1a

Prosseguindo com nossa investigacdo sobre o mecanismo de agdo da EMT,
realizamos a quantificacdo do conteiddo de DNA por citometria de fluxo a fim de
mensurar a fragmentacao internucleossomal do DNA e a distribuicdo do ciclo celular
em células KG-1a tratadas com EMT por diferentes periodos de tempo (12, 24, 48 e
72 horas). Consideramos como DNA sub-dipléide (sub-GO/G1l) todo o DNA
fragmentado. Apresentamos os resultados da distribuicao do ciclo celular na figura 23

e tabela 3.

Observamos que o tratamento com EMT provocou um aumento significativo na
fragmentacdo do DNA internucleossomal a partir de 12 horas de tratamento, para
todas as concentracdes testadas, resultando em uma consequente diminuicdo no
namero de células nas outras fases do ciclo celular. Para a concentra¢do mais alta de
EMT testada (2 pM), observamos um aumento no ndmero de células com
fragmentacao internucleossomal de 11,97% em relacdo ao controle negativo para
34,23% apds 12 horas de tratamento, de 10,48% para 46,21% apos 24 horas, de
14,57% para 71,67% apOs 48 horas e de 13,46% para 85,80% apds 72 horas de
tratamento. Além disso, a doxorrubicina também provocou fragmentacdo do DNA a

partir de 12 horas de incubacao.
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Figura 23. Histogramas representativos da anélise do contetido de DNA de células KG-1a ap6s o

tratamento com EMT.
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Tabela 4. Efeito da EMT sobre a distribuicdo do contetido de DNA celular.

Tratamento Concentracéao Distribuicdo do Contetido de DNA (%)

(UM/mL)

Sub Go/Gl Go/Gl S Gz/M

12 h de tratamento
DMSO 0,2% - 11,97 + 1,65 37,95 + 4,18 14,56 + 0,81 15,71 + 2,40
Doxorrubicina 1 26,16 £ 3,53* 27,86 + 2,26 13,28 £1,40 14,12 + 1,56
EMT 0,5 26,41 +3,61* 30,52 +6,97 6,44 +2,13* 5.07 £ 1,54*
EMT 1 28,54 +3,42* 30,86+7,11 5,61 +1,37* 5,18 + 1,00*
EMT 2 34,23 +3,31* 30,56 +3,77 3,89 + 1,66* 4,52 + 0,98*
24 h de tratamento
DMSO 0,2% - 10,48 + 3,24 47,61 + 6,36* 13,26 £ 0,41 12,16 £+ 1,70
Doxorrubicina 1 37,31 +£10,41* 19,17 +3,16* 558+ 1,23* 7,57 + 2,65
EMT 0,5 32,31 +£4,07* 29,13+3,82* 8,14 +1,94* 10,93 +1,75
EMT 1 34,05+4,50* 25,67 +4,30* 5,34+1,16* 10,03+ 1,39
EMT 2 46,21 +8,35* 17,66 +2,06* 6,32 +0,94* 6,33+ 0,94
48 h de tratamento
DMSO 0,2% - 14,57 + 2,85 46,54 + 3,09 14,02 + 0,93 12,9+ 0,65
Doxorrubicina 1 76,3 + 3,12* 8,17 + 2,24* 1,52 +0,23* 3,13+1,18*
EMT 0,5 62,31 +£5,23* 1522 +3,72* 5,18+ 2,01* 5,21 +1,80*
EMT 1 69,28 +4,56* 13,01+1.89* 3,63+1,51* 3,77 £ 1,36*
EMT 2 71,67 £3,04* 8,58 +0,78* 3,84 +1,08*% 2,75 +0,83*
72 h de tratamento
DMSO 0,2% - 13,46 + 1,08 49,25 + 1,69 13,19+ 0,84 12,78 + 2,60
Doxorrubicina 1 89,59 + 2,74* 1,71 + 0,58* 1,03 £ 0,28 0,92 + 0,26*
EMT 0,5 84,26 +4,28* 3,27 +1,60* 1,25+ 0,87 1,59 + 0,76*
EMT 1 82,91 +4,41* 3,91+1,75* 1,84 +1,08 1,39 + 0,50*
EMT 2 85,80 + 3,86* 3,64 + 1,90* 0,73+0,35 1,16 £ 0,21*

Os valores correspondentes a média + E.P.M de pelo menos trés experimentos independentes
realizados em duplicata. DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo. A doxorrubicina (1 pM) foi

usada como controle positivo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram
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analisados por amostra. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por ANOVA (andlise
de variancia) seguido por Student Newman-Keuls.

4.6 A EMT inibe a via NF-kB nas células KG-1a

A subunidade p65 é uma componente do fator de transcricdo NF-kB, que forma
heterodimeros com outras subunidades, como p50 ou p52. A fosforilacdo da p65
resulta na translocacdo do complexo para o nucleo, onde ativa a transcri¢cao de varios
genes a jusante. A figura 24 mostra a marcacgdo de células KG-1a por citometria de
fluxo utilizando anticorpo monoclonal especifico para a subunidade p65 de NF-kB
fosforilada em serina 529. Observou-se uma reducao significativa na expressao de
NF-kB p65 (pS529) ap6s o tratamento com EMT em compara¢cdo com o controle
negativo. Adicionalmente, a redugcdo NF-kB fosforilada em serina 536 foi observada
no blot tratado com EMT (figura 24 B). Em conjunto com os resultados da citometria

de fluxo sugerem uma possivel inibicdo da ativacdo da via NF-kB pelo composto.

NF-kB pS529

>
W

200 DMSO0,2% EMT

150- * S -G pss total
100
- % NF-kB pé65 fosforilada (pS536)

50

0 A CAPOH

DMSO 0,2% EMT (HM)

NFkB pS529
Alexa Fluor® 488 (MFI)

Figura 24. Expressao de NF-kB em células KG-1a ap6s o tratamento com EMT por 24h. A) Expressao
de NF-kB pS529 determinada por citometria de fluxo. B) Imagens de western blot. O DMSO 0,2% foi
utilizado como controle negativo. Os valores correspondem a média + E.P.M. de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando comparado com 0 grupo

controle negativo por correlagdo estatistica seguida por test-t.
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Utilizamos também a microscopia confocal para analisar a influéncia do
tratamento com EMT na via NF-kB em células KG-1a. Para isso foi utilizado o
anticorpo anti-NF-kB p65 PE observado através da microscopia confocal. Na figura
25, é possivel notar uma reducéo na ativacdo de NF-kB apds o tratamento com EMT
por 24 horas. Isso é evidenciado pela maior concentracdo de NF-kB no citoplasma e
uma menor marcacao de NF-kB no nucleo da célula em comparacdo com o grupo de
controle tratado com DMSO 0,2%.
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Figura 25. Microscopia Confocal de células KG-1a marcadas com anticorpo anti-NF-kB p65 PE marcando em vermelho e DAPI (Invitrogen®, Thermo Fisher

Scientific) marcando em azul. Imagem obtida através do microscopio confocal Zeiss na objetiva de 63x.
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4.7 A EMT afeta a regulacao de diversos genes

A analise da regulacdo génica induzida pela EMT foi realizada em células KG-
la através de gPCR ap0s 12 h de tratamento com 2 uM do composto. Foi considerada
a ocorréncia de regulacdo positiva quando o valor da quantificacéo relativa (QR) era
igual ou superior a 2, e regulacédo negativa quando o valor de QR era igual ou inferior
a 0,5. Foi analisado um painel contendo 92 genes relacionados a apoptose,
sobrevivéncia, estresse oxidativo entre outras vias de interesse nas CTLs, conforme

mostrado na tabela 1S.

