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RESUMO

INTRODUCAO: A leucemia mieloide aguda (LMA) se caracteriza pelo
crescimento descontrolado de blastos imaturos na medula 6ssea e corresponde
a um dos tipos de canceres mais frequentes no mundo. A taxa de sobrevivéncia
relativa de 5 anos é relativamente baixa e a maioria dos pacientes acabam
apresentando recidiva. Acredita-se que um dos principais fatores responsaveis
pela baixa taxa de remissdao completa da doenca esteja associado as células-
tronco leucémicas (CTL). Estudos sugerem que a LMA é originada e mantida por
essa populacdo de CTLs. A via de sinalizagdo NF-kB, atua na progressao do
cancer apos a formagao tumoral sendo constitutivamente ativa nas CTLs e por
essa razao se torna um importante alvo terapéutico. Nesse contexto, o
bortezomibe (BTZ) ja € descrito como um potente inibidor da via NF-kB e vem
sendo estudado para o tratamento de algumas doencas hematoldgicas.
OBJETIVO: Avaliar o potencial antileucémico do BTZ como estratégia
terapéutica para eliminar CTLs de LMA humana em modelo in vitro e in vivo.
METODOLOGIA: A citotoxicidade do BTZ foi testada em um painel de linhagens
cancerosas e nhao cancerosas. As CTLs foram identificadas utilizando os
anticorpos CD34, CD38, CD133, CD13 e CD123. A linhagem KG-1a foi utilizada
para realizacdo dos ensaios de mecanismo de acdo do BTZ a fim de avaliar a
viabilidade através da analise do ciclo celular, deteccdo de morte celular por
apoptose, avaliacdo do potencial transmembranico mitocondrial e producao de
espécies reativas de oxigénio (ERO) pela técnica de citometria de fluxo. Analises
da expressao génica e de vias de sinalizacdo associadas ao cancer através de
gPCR em células tratadas com o BTZ também foram realizadas, além de ensaios
para avaliagcdo antitumoral em modelo in vivo. RESULTADOS: O BTZ foi
citotoxico para diferentes linhagens testadas com valores de Clso que variaram
de 0,01 e 1,83 uM para células de melanoma A375 e linhas celulares SCC-9 de
carcinoma espinocelular oral, respectivamente. Em células de malignidades
hematoldgicas, BTZ apresentou valores de IC50 variando de 0,05 a 0,33 uM para
linhagens celulares de leucemia linfoide de células T Jurkat e leucemia
monocitica THP-1, respectivamente. Além disso, o BTZ reduziu a populagéo de
CTLs viaveis, induziu morte celular apoptética, aumentou a expressao de
caspase-3 ativa e PARP-1 clivada, induziu alteracbes no potencial
transmembranico mitocondrial, aumentou os niveis de ERO, induziu
fragmentacdo do DNA em células KG-1a e alterou a expresséo génica de células
KG-1a, além de inibir o crescimento de células KG-1a em modelo in vivo.
CONCLUSAOQO: A atividade antileucémica desempenhada pelo BTZ surge como
um novo caminho promissor para o tratamento de LMA, tendo como alvo
principal as CTLs.

Palavras-chave: Bortezomibe; Células-tronco leucémicas; Leucemia mieloide
aguda; NF-kB.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Acute myeloid leukemia (AML) is characterized by the
uncontrolled growth of immature blasts in the bone marrow and corresponds to
one of the most common types of cancer in the world. The 5-year relative survival
rate is relatively low, and most patients eventually relapse. It is believed that one
of the main factors responsible for the low rate of complete remission of the
disease is associated with leukemic stem cells (CTL). Studies suggest that AML
is originated and maintained by this population of CTLs. The NF-kB signaling
pathway acts in the progression of cancer after tumor formation, being
constitutively active in CTLs and, for this reason, it becomes an important
therapeutic target. In this context, bortezomib (BTZ) is already described as a
potent inhibitor of the NF-kB pathway and has been studied for the treatment of
some hematological diseases. OBJECTIVE: Evaluate the antileukemic potential
of BTZ as a therapeutic strategy to eliminate human AML CTLs in an in vitro and
in vivo model. METHODOLOGY: BTZ cytotoxicity was tested on a panel of
cancerous and non-cancerous cell lines. CTLs were identified using antibodies
CD34, CD38, CD133, CD13 and CD123. The KG-1a strain was used to carry out
BTZ mechanism of action assays in order to assess viability through cell cycle
analysis, detection of cell death by apoptosis, evaluation of mitochondrial
transmembrane potential and production of reactive oxygen species (ROS) by
the flow cytometry technique. Analyzes of gene expression and signaling
pathways associated with cancer through qPCR in cells treated with BTZ were
also performed, in addition to assays for antitumor evaluation in an in vivo model.
RESULTS: BTZ was cytotoxic to different strains tested with IC50 values ranging
from 0.01 and 1.83 uM for A375 melanoma cells and SCC-9 oral squamous cell
carcinoma cell lines, respectively. In hematological malignancy cells, BTZ
showed IC50 values ranging from 0.05 to 0.33 uM for Jurkat T-cell lymphocytic
leukemia and THP-1 monocytic leukemia cell lines, respectively. Furthermore,
BTZ reduced the population of viable CTLs, induced apoptotic cell death,
increased expression of Caspase-3 activity and cleaved PARP-1, induced
changes in mitochondrial transmembrane potential, increased ROS levels,
induced DNA fragmentation in KG-1a cells and caused effects on the gene
expression of KG-1a cells, in addition to inhibiting the growth of KG-1a cells in an
in vivo model. CONCLUSION: The antileukemic activity performed by BITZ
emerges as a promising new path for the treatment of AML, with CTLs as the
main target.

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

1.1. Leucemias

A leucemia €é uma doengca maligna, normalmente de origem
desconhecida, caracterizada pelo acumulo de células jovens anormais na
medula 6ssea. Essas células imaturas sdo capazes de se dividir rapidamente,
aumentando sua taxa de proliferagdo e substituindo as células normais (INCA,
2022).

A etiologia especifica das leucemias ainda permanece indefinida embora
saiba que seu desenvolvimento esta associado a possiveis anormalidades
genéticas e epigenéticas. Alteragcdes como translocagcées cromossdmicas ou
algumas delecbes podem interferir na maturacdo das células-tronco em
diferentes estagios da hematopoese e, por sua vez, acarretar uma grande
quantidade de células imaturas (BISPO et al., 2020). Além dos fatores genéticos,
os fatores de risco ambientais também s&o responsaveis em uma pequena
proporcao pelo desenvolvimento da leucemia (INCA, 2023).

A maioria das células sanguineas se desenvolvem na hematopoese a
partir de células da medula éssea chamadas células-tronco. O sistema
hematopoiético é muito eficiente na producdo de células maduras sendo
regulado pelas células-tronco hematopoiéticas (CTHs), por microambientes
especificos chamados nichos na medula éssea (MO), onde essas células
residem. Essas células sao extremamente quiescentes e muito raramente
entram no ciclo celular. Devido ao fato dessas células estarem em quiescéncia,
a hematopoese homeostatica € realizada, na maioria das vezes, por meio da
expansdo de células progénies mais diferenciadas, tendenciosas ou
comprometidas com determinadas linhagens hematopoiéticas. Tais células
possuem uma capacidade de renovacéo limitada (KANDARAKOQV et al., 2022).

Na hematopoese normal, as CTHs encontram-se em estado de
quiescéncia do ciclo celular com o intuito de preservar a sua capacidade de auto-
renovacao e manutencao a longo prazo, garantindo assim a homeostase do
sistema hematopoiético. Uma vez desregulada a quiescéncia das células
acarretara a disfuncdo das CTHs podendo resultar em uma hematopoiese

aberrante o que consequentemente favorece o surgimento das leucemias
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(CHEN et al.,2022).

Nas leucemias, os blastos imaturos que se acumulam na medula
possuem uma capacidade de proliferacdo elevada, podendo se diferenciar
rapidamente e levar ao acumulo de uma populacgao clonal de células leucémicas.
Assim, a leucemia refere-se a uma doenca de expansdo clonal de células
leucémicas na medula 6ssea (BISPO et al., 2020). Ao contrario das células
sanguineas normais, as células leucémicas ndao morrem quando deveriam e
podem substituir os glébulos vermelhos, os globulos brancos, e as plaquetas,
dificultando o trabalho das células normais (NCI, 2023).

As células leucémicas possuem caracteristicas bastante heterogéneas,
por esta razdo, as leucemias sdo consideradas como uma doenca de carater
multifatorial, visto que, algumas infec¢cdes podem estar associadas com a causa
da doenca, além das possiveis alteragbes genéticas. Essas células apresentam
genes que quando alterados podem atuar como fatores de iniciacdo e
progressdao da doenca. Levando em consideracdo que a presenca de
assinaturas genéticas ditas como “pré-leucémicas” podem indicar um possivel
desenvolvimento da leucemia, pressupde-se que tais alteracbes podem surgir
até mesmo antes do nascimento do individuo (WHITEHEAD et al., 2016).

Trata-se do tipo de cancer mais comum em criangas e adultos com menos
de 35 anos de idade, e é uma das principais doengas que levam a morte de
adolescentes (SHI et al., 2018). Normalmente a incidéncia aumenta com a idade,
no entanto, acredita-se que, a doenga pode acometer o paciente em qualquer
época da vida com subtipos dominantes dependendo da idade (WILD et al.,
2020).

Considerada o quarto tipo de cancer mais incidente (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020), a Sociedade Americana de Céancer estima a ocorréncia
de aproximadamente 59.610 novos casos de leucemias e 23.710 mortes
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2023). Para o Brasil, 0 numero estimado de
novos casos de leucemia para cada ano do triénio 2023 -2025, é de 11.540
novos casos correspondendo a um risco estimado de 5,33 por 100 mil
habitantes, sendo dentre estes 6.250 em homens e 5.290 em mulheres. Tais
valores equivalem a um risco estimado de 5,90 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,78 a cada 100 mil mulheres. Em relacdo a mortalidade, no Brasil,

foram registrados cerca de 6.738 oObitos por leucemia no ano de 2020
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(INCA,2023).

Atualmente sdo conhecidos e descritos mais de 12 tipos de leucemias
sendo classificadas em linfoides ou mieloides de acordo com a linhagem
hematopoiética predominantemente envolvida no processo, € em agudas ou
cronicas levando em consideracao o grau de maturidade das células leucémicas.
Desse modo, as leucemias compreendem subgrupos distintos que sé&o
classificados baseando-se nas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas da
célula leucémica e na evolugao da doenca e origem ou tipos de glébulos brancos
que sao afetados (CLOOS et al., 2017; INCA, 2022). Assim, as leucemias sao
classificadas em leucemia linfoblastica aguda (LLA), leucemia linfoide crénica
(LLC), leucemia mieloide aguda (LMA) e leucemia mieloide crénica (LMC). As
LLA sdo mais comuns em criang¢as menores de 15 anos, enquanto as LLC e LMA
sdo mais incidentes em pessoas com idades mais avangadas (WILD et al.,
2020). A figura 1 demonstra um esquema simplificado da classificacédo das

leucemias de acordo com sua linhagem.

) Leucemias
‘ Mieoloide Linfoide
Aguda Cronica Aguda Cronica
Leucemia Leucemia Mieloide Leucemia Leucemia Mieloide
Mieloide Aguda Cronica Linfoide Aguda linfoide Cronica
LMA LMC LLA LLC

Figura 1. Esquema simplificado dos tipos de leucemias

1.2. Leucemia Mieloide Aguda

A LMA é uma neoplasia maligna de origem hematopoiética, complexa, de
prognostico ruim e associada a uma série de possiveis aberragoes
cromossOmicas ou citogenéticas (ZHAO et al., 2022). Nesse tipo de leucemia,

os blastos imaturos que se acumulam na medula 6ssea expandem-se
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rapidamente, ocorrendo assim a proliferacao e diferenciagdo anormal de uma
populacgdo clonal de células-tronco mieloide (LEE et al., 2019).

Essas células sdo capazes de alterar a producao dos globulos vermelhos,
das plaquetas e dos globulos brancos normais. A LMA é uma doenca de grande
complexidade e bastante heterogénea geneticamente, com anormalidades
genéticas recorrentes, o que resulta na perda de funcao de fatores de transcricao
especificos de linhagem, ativacdo de vias de transdugdo de sinal, além da
desregulacdo de modificadores epigenéticos. Essa heterogeneidade da LMA
representa um grande desafio clinico, pois dificulta que o tratamento seja
efetivamente bem-sucedido. Além disso, uma outra caracteristica muito comum
da doenca é a sua rapida progressao para um estagio avancado, o0 que em um
curto espaco de tempo pode ser fatal (BOSSHARD et al., 2018; AUSTIN et al.,
2023).

Estima-se cerca de 20.380 novos casos de LMA sendo a maioria em
adultos com cerca de 11.310 mortes em relacdo as taxas de sobrevida relativa
geral de cinco anos para LMA foi estimado apenas 31,7% (NCI, 2023). Dentre
os fatores de risco da LMA, o habito de fumar, a exposi¢cado a produtos quimicos
como o benzeno, formaldeido e agentes alquilantes, a exposi¢cao a radiacéo,
alguns disturbios sanguineos, o tratamento prévio com radioterapia ou alguns
quimioterapicos e algumas doencas hereditarias sdo os que mais se destacam.
Além destes, algumas pessoas com sindrome mielodisplasica (SMD) podem
desenvolver LMA, isto porque, esses pacientes possuem contagens baixas de
células sanguineas e células anormais no sangue e na medula 6ssea, por esse
motivo, podem evoluir ao longo do tempo para LMA. Infelizmente a LMA que se
desenvolve apds a SMD € mais dificil de tratar (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2023).

Os pacientes com LMA por terem a producédo de glébulos vermelhos,
plaquetas e globulos brancos drasticamente afetada, podem apresentar anemia
e trombocitopenia, com isso, alguns sinais e sintomas podem ser observados
nesses pacientes como febre, sangramentos ou hematomas, fadiga, anorexia,
perda de peso e infeccbes bacterianas (BOSSHARD et al., 2018; DE
KOUCHKOVSKY, & ABDUL-HAY, 2016).

Um dos fatores prognosticos mais importantes para as LMAs é a idade.

Normalmente os adultos mais velhos correspondem ao grupo de individuos que
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sdo mais afetados por esse tipo de neoplasia, 0 que reduz o sucesso nas
alternativas terapéuticas devido a idade. Neste caso, a doenga apresenta um
progndstico ruim, quando se comparado aos individuos mais jovens acometidos
pela LMA (BOSSHARD et al.,, 2018). Além da idade e das comorbidades, o
prognostico dos pacientes com LMA também se associa com a caracteristica
biolégica da doenca. Mutagbes nos genes FLT3, NPM1, KIT, CEBPA e TP53
carregam informagdées que definem os subtipos de LMA e associam-se a
caracteristicas clinico-patolégicas distintas, o que consequentemente podem
definir o progndstico da doenca (KAYSER & LEVIS 2023).

Pacientes com anormalidades cromossdmicas, como por exemplo, as
translocacoes t (8; 21) e t (15; 17) e inversdo 16 e translocacédo t (16;16) em
blastos mieloides podem desenvolver LMA. Tais anormalidades estdo
relacionadas a genes de fusdo que tem como principais alvos 0os genes que sao
responsaveis por codificar reguladores epigenéticos (tais como MLL, NSD1,
nCREBBP), componentes do complexo de poro nuclear (incluindo, NUP98,
NUP214) e principalmente fatores de transcricdo hematopoiéticos (RARA,
RUNX1 ou CBFB) (KUYKENDALL et al., 2018; YUSUF, 2016; INFANTE &
HERNANDEZ-RIVAS, 2018).

Conforme citado anteriormente, anormalidades genéticas e mutacoes
especificas estdo associadas a predisposicao de o individuo desenvolver LMA.
Estudos recentes vém demonstrando que uma caracteristica comum dessa
doenca sao as mutagdes que ativam a sinalizagdo de quinase, principalmente
nos genes que sao responsaveis por codificar os receptores transmembranares
de tirosina quinase KIT (tyrosine-protein kinase) e FLT3 (FMS-like tyrosine
kinase 3), além dos genes que fazem parte da familia RAS (KUYKENDALL et al,
2018).

Atualmente sabe-se que translocacbes cromossémicas e alteracdes
moleculares que induzem mutacdes em genes envolvidos na proliferacéo e
diferenciacdo hematopoiética, estdo associadas com o acumulo de células
mieloides pouco diferenciadas (DE KOUCHKOVSKY & ABDUL-HA 2016).

Dentre as mutagdes mais frequentemente identificadas na LMA é a
mutacdo de FLT3 (ZHAO et al., 2022). Alteracdes genéticas em FLT3 acontecem
aproximadamente em 30% de todos os casos de LMA. Essas mutagdes de FLT3

podem ser rearranjadas com TKD ou com ITD e ambas induzem a ativacao do
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receptor, porém, as implicagbes prognosticas sdo diferentes, pois enquanto
FLT3-TKD, mutagdo menos comum, esta associada a uma melhor sobrevida,
FLT3-ITD que é a mutagdo mais comum, corresponde a aproximadamente 25%
de todos os casos de LMA e se relaciona a uma maior taxa de recidiva e pior
sobrevida. Alguns estudos consideram que o valor prognoéstico de uma mutagao
FLT3-TKD ainda permanece incerto. No entanto, ja € bem elucidado que o status
mutacional do FLT3 evolui ao longo do tempo e permanecem com a doenca
(INFANTE & HERNANDEZ-RIVAS, 2018; DAVER et al., 2019).

Estudos demonstram que cerca de 25% dos pacientes adultos com LMA
terao duplicacdo interna em FLT3 (FLT3-ITD) e 10% terdao muta¢des ou delecdes
pontuais no dominio tirosina quinase FLT3 (FLT3-TKD) (KELLY et al., 2002). As
mutacdées de FLT3 sao consideradas uma das lesdes genéticas mais
complicadas para um tratamento de sucesso, isso porque esse tipo de mutagao
esta associado a leucocitose e a uma taxa de recaida muito elevada o que pode
acarretar a reducdo da sobrevivéncia global (REFE, 2017). Além disso, ja é
compreendido que as alteragcbes em FLT3-ITD conduzem a uma elevada carga
leucémica o que consequentemente acarreta um prognostico ruim nos pacientes
com LMA (DAVER et al., 2019).

Levando em consideracdo que genes mutados na LMA podem servir
como importantes marcadores prognosticos, atualmente triagens para mutagoes
genéticas tém sido amplamente realizadas na pratica clinica com o intuito de
nortear possiveis intervencoes terapéuticas a serem utilizadas (WAKITA et al.,
2022). Diante disso, detectar possiveis mutagdes genéticas que induziram ao
desenvolvimento de LMA é de grande importancia para a previsao do
prognostico e a identificagdo de potenciais alvos terapéuticos a fim de alcancar
uma resposta eficaz ao tratamento. Ressalta-se que a identificacdo de tais
mutacgdes genéticas pode contribuir para o tratamento da LMA principalmente no

sentido de fazer com os pacientes possam atingir remissao completa.

1.3. Células-tronco-leucémicas

As células-tronco-hematopoéticas (CTHs) sdo células responsaveis pela
producdo das linhagens de células sanguineas. Devido a sua capacidade de

auto-renovacao essas células podem diferenciar-se em células especializadas
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do tecido sanguineo e do sistema imune. Além disso, essas células podem
exercer atividade regenerativa acarretando a sua passagem de estado
quiescente para um estado ativo (LEE et. al., 2019).

A hematopoiese clonal € uma condigdo pré-maligna comum caracterizada
pela rapida expansdo anormal de CTHs que transportam mutagcées somaticas
em genes relacionados a leucemia (RELATION, et al. 2017; PARK & BEJAR,
2020).

Um dos grandes desafios enfrentados na terapia da LMA é a doenga
refrataria ou a recidiva apés o paciente atingir a remissdo. Isso decorre de
algumas células resistentes ao tratamento. Essas células possuem uma elevada
capacidade de auto-renovagcao e impulsionam o crescimento clonal a longo
prazo (STELMACH & TRUMPP 2023). Assim, as LMA tém origem nas células
iniciadoras de leucemia que apresentam propriedades de células-tronco e por
esta razdo sdo denominadas de células-tronco leucémicas (CTLs) (MOSHAVER
et al., 2019). A presenca de células-tronco nas LMA foi evidenciada pela primeira
vez ha vinte anos através da identificacdo de subpopulacdes de células raras em
ensaio de xenotransplantes (THOMAS, & MAJETI, 2017).

O microambiente da medula 6ssea funciona como um nicho de células-
tronco que regula o destino celular tanto das CTH quanto das CTLs, servindo
como um ambiente de enxerto primario para CTLs que podem assim iniciar o
processo da leucemogénese. Em outras palavras, pode-se dizer que,
biologicamente as CTLs apresentam caracteristicas bem semelhantes com as
CTHs, o que permite com que elas acabem utilizando os mecanismos
moleculares semelhantes para sua auto-renovagdo e manutenc¢ao de um estado
indiferenciado que possibilite a sua diferenciagdo em células progenitoras mais
desenvolvidas (LEE et al., 2019).

Além da sua capacidade de auto-renovacgao ilimitada, as CTLs sao
caracterizadas pelo seu elevado potencial de repovoamento e longa residéncia
em um estado quiescente da fase Go/ G1 (SIVEEN et al., 2017).

Um dos principais desafios no tratamento dos pacientes com LMA é a
falha terapéutica que pode acontecer precocemente ou alguns anos apos o
término do tratamento. As taxas de sobrevida em 5 anos chegam em torno de
30%, o que é relativamente baixa, e supde que o principal motivo esta associado

a resisténcia em subclones da doenga com alta capacidade de regeneracao da

23



leucemia, o que supera a reconstituicdo da hematopoese normal. Em um estudo
in vivo, Naldini e colaboradores demonstraram que a senescéncia celular
contribuiu ativamente para a resisténcia da doenca, visto que, células tumorais
residuais diferenciadas foram reprogramadas em diregdo a um estado de
células-tronco elevando a capacidade de propagagéo apos o escape do bloqueio
proliferativo induzido pela senescéncia. Assim, as CTLs exibem um papel
fundamental na recidiva e na refratariedade da LMA (NALDINI et al., 2023).

As CTLs correspondem a uma pequena populacdo de células residuais
raras que permanecem em um estado de dorméncia e podem ser reativadas
precocemente espalhando-se e induzindo a recidiva da doenga apos o
tratamento do tumor primario. Essas células sado quimiorresistentes e
quiescentes e, por isso, elas sao capazes de dar origem a um novo clone
leucémico. Deste modo, essas células ja sao descritas por sustentar a
propagacao da doenca, e possivelmente sdo responsaveis por conduzir o
paciente a recidiva (NALDINI et al., 2023).

Nesse sentido, muitos trabalhos ja vém destacando as CTLs como as
principais responsaveis pela recidiva e resisténcia quimioterapica dos pacientes
com LMA, devido as suas propriedades de dorméncia e auto-renovacéao, o que
pode ser o principal motivo pelo qual muitos pacientes ndo atingem a remissao
completa da doenca e acabam tendo recaidas (SANCHEZ-AGUILERA &
MENDEZ-FERRER, 2017; PHAN, & CROUCHER, 2020).

Alguns ensaios clinicos também ja relatam CTLs como células resistentes
a quimioterapia e como principais responsaveis pela recidiva da LMA (PARK et
al., 2019). Acredita-se que o estado de quiescéncia pode ser um fator importante
para a resisténcia a medicamentos que caracteriza as células leucémicas
primitivas (POLLYEA & JORDAN 2017). Embora a terapia comumente
empregada nos casos de LMA baseie-se em um tratamento citotdxico intenso,
presume-se que a quimiorresisténcia das CTLs sustenta a doenga e por essa
razao cerca de 70% das LMA sao refratarias a terapia inicial ou eventual recidiva
(LAVERDIERE et al., 2018). Nesse aspecto, as CTL sdo vistas como principais
responsaveis pela falha do tratamento devido as propriedades
guimiorresistentes e subsequente recidiva apresentada pela maioria dos
pacientes com LMA (DUPLOYEZ et al., 2018).

Como citado anteriormente, a similaridade entre essas células-tronco
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normais e as CTLs consequentemente acaba dificultando o desenvolvimento de
farmacos que sejam seletivos para CTLs e nao prejudique as CTH normais. Por
isso, torna-se necessario o estudo e desenvolvimento de novas terapias anti-
CTL altamente seletivas a fim de consequentemente reduzir as altas taxas de
recaidas da doenca melhorando a sobrevida dos pacientes (LAVERDIERE, et
al., 2018).

Diversos trabalhos tém avaliado os niveis de expressao antigénica das
CTLs, com isso o fendtipo das CTLs de LMA humanos ja foi caracterizado de
acordo com o padrao de expressao de varios marcadores de superficie. Estudos
ja demonstraram que as CTLs expressam o perfii CD34+/CD38- ou
CD34+/CD38+ ou ainda CD34-/CD38+, e o compartimento CD34+/CD38- pode
ser o mais importante na LMA positiva para CD34 (MOSHAVER et al.,2019). Ja
foi observado uma maior resisténcia ao tratamento em ensaios in vitro e in vivo
em populacdes de CTLs que continham todas as permutacdes de expressao de
CD34 e CD38 (POLLYEA & JORDAN 2017). Outros estudos também ja apontam
para a expressao de antigeno de CD33, CD123, em CTLs de LMA no diagndstico
inicial e em pacientes com recidiva da doenca (HAUBNER et al., 2019).

A descoberta da expressdao desses marcadores representa uma grande
relevancia no estudo das CTLs, tendo em vista que possibilita acompanhar as
populacées CTLs durante o curso da patogénese e terapia da doenca,
abrangendo assim a possibilidade de novas estratégias terapéuticas, além disso,
possibilita separar as populagdes de células enriquecidas com os antigenos
especificos para analise experimentais posteriores (POLLYEA, & JORDAN
2017).