Observou-se que a EMT aumentou a regulacdo de 54 dos genes analisados.
Entre eles, destacam-se os genes NFKBIA e NFkBIB, que sé&o inibidores do fator de
transcricdo NF-kB, e os genes que codificam as caspases 3 e 7, ambos envolvidos no
processo de apoptose. Além disso, identificamos a regulacdo negativa de 5 genes,
incluindo Twist 1, Wnt-10b, PARP-1, PPARG co-ativador 138 e BCL-2. Esses genes
possuem conhecido papel antiapoptético (Figura 26).
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Figura 26. Andlise de gPCR para varios genes em células KG-1a apds 12 h de tratamento com EMT 2

UM. Os valores representam a quantificacdo relativa (QR) em comparacdo com o calibrador (células

tratadas com o controle negativo - DMSO 0,2%). Os genes foram considerados regulados

positivamente se QR = 2 e foram considerados regulados negativamente se QR < 0,5.
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4.8 EMT inibe o desenvolvimento in vivo de células KG-1a

A atividade antileucémica in vivo da EMT foi investigada em camundongos
NSG. Os animais foram tratados com bulsufano (25 mg/kg) um dia antes do
transplante das células KG-1a, seguido pelo tratamento com EMT na dose de 10
mg/kg, administrado por via intraperitoneal, uma vez por dia, durante 15 dias
consecutivos. Afim de identificar e diferenciar a presenca de células leucémicas
humanas na medula éssea, sangue e baco dos animais, foram utilizados anticorpos
especificos anti-CD45-PE humano e anti-CD45-FITC de camundongo (Becton

Dickinson).

O tratamento com a EMT foi capaz de reduzir a quantidade de células marcadas
com CD45 humano, indicando uma reducdo das células leucémicas presentes na
medula 6ssea e no sangue dos camundongos, quando comparado ao grupo controle
negativo. Isso indica o potencial antileucémico in vivo desse composto. Nao houve
reducdo estatisticamente significativa nas células presentes no baco dos animais
(figura 27).
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Figura 27. Efeito in vivo da EMT sobre células KG-1a inoculadas em camundongos NSG. As amostras
foram marcadas com anticorpo anti-CD45-PE humano e anti-CD45-FITC de camundongo. As figuras A
e B mostram as marcagdes dos anticorpos anti-CD45 humano e de camundongo na medula éssea dos
animais. A figura C e D mostram as marcacgfes dos anticorpos anti-CD45 humano e de camundongo
no sangue, enquanto que as figuras E e F mostram as marcac¢des dos anticorpos anti-CD45 humano e
de camundongo no bago. Os valores correspondem a média + E.P.M. * p < 0,05 quando comparado

com o grupo controle negativo por correlagao estatistica seguida por test-t.
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Adicionalmente, foram avaliados os parametros toxicolégicos nos animais
tratados com EMT. Nao foi observada redugéo no peso corporal dos camundongos
apos 15 dias de tratamento com EMT, em comparacédo com o controle negativo (tabela
4). Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas de peso nos 6rgaos
(figado, pulm&o, coragéo, rins) dos animais tratados com o composto em relacdo ao
grupo de controle negativo, com excec¢édo do baco que apresentou uma reducao de

tamanho, conforme verificado na tabela 5.

Tabela 5. Efeito da EMT no peso e sobrevivéncia dos camundongos NSG inoculados com células KG-

la.

Média de peso dos animais (Q)

Grupos DMSO 5% EMT 10 mg/kg
Inicial 22,00 £ 0,52 24,83 +£1,32
Final 20,68 £ 1,00 24,10+1,32

Sobrevivéncia 6/6 6/6

O DMSO 5% usado para diluir o composto foi utilizado como controle negativo. Os dados séo
apresentados médias + E.P.M. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por correlagao

estatistica seguida de teste-t.

Tabela 6. Efeito da EMT no peso dos orgédos dos camundongos NSG inoculados com células KG-1a.

Média de peso (g/100g de massa corpérea)

Orgaos DMSO 5% EMT 10 mg/kg
Coracéo 0,46 = 0,04 0,50 = 0,04
Pulmao 0,81 + 0,07 0,73 £ 0,07
Figado 5,01 £ 0,34 5,07 £ 0,31
Rins 1,25+ 0,16 1,31 +0,17
Baco 0,29 £ 0,02 0,19+ 0,01 *

O DMSO 5% usado para diluir o composto foi utilizado como controle negativo. Os dados sé&o
apresentados médias + E.P.M. *p < 0,05 quando comparado ao grupo controle negativo por correlacéo

estatistica seguida de teste-t.
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Quanto as analises histopatologicas dos 6rgdos, mostrada na figura 28, os
coracfes dos grupos experimentais nao apresentaram alteragbes arquiteturais e
morfologicas. Nos figados, as arquiteturas do parénquima hepatico e do sistema porta
variaram de preservada a parcialmente alterada nos grupos CTL e EMT. As alteracdes
histopatolégicas observadas foram hiperemia vascular, degeneracdo hidropica e
inflamagéo tecidual mista. Essas alteragdes variaram de discretas a intensas, contudo,
os eventos foram mais evidentes no grupo tratado com EMT. Além disso, areas
pontuais de necrose de coagulacao foram observadas em hepatocitos, principalmente

em regides préximas da veia centrolobular.