Ja é evidenciado que apesar das atuais estratégias terapéuticas
comumente empregadas para o tratamento do cancer diminuirem com sucesso
a carga tumoral, a recidiva do tumor provavelmente ocorrera se as CTLs nao
forem efetivamente eliminadas. Isso porque os componentes do microambiente
tumoral trabalham em conjunto para proteger as CTLs da imunidade anticancer
intrinseca do corpo e de intervengdes farmacéuticas com a finalidade de manter
o crescimento tumoral. Em outras palavras, pode-se dizer que o microambiente
tumoral confere uma protecdo as CTLs, funcionando como uma barreira
terapéutica por intermédio de agbes imunossupressoras que consequentemente

acabam auxiliando no processo de promogao de tumores. Esse mecanismo
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constitui um grande desafio para a erradicagdo da doenga. Por esse motivo, as
terapias voltadas para o microambiente tumoral, que visam atingir as CTLs,
podem ser promissoras (RELATION, et al. 2017). Assim, pode-se presumir que
uma variedade de componentes de nichos especificos favorece para que
subpopulagdées de células leucémicas adquirem um fendtipo resistente a
quimioterapicos bem como a ativacdo de vias moleculares criticas para a
leucemogénese (TABE & KONOPLEVA, 2017). Partindo desses pressupostos,
o estudo de alvos moleculares especificos para CTL sdo necessarios para o
desenvolvimento de novas terapias direcionadas a fim de aumentar a eficacia de
potenciais alvos terapéuticos especificos para as CTLs, visando reduzir as

chances de recidiva da doenca nos pacientes com LMA.

1.4. Terapias convencionais para o tratamento das LMA

O objetivo do tratamento da LMA é que o paciente alcance a remissao
completa da doenca, ou seja, que a medula 6ssea e as contagens de células
sanguineas se estabelecam. Cerca de 2 em cada 3 pacientes com LMA que sao
submetidos ao tratamento padrao entram em remissao o que quer dizer que a
medula déssea desse paciente contém menos de 5% de células blasticas, a
contagem de células sanguineas retorna aos limites normais e nao ha sinais ou
sintomas da doenca. O tratamento comumente empregado tem como objetivo
eliminar todas as células leucémicas para que a medula 6ssea volte a produzir
células normais. Esse tratamento envolve a quimioterapia e em alguns casos o
transplante de medula éssea faz-se necessario (INCA, 2023; NClI, 2023).

Dentre as diferentes intervencgdes terapéuticas, o transplante alogénico de
células hematopoiéticas ainda € o mais eficaz para pacientes adultos que
possuem LMA de risco alto e intermediario. Porém, infelizmente a recidiva da
doenca mesmo apds o transplante ainda permanece relativamente alta sendo
considerada como a principal falha do tratamento e causa de Obito pods
transplante (LEE et al., 2019).

No tratamento da LMA, primeiramente, o paciente é submetido a terapia
de indugdo com o objetivo de atingir a remissdo completa, sendo necessario
destruir todas as células leucémicas do individuo. Infelizmente, apesar da

obtencao da remissao para a maioria dos pacientes, em muitos casos a doencga
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residual minima permanece e consequentemente podera culminar na recidiva da
doenga com a interrupgdo do tratamento. Nesse contexto, estima-se que até
70% dos adultos e 30% das criangas ndo sobrevivem além de 5 anos apos o
inicio da resposta clinica em consequéncia da recorréncia da doenca. Desse
modo, apesar de existir formas de tratamento e a utilizacdo de quimioterapicos
ser amplamente utilizados, atualmente a LMA ainda apresenta uma alta taxa de
recidiva e baixa sobrevida global (DE KOUCHKOVSKY & ABDUL-HA 2016;
DARWISH et al., 2019; LAVERDIERE et al.,2018).

Ha quase 40 anos, o protocolo padrao da quimioterapia de indugéo para
o tratamento da LMA consiste na combinacdo de antraciclinas e citarabina,
denominada de terapia 7+3, associada ou nao ao transplante de células-tronco
halogénicas. Esse tratamento envolve a infusdo continua de citarabina por 7 dias
mais 3 dias de uma antraciclina, geralmente daunorrubicina ou idarrubicina.
Entretanto, apesar de todos os esforgos, o tratamento ainda ndo é considerado
ideal, pois um dos grandes problemas enfrentados € que a maioria dos pacientes
nao conseguem atingir a remissao completa da doenca. As taxas de remissao
completa dificilmente conseguem atingir a 70% em pacientes mais jovens e 50%
em pacientes mais velhos (O’Donnell MR et al., 2017; ISHII & YANO,2022). Por
esse motivo, apesar das quimioterapias citotoxicas convencionais e do
transplante alogénico, uma variedade de novos agentes como estratégias de
tratamento tem surgido.

Visando melhorar esse cenario, apos muitos estudos, a Food and Drug
Administration (FDA) aprovou alguns medicamentos que passaram a ser
empregadas para a terapia antileucémica dentre os quais se destacam o CPX-
351, gemutuzumab, ozogamicina, e os medicamentos que envolvem terapia de
alvo genético utilizando inibidores de FLT3 (midostaurina, gilteritinibe,
quizartinibe) ou inibidores de IDH (ivosidenib, enasidenib), além de terapia-alvo
nao genética utilizando o inibidor de BCL-2 venetoclax (ISHII & YANO,2022).

E importante destacar que a possibilidade de remissdo depende em
grande parte dos fatores progndsticos especificos do paciente, como por
exemplo, a idade e a presenca de certas alteragdes genéticas ou cromossdmicas
nas células leucémicas. Os pacientes idosos normalmente ndo avancam tanto
sucesso quanto os mais jovens principalmente devido ao fato de apresentarem

problemas para tolerar o tratamento intensivo e possuirem alteragdes genéticas
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associadas a perspectivas ruins (NCI, 2023).

Como exposto anteriormente, o tratamento para a LMA continua sendo
um grande desafio na oncologia hematoldgica e seus varios subtipos acabam
repercutindo para o desenvolvimento de uma terapia direcionada abrangente.
Apesar de varios estudos contribuirem para uma maior compreensdo da
genética molecular da LMA, muitos tém buscado encontrar terapias aprovadas
para LMA nos ultimos 40 anos (JIANG et. al., 2018).

Estudos ja demonstraram que mesmo apds a quimioterapia ainda pode
ser encontrado no organismo uma consideravel populagcdo de células
leucémicas, o que é conhecido como doenca residual. Nesse caso, €&
indispensavel o acompanhamento com exames especificos e a continuidade do
tratamento visando reduzir as possibilidades de recaidas da doenca.

Na leucemia promielocitica aguda, um subtipo especial de LMA, por
exemplo, exames da medula 6ssea ajudam a detectar mutacdes genéticas
especificas e compativeis com a doenga, nesse caso, o tratamento
quimioterapico conduzira a taxas de cura bastante elevadas (INCA, 2020).

A boa resposta aos tratamentos quimioterapicos também depende da
composicdo do microambiente imunoldgico. Estudos ja demonstraram que
pacientes com LMA possuem alteragées imunoldgicas graves como disfungao
mieloide e fungdo anormal das células NK. A regulacdo negativa dos receptores
de superficie de citotoxicidade NK apresentam uma depuracdo NK defeituosa
dos blastos leucémicos. Além disso, a secrecao de moléculas supressoras e
regulacao positiva de ligantes imunossupressores em células de LMA passa ser
um sério problema visto que a recuperacao dos linfécitos apds a quimioterapia
esta associada a melhora da sobrevida do paciente (AUSTIN et al., 2023).

Desse modo, compreender a biologia € 0 mecanismo de sobrevivéncia
das CTLs é fundamental para conseguir erradicar qualquer doenca residual
possibilitando assim o alcance de uma alta taxa de remissdao completa da
doenca, o que infelizmente ainda constitui um dos maiores desafios encontrados
na clinica para o tratamento de LMA.

Atualmente a combinacdo de venetoclax e azacitidina é uma estratégia
terapéutica promissora para o tratamento da LMA alvejando as CTLs. Entretanto,
ainda nao foi estabelecido o total beneficio conferido aos pacientes submetidos

a essa quimioterapia padrao além disso, os mecanismos de resisténcia ainda
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precisam ser descobertos e superados. No momento, testes clinicos estdo em
andamento visando avaliar a sensibilidade das CTLs e esse tipo de tratamento
(STELMACH & TRUMPP 2023). Diante disso, novos estudos que busquem
investigar possiveis alvos terapéuticos que garantam o tratamento eficaz

destruindo as CTLs de LMA se faz necessario.

1.5. Via de sinalizacdo NF-kB

A carcinogénese e a resposta imune-inflamatéria no cancer requerem a
participacdo de algumas vias de sinalizagdo que promovem a expressdo de
citocinas em resposta as endotoxinas. Assim, o processo da carcinogénese
resulta da ativacdo aberrante de diferentes vias de sinalizagdo que conduzem a
proliferacdo descontrolada das células que sofreram mutacdo. Dentre as vias
que atuam na resposta inflamatoria desencadeada pelo desenvolvimento
tumoral inclui a NF-kB (BAYAT et al., 2018).

O fator nuclear kappa B (NF-kB) é um fator de transcricdo de proteinas
que atua regulando diferentes respostas bioldgicas dentre as quais incluem a
diferenciacdo, proliferagdo celular e respostas imunoldgicas (WEI et al., 2017).
Ele é constituido por cinco subunidades diferentes, que atuam como
homodimeros ou heterodimeros com a finalidade de controlar alguns genes
relacionados a inflamacdo, ao sistema imunologico, ao crescimento e a
sobrevivéncia celular. Sua ativacao pode ser decorrente de possiveis mutacoes
genéticas em células que promovem a sua sinalizacao por duas diferentes vias
denominadas de canbdnica e nao canbnica resultando em proliferacao,
sobrevivéncia e resisténcia a farmacos de células neoplasicas (O'DONNELL et
al., 2023).

Cinco proteinas da familia Rel influenciam a atividade de NF-kB e dividem-
se em duas classes: p50 que surge da proteina precursora de p105 (NF-kB 1) e
p52 que surge da proteina precursora p100 (NF-kB 2) a partir de uma regiao C-
terminal contendo repeticdes de anquirina (AnkR) e clivada pos-traducdo. As
proteinas Rel A, Rel B e c-Rel sdo produzidas como proteinas maduras com
dominios de transativacao da transcricdo (TADs). Os heterodimeros contendo
TAD sao ativadores transcricionais, ja os homodimeros p50 ou p52 se nao

estiverem conectados a proteinas secundarias exercem funcao de repressores.
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Este conjunto de proteinas podem gerar padrdes regulatérios de uma variedade
de genes (ZHANG et.al., 2017).

Como dito anteriormente, a ativagdo da via NF-kB pode ser iniciada por
intermédio de duas vias de sinalizacdo principais, que sdo a via candnicas a nao
candnica. A via candnica envolve a ativacao de IkB quinase (IKK), a fosforilacdo
de IkBa, seguindo da degradacdo de |kBa e da translocacdo nuclear dos
membros candnicos de NF-kB, dentre os quais se incluem RELA, c-REL, p50 e
p65. Por outro lado, a via ndo candnica que envolve a ativagdo da quinase
indutora de NF-kB (NIK), fosforilagdo de p100 mediada por NIK, o
processamento de p100 além da translocacdo nuclear de membros NF-kB nao
candnicos como o p52 e RELB. A via ndo candnica atua respondendo aos sinais
do receptor do fator de necrose tumoral (TNFR) e é estritamente controlada pela
degradacao dependente da ubiquitina de NIK. Nesse sentido, a ativacao de NF-
kKB nao candnico requer a degradacdo de TRAF3 e do acumulo de NIK que
consequentemente ird culminar na interrup¢do induzida por sinal do complexo
clAP E3 (SUN, 2017).

Ja é descrito que os reguladores transcricionais da familia NF-kB / |kB
exercem um papel importante na expressao de uma variedade de genes alvos
incluindo aqueles que estdo associados a fatores de crescimento, producao de
citocinas e proto-oncogenes. Assim, o NF-kB participa de varias etapas durante
Estudos recentes ja apontam oferecem fortes evidéncias de que ativacéo
aberrante de NF-kB exerce um papel em diferentes tipos de cancer sendo
considerado um fator de mau prognéstico (DARWISH et al., 2019).

O IkB exerce uma agao inibitéria ao NF-kB, tornando-o inativo e
translocando-se para o citoplasma das células. Nesse caso, o NF-kB fica
impossibilitado de ativar os genes-alvo. Quando algumas proteinas especificas
fosforilam o IkB, este é degradado pelo proteassoma e, consequentemente, NF-
kKB é translocado para o nucleo das células possibilitando assim a ativacdo dos
genes alvo (RODRIGUES et al., 2021). A figura 2 demonstra o esquema das

vias de sinalizacao, candnica e nao-canonica de NF-kB.
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Figura 2. Via de sinalizagdo canénica e ndo candnica de NF-kB. Fonte: Adaptado de
RODRIGUES et al., 2021. Criado com BioRender.com

Juntamente com o NF-kB, o IkB ao mesmo tempo é capaz de sofrer
translocagao nuclear, o que se sugere que haja uma interagdo com o NF-kB
ligado ao DNA, isso consequentemente, pode resultar na inducdo de
exportacdes nucleares (KALTSCHMIDT et al., 2022).

Outro papel desempenhado pela via NF-kB na progressao do cancer é
que apo6s a formacdo tumoral, o NF-kB se torna ativo e consequentemente
prolonga a progressao tumoral ao aumentar os genes anti-apoptoéticos ou a
proliferacao celular. Nesse sentido, a via de sinalizacdo NF-kB desempenha um
papel importante na progressdo do cancer e por esse motivo vem se tornado
uma via importante a ser estudada (BAYAT et al., 2018). Um estudo ja
demonstrou a expressao aumentada de NF-kB em amostras de medula 6ssea
de 103 pacientes com LMA, constatando que a expressao estava aumentada em
80,5% (83 de 103) desses pacientes com LMA sugerindo assim que esse fator
nuclear desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia de células
leucémicas. O NF-kB é constitutivamente ativo na LMA e ja foi detectado em
mais de 50% dos casos (DARWISH et al., 2019).