Nos pulmdes, a arquitetura do parénquima pulmonar estava parcialmente
preservada em todos os animais dos grupos CTL e EMT. O espessamento dos septos
alveolares com atelectasia do espaco aéreo foi observado em todos os animais,
variando de discreto a intenso. Outras alteracfes histolégicas foram observadas
nesse 0rgdo, como hiperemia vascular, edema e inflamacdo com infiltrado
predominantemente de polimorfonucleares. Ainda, areas focais de hemorragia foram
observadas nos pulmdes dos animais. E nos rins, a arquitetura renal estava mantida
em todos os grupos experimentais. De forma geral, as alteracdes histopatolégicas
observadas neste 6rgédo foram hiperemia vascular moderada e hialinizacao glomerular
discreta com diminuicdo do espaco urinario em todos os grupos. Ainda, areas focais
de necrose de coagulacdo nos tubulos do cortex renal e fibrose foram observadas.
Algumas caracteristicas histopatolégicas encontradas, como degenerac¢éo hidropica,
congestdo vascular e areas focais de inflamacéo sao respostas celulares agudas ao
estimulo relacionado ao tratamento e as células lesadas podem retornar a

homeostase quando a agresséao terminar.
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Figura 28. Fotomicrografias representativas dos 6rgaos de camundongos NSG transplantados com

células de LMA (KG-1la)tratados com EMT. DMSO 5% foi utilizado com controle negativo.

Os animais foram tratados através da via intraperitoneal durante duas semanas.
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5 DISCUSSAO

A atividade citotoxica da EMT foi descrita pela primeira vez em 1918. Desde
entdo, foi sua eficacia tem sido demonstrada em diversos tipos de neoplasias, como
linfoblastos U937, cancer de pulmdo, hepatdcitos murinos, cancer de ovario, cancer
de bexiga, leucemia, entre outros. Essa citotoxicidade é atribuida a inibicdo da
biossintese de proteinas e a interacdo com o DNA, além da regulagéo de fatores pro-

apoptoticos, desencadeando a apoptose (Mdller et al., 2007; Alam et al., 2020).

Para uma melhor compreensdo da acdo citotoxica da EMT, realizamos a
avaliacdo do seu potencial citotdxico frente a diferentes linhagens de células
cancerosas e nao cancerosas. Nossos resultados evidenciaram que esse composto
apresenta uma potente citotoxicidade em todas as linhagens testadas, corroborando
os dados existentes na literatura que apontam sua proeminente atividade citotoxica

em diversas linhagens de cancer (Uzor, 2016).

Em relagéo as células de LMA, KG-1a, o Clso foi de 0,74 uM. Esse valor de Clso
se mostrou promissor, uma vez que, segundo a referéncia classica do Instituto
Nacional do Céancer dos Estados Unidos, compostos puros com valores de Clso
inferiores a 4 pg/ml sdo considerados promissores e devem ser investigados tanto do
ponto de vista quimico quanto biologico (Suffness; Pezzuto, 1990; Boik, 2001). A
reducdo da viabilidade celular ap6s o tratamento com EMT ja foi mostrada em um
estudo realizado por Cornet-Masana e colaboradores (2016), que avaliou um painel

de 5 linhagens celulares de LMA, incluindo a KG-1a.

No que diz respeito as células ndo cancerosas, como fibroblasto de pulméao
humano, fibroblasto de prepudcio humano e células mononucleares do sangue
periférico, a EMT apresentou Clsode 3,79 uM, 3,73 uM e 2,44 uM respectivamente. O
indice de seletividade para as células normais em relagédo as células KG-1a é em
meédia superior a 3,2x. Esse indice indica o quao ativo um composto € sem causar
danos as células saudaveis e é calculado seguindo a formula: IS = Clso [células n&o

tumorais]/Clso [células tumorais] (Callacondo-Riva et al., 2008). Foi descrito que o
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valor de IS é considerado significativo quando € igual ou maior a 3, sendo que muitas
vezes esse indice € maior ou igual a 1 para medicamentos anticancer (Suffness;
Pezzuto, 1990; Indrayanto et al., 2021). Portanto, a EMT pode ser um agente citotoxico

promissor para a terapia do cancer, especialmente no tratamento da LMA.

Para confirmar a citotoxicidade da EMT nas células KG-1a, foi realizado o
ensaio de exclusdo por azul de tripan utilizando o composto nas concentracdes de
0,5, 1 e 2 uM. Os resultados demonstram que EMT reduziu a viabilidade celular em
todos os tempos testados, confirmando sua citotoxicidade. Esses achados estdo em
concordancia com os resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade por alamar blue,

fortalecendo a evidéncia de que a EMT é um agente citotoxico promissor.

E sabido que as CTLs expressam marcadores de superficie CD34+/CD38-,
assim como CD123, CD99 e CD97 (lwasaki et al., 2015; Chung et al., 2017; Martin et
al, 2019). Nossos resultados demonstraram que o tratamento com EMT resultou em
uma reducdo significativa na populacao de células marcadas para CD13, CD34, CD38
e CD123 em comparacao com o controle negativo apés 48 horas de tratamento. Esses
marcadores séo caracteristicos de células mieldides e imaturas, além disso, as CTLs
apresentam uma expressao elevada de CD123 em comparagdo com suas
contrapartes normais (Lamble et al., 2022; Pelosi et al., 2023). A expressao de CD123
se destaca desde o diagndstico até a recidiva, tornando esse marcador um alvo

terapéutico para a LMA (Pelosi et al., 2023).

O CD97 promove a proliferacdo e a sobrevivéncia das células leucémicas,
fazendo a manutencdo do estado indiferenciado, sendo necessario CTLs. Esse,
correlaciona-se com mau prognostico e pode ser um alvo importante para o futuro
desenvolvimento terapéutico. No nosso trabalho, ndo apenas o CD97 mas também o
CD99, que é um marcador expresso na superficie de células-tronco leucémicas, mas
nao em células-tronco hematopoiéticas normais (Chung et al., 2017; Martin et al,
2019), apresentaram uma reducao significativa na marcacao apoés o tratamento com
0 composto. Portanto, a reducdo desses marcadores apos o tratamento sugere a
eliminacao das CTLs de LMA.
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Além de eliminar as CTLs, o tratamento também causou um aumento
significativo de CD14 que é um antigeno de diferenciacdo de mondcitos humanos,
indicando que o composto induziu a diferenciacdo monaocitica. Esse receptor aumenta
as respostas imunes inatas. Estudos mostraram que a ativacdo do CD14 diminuiu a
viabilidade celular e induziu a apoptose no carcinoma adrenocortical e nas células
epiteliais colorretais. Além disso, ativagdo de CD14 em células imunes infiltradas no
tumor ndo apenas promove a inflamacdo relacionada ao cancer, como induz a

imunovigilancia do cancer (Silveira et al., 2008; Wu et al., 2019).

Estudos anteriores também relataram os efeitos da EMT em outras células-
tronco cancerosas (CTCs). Por exemplo, foi demonstrado que o uso de EMT
sensibilizou as células de carcinoma mucoepidermoide (MEC) a irradiacao, resultando
em uma reducao significativa das CTCs das linhagens UM-HMC3A e UM-HMC3B
MEC (Wagner et al., 2016). Além disso, EMT foi capaz de bloquear a autorrenovagéo
das células-tronco de glioblastoma e inibir a via de sinalizacdo do hedgehog, que é
importante para as CTCs (Sun et al., 2019). Esses estudos destacam o potencial da
EMT como um agente terapéutico direcionado as ceélulas-tronco cancerosas em

diferentes tipos de cancer.

Dada a atividade citotoxica promissora da EMT e a sua capacidade de eliminar
CTLs, iniclamos os estudos do seu mecanismo de acdo na linhagem KG-1la.
Inicialmente foi avaliado se o tratamento de células KG-1a com EMT induz morte
celular por apoptose. Para isso foi realizado o ensaio de marcagdao com YO-PRO e IP
para identificar células em apoptose e morte celular. Verificou-se um aumento
significativo no niumero de células em apoptose e morte celular apés o tratamento com
EMT. Esses resultados sé@o consistentes com estudos anteriores que indicaram que a
EMT induz apoptose, como demonstrado por Cornet-Masana et al. (2016) em LMA,
Yosifov et al. (2020) na leucemia linfocitica crénica e Mdller et al. (2006) na leucemia

linfoide.

A caspase-3 esta envolvida na via apoptoética mitocondrial e € uma caspase

efetora pertencente a familia das cisteina proteases. Sua ativacdo desempenha um
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papel central no mecanismo de apoptose, clivando varios componentes celulares
envolvidos no reparo e controle do DNA (Pan et al., 2011). Para confirmar a indugao
da apoptose pela EMT, realizamos a quantificacdo da ativacdo da caspase-3 nas

células KG-1a tratadas com o composto.

Observamos um aumento significativo na ativagao da caspase-3 apds 24 horas
de incubacdo com EMT. A clivagem da caspase-3 praticamente dobrou em relacao
ao controle negativo. Esses resultados estdo em concordancia com estudos
encontrados na literatura, como o trabalho de Miller e colegas (2010), que indicou que
EMT é capaz de ativar as caspases-3/7 e induzir citotoxicidade em células de cancer
cervical. Outros estudos também revelaram que EMT induz despolarizacdo
mitocondrial dependente de caspase em células Jurkat (Moller et al., 2006 e 2007).
Além disso, a EMT demonstrou atividade antitumoral e ativacdo da caspase-3,
induzindo apoptose em canceres pancreaticos e brénquicos (Larsson et al., 2012).
Para confirmar a importancia das caspases na apoptose induzida pela EMT,
realizamos experimentos utilizando um inibidor de caspase, ZVAD, que foi capaz de
reduzir a morte celular causada pelo composto. Esses resultados corroboram os
achados de Modller et al. (2006) e confirmam que a EMT induz apoptose mediada por
caspases.

Outra proteina envolvida no processo apoptético € a poli (ADP-ribose)
polimerase-1 (PARP-1), que atua como um sensor de quebra da fita de DNA e esté
envolvida em seu reparo. Geralmente, os niveis de PARP-1 aumentam em resposta
ao estresse para reparar o DNA danificado. A clivagem da PARP-1 pela caspase-3
resulta em um fragmento de 85 kDa, inativando a PARP-1 e impedindo seu papel no

reparo do DNA, desencadeando a apoptose (Haykal et al., 2021).

Uma vez que observamos a ativacdo da caspase-3 apés o tratamento com a
EMT, investigamos também se esse composto era capaz de elevar os niveis de
clivagem de PARP-1. Verificou-se que a EMT foi capaz de aumentar os niveis de
clivagem dessa proteina em aproximadamente 3x quando comparado com 0 grupo

controle negativo tratado com DMSO 0,2%. Esses resultados reforcam a indicagéo de
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que EMT induz a apoptose, uma vez que a clivagem da PARP-1 é considerada um
marcador de células em processo apoptético (Wu et al., 2021). Além disso, esses
dados corroboram resultados encontrados de que a EMT causa morte celular mediada
por caspases. A clivagem de PARP-1 também foi relatada em células KG-1a tratadas

com outros compostos (Haykal et al., 2021).

A via intrinseca da apoptose € regulada por caspases e membros da familia
Bcl-2, incluindo tanto os membros anti-apoptoticos, como BCL-2 e BCL-XL, quanto 0s
membros pré-apoptoticos, como BAX, BAK, BAD, BID, BIK, BIM, Puma e Noxa
(Galluzzi et al., 2012). A proteina BAD desempenha um papel importante na inativagédo
dos membros anti-apoptéticos da familia Bcl-2, levando a inducdo da apoptose
(Doerflinger et al., 2015).

Com o objetivo de investigar se o gene BAD é essencial para a apoptose
mitocondrial induzida pela EMT, realizamos um ensaio de citotoxicidade utilizando o
ensaio de alamar blue ap6s 72 horas de incubacédo. Foram utilizadas as linhagens
celulares BAD KO SV40 MEF (fibroblastos embrionarios de rato imortalizados com o
gene BAD knockout) e sua linhagem parental WT SV40 MEF (fibroblastos
embrionéarios de rato imortalizados com o gene BAD tipo selvagem). Os valores de
Clso para a EMT foram de 0,73 uM para as células BAD-MEF e 0,8 uM para as células
WT-MEF, o que indica que o gene BAD néo € essencial para a citotoxicidade de EMT,
uma vez que ndo houve diferencas significativas na sensibilidade das células na
presenca ou auséncia desse gene. Além disso, avaliamos a morte celular induzida
pelo composto nessas células utilizando a marcacdo com anexina V e IP por citometria
de fluxo. Observamos uma diminui¢do na viabilidade celular, bem como um aumento
no numero de células em apoptose e necrose em ambas as linhagens, o que corrobora
os achados anteriores de que o gene BAD né&o é fundamental para 0 mecanismo de
acao da EMT.

As células-tronco hematopoéticas e CTLs, em um estado dormente, estdo
localizadas em nichos com baixos niveis de oxigénio na medula 6ssea, utilizando um

metabolismo especial para sobreviver nesse ambiente (Tan et al., 2020). Essas
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células utilizam diferentes mecanismos adaptativos para evitar o estresse oxidativo e
manter baixos niveis de EROs, entre esses mecanismos estd a reducdo da carga
oxidativa por meio do uso preferencial de glicose para produzir ATP. As CTLs
apresentam altos niveis de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS) e baixos
niveis intracelulares de EROs em comparag¢do com as células leucémicas. Essa é
uma estratégia utilizada por elas para manter suas funcdes e evitar a ativacao da via
intrinseca da apoptose, que pode ser desencadeada pela producdo excessiva de
EROs (Mattes et al., 2019; Stelmach & Trumpp 2023).

A mitocdndria desempenha diversos papeis cruciais na célula, fornecendo ATP
através da cadeia de fosforilagdo oxidativa, modulando a concentracdo de calcio
intracelular e regulando a apoptose (Chen et al., 2013). Levando em consideracao a
importédncia da mitocondria para a sobrevivéncia celular e os mecanismos de
sobrevivéncia utilizados pelas CTLs, investigamos se o tratamento com EMT é capaz
de induzir a despolarizacdo mitocondrial. Observamos uma perda do potencial

transmembranico mitocondrial apds 24 horas de tratamento.