Relata-se ainda que o NF-kB permite com que as células leucémicas se
tornem resistentes a apoptose e assim estimula a sua proliferacao descontrolada

(WEI et al., 2017). Ja foi descrito que NF-kB ativado constitutivamente pode
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ativar transcricionalmente os genes Bcl-2 e Bcl-XL (fatores anti-apoptoticos/pro-
sobrevivéncia), e assim proteger as células neoplasicas de estimulos
apoptoéticos associados a varios agentes quimioterapicos (DARWISH et al.,
2019).

Tendo em vista que o fator de transcricdo NF-kB, esta presente em todos
os tipos de células, incluindo CTLs a sua inibicdo seus alvos com farmacos
especificos pode ser uma promissora estratégia para eliminar CTLs
(KALTSCHMIDT et al., 2022).

Diante desses pressupostos identificar e entender os mecanismos
moleculares que atuam regulando a proliferacdo e a sobrevivéncia das CTLs é
de grande importancia. Tendo em vista que NF-kB é constitutivamente ativo nas
CTLs de LMA, muitos trabalhos tém se voltado para o estudo dessa via de
sinalizacdo buscando estratégias terapéuticas para essa via a fim de
desenvolver terapias direcionadas especificas para CTLs que sejam capazes de

reduzir atividade proliferativa e a auto-renovacéao das CTLs.

1.6. BTZ

BTZ de nome comercial Velcade® € um dipeptideo analogo do &cido
bordnico, que atua na via do proteassoma 26S da homeostase da proteina
celular inibindo reversivelmente o complexo enzimatico proteassoma. Para o
tratamento do Mieloma Multiplo (MM) recém-diagnosticado ou recidivante, esse
inibidor proteassoma é utilizado com varias combinacdes de farmacos e destaca-
se pela sua elevada eficacia. Ja € conhecido a acdo do BTZ mediada pela
inibicdo de NF-kB induzindo a morte celular apoptotica bem como a inibicdo a
adesao das células tumorais ao estroma (APALLA et al., 2020; MIGKOU et al.,
2018).

Os inibidores de proteassoma surgem como uma importante classe de
medicamentos para o tratamento de MM e linfoma de células do manto, e estao
sendo investigados para outras anomalias. O BTZ foi o primeiro inibidor de
proteassoma a ser aprovado pela FDA, para uso clinico no tratamento de MM
em 2003 e cerca de um terco dos pacientes apresentaram uma boa resposta,
sendo assim, foi descrito como o primeiro inibidor de proteassoma com efeito

anti-mieloma significativo. A partir de entdo, os resultados promissores
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observados fizeram com que o BTZ passasse a ser estudado e posteriormente
utilizado como uma importante ferramenta terapéutica em combinagdo com
outros farmacos para o tratamento de uma variedade de céanceres (FRICKER,
2020 & MIGKOU et al., 2018).

Conforme ja exposto as células leucémicas possuem uma variedade de
aberragcées moleculares, o que pode culminar em muitas isoformas de proteinas
diferentes e, por conseguinte induzir a expressdao de proteina aberrante, que
impde uma carga inerente pesada no sistema ubiquitina-proteassoma (UPS). Em
células normais, a homeostase da proteina € mantida principalmente pelo UPS.
Sendo assim, células aberrantes podem acabar alterando toda a conformidade
do UPS, o que por sua vez facilita o rapido crescimento celular anormal. Nesse
sentido, intervencdes terapéuticas com direcionamento de UPS com inibidores
de proteassoma surgem como uma importante estratégia para o tratamento de
leucemias (CLOOS et. al., 2017; LEE et al, 2019).

O proteassoma 26S €& uma protease intracelular que exerce papel na
identificacdo e degradacao de proteinas-chave ubiquitiladas que séo importantes
para o crescimento celular, progressao do ciclo celular, reparo e apoptose. Como
o BTZ tem como alvo o proteassoma, a inibicao do proteassoma resultante pode
resultar em apoptose celular (MIGKOU et al., 2018; CLOOS et. al., 2017; LEE et
al, 2019).

Ja foi demonstrado que a atividade do proteassoma é de fundamental
importancia para a sobrevivéncia das células cancerosas. Na LLA por exemplo,
trabalhos sugerem que inibir o proteassoma a partir da quimioterapia pode ser
uma estratégia eficiente para melhorar as taxas de resposta de recidiva da LLA
(HORTON, et al., 2019). Estudo sugere o BTZ em combinagdo com outros
farmacos como vincristina, dexametasona, pegylated L-asparaginase, e
doxorrubicina (VXLD) como um farmaco com toxicidade aceitavel em pacientes
pediatricos com LLA recidivante sendo eficiente por aumentar as taxas de
remissao completa de pacientes com recidiva (MESSINGER et al, 2012).

O sucesso dos inibidores de proteassoma como o BTZ no MM tem sido
amplamente traduzido para outras doencas hematologicas. As células
leucémicas produzem uma grande quantidade de imunoglobulinas e possuem
niveis mais elevados da atividade do proteassoma em comparagdo com as

células normais. Além disso, as células leucémicas possuem uma abundéancia
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de imunoproteassomas (IP) e, por essa razdo, o direcionamento seletivo passa
ser uma opgao de tratamento bastante atraente. Assim, a inibicdo do
proteassoma é hoje reconhecida como uma nova modalidade de tratamento em
doencas hematologicas (NIEWERTH, et al., 2013; CLOOS et al., 2017).

Ja é descrito que as células de LMA apresentam proteassomas
aumentados, sendo mais sensiveis a apoptose quando mediadas por inibidor de
proteassoma, e que as células-tronco de LMA tém a expressdao de NF-kB
aumentada sendo seletivamente direcionada com inibidores de proteassoma
(APLENC et al., 2020). Além disso, tendo em vista que grande parte dos
medicamentos antileucémico tem como alvo a replicacdo do DNA para interferir
na proliferacdo celular, o inibidor de proteassoma BTZ pode ser um composto
promissor na quimioterapia da LMA, devido as suas propriedades
farmacoldgicas e sua capacidade de aumentar as taxas de resposta completa,
diminuindo as recidivas e aumentando a sobrevida dos pacientes (CLOOS et.
al., 2017; LEE et al, 2019).

Ja é compreendido basicamente sobre o principal mecanismo de acao
dos inibidores proteassomais, entretanto, o entendimento sobre os eventos a
jusante que induzem a morte celular ainda ndo foram bem estabelecidos.
Estudos ja identificaram que os inibidores de proteassoma afetam o turnover
proteico, porém em concentragdes mais elevadas do que as alcangadas
clinicamente, o que leva a crer que existe a possibilidade de que alguns dos
efeitos dos inibidores de proteassoma possam ser conduzidos por outros
mecanismos ainda desconhecidos (FRICKER, 2020).

Embora o BTZ tenha sido amplamente estudado para o tratamento de
alguns canceres, outros estudos sao necessarios para uma melhor
compreensao e determinagdo de uma terapia ideal com o BTZ sozinho ou em
combinagdo com outros farmacos. Nesse aspecto, levando em consideracao
que o BTZ é um inibidor de proteassoma ja descrito e que a interrupcao da
atividade do proteassoma resulta na diminuicdo da progressao de processo
tumoral por induzir a apoptose das células cancerosas e parada do crescimento
celular, este pode ser melhor estudado como uma perspectiva futura para

intervengdes terapéuticas promissoras para pacientes com LMA.

34



2. JUSTIFICATIVA

Conforme ja descrito acima, a LMA € um cancer que ainda apresenta uma
incidéncia muito alta e um dos maiores desafios para um tratamento eficaz é
atingir as CTLs, que sao as principais responsaveis pelas altas taxas de recaida
nos pacientes. Os pacientes com LMA ndo conseguem atingir a remissao
completa da doenca e a recidiva ocorre pela proliferacdo dessa pequena
populacéao de células residuais.

Alguns estudos ja demonstraram que a inibicdo da via NF-kB é um
importante alvo para mediar a morte de CTLs de LMA e por esse motivo alguns
compostos bioativos que tenham acdo nesta via tém despertado bastante
interesse. Ja foi relatado também que via ubiquitina-proteassoma desempenha
um papel critico na degradacgéao regulada de proteinas envolvidas no controle do
ciclo celular e no crescimento tumoral.

Nesse sentido, pesquisadores do NIH Chemical Genomics Center (EUA),
realizaram wuma triagem com aproximadamente 2.800 medicamentos
clinicamente aprovados e compostos bioativos da NIH Chemical Genomics
Center Pharmaceutical Collection (NPC) para identificar pequenas moléculas
inibidoras da sinalizacdo de NF-kB. Nesta triagem inicial, foram identificados 19
farmacos que inibiram a sinalizagado desta via, dentre estes, o BTZ se destacou
como um potente inibidor proteassomal (MILLER et al., 2010). A partir de entao
esse composto passou a ser testado e identificado por ser um potente inibidor
da via NF-kB em alguns tipos de canceres, no entanto, estudos com o BTZ
focando nas CTLs de LMA ainda carecem.

Diante do exposto, levando em consideragdao que o BTZ é um potente
inibidor de proteassoma e que em alguns estudos pré-clinicos esse composto
demonstrou atividade contra uma variedade de malignidades de células B, o
presente trabalho visa identificar novos farmacos para eliminar CTLs de LMA
utilizando o BTZ como inibidor de NF-kB, visando inibir a expressao aberrante
da CTLs ou sensibiliza-las, o0 que vem a ser de grande relevancia para subsidiar
possiveis ensaios clinicos com o BTZ como um farmaco promissor para o
tratamento de LMA. Assim, a hipétese deste trabalho € que o BTZ é capaz de
eliminar CTLs de LMA via inibicdo da via NF-kB.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o potencial antileucémico do BTZ e sua capacidade em eliminar

CTLs em modelo in vitro e in vivo de LMA.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a citotoxicidade do BTZ em diferentes linhagens celulares
cancerosas e nao cancerosas;

e Avaliar a capacidade do BTZ em eliminar CTLs em células LMA humana
KG-1a;

e Analisar as alteragdes sobre o ciclo celular de células KG-1a apds o
tratamento com BTZ;

e Analisar as alteragdes sobre o potencial transmembranico mitocondrial de
células KG-1a ap6s o tratamento com BTZ;

e Analisar a atividade de caspase-3 e PARP-1 em células KG-1a apés o
tratamento com o BTZ;

e Avaliar a capacidade do BTZ em induzir estresse oxidativo em células KG-
1a;

e Verificar o efeito do BTZ sobre a expressao de genes relacionados ao
cancer em ceélulas KG 1a;

e Avaliar o efeito do BTZ nas vias de sinalizacao NF-kB em células KG-1a;

e Determinar o efeito antileucémico do BTZ em modelo xenoenxerto com
células KG-1a.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Obtencdo do composto

O BTZ (Sigma-Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) foi obtido
comercialmente e dissolvido em dimetilsulfoxido estéril (DMSO, Vetec Quimica
Fina Ltda, Duque de Caxias, RJ, Brasil) em uma solucao estoque de 5 mg/mL e
diluidos com meio de cultura em diferentes concentragdes para os experimentos

deste estudo.

4.2. Obtencao e manutencéo das células em cultura

Foram utilizadas células de linhagens cancerosas e n&o cancerosas
humanas (tabela 1). As linhagens foram obtidas da American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA) cultivadas seguindo as instrugdes do
guia de cultura de células animais ATCC (Tabela 1). Testes para micoplasma
foram realizados utilizando um kit de coloracdo de micoplasma (Sigma-Aldrich,

San Luis, Missouri, EUA) para validar o uso de células livres de micoplasma.

Tabela 1 Painel de linhagem de células cancerosas e ndo cancerosas.

Células Cancerosas

Tipo Histoldgico

Propriedades de
crescimento

Células aderentes

MCF-7 Adenocarcinoma de mama humano

Células aderentes
HCT116 Carcinoma de c6lon humano

Células aderentes
HepG2 Carcinoma hepatocelular humano

Células aderentes
SCC-4 Carcinoma oral de células escamosas humano

Células aderentes
HSC-3 Carcinoma oral de células escamosas humano

Células aderentes
CAL27 Carcinoma oral de células escamosas humano

Células em suspensao
HL-60 Leucemia promielocitica aguda humano

Células em suspensao
NB4 Leucemia promielocitica aguda humana

Células em suspensao
KG-1a Leucemia mieloide aguda humana
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Células em suspensao

THP-1 Leucemia monocitica aguda
Células em suspensao
Jurkat Leucemia linfoide de células T humana
Células em suspensao
K-562 Leucemia mielogénica crOnica humana
Células aderentes
B16-F10 Melanoma murino
Células aderentes
4T1 Carcinoma de mama (triplo negativo) murino
Células aderentes
SCC9 Carcinoma de células escamosas de lingua
humana
Células aderentes
SCC25 Carcinoma de células escamosas de lingua
humana
Células aderentes
MDA-MB 231 Adenocarcinoma de mama
Células aderentes
OVCAR-3 Adenocarcinoma de ovario
Células aderentes
U-87 Glioblastoma humano
Células aderentes
A549 Carcinoma de pulmao
Células aderentes
PANC-1 Carcinoma de pancreas
Células aderentes
DU-145 Carcinoma de préstata
Células aderentes
A375 Melanoma
Células aderentes
Células Nao Tipo Histoldgico
Cancerosas
MRC-5 Fibroblasto de pulm&o humano Células aderentes
PBMC Células mononucleares do sangue periférico Células aderentes
BJ Fibroblasto de prepucio humano Células aderentes
Fibroblasto = embrionario de camundongo Células aderentes
WT SV40 MEF

imortalizado de tipo selvagem

BAD KO SV40 MEF

Fibroblasto embrionario de camundongo
imortalizado com gene BAD

Células aderentes

A tabela apresenta as linhagens de células cancerosas e ndo cancerosas utilizadas, obtidas da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).