Adicionalmente, foi observada a geracdo de EROs ap6s 1 ou 3 horas de
incubacdo com o composto, através do uso da sonda H2-DCF-DA em andlise por
citometria de fluxo. Além da presenca aumentada de superéxido mitocondrial, como
observado apés 24 horas de incubacdo, com utilizacdo do MitoSOX. No estudo
realizado por Yosifov et al. (2020), a EMT também induziu alteracdes pré-oxidativas
que perturbaram a homeostase redox das células de leucemia linfocitica cronica
(LLC). Esses resultados sugerem que a EMT afeta a funcdo mitocondrial e leva a
geracdo de EROs, contribuindo para a inducdo da apoptose nas células KG-la. A
disfuncdo mitocondrial e a geracdo excessiva de EROs podem comprometer a
sobrevivéncia das células leucémicas, que dependem de um metabolismo
especializado e baixos niveis de estresse oxidativo para manter suas funcées (Yosifov
et al., 2020; Stelmach & Trumpp 2023).

A modulagao da producao de EROs, causando sua superproducgéo, pode ser

uma estratégia promissora para eliminar seletivamente CTLs de LMA. Alguns agentes,
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como o partenolideo, foram relatados por induzir estresse oxidativo e promover a
apoptose seletiva nas CTLs (O'Brien et al., 2012; Ding et al., 2017). Em nossos
estudos demonstramos que o uso do inibidor de EROs, NAC, foi capaz de reduzir a
morte celular induzida pela EMT, o que esta em concordancia com a ideia de que a
apoptose mediada pela EMT € mediada pela geracao de EROs. A ocorréncia de EROs
pode causar danos ao DNA e interferir em varias vias de sinalizacdo celular (Verbon
et al., 2012). Essas espécies reativas sao produtos do metabolismo celular e estdo
envolvidas na apoptose tanto pela via extrinseca do receptor de morte celular como
na via intrinseca mitocondrial (Tan et al., 2020). Portanto, ao induzir estresse oxidativo
e gerar um aumento na producéo de EROs, a EMT pode desencadear a apoptose nas
CTLs de LMA. A capacidade da EMT de gerar EROs e afetar a homeostase redox das
células leucémicas pode ser explorada como uma abordagem terapéutica potencial

no tratamento da LMA.

A producado de EROs, pode ter um impacto significativo na progresséao do ciclo
celular. Essas EROs tém a capacidade de ativar receptores de fator de crescimento e
também de induzir fosforilacdo e ubiquitinacdo nos reguladores do ciclo celular
(Verbon et al., 2012). Esses efeitos combinados podem desregular o equilibrio do ciclo
celular e interferir na sua correta progressao. Assim, o entendimento dos efeitos do
tratamento com EMT sobre o ciclo celular é importante para melhor compreender seu

mecanismo de acao.

Dessa maneira, analisamos a distribuicdo do conteudo do ciclo celular em
células KG-la tratadas com a EMT. Foi evidenciado que o tratamento causou
fragmentacao do DNA internucleossomal a partir de 12h para todas as concentracdes
testadas, com uma consequente diminuicdo no nimero de células que se encontram
nas outras fases do ciclo celular. Essa fragmentacdo do DNA internucleossomal
observada é consistente com a ocorréncia do processo apoptético. Durante a
apoptose, ocorre a quebra do DNA em pequenos fragmentos devido a agédo de
endonucleases. Essa degradacdo do DNA ¢é incompleta nas regibes
internucleossomais, resultando em fragmentos de baixo conteido de DNA,

aproximadamente 200 pares de base. Esses fragmentos de DNA aparecem na fragao
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sub-G1 do histograma na analise do conteido de DNA por citometria de fluxo (Wyllie
et al., 1980; Saraste & Pulkki, 2000).

Estudos anteriores realizados por Moller et al. (2006, 2007) com células Jurkat
também mostraram que a EMT induziu a fragmentacdo do DNA em padrdes
internucleossomais, resultando no acumulo de células na fase sub GO/G1. Além disso,
a fragmentacéo do DNA causado por EMT ja tinha sido descrita em células de linfoma
U937. Esses achados sdo consistentes com nossos resultados e apoiam a ideia de
gue o tratamento com EMT promove a fragmentacdo do DNA e afeta a distribuicdo do
conteutdo do ciclo celular nas células KG-1a, o que é consistente com a inducéo da

apoptose e interrupcéo da progressao do ciclo celular.

A via NF-kB desempenha um papel crucial na quimiorresisténcia, sobrevivéncia
e proliferacdo das CTLs, especialmente na LMA, onde sua ativagao constitutiva foi
observada em pelo menos 40% dos casos, representando um desafio para o
tratamento eficaz dessa neoplasia hematoldgica (Zhou et al., 2015; Guzman et al.,
2001). Neste estudo, investigamos se o tratamento com EMT poderia inibir essa
sinalizacdo em células KG-1a. Observamos uma reducéo significativa na ativacédo do
NF-kB apos o tratamento com o composto em comparagdo com o controle negativo,
sugerindo uma possivel inibicdo dessa via por EMT. Além disso, a andlise de
microscopia confocal revelou uma menor marcacdo de NF-kB no nucleo apés
tratamento com EMT, indicando uma reducéo na ativacéo do NF-kB p65 uma vez que
a translocacao dos dimeros de NF-kB para o nucleo é necessaria para a transcrigao

dos genes relacionados a essa via (Bilajac et al., 2022).

Estudos anteriores demonstraram que a inibicdo de NF-kB pode aumentar a
apoptose em linhagens de células leucémicas e em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda (Khosravi et al., 2018). Além disso, a EMT tem sido associada a
sensibilizacdo de células de carcinoma de células escamosas a radioterapia, através
da modulacédo da via NF-kB (Wagner et al., 2016). O screening realizado pelo NIH
também revelou que a EMT inibe a via NF-kB e a fosforilacdo de IkBa (Miller et al.,

2010), corroborando nossos achados. Estudos adicionais demonstraram que a
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inibicdo farmacologica da sinalizacdo de NF-kB altera a expressdo de genes
associados as CTLs, sugerindo que esse poderia ser um alvo terapéutico promissor
para o tratamento da LMA, inclusive com potencial eliminacdo das CTLs (Skelding et
al., 2022).

Realizamos uma triagem génica por gPCR para avaliar os efeitos do tratamento
com EMT sobre a expressao de genes relevantes para a sobrevivéncia, proliferacao
e resisténcia de CTLs na LMA, utilizando células KG-1a. Analisamos um total de 92
genes e observamos a regulacéo negativa de cinco deles: PARP-1, Twist 1, PPARG
co-ativador 1B, Wnt-10b e BCL-2, ambos relatados na literatura como oncogénicos,
com excecao da PARP-1 que é reparador do DNA e sua auséncia ou diminuicdo da

expressao leva ao acumulo de mutac@es e inducéo da apoptose nas células.

O gene Twist 1 esta envolvido no processo de transicao epitélio-mesenquimal
e é frequentemente encontrado superexpresso em canceres metastéaticos (Khan et al.,
2013). PARP-1, como mencionado anteriormente, desempenha um papel no reparo
do DNA, e a sua degradacao ou reducdo da expressao pode levar a apoptose celular
(Haykal et al., 2021). PPARG e Wnt estdo associados a sobrevivéncia, proliferacédo e
autorrenovagcdo das CTLs na LMA (Rodrigues et al.,, 2021). Estudos anteriores
demonstraram que a EMT é capaz de reduzir a sinalizacdo da via Wnt/B-catenina em
cancer de pulméo de células ndo pequenas (Wu et al., 2019). Além disso, o gene BCL-
2, conhecido por seu papel antiapoptético, teve sua expressdo reduzida apés o
tratamento com EMT. Farmacos que inibem a atividade de BCL-2, como o venetoclax,
sdo de grande interesse no tratamento do cancer, pois promovem a ocorréncia de

morte celular programada (Hafezi e Rahmani, 2021).

A analise da expresséo génica apos o tratamento com EMT revelou ainda um
aumento na expressdo de 54 dos 92 genes analisados. Entre os genes que
apresentaram aumento na expressao, destacam-se as caspases-7 e caspase-3, 0 que
indica a inducdo de apoptose pelo composto, corroborando nossos achados
anteriores que mostraram o aumento da ativacdo dessas caspases em ensaios com

anticorpos especificos. Além disso, observamos um aumento significativo na
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expressao dos genes NFkBIA e NFkBIB, que codificam os inibidores da via NF-kB,
sugerindo a inibicdo dessa via. Esses resultados estdo em concordancia com 0s
dados obtidos em nossos experimentos anteriores, que demonstraram uma reducao
na ativacdo da via NF-kB. Outros genes que foram regulados positivamente séo
mostrados na figura 29 e tabela 1S. Esses genes incluem membros adicionais da via
NF-kB, componentes de vias de sinalizagdo relacionadas a apoptose, como BIB e
DIABLO, e genes envolvidos na necroptose, como RIPK1-3. Estudos anteriores
também relataram que a EMT regula positivamente genes pro-apoptoéticos e genes
anti-sobrevivéncia, enquanto regula negativamente genes anti-apoptoéticos e genes

pré-sobrevivéncia (Yosifov et al., 2020).

E importante ressaltar que a regulacdo positiva de um gene ndo indica
necessariamente uma maior ativacao desse gene, uma vez que mdltiplas etapas
estdo envolvidas desde a expressao até a ativagcado efetiva de um gene. Além disso, a
eliminacdo de CTLs de LMA pode ocorrer mesmo quando hd um aumento na
regulacdo de genes-alvo da via NF-kB, como NF-kB1, NF-kB2, NF-kBIA e RELA/B
(Bystrom et al., 2019).

Uma vez que o caminho de um novo quimioterapico passa por testes tanto in
vitro quanto in vivo, realizamos a avaliacdo da atividade antileucémica in vivo da EMT
em camundongos NSG inoculados com células KG-1a. Observamos gue o tratamento
com EMT foi capaz de reduzir a quantidade de células leucémicas na medula 6ssea
e no sangue dos camundongos, indicando seu potencial antileucémico in vivo. Além
disso, ndo foram observadas alteracdes significativas no peso final e nem no peso dos
orgaos dos animais controle e tratado com EMT, sugerindo que a dose testada néo

produziu toxicidade.

Estudos anteriores também demonstraram a atividade da EMT in vivo. Em um
trabalho conduzido por Cornet-Masana (2016), o tratamento com EMT reduziu
significativamente a presenca de células de LMA na medula éssea de camundongos

transplantados, bem como diminuiu sua capacidade de autorrenovacédo. Em outro
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estudo utilizando um modelo murino de LLC em camundongos C57BL/6, a EMT nas
doses de 8-24mg/kg resultou em perda de peso, porém prolongou significativamente
a sobrevida dos animais e reduziu o numero de linfécitos no sangue, restaurando a
hematopoiese normal (Yosifov et al., 2020). Esses resultados corroboram nossos
achados, indicando que a EMT possui potencial como um agente antileucémico tanto
in vitro quanto in vivo, ressaltam a promissora atividade do composto como uma
possivel opcdo terapéutica no tratamento da LMA, e sdo encorajadoras para o
desenvolvimento de estudos adicionais visando melhor compreender os mecanismos
de acdo desse composto, sua eficacia em diferentes subtipos de LMA e sua seguranca

para uma possivel aplicacéo clinica.
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6 CONCLUSAO

EMT apresentou-se como um composto citotéxico promissor sendo capaz de
eliminar CTLs de LMA in vitro e in vivo. Esse farmaco exerce seus efeitos citotdxicos
por meio de varios mecanismos como por exemplo, ativacao da caspase-3, clivagem
de PARP-1, além de levar a despolarizacdo mitocondrial, geracdo de espécies
reativas de oxigénio, fragmentacédo do DNA internucleossomal e inibicdo da via NF-
KB em células KG-1la. Sendo assim, a EMT apresenta-se como uma alternativa

promissora no tratamento da LMA.

O mecanismo de acdo da emetina demostrado nesse estudo em células KG-

la é resumido na figura 29.

Despolatizacao mitocondrial

EMETINA

P - (Clivada)
iz Sub-G,
. .. (apoptotic cells)
Citotoxicidade \, j Go/M
S Apoptose

T~ Células KG-1a

Invitro Invivo

Figura 29. Mecanismo de ag&o resumido da emetina em células KG-1a. Fonte: elaborado pela
autora.
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Tabela 1S. Expressédo génica analisada por q PCR.

FUNCAO / SIMBOLO GENE QR
CTL EMETINA
NFkB pathway
NFKB1 Nuclear factor kappa B subunit 1 1,00 10,59
NFKB2 Nuclear factor kappa B subunit 2 1,00 64,18
NFKBIA NFKB inhibitor alpha 1,00 24,37
NFKBIB NFKB inhibitor beta 1,00 4,05
RELA RELA proto-oncogene, NF-kB subunit 1,00 4,36
RELB RELB proto-oncogene, NF-kB subunit 1,00 64,73
WNT/B-catenin pathway
APC APC, WNT signaling pathway regulator 1,00 4,82
CSNK1A1l Casein kinase 1 alpha 1 1,00 4,30
CTNNB1 Catenin beta 1 1,00 4,38
GSK3B Glycogen synthase kinase 3 beta 1,00 3,51
WNT10A Wnt family member 10A n.d. n.d.
WNT10B Wnt family member 10B 1,00 0,05
WNT2B Wnt family member 2B n.d. n.d.
WNT6 Wnt family member 6 n.d. n.d.
Hedgehog pathway

DHH Desert hedgehog n.d. n.d.