As linhagens celulares foram mantidas em garrafas de polipropileno (75

cm3, volume de 250 mL) em meio de cultura DMEM-F12 (Gibco®), suplementado
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com 10% de soro bovino fetal (SFB, Gibco®), com excec¢do da linhagem KG-1a
que foi suplementada com 20% (SBF, Cultilab, Campinas, SP, BRA) e 50 pg/mL
de gentamicina (Novafarma, Anapolis, GO, BRA), acondicionadas em estufa
umidificada a 372 C e 5% de CO2 e acompanhadas diariamente através do
microscopio optico invertido. As linhagens celulares foram cultivadas e todos os
experimentos foram realizados com células em fase exponencial de crescimento.
As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram adquiridas
por gradiente de densidade Ficoll (Ficoll-Paque Plus, GE Helthcare Biosciences
AB, Suécia) de sangue heparinizado coletado de doadores saudaveis com
consentimento informado (CEP 031019/2013). A separacdo das PBMC foi
realizada e posteriormente as células foram lavadas por duas vezes
consecutivas com solucgdo salina e ressuspendidas (0,3 x 10° células/ mL) em
meio RPMI suplementado com 20% de SBF, 2 mM de glutamina e 50 pg/mL de
gentamicina. Concanavalina-A (ConA, Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, EUA)
foi utilizada como agente mitdogeno a fim de induzir a divisdo celular de linfocitos
T.

4.3 Ensaio do Alamar Blue

A metodologia empregada para avaliar a citotoxicidade do BTZ em células
cancerosas e nao cancerosas foi através da reducao da resazurina (Alamar Blue,
Sigma-Aldrich Co), o que permitiu também determinar os valores de CI50
(concentragao necessaria para inibir 50% da proliferacao das células).

A resazurina é um indicador fluorescente/colorimétrico com a propriedade
redox. A forma oxidada & azul (ndo fluorescente/ célula ndo viavel) e a forma
reduzida é résea (fluorescente/célula viavel) (RIBEIRO et al., 2004). Nesse
contexto, o ensaio alamar blue incorpora um indicador de crescimento
fluorimétrico / colorimétrico com base na deteccdo da atividade metabdlica.
Especificamente, o sistema incorpora um indicador de oxido-redugédo (REDOX)
fluorescente e muda de cor em resposta a reducdo quimica do meio de
crescimento resultante do crescimento celular (GUPTA et al., 2010). Trata-se de
um corante soluvel em agua, extremamente estavel e ndo toxico para as células,
que é utilizado para quantificar a viabilidade das células (AHMED; GOGAL JR;
WALSH, 1994).
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As células foram distribuidas em placas de 96 pogos numa densidade de
0,3 x 108 células/mL para as células em suspensédo ou 0,7 x 10°células/mL para
as células aderentes. O BTZ, dissolvido em DMSO, foi adicionado em cada poco
e incubado por 72 h. Foi utilizado como controle positivo a doxorrubicina (pureza
> 95%, cloridrato de doxorrubicina, Laboratério IMA S.A.l.C., Buenos Aires,
Argentina). Os pocos nao tratados receberam apenas o veiculo utilizado para
solubilizar as substéncias testadas (0,5% de DMSO, Sigma Chemical, Co).

O controle negativo recebeu a mesma quantidade do veiculo (DMSO
0,5%). Antes do final do periodo de incubacgéao (4 h para linhagens celulares e 24
h para o PBMC), foram adicionadas 20 pL da solugéo estoque (0,312 mg/mL) de
alamar blue (resazurina, Sigma-Aldrich Co.) em cada poc¢o das linhagens
plaqueadas, com excecao dos pogos controles. As absorbancias foram
mensuradas nos comprimentos de onda a 570 nm (reduzido) e 600 nm (oxidado)
utilizando o leitor de microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EUA). A partir da leitura foram obtidos os valores de Clso para

as células tumorais e nao tumorais.

4.4. Ensaio Azul de tripan

A fim de confirmar os resultados encontrados no ensaio do alamar blue,
avaliamos a viabilidade celular, ap6s o tratamento com o BTZ sobre as células
KG-1a nos tempos de 12, 24, 48 e 72h pelo ensaio azul de tripam.

O principio deste ensaio baseia-se na capacidade das células viaveis
expulsarem o corante do interior da célula, enquanto que as células nao viaveis,
por apresentarem membranas nao integras, retém o corante, corando-se de
azul. A quantidade de células viaveis e nao viaveis foi analisada na camara de
Neubauer através de microscopio optico (Olympus BX41, Toquio, Japao). Foram

realizados trés experimentos independentes em duplicatas.

4.5. Ensaio de identificacdo e quantificacdo de células-tronco leucémicas

Os ensaios de identificacao e quantificacdo de CTLs foram realizados por
citometria de fluxo. Utilizamos moléculas de superficie com anticorpos anti-
CD34-(PE), anti-CD38-(BV421), anti-CD13-(PE-CF594), anti-CD33-(BV510) e
anti-CD123-(BV605) (BD Biosciences). As células KG1-a foram tratadas com o
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BTZ por 48 horas. Apds o tratamento, as células foram lavadas e ressuspensas
em 100 pL de uma mistura de anticorpos previamente, preparados em PBS com
0,5% de BSA (PBS/BSA) na diluicdo conforme determinado por titulagcdo e
incubadas por 40 minutos na auséncia de luz. Posteriormente a essas células
foram coradas com o YO-PRO-1 (1 pL) e adquiridas imediatamente em 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 triplicatas em trés experimentos independentes.
Cinquenta mil eventos foram analisados em cada amostra e os doublets e debris

celulares foram omitidos nas aquisi¢des e analises.

4.6. Avaliacao in vitro do padrédo de morte celular e mecanismo de agéao
do BTZ

Para os ensaios de avaliagdo do padrao morte celular bem como o
mecanismo de ac¢ado do BTZ, as células KG-1a foram adicionadas a placas de 24
pogos numa densidade de 0,3 x 108 células/mL e tratadas com BTZ nas
concentracoes de 0,5, 1 e 2 uM (concentragdes baseadas no valor de CI50) e
incubadas no periodo de 12, 24, 48 e/ou 72 horas. Estas células foram mantidas
em estufa a 372 C. A doxorrubicina (DOX - 1 uM) foi utilizada como controle
positivo e 0 DMSO 0,2% (veiculo utilizado para solubilizar e diluir a substancia

testada) foi utilizado como controle negativo.

4.6.1. Avaliacdo de morte celular apoptotica

Para avaliar o perfil de morte celular, células KG-1a foram plaqueadas na
densidade de 0,3 a 10%/mL, tratadas com o BTZ e controles e incubadas por 24,
48 e 72 horas. Posteriormente essas células foram centrifugadas, lavadas com
salina, o sobrenadante foi descartado e ao pellet celular foi adicionado 100 pL
de tampao de ligacdo e acrescentados 3 pL de iodeto de propidio (BD
Biosciences) e as células foram incubadas em temperatura ambiente por 15 min,
posteriormente a essas células foi adicionada 0,3 pL YO-PRO-1 (Sigma-Aldrich
Co.) e 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
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experimentos independentes em duplicatas. Os debris celulares foram omitidos

das analises e 10.000 eventos foram analisados por amostra

4.6.2. Marcacao para Caspase 3 e PARP-1

A analise da expressao de caspase 3 ativa e PARP clivada foi realizada
por citometria de fluxo utilizando o citdmetro BD LSR Fortessa usando o Software
BD FACSDiva (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA) e Flowjo Software 10
(Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Ap6s 24 horas de tratamento com o BTZ na
concentracao de 2 UM, as células KG1-a foram marcadas com anticorpos anti-
PARP clivada-(Asp 214) -(PE) e anti-Caspase 3-ativa-(FITC) (BD Biosciences) e
incubadas durante 1 hora, diluidas em tamp&o de incubagédo, centrifugadas e
ressuspensas em solucédo de 200 puL de PBS/BSA e analisadas no citdmetro de
fluxo. Os ensaios foram realizados em triplicatas em trés experimentos
independentes. Dez mil eventos foram analisados em cada amostra e o0s

doublets e debris celulares foram omitidos nas aquisicoes e analises.

4.6.3. Ensaio de reversao com inibidores farmacoldgicos

A fim de confirmar mecanismos de citotoxicidade induzido por compostos
utilizamos alguns inibidores farmacologicos como o inibidor de caspase -3 (Z-
VAD (Ome) -FMK, Cayman Chemical; Ann Arbor, MIl, EUA), a fim de confirmar o
efeito do BTZ sobre a inducdo de apoptose e o antioxidante (N-acetil-cisteina,
NAC, Sigma-Aldrich Co), um potente inibidor de espécies reativas de oxigénio
(ERO), a fim de verificar a participagdo do dano oxidativo na agao do composto.
Esses inibidores foram adicionados as células KG1a 1 hora antes do tratamento
com BTZ e posteriormente avaliamos a morte celular por citémetro 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) ap6s marcacao
e incubacao por 15 minutos com o YO-PRO/IP. Os ensaios foram realizados em
triplicatas em trés experimentos independentes. Dez mil eventos foram
analisados em cada amostra e debris celulares foram omitidos nas aquisi¢oes e

analises.
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4.6.4. Anélise do potencial transmembréanico mitocondrial

Para avaliar o potencial transmembranico mitocondrial, a marcacao de
Rodamina 123 por citometria de fluxo foi realizada. Com alteragcdo do potencial
transmembranico, a rodamina 123 é sequestrada para dentro da mitocondria. As
células viaveis possuem uma maior incorporagdo a rodamina devido a ligacao
as cargas negativas internas elas emitem maior fluorescéncia verde, em
contrapartida, as células em apoptose por ter menor afinidade pelo corante
expressam uma fluorescéncia menor (BOCK & TAIT, 2020).

As células foram plaqueadas na densidade de 0,3 x 106 células/mL com
diferentes concentragcdes do BTZ, controle positivo e controle negativo. Uma
aliquota de 2 mL foi recolhida apds a incubacdo com a substancia. As células
foram diluidas com a solugcdo de rodamina 123 (5 pg/mL, Sigma-Aldrich Co.,
Saint Louis, MO, USA) na auséncia de luz e a 37 °C, e, apo6s 15 minutos.
Posteriormente as células foram centrifugadas e o precipitado foi
ressuspendidas em salina e reincubado por 30 minutos e analisadas por

citbmetro de fluxo.

4.6.4. Quantificacdo das ERO intracelular

Para detectar os niveis de ROS mitocondrial, ap6s o tratamento com BTZ,
nas diferentes concentracdes utilizamos o reagente MitoSOX™ Red (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) e analisamos de acordo com as instrucdes
do fabricante. Os niveis de ERO mitocondriais foram detectados medindo a
fluorescéncia de MitoSOX™ Red pela técnica de citometria de fluxo.

Pelo menos 10.000 eventos/amostra foram analisados.

MitoSOX™ & um indicador de superdxido que tem como alvo especifico
as mitocéndrias de células vivas. Esse método baseia-se no principio de que
guando o MitoSOX™ ¢é oxidado por superoxido, o 6xido emite fluorescéncia
vermelha apés a ligagdo ao acido nucleico possibilitando medir diretamente os
peroxidos gerados pelas mitocondrias das células vivas. Dessa maneira, a
fluorescéncia vermelha se acumula nas mitocéndrias por isso 0 MitoSOX™ pode
ser utilizado como um biomarcador confiavel para determinar a toxicidade
oxidativa mitocondrial no desenvolvimento de novos medicamentos (AHN et al.,
2022).
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4.6.5. Anélise do ciclo celular e fragmentacdo de DNA

As diferentes fases do ciclo celular sdo marcadas pelas variagées no seu
conteudo de DNA Para quantificar o conteudo de DNA celular e identificar os
perfis do ciclo celular por citometria de fluxo as células devem ser marcadas
lodeto de Propideo (IP), um marcador colorimétrico nuclear e cromossémico
fluorescente vermelho. Apos periodo de incubagdo com o BTZ as células foram
diluidas com a solucao de permeabilizacdo (200 pL) contendo 0,1 % de triton X-
100, 0,1% de citrato de sodio, 2 pg/mL iodeto de propidio e 100 pg/mL RNase
em agua destilada, na auséncia de luz e a 37°C. Ap6s 15 minutos, as células
foram analisadas em citdmetro de fluxo BD LSRFortessa através do software BD
FACSDiva versdo 6.2 (Becton Dickinson Biosciences, San José, CA, EUA). As
propor¢coes de DNA fragmentado e as fases do ciclo celular foram obtidas
utilizando o software Flowjo, versdao 10 (Flowjo LCC, Ashland, OR, EUA). Os
detritos celulares foram excluidos das analises e 10.000 eventos foram

analisados por amostra.