GLI1 GLI family zinc finger 1 1,00 1,14

GLI2 GLI family zinc finger 2 n.d. n.d.
PTCH1 Patched 1 1,00 4,27
SHH Sonic hedgehog n.d. n.d.

SMO Smoothened, frizzled class receptor n.d. n.d.
SUFU SUFU negative regulator of hedgehog signaling 1,00 2,33

NOTCH pathway

DLL1 Delta like canonical Notch ligand 1 1,00 13,19
DLL3 Delta like canonical Notch ligand 3 1,00 6,21
JAGL1 Jagged 1 1,00 1,26
JAG2 Jagged 2 1,00 5,12
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NOTCH1
NOTCH2
EGFR pathway
EGF
EGFR
KRAS
MAPK1
RAF1
RHOB
JAK/STAT pathway
JAK1
JAK2
JAK3
STAT1
STAT3
STATS5B
STAT6

PISK/AKT/MTOR pathway

AKT1

AKT2

MTOR
PIK3C2A

PIK3C3
PIK3CA

PTEN

TGF-beta/SMAD pathway

FOXO1
SMAD2
SMAD4
SMAD7
TGFB1

Notch 1
Notch 2

Epidermal growth factor
Epidermal growth factor receptor
KRAS proto-oncogene, GTPase
Mitogen-activated protein kinase 1
Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase

Ras homolog family member B

Janus kinase 1

Janus kinase 2

Janus kinase 3
Signal transducer and activator of transcription 1
Signal transducer and activator of transcription 3
Signal transducer and activator of transcription 5B

Signal transducer and activator of transcription 6

AKT serine/threonine kinase 1
AKT serine/threonine kinase 2
Mechanistic target of rapamycin

Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase catalytic
subunit type 2 alpha

Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha

Phosphatase and tensin homolog

Forkhead box O1
SMAD family member 2
SMAD family member 4
SMAD family member 7

Transforming growth factor beta 1

1,00
1,00

1,00
n.d.
1,00
1,00
1,00
n.d.

1,00
1,00
n.d.
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00

1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

2,09
1,65

n.d.
n.d.
4,13
2,57
3,26
n.d.

3,05
4,63
n.d.
20,56
9,20
2,25
3,35

0,93
1,21
2,06
3,63

5,10
4,91

3,62

27,41
8,50
2,01
6,95
2,62
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TGFB2
TGFB3

PPAR pathway

PPARA

PPARD

PPARG
PPARGCI1A
PPARGC1B

Oxidative stress

GSTP1
OXSR1
SOD2
TXN
TXNRD1
Apoptosis
APAF1
BAD
BAX
BCL2
BID
CASP3
CASP7
DIABLO
FADD
FAS
PARP1
Autophagy
ATG12
ATG3
ATG5
BECN1
MAP1LC3A

Transforming growth factor beta 2

Transforming growth factor beta 3

Peroxisome proliferator activated receptor alpha
Peroxisome proliferator activated receptor delta
Peroxisome proliferator activated receptor gamma
PPARG coactivator 1 alpha

PPARG coactivator 1 beta

Glutathione S-transferase pi 1
Oxidative stress responsive 1
Superoxide dismutase 2, mitochondrial
Thioredoxin

Thioredoxin reductase 1

Apoptotic peptidase activating factor 1
BCL2 associated agonist of cell death
BCL2 associated X, apoptosis regulator
BCL2, apoptosis regulator
BH3 interacting domain death agonist
Caspase 3
Caspase 7
Diablo IAP-binding mitochondrial protein
Fas associated via death domain
Fas cell surface death receptor

Poly(ADP-ribose) polymerase 1

Autophagy related 12

Autophagy related 3

Autophagy related 5
Beclin 1

Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha

1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
n.d.
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

3,41
24,25

1,53
7,78
n.d.
n.d.
0,38

0,64
1,87
1,93
0,83
1,98

6,18
1,57
1,77
0,12
4,46
4,00
3,09
3,22
7,15
1,65
0,32

2,55
2,53
1,52
1,60
n.d.
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MAP1LC3B Microtubule associated protein 1 light chain 3 beta

Necroptosis

RIPK1 Receptor interacting serine/threonine kinase 1
RIPK2 Receptor interacting serine/threonine kinase 2
RIPK3 Receptor interacting serine/threonine kinase 3

Epithelial-mesenchymal transition

CDH1 Cadherin 1

SNAI1 Snail family transcriptional repressor 1

SNAI2 Snail family transcriptional repressor 2

SNAI3 Snail family transcriptional repressor 3
TWIST1 Twist family bhlh transcription factor 1

VIM Vimentin
ZEB1 Zinc finger E-box binding homeobox 1
ZEB2 Zinc finger E-box binding homeobox 2

1,00

1,00
1,00
1,00

n.d.
1,00
n.d.
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00

18,09

3,18
2,46
3,15

n.d.
1,18
n.d.
2,13
0,44
8,81
6,92
19,82

Os valores representam a quantificagdo relativa (QR) em comparagdo com o calibrador (células

tratadas com o controle negativo - CTL). Os genes foram considerados regulados positivamente se QR

= 2 e foram considerados regulados negativamente se QR < 0,5. N.d - Ndo determinado (significa

nenhuma expressao génica).
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ARTICLEINFO ABSTRACT
Keywords: Acute myeloid leukemia (AML) remains the most lethal of leukemias and a small population of cells called
AC“‘E. mye_l°id leukemia leukemic stem cells (LSCs) has been associated with disease relapses. Some cell signaling pathways play an
Cell signaling important role in AML survival, proliferation and self-renewal properties and are abnormally activated or sup-

Leukemic stem cells

pressed in LSCs. This includes the NF-kB, Wnt/p-catenin, Hedgehog, Notch, EGFR, JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR,
Target therapy

TGF/SMAD and PPAR pathways. This review aimed to discuss these pathways as molecular targets for elimi-
nating AML LSCs. Herein, inhibitors/activators of these pathways were summarized as a potential new anti-AML
therapy capable of eliminating LSCs to guide future researches. The clinical use of cell signaling pathways data
can be useful to enhance the anti-AML therapy.