4.6.7. Andlise da expresséo génica por gPCR

As células KG-1a foram incubadas com 2 uM de BTZ por 12 h e 0 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
mediante a quantidade e pureza usando um espectrofotometro NanoDrop® 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). A transcrigdo reversa
do RNA foi realizada usando um Superscript VILO ™ Kit (Invitrogen Corporation;
Waltham, MA, EUA). Para o estudo de expressao génica por qPCR foi utilizada
TagMan® array human cancer drug targets 96-well plate, fast (ID RPRWENH,
Applied BiosystemsTM, Foster City, CA, USA). As reacdes foram conduzidas em
um sistema ABI ViiA7 (Applied BiosystemsTM). As condigdes do ciclo
compreenderam 2 min a 50 ° C, 10 min a 95 ° C, entdo 40 ciclos de 15s a 95 ° C
e 1 min a 60 ° C. A quantificacdo relativa (RQ) da expressdo de mRNA foi
calculada pelo método 2-AACT (Livak e Schmittgen, 2001), usando Gene
Expression Suite ™ Software (Applied BiosystemsTM), e as células tratadas com
o controle negativo (0,2% DMSO) foram usados como um calibrador. As reacoes

foram normalizadas pela média geométrica do RQ dos genes de referéncia
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GAPDH, HPRT1, PGK1 e RLPLO. Todos os experimentos foram realizados em
condicdes livres de DNase/RNase. Os genes foram considerados regulados
positivamente se o RQ>2, o que significa que a expressdo génica nas ceélulas
tratadas com o BTZ foi pelo menos duas vezes maior do que nas células tratadas
com controle negativo. Da mesma forma, os genes foram considerados
regulados negativamente se RQ < 0,5, o que significa que a expressao génica
em células tratadas com o BTZ foi pelo menos metade daquela das células

tratadas com controle negativo.

4.6.8. Marcacao NF-kB

Para a analise para marcacdo NF-kB utilizamos os anticorpos anti-NF-kB
p65-(pS529) - (Alexa Fluor 488) e NF-kB p65 (pS529) em experimentos
independentes. Apds 24 horas de tratamento com o BTZ na concentracdo de 2
MM as células KG1-a foram marcadas com os anticorpos, incubadas durante 1
hora, diluidas em tampao de incubacao, centrifugadas, ressuspendidas em 200
puL de PBS/BSA e analisadas no citdbmetro de fluxo. Os ensaios foram realizados
em ftriplicatas em trés experimentos independentes. Dez mil eventos foram
analisados em cada amostra e os doublets e debris celulares foram omitidos nas
aquisicoes e analises.

Adicionalmente, avaliamos por imunofluorescéncia a expressdo de NF-kB
em células KG-1a p6és tratamento com o BTZ utilizando utilizado o anticorpo anti-

NF-kB p65 PE observando através da microscopia confocal.

4.7. Ensaios in vivo - Modelo de xenotransplante com camundongos
imunodeficientes — NSG

Os testes para avaliacao da atividade contra CTLs de LMA in vivo (modelo
xenotransplante) foram realizados utilizando camundongos imunodeficientes
NOD.Cg-Prkdcg IlI12rgtm'Wil/SzJ (NSG) oriundos do biotério da Fiocruz-Bahia
(CEUA 016/2018).

Os animais foram mantidos durante a experimentacdo no Biotério da
Fiocruz-Bahia, alojados dentro de caixas de polipropileno e grades metalicas
apropriada em pequenos grupos do mesmo sexo (ndo excedendo 5 animais por
gaiola). A temperatura do local foi de 22 °C + 3 °C e a umidade relativa de 30 %

a 70 %. A iluminacao foi artificial, com uma alternéncia de 12 horas de luz e 12
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horas de obscuridade. Esses animais tiveram livre acesso a alimentacao (ragao
especifica) e agua. Utilizamos animais do sexo masculino e feminino, adultos,
jovens, saudaveis e que nao foram anteriormente submetidos a processos
experimentais.

Inicialmente, os animais foram tratados com bulsufano (25 mg/kg) um dia
antes do transplante. Células KG-1a (2,5 x 108 células por camundongo) foram
injetadas através da veia da cauda em um volume final de 0,1 mL de solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS). Utilizamos um animal como controle ndo
inoculado com célula KG-1a.

O tratamento com o BTZ e controle negativo (DMSO 0,2%) foi iniciado
cinco semanas apo6s o transplante. Antes de iniciar o tratamento o sangue de
alguns animais que foram inoculados e do animal controle foi coletado e
analisado por citometro de fluxo (BD LSR Fortessa) utilizando anticorpos anti-
mCD45 (camundongo) e anti-hCD45 (humano) a fim de verificar se as células
KG-1a haviam colonizado. Tendo em vista que os animais que foram inoculados
com KG-1a apresentaram marcacédo para hCD45, demos inicio ao tratamento
com o BTZ por via intraperitoneal por duas semanas em dias intercalados.

ApoOs o tratamento os animais foram eutanasiados e as células da medula
O0ssea, baco e sangue foram coletadas e analisadas quanto a presenca de
células humanas por citometria de fluxo, além de terem os érgaos pesados, bem
como o peso dos animais antes e apos o tratamento para avaliacédo da toxicidade
do tratamento. As células da medula 6ssea foram marcadas com anticorpo anti-
CD45-PE humano e anti-CD45-FITC de camundongo (Becton Dickinson) e
analisadas em 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 realizados em triplicatas. Cem mil eventos foram analisados em
cada amostra e os detritos celulares foram omitidos dos resultados.

Além disso, avaliamos os efeitos toxicolégicos do BTZ nesses animais,
para isso, eles foram pesados no inicio e no final do experimento. O figado, rins,
pulmdes, bagco e coracdo foram removidos, pesados e examinados quanto a
sinais de possiveis lesdes graves, altera¢des de cor e/ou hemorragia.

Os coragoes, figados, pulmdes e rins foram corados em hematoxilina e

eosina para analise da arquitetura tecidual e alteragdes morfoldgicas através da
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microscopia optica. Ainda, os figados e rins foram analisados por uma coloracao
especial (PAS - acido periodico-Schiff) para avaliar o acumulo de glicogénio nos

hepatdcitos e membrana basal glomerular.

4.8. Andlises estatisticas

Os dados estatisticos foram analisados através do software GraphPad
Prism 8 (Intuitive Software for Science) e expressos em média + E.P.M. padrao
dos dados ou valores de Clso e respectivos intervalos de confiangca de 95%,
obtidos através de regressdo nao linear, a partir de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. As diferengas entre os
grupos experimentais foram comparadas utilizando correlagdo estatistica
seguida por teste-t ou analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Student Newman-Keuls (p <0,05).
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5. Resultados

5.1. Efeito do BTZ sobre a viabilidade de células cancerosas e ndo
cancerosas

A avaliacao da citotoxicidade do BTZ foi realizada a partir de um painel de
linhagens celulares de diferentes células cancerosas e ndo cancerosas conforme
descrito acima pelo ensaio de alamar blue ap6s 72h de incubacao.

A tabela 2 apresenta os resultados encontrados. O BTZ apresentou
valores de Clso que variaram de 0,13 a 9,17 uM para as linhagens de Leucemia
(NB4) (U87)

respectivamente. A doxorrubicina, utilizada como controle positivo, apresentou

promielocitica aguda humana e Glioblastoma Humano

valores de Clso que variaram de 0,02 a 2,82 uM para as linhagens de leucemia
(PANC-1)

respectivamente. Para as linhagens n&o cancerosas, o BTZ apresentou valores

linfoide de células T (Jurkat) e carcinoma de pancreas
que variaram de 0,18 a 0,85 pM para as células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e fibroblastos de pulmdo (MRC-5) respectivamente. A
doxorrubicina apresentou valores de Clso variando de 1,21 a 3,60 pM para as
células primarias de PBMC e linhagem de fibroblasto de prepucio (BJ)

respectivamente.

Tabela 2. Citotoxicidade do BTZ em diferentes tipos histologicos

ClsopM
Linhagens BTZ Doxorrubicina
Tipo Histologico
Células cancerosas
MCF-7 Adenocarcinoma de mama humano 1,39 1,33
0,44- 4,41 0,85 - 2,08
HCT116 Carcinoma de célon humano 0,31 1,53
0,06 - 1,75 1,09 - 2,17
HepG2 Carcinoma hepatocelular humano 0,16 0,28
0,01 -1,81 0,16 - 0,48
0,78 1,14
SCC-4 Carcinoma oralhcilji]ztér:glas escamosas 0,04 -4,19 0,64 - 2,01
0,02 0,48
HSC-3 Carcinoma oral de células escamosas 0,01-0,26 0,36 - 0,63

humano
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CAL 27 Carcinoma oral de células escamosas 0,08 4,36
humano

0,04- 0,26 2.99-6,34

HL-60 Leucemia promielocitica aguda humano 0,52 0,12
0,18-1,43 0,06 - 0,23

NB4 0,11 0,13
Leucemia promielocitica aguda humana 0,04 - 0,33 0.08 - 0,21

KG-1a Leucemia mieloide aguda humana 0,06 0,54
0,01-0,90 023-125

THP-1 Leucemia monocitica aguda 0,33 0,23
0,10-1,06 0,14-0,38

Jurkat Leucemia linfoide de células T humana 0,05 0,04
0,01-1,86 0,02-0,11

K-562 Leucemia mielogénica crénica humana 0,31 1,35
0,09 - 1,01 0,75-2,43

B16-F10 Melanoma murino 0,03 0,10
0,01-0,39 0,06-0,16

471 Carcinoma de mama (triplo negativo) 1,83 1,14
murino 0,2-4,19 0,64 - 2,01

SCC9 Carcinoma de células escamosas de 1,83 1,14
lingua humana 0,2-4,19 0,64 - 2,01

SCC25 Carcinoma de células escamosas de 0,36 1,31
lingua humana 0,05 -2,27 0,71-2,38

MDA-MB 231 Adenocarcinoma de Mama 1,48 2,00
0,52-7,6 1,14 - 3,50

OVCAR-3 Adenocarcinoma de Ovario 0,5 1,84
0,01-0,95 1,13- 3,00

uU-87 Glioblastoma Humano 1,67 0,48
0,67- 4,18 0,24 - 0,98

A549 Carcinoma de Pulméo 0,14 2,54
0,12-0,16 1,96- 3,30

PANC-1 Carcinoma de Pancreas 0,02 4,36
0,01-0,14 2,99 - 6,34

DU-145 Carcinoma de Préstata 0,09 1,35
0,02 - 0,56 0,52 - 3,50

A375 Melanoma 0,01 0,46
0,01-0,12 0,33 - 0,65
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Células ndo cancerosas

MRC-5 Fibroblasto de pulmao humano 0,58 1,44
0,14 - 2,51 0,90 - 2,30

PBMC Células mononucleares do sangue 0,51 1,33
periférico 0,18-1,47 0,91-1,94

BJ Fibroblasto de prepucio humano 0,21 1,33
0.18-1.47 0,91- 1,94

A tabela apresenta os valores de Clso (concentragdo inibitoria média) em pM e o respectivo
intervalo de confiangca de 95% obtido por regressao nao linear de pelo menos trés experimentos
independentes realizados em duplicata pelo ensaio alamar blue apdés 72 horas de tratamento.
Doxorrubicina foi utilizada como controle positivo.

Tendo em vista que dentre as LMA testadas KG-1a é a que mais expressa
o perfil de CTL (CD34+CD38-), escolhemos essa linhagem para os ensaios in
Vivo e in vitro desse estudo com o objetivo de avaliar os efeitos do BTZ em CTLs
de LMA. Assim, avaliamos a atividade antileucémica do BTZ em células KG-1a
utilizando as concentracées 0,5, 1 e 2 pM.

Para confirmar a citotoxicidade do BTZ em células KG-1a, realizamos o
ensaio de viabilidade celular por exclusdo de azul de tripam nos tempos de 12,
24, 48 e 72 horas. Observamos que o BTZ foi capaz de reduzir significativamente
o percentual de células viaveis nas diferentes concentragdes e tempos testados

guando comparado com o controle negativo (DMSO 0,2%) (Figura 3).
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Figura 3. Efeito do BTZ sobre a viabilidade de KG-1a ap6s 12h (A), 24h (B), 48h (C) e 72h (D)
de tratamento, determinado pela contagem de células vidveis por azul de tripam. O controle
negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste DMSO
02%. Doxorrubicina 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.