1. Introduction the most lethal of leukemias, with a rate of relative 5-year survival
(2008-2014) of 25 % in adults (20 years and over) and 67 % in patients

In 2018, the GLOBOCAN database estimated 437,033 new cases of aged 0-19 years (American Cancer Society, 2020).
leukemia and 309,006 deaths worldwide (Bray et al., 2018). According AML affects undifferentiated cells, called blasts, with myeloid char-
to the American Cancer Society, acute myeloid leukemia (AML) remains acteristics, and can be subclassified into eight subtypes, according to

Abbreviations: [PtdIns (3,4,5)P3] (PIP3), phosphorylated to phosphatidylinositol 3,4,5 trisphosphate; [PtdIns (4,5)P.] (PIP2), phosphatidylinositol 4,5 bisphos-
phate; AMH, anti-mullerianhormone; AML, acute myeloid leukemia; A-PACs, A-type proanthocyanidins; AP-1, activator protein 1; APC, adenomatosis polyposis coli;
Ara-C, cytarabine; ATM, ataxia telangiectasia mutated; BAFFR, B-cell-activating factor belonging to TNF family receptor; BCR, B cell receptor; BM, bone marrow;
BMP, bone morphogenetic proteins; CEBPa, CCAAT/enhancer-binding protein alpha; CK1a, casein kinase 1a; Co-SMAD, common SMAD mediator; DMAPT, dime-
thylaminoparthenolide; DNMT1, DNA methyltransferase 1; DNMT3A, DNA methyltransferase 3 alpha; DVL, disheveled; ERK, extracellular signal regulated kinase;
ETO, eight twenty one; FDA, Food and Drug Administration; FLT3, FMS-like tyrosine kinase 3; Frz, frizzled; GDFs, growth and differentiation factors; GMP, gran-
ulocyte-macrophages; GPCRs, G-protein coupled receptors; GSK3, glycogen synthase kinase 3; HSCs, hematopoietic stem cells; HSP, heat shock proteins; IFNs, in-
terferons; IGF-1, insulin-like growth factor-1; IGFR-1, insulin-like growth factor-1 receptor; IKK, IkB kinase; IL, interleukin; IL-1R, interleukin-1 receptor; IRS1, insulin
receptor substrate 1; I-SMADs, SMAD inhibitor; ITD, intemal tandem duplication; JAK, Janus kinase; JNK, c-Jun N-terminal kinase; LEF, lymphocyte-enhancer-
binding factor; LICs, leukemia initiator cells; LPA, lysophosphatidic acid; LSCs, leukemic stem cells; LTC-IC, long-term culture initiator cells; LTPR, lymphotoxin
f-receptor; MDS, myelodysplastic syndromes; miRNA, microRNA; MLL, mixed lineage leukemia; mTOR, mammalian target of rapamycin; MUC1-C, MUC1 trans-
membrane C-terminal; NF-kB, nuclear factor kappa B; NIK, NF-kB-inducing kinase; NOD, non-obese diabetic; PCP, planar cell polarity; PDGFR, platelet-derived
growth factor receptor; PDK-1, phosphoinositide-dependent kinase-1; PDX, patient-derived xenograft; PH, pleckstrin homology; P1-103, propidium iodide; PI3K,
phosphatidyl-inositol-3-kinases; PLZF, promyelocytic leukemia zinc finger; PML, promyelocytic leukemia; PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; PPRE,
peroxisome-proliferator responsive element; PTEN, phosphatase and tensin homolog; PYGO, pygopus homolog; RANK, receptor activator for nuclear factor kB;
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receptor-regulated SMAD; RUNX1, runt-related transcription factor 1; RXR, retinoid X receptor; SCID, severe combined immunodeficiency; siRNA, small interfering
RNA; STAT, signal transducers and activators of transcription; TBL1, p-Like 1 transducin; TCF, T-cell factor; TCR, T cell receptor; TGFs, transforming growth factors;
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vascular endothelial growth factor receptor; VPS34, vacuolar protein sorting 34; Wnt, Wingless-Int; XIAP, X-linked inhibitor of apoptosis protein; -TRCP,
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Acute myeloid leukemia (AML) is a very heterogeneous group of disorders with large differences in the per-
centage of immature blasts that presently are classified according to the specific mutations that trigger malignant
proliferation among thousands of mutations reported thus far. It is an aggressive disease for which few targeted
therapies are available and still has a high recumrence rate and low overall survival. The main reason for AML
relapse is believed to be due to leukemic stem cells (LSCs) that have unlimited self-renewal capacity and long
residence in a quiescent state, which promote greater resistance to traditional therapies for this cancer. AML LSCs
have low oxidative stress levels, which appear to be caused by a combination of low mitochondrial activity and
high activity of ROS-removing pathways. In this sense, oxidative stress has been thought to be an important new
potential target for the treatment of AML patients, targeting the eradication of AML LSCs. The aim of this review
is to discuss some drugs that induce oxidative stress to direct new goals for future research focusing on redox
imbalance as an effective strategy to eliminate AML LSCs.

1. Introduction

Acute myeloid leukemia (AML) is a very heterogeneous group of
disorders with large differences in the percentage of immature blasts
that presently are classified according to the specific mutations that
trigger malignant proliferation among thousands of mutations reported
thus far [1-5]. The American Cancer Society estimated 20,380 new cases
of AML and 11,310 deaths in the United States for 2023 [6].

According to the French-American-British (FAB) classification, AML
can be subclassified into undifferentiated acute myeloblastic leukemia,
acute myeloblastic leukemia with minimal maturation, acute myelo-
blastic leukemia with maturation, acute promyelocytic leukemia, acute
myelomonocytic leukemia, acute myelomonocytic leukemia with
eosinophilia, acute monocytic leukemia, acute erythroid leukemia and
acute megakaryoblastic leukemia [7-10].

In the most recent update of the World Health Organization (WHO)
AML classification, there is a separation of AML with defining genetic
abnormalities from AML defined by differentiation. AML with defining
genetic abnormalities includes acute promyelocytic leukemia with
PML:RARA fusion; AML with RUNX1::RUNX1TI fusion; AML with
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CBFB::MYH11 fusion; AML with DEK:NUP214 fusion; AML with
RBM15::MRTFA fusion; AML with BCR::ABL] fusion; AML with KMT2A
rearrangement; AML with MECOM rearrangement; AML with NUP98
rearrangement; AML with NPM1 mutation; AML with CEBPA mutation;
AML myelodysplasia-related; and AML with other defined genetic al-
terations. AML defined by differentiation includes AML with minimal
differentiation, AML without maturation, AML with maturation, acute
basophilic leukemia, acute myelomonocytic leukemia, acute monocytic
leukemia, acute erythroid leukemia, and acute megakaryoblastic leu-
kemia [11].

AML can affect individuals of any age; although it is the most com-
mon malignancy in children aged 15 years or younger, it becomes more
common with aging. Generally, adults correspond to the group of in-
dividuals who are most affected by this type of neoplasm, which reduces
the success of therapeutic altemnatives due to age. Thus, the disease hasa
poor prognosis when compared to younger individuals affected by AML
[4,12-14].

AML is an aggressive disease for which few targeted therapies are
available. The standard protocol for treatment has remained almost
unchanged for more than four decades and basically consists of the
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