5.2. BTZreduziu a populacédo de CTLs viaveis

O tratamento com BTZ foi capaz de reduzir significativamente a
viabilidade total de células CD34+ apds 48h de tratamento, além da reducao das
células marcadas para CD13, CD33, CD38 e CD123 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do BTZ sobre a viabilidade de células KG-1a ap6s 48h de incubacgéo
determinado por citometria de fluxo. (A) anti-CD13 PE-CF594, anti-CD33 BV510, anti-CD34 PE,
anti-CD38 BV421 e anti-CD123 BV605. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado
para solubilizar e diluir as substancias teste. Dez mil eventos foram analisados em cada
experimento e os debris celulares foram excluidos das analises. Os valores respondem 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 varidncia) seguido por Student-
Newman-Keuls.
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5.3. BTZinduz morte celular apoptética em células KG-1a

Apos tratamento das células KG-1a com o BTZ foi possivel observar que
ha um aumento estatisticamente significativo das células em apoptose. Os
resultados mostram que no tempo de 12 horas, as células em apoptose
passaram de 4,4% no DMSO 0,2% para 11,78 com o BTZ 0,5 pM, 15,3% com o
BTZ 1uM e 18,16 com o BTZ 2uM. Apds 24h de tratamento, observa-se nas
maiores concentragdes um aumento estatisticamente significativo das células
em apoptose correspondentes a 19,55 % BTZ 1uM e 20,24 % BTZ 2uM quando
comparado com o0 4,4% do controle DMSO 0,2%. Com 48 e 72h de tratamento,
€ possivel observar que a morte celular é estatisticamente significativa em todas
as concentracdes testadas quando se comparado ao controle negativo DMSO
0,2% (Figura 5).
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Figura 5. Efeito do BTZ sobre a morte de células KG-1a apds 12, 24, 48 e 72 h de incubagéo
realizado com citdmetro de fluxo utilizando YO-PRO-1 e IP. DMSO 0,2% foi utilizado como
controle negativo. Dez mil eventos foram analisados em cada experimento. Os valores
respondem 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.
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Adicionalmente, para melhor compreender o papel do BTZ na morte
celular apoptoética, avaliamos o papel da proteina BCL2 associada ao agonista
da morte celular (BAD). Para isso, foi utilizado as células BAD KO SV40 MEF e
sua linhagem parental WT SV40 MEF. Os resultados demonstram que no
tratamento com BTZ n&o houve diferengca no numero de células mortas nas
linhagens BAD e WT (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do BTZ sobre a morte de células WT SV 40 MEF e BAD KO SV 40 MEF
realizados com 7AAD+YO-PRO apds 48h de incubagao por citometria de fluxo. DMSO 0,2% foi
utilizado como controle negativo. Os valores correspondem a % de células viaveis de trés
experimentos independentes realizados em duplicata. * p <0,05 em comparag¢do com o controle
negativo por ANOVA seguido do teste de Student Newman-Keuls.

5.4. BTZ aumenta a expressao da atividade de Caspase-3 e PARP-1
clivada em células KG1la

A fim de confirmar os resultados obtidos no item anterior, avaliamos se a
morte celular induzida por BTZ estava associada a apoptose, através da
quantificacdo da Caspase-3 e PARP-1 clivada. Observamos apos 24h
tratamento das células KG-1a com o BTZ na concentragdo de 2 uM que houve

aumento significativo da expressao de PARP-1 clivada (Figura 7A) e caspase-3
ativa (Figura 7B).
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Figura 7. Efeito do BTZ sobre a atividade de caspase-3 (A) e PARP-1 (B) em células KG-1a apds
24 h de incubacéo. O controle negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir
as substancias teste DMSO 0,2% Os valores correspondem a MFI (intensidade média da
fluorescéncia) de trés experimentos independentes realizados em duplicata. * p < 0,05 quando
comparado com o controle negativo por teste t de Student.

Para confirmar a participagdo das caspases na morte celular foram
utilizados inibidores de caspases. Utilizamos o inibidor Z-VAD-(OMe) -FMK para
pré-tratamento das células 2 horas antes de incubar com o BTZ na maior
concentracdao. Observa-se que ao utilizar o inibidor houve uma reducao
estatisticamente significativa do numero de células apoptéticas, bem como o
aumento da populagdo de células viaveis, ou seja, a apoptose foi revertida pelo

inibidor (Figura 8).
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Figura 8. Efeito do BTZ no ensaio de reversdao com inibidor de apoptose ZVAD. O controle
negativo foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste DMSO
02%. Doxorrubicina 1 pM foi utilizada como controle positivo. Dez mil eventos foram analisados
em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das anélises. Os valores respondem
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 varidncia) seguido por Student-
Newman-Keuls.

5.5. BTZ causa alteragfes no potencial transmembranico mitocondrial

Os resultados demonstraram que apos 24h de tratamento com o BTZ nas
maiores concentracbes, houve um aumento na perda do potencial
transmembranico das células KG-1a observado por fluorescéncia avaliada por

citobmetro de fluxo (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do BTZ da despolarizagdo da membrana mitocondrial. O controle negativo foi
tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste DMSO 02%.
Doxorrubicina 1 pM foi utilizada como controle positivo. Dez mil eventos foram analisados em
cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises. Os valores respondem a
MFI (intensidade média da fluorescéncia) 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.

5.6. BTZ aumenta os niveis de ERO

No presente estudo, observa-se que o BTZ aumentou significativamente
os niveis de ERO apds 24 horas de incubacdo quando comparado com o
controle negativo (Figura 10).
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Figura 10. Efeito do BTZ sobre os niveis de ERO das células KG-1a determinadas por citometria
de fluxo usando a coloragdo com MitoSOX™. DMSO 0,2% foi utilizado como controle negativo.
O peroxido de hidrogénio (H202, 200 uM) e a doxorrubicina (DOX, 1 pM) foram utilizados como
controles positivos. Os dados sdo apresentados como a média £ E.P.M. de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. Foram avaliados dez mil eventos por experimento e os
debris celulares foram omitidos na andlise. * P <0,05 em comparagcdo com o controle negativo
por ANOVA seguido pelo teste de Student Newman-Keuls.

A fim de confirmar se o efeito causado por BTZ estava realmente
relacionado ao estresse oxidado em células KG-1a realizamos o ensaio de
reversdo com inibidor o farmacologico N-acetil-cisteina (NAC - Sigma-Aldrich
Co). Nossos dados demonstram que o BTZ altera os niveis de ERO em células
KG-1a, uma vez que as células que foram submetidas ao pré-tratamento com o
inibidor NAC foram preservadas indicado assim que pré-tratamento reverteu

levemente a apoptose induzida pelo BTZ (Figura 11).
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Figura 11. Efeito do BTZ no ensaio de reversao com inibidor de ERO (NAC). O controle negativo
foi tratado com o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste DMSO 02%.
Doxorrubicina 1 pM foi utilizada como controle positivo. Dez mil eventos foram analisados em
cada experimento e os debris celulares foram excluidos das analises. Os valores respondem 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 varidncia) seguido por Student-
Newman-Keuls.

5.7. BTZ induz a fragmentacdo do DNA em células KG-1a.

Nossos resultados demonstraram que o BTZ induziu fragmentagao
internucleossbmica do DNA apdés o periodo de 12 horas de incubacgao
correspondente a 42,64% na concentragcao de 0,5 pM, 49,92 na concentracao
de 1 uM e 56,11% na concentracdo de 2 pM. Apos 24h de tratamento observa-
se cerca de 48,36% na concentragao de 0,5 pM, 51,33% concentragcédo de 1 uM
e 62,21% na concentracao de 2 pM de células com DNA fragmentado. Apos o
periodo de 48h de incubagao observa-se fragmentacdo em torno de 75,24% na
concentracao de 0,5 pM, 78,04% na concentracdo de 1 pM e 80,73% na
concentragao de 2uM. Além disso, com 72h de incubagao com o BTZ observa-
se um aumento de células na fracdo sub-G0O/G1 correspondente a 87,91% na
concentragcdo de 0,5 pM, 87,74% na concentracédo de 1 pM e 87,25 na
concentragao de 2uM (Tabela 3). Considerando como DNA fragmentado todo
DNA de tamanho sub-diploide (sub-G0/G1). Esses dados demonstraram que o
BTZ induziu a fragmentacdo internucleossbmica do DNA em todas as
concentragdes testadas. O mesmo pode ser observado com a doxorrubicina

utilizada com controle positivo.
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Tabela 3. Efeito do BTZ sobre o ciclo celular de KG-1a

Tratamento Concentragéo Distribuicdo do Contelido de DNA (%)

(uM)

Sub Go/G; Go/G1 S G>/M

12 h de tratamento
DMSO 0,2% - 11,97+ 1,64 37,95+4,18 14,56 + 0,81 12,48+ 1,70
Doxorrubicina 1 24,16+ 3,53* 24,77+3,60 13,28+ 1,40 20,41+ 3,30*
BTz 0,5 45,26 £ 5,27 * 17,08 +2,03 5,81+ 1,59* 5,33+1,33
BTz 1,0 54,17 £3,65* 17,41+£5,16 5,65+ 1,57* 4,84 + 1,68
BTZ 2,0 60,22 + 3,50 * 17,46 £6,08 2,92+ 0,82* 4,68 £ 1,58
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* 5,58 + 1,23* 7,56 + 2,65*
BTz 0,5 48,36 + 10,52 9,38+2,18* 6,51+1,19* 3,22+ 0,82*
BTZ 1,0 51,33+ 7,84 9,38+ 3,34* 5,94 +1,36* 3,47 £ 0,83*
BTZ 2,0 53,30 + 8,63 5,91+ 1,05* 6,08+2,03* 2,78 £+ 0,29*
48 h de tratamento
DMSO 0,2% - 14,57 £+ 2,85 46,54+ 3,09 14,02+0,93 12,90 + 0,65
Doxorrubicina 1 76,30 + 3,12* 8,17+2,24* 1,52+0,22* 3,13+1,18*
BTz 0,5 75,28 + 2,34* 5,66 + 1,39* 2,65+ 0,59* 2,02 + 0,49*
BTz 1,0 78,04 + 3,23* 5,65+ 1,02* 2,75+0,52* 2,20+ 0,85*
BTz 2,0 80,73+ 1,97* 5,99+2,15* 1,36+0,21* 2,99+ 0,43*
72 h de
tratamento
DMSO 0,2% - 13,46 + 1,08 49,25+1,69 13,19+0,83 12,78 £ 2,60
Doxorrubicina 1 89,59 + 2,74* 1,71+£0,58* 1,03+0,28* 0,92 + 0,26*
BTZ 0,5 87,91 +4,97* 1,61+0,53* 0,32+0,08* 1,21+ 0,55*
BTz 1,0 87,75+ 4,73* 1,41+0,90* 0,25+ 0,09* 1,67 £ 0,39*
BTZ 2,0 87,25+ 4,53* 1,72+ 0,64* 0,63+0,35* 1,15+ 0,26*

Tabela 3. A tabela apresenta os valores correspondentes a média £ E.P.M de pelo menos trés
experimentos independentes realizados em duplicata. O controle negativo foi tratado com o
veiculo utilizado para solubilizar e diluir a substancia. A doxorrubicina foi usada como controle
positivo. Os detritos celulares foram omitidos das analises e 10.000 eventos foram analisados
por amostra. Os valores respondem 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.
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5.8. BTZ causa efeitos na expressao génica de células KG-1a

Investigamos o efeito causado pelo BTZ na expressao de alguns genes
em células KG-1a. Os resultados demonstram que um total de 26 genes tiveram
a expressao aumentada. Dentre eles os genes relacionados a vias de sinalizagao
importantes no cancer NFKBIB (QR:2,21), RELA (QR:2,91), RELB (QR:7,31),
APC, (QR:2,17), PTCH1 (QR;0,19), JAG1 (QR:2,79), JAG2 (QR:7,47), EGF (QR:
26.61), STAT1 (QR:2,45), STAT3 (QR:3,09), STAT5B (QR:2,53), AKT2
(QR:2,21) MTOR (QR:2,43), PIK3C2A (QR:2,02), SMAD2 (QR:2,17), SMAD7
(QR:3,07), PPARD (QR:2,00), PPARG (QR:9,98), genes relacionados ao
estresse oxidativo GSTP1 (QR:2,10), TXNRD1 (QR:6,26), genes relacionados a
apoptose BAD (QR:2,17), FAS (QR:4,93), MAP1LC3B (QR:5,53), SNAI1
(QR:11,86), VIM (QR:5,23), ZEB2 (QR:12,34). Os genes PTCH1 (QR: 0,19),
FOXO1 (QR: 0,55), PARP1 (QR: 0,51), ATG3 (QR:0,56), SNAI3 (QR:0,25),
TWIST1 (QR:0,16), que estdo relacionados a outras vias de sinalizagéo
importantes no cancer, apoptose, autofagia e transicdo epitélio mesenquimal

foram regulados negativamente apds o tratamento com BTZ.
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Figura 12. Efeito do BTZ na expressdo génica de célula KG1la. Os valores representam a
quantificagao relativa (RQ) em comparagdo com o calibrador (células tratadas com o controle
negativo). Os genes foram considerados regulados positivamente se RQ = 2 e foram
considerados regulados negativamente se RQ < 0,5. WL. Nao determinado (significa nenhuma
expressao génica.

5.9. BTZ reduziu a expresséo de NF-kB p65 (pS536) em células KGla

Apés o tratamento com o BTZ na concentracao de 2 pM observamos que
nao houve reducgdo estatisticamente significativa na expressdo de NF-kB pS529
(Figura 13 A) indicando que o BTZ ndo atua nesse sitio de fosforilagado de NF-
kB, entretanto houve redugao estatisticamente significativa na expressao de NF-
kBp65 (pS536) (Figura 13 B).
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Figura 13. Efeito do BTZ sobre a expressédo de NF-kB p65 (pS529) (A) e NF-kB p65 (pS536) (B)
apos 24h de incubacdo determinado por citometria de fluxo. O controle negativo foi tratado com
o veiculo utilizado para solubilizar e diluir as substancias teste. Dez mil eventos foram analisados
em cada experimento e os debris celulares foram excluidos das andlises. Os valores respondem
a média £ E.P.M. de trés experimentos independentes realizados em duplicata. *P < 0,05 quando
comparado com o controle negativo por teste t de Student.

Paralelamente foi avaliado a expressdo de NF-kB utilizando o anticorpo
PE anti-NF-kB p65 por microscopia confocal apés o tratamento por 6 horas com
o BTZ. Nossos resultados mostram uma reducdo na marcagdo de NF-kB no
nucleo e uma maior concentragao no citoplasma quando comparado ao controle
DMSO 0,2% (Figura 14).
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Figura 14. Microscopia Confocal de células KG-1a marcadas com anticorpo PE anti-NF-kB p65
marcando em vermelho e DAPI (Invitrogen®, Thermo Fisher Scientific) marcando em azul.
Imagem obtida através do microscépio confocal Zeiss na objetiva de 100x (barra = 20 pm).

5.10. BTZ inibe o crescimento de células KG-1a em modelo in vivo

Na figura 15 pode-se observar uma reducao significativa no percentual de
células hCD45+ da medula éssea (Figura 15) (A) e sangue periférico (C) dos
animais tratados com BTZ quando comparado ao controle negativo DMSO 5%.
N&o foi observado reducéo estatisticamente significativa nas células do baco (E).
Além disso, a analise de mCD45 revela que o BTZ causou reducao
estatisticamente significativa no numero de células mCD45 positivas na medula
ossea (B), no entanto ndo foram evidenciadas diferencas estatisticas na reducao

das células mCD45 no bago e no sangue periférico (D e F).
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Figura 15. Efeito da atividade do BTZ em modelo in vivo em camundongos NSG inoculados com
células KG-1a. Apoés coletadas as células foram marcadas com anticorpo anti-CD45-PE humano
e anti-CD45-FITC de camundongo (Becton Dickinson). As figuras A e B mostram o percentual
de células na medula éssea positivas para o anticorpo hCD45 e mCD45 respectivamente. As
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figuras C e D mostram células do sangue periférico dos camundongos positivas para hCD45 e
mCD45 respectivamente. As figuras E e F representam as marcagdes positivas no sangue da
medula 6ssea dos camundongos para o anticorpo hCD45 e mCD45 respectivamente. Os valores
correspondem a média £+ E.P.M. * p < 0,05 quando comparado com controle negativo por
correlacdo estatistica seguida por test-t.

Adicionalmente, realizamos analises histolégicas e morfoldégicas dos
orgaos que foram coletados dos animais. Nossos dados demonstram que apos
tratamento com BTZ houve uma leve reducéo do peso corporal de camundongos
NSG inoculados com células KG-1a quando comparado com o controle negativo
(Tabela 4). Nao observamos diferencas de peso estatisticamente significativas
entre os orgaos (figado, pulmao, coragdo e rins), no entanto, observa-se uma
reducdo de peso estatisticamente significativa no baco dos animais tratados

com o BTZ quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).

Tabela 4. Efeito do BTZ no peso dos camundongos NSG inoculados com células KG-1a.

Média de peso dos animais (Q)

Grupos Peso Inicial Peso Final
DMSO 5% 22 + 0,51 20,68 £ 1,01
BTZ 0,01mg/kg 23,69+ 1,06 23,17 £ 1,01

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

Tabela 5. Efeito do BTZ no peso dos 6rgédos dos camundongos NSG inoculados com células
KG-1a.

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

Orgéos DMSO 5% BTZ 0,1 mg/kg
Coragao 0,46 + 0,03 0,50 + 0,28
Putm&o 0,74 + 0,03 0,69 + 0,02
Figado 5,33+ 0,51 5,48 + 0,42
Rins 1,25 +0,16 1,20+ 0,19
Baco 0,28 + 0,02 0,20 +0,02 *

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.
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Andlise histologica dos 6rgaos

Os orgaos (coragao, figado, pulméo e rim) dos animais foram analisados
histologicamente para uma melhor avaliagdo dos efeitos sistémicos do BTZ nos
animais tratados com este composto-teste. A Figura 15 apresenta as
fotomicrografias representativas dos rins, pulmoes e figados.

Os coragbes dos grupos experimentais CTL e BTZ ndo apresentaram
alteracgdes arquiteturais e morfolégicas.

Os figados apresentaram alteracdes histopatologicas como hiperemia
vascular, degeneracao hidrépica dos hepatdcitos e inflamagao tecidual mista.
Essas alteragbes variaram de discreta a moderada nos grupos experimentais
CTL e BTZ. Ainda, areas focais com hepatdcitos em necrose de coagulagéo
foram observadas. As arquiteturas do parénquima e do sistema porta variaram
de preservada a parcialmente alterada nos grupos CTL e BTZ.

A arquitetura do parénquima pulmonar estava parcialmente alterada em
todos os animais dos grupos CTL e BTZ. Essa alteragdo arquitetural estava
principalmente relacionada ao espessamento dos septos alveolares com
atelectasia do espaco aéreo, que variou de discreto a intenso. Além disso, outras
alteracdes histolégicas observadas foram hiperemia vascular, edema e
inflamacdo com infiltrado predominantemente de células polimorfonucleares.
Ainda, areas focais de hemorragia, depdsito de hemossiderina e fibrose foram
observadas nos pulmodes dos animais.

A arquitetura renal estava mantida no grupo CTL, mas variou de mantida
a parcialmente alterada nos animais tratados com BTZ. As alteragbes
histopatologicas observadas neste 6rgdao foram hiperemia vascular moderada a
intensa e hialinizacdo glomerular discreta com diminuicdo do espaco urinario,
sendo mais evidentes no grupo BTZ. Ainda, os animais apresentaram areas
focais de fibrose e células dos tubulos do cértex renal em necrose de coagulacao
foram observadas nos dois grupos experimentais. Areas discretas de

hemorragia foram observadas nos animais tratados com BTZ.
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Figura 16. Fotomicrografias representativas dos 6rgdos de camundongos NOD. Cg-Prkdcscid
12rgtm1Wjl/SzJ (NSG) transplantados com células de LMA (KG-1a) tratados com bortezomibe.
O controle negativo foi tratado com o veiculo (DMSO 5%), utilizado para solubilizar e diluir o
composto-teste. Os animais foram tratados através da via intraperitoneal durante duas semanas.
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6. DISCUSSAO

Um dos principais problemas relacionados ao sucesso do tratamento da
LMA é a alta capacidade das CTLs sairem do estagio de quiescéncia para
proliferarem de maneira descontrolada, o que culmina na recidiva da doenca.
Por esse motivo, as propriedades biolégicas de compostos que sejam capazes
de eliminar as CTLs de LMA vem despertando bastante interesse no ramo
farmacéutico. Nesse sentido, trés inibidores de proteassoma, dentre eles o BTZ,
recebeu destaque pela sua aprovagédo regulatoria e demonstra uma eficacia
terapéutica consideravel em ambientes clinicos. Dessa forma, o BTZ vem sendo
utilizado rotineiramente no tratamento de mieloma multiplo, linfoma de células do
manto (MCL) e amiloidose, devido aos seus efeitos antitumorais associados a
inibicdo da atividade do proteassoma (IBRAHIM & EHRLICH, 2020). Na
literatura, estudos sobre a acdo do BTZ em CTLs de LMA ainda permanecem
escassos. Aqui demonstramos a atividade antitumoral do BTZ frente a uma
variedade de linhagens de células cancerosas e dentre elas as células LMA KG-
1a, o qual apresenta células progenitoras CD34 positivas.
BTZ foi o primeiro inibidor de proteassoma aprovado pela FDA para uso
clinico em mieloma multiplo (IBRAHIM & EHRLICH, 2020). Atualmente € um
farmaco ja aprovado para a terapia do linfoma de células do manto em pacientes
adultos que receberam pelo menos um outro tipo de tratamento e em casos de
MM. Apesar de ter apresentado uma maior atividade em MM e a maioria dos
estudos serem voltados para esse tipo de doenga, o BTZ também ja demonstrou
citotoxicidade em outras doencas das células plasmaticas e linfomas nao-
Hodgkin e atuou contra algumas malignidades hematologicas. Em testes de
ensaios clinicos com pacientes com linfoma de células do manto, por exemplo,
incluindo os pacientes que receberam terapia prévia de alta intensidade, o BTZ
também mostrou grande eficacia. Assim, esse farmaco vem sendo amplamente
estudado no tratamento de outros tipos de cancer (TAN et al., 2019; NCI, 2020).
No presente estudo, inicialmente, o ensaio de citotoxicidade demonstrou
que varias linhagens de células cancerosas sao sensiveis ao BTZ. Alguns
trabalhos ja vém destacando a acdo do BTZ frente a algumas linhagens
tumorais. ZHOU et al.,, 2022, ap6s avaliar a atividade do BTZ em quatro

linhagens de cancer de cabeca e pesco¢o observou que o farmaco exibiu
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sensibilidade promissora em duas das linhagens testadas com valores de Clso
referentes a 3,97nM e 3,66nM nas linhagens UMSCC-17A e UMSCC-17B,
respectivamente (ZHOU et al., 2022). BTZ também exibiu citotoxicidade e uma
excelente capacidade antitumoral em cancer de vesicula biliar (CHEN et al.,
2022). Em células de LMA Nomo-1 e Kasumi-1, o BTZ mostrou sensibilidade ao
reduzir o crescimento e a viabilidade celular com valores de Clso variando entre
9,6 nM e 4,2 nM, respectivamente, apresentando uma maior sensibilidade as
células Kasumi-1 (STORY et al., 2021). O BTZ também se mostrou promissor
em ensaios com as linhagens MV4-11 e THP1 ao inibir a proliferacao celular
exibindo valores de Clso equivalentes a 0,08 uM e 0,12 pM, respectivamente
(ZHOU et al, 2021). Ainda corroborando com nossos achados sobre
citotoxicidade o tratamento com BTZ isoladamente ou combinado com o
dasatinib reduziu significativamente a viabilidade das células TOM-1 (ICso de
5nM) e BV-173 (ICs0 de 5nM) (MALETZKE et al., 2022).

Embora se tenha estudos sobre acdo do BTZ em diferentes linhagens
cancerosas, a literatura ainda carece de pesquisas sobre a atividade do BTZ em
células de LMA. Os resultados obtidos pelo nosso teste de citotoxicidade revelam
além do efeito do BTZ nas diferentes linhagens testadas a sua capacidade em
reduzir a populacdo de células KG1a, onde o BTZ exibiu um valor de Clso
correspondente 0,06 puM, sendo considerado promissor. A linhagem celular KG-
1a € um dos tipos de linhagens de LMA caracterizada por expressarem perfis
que contém CD34+ (perfis de CTLs) e por isso, sdo normalmente utilizadas em
estudos de CTLs (TAN et al., 2019). Desta forma, essa linhagem foi selecionada
para o estudo dos mecanismos de agado do BTZ.

Com o ensaio de azul de tripam em células KG-1a, confirmamos a acao
do BTZ em reduzir a viabilidade celular sugerindo assim a sua atividade
promissora na reducdo da viabilidade. Estudos apontam que o BTZ ja
demonstrou atividade promissora contra doengas malignas das células linfoides
em criangas tratadas para leucemia linfobldstica aguda recorrente (LLA)
sugerindo que a inclusdao de BTZ a quimioterapia de inducao parece seguro e
bem tolerado em pacientes infantis com LLA recidivante (HASEGAWA et al.,
2019). August e colaboradores (2020), em um estudo com criangas com LLA
recidiva ou refratdria demonstraram que a adicdo de BTZ a quimioterapia de

reinducdo produziu uma resposta completa na maioria dos casos e n&o induziu
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a toxicidade excessiva para células normais (AUGUST et al., 2020). Apesar do
sucesso dos inibidores de proteassoma para o tratamento de neoplasias
hematopoiéticas, incluindo leucemia, o estudo sobre a sua atividade e eficacia
ainda € bastante limitada em LMA principalmente focando nas CTL. Aqui
demonstramos o efeito do BTZ e a sua capacidade de reduzir a viabilidade de
CTL de LMA.

Atualmente o BTZ estd disponivel para administracdo subcutdnea e
intravenosa e seu mecanismo de acado consiste em inibir acdo do tipo
quimotripsina do nucleo proteolitico do proteassoma 26S interrompendo o ciclo
celular e causando morte por apoptose (TAN et al., 2019). Os proteassomas sao
proteases responsaveis por degradar as proteinas intracelulares que estdo
danificadas ou apresentam erros de sintese. Como ja citado, uma das
caracteristicas das células cancerosas € a sua instabilidade genética e alta
capacidade de proliferacdo em comparacdo com as células normais o que as
tornam mais dependentes da funcdo do sistema de proteassoma. Nesse
aspecto, os inibidores de proteassoma vem recebendo destaque por ser um alvo
inovador para a terapia do cancer (MAHMOUDIAN et al., 2021).

A inibicdo do proteassoma 26S impede a protedlise e afeta diversos sinais
de cascata celular, acarretando na interrupcdo do ciclo celular, apoptose e
inibicdo da angiogénese levando assim a morte de células tumorais (NCI, 2020).
Entretanto, ainda nao esta claro a agcao do BTZ em impedir a auto-renovacao de
CTLs de LMA bem como o desenvolvimento da leucemogénese. Nesse sentido,
reconhecendo a atividade promissora do BTZ e tendo como base o seu
mecanismo de agao em outros tipos de canceres buscamos investigar os a agao
exercida por este farmaco em CTLs de KG-1a.

Avaliamos o efeito do BTZ na viabilidade das CTL utilizando os
marcadores mieloides CD13, CD33 para caracterizar as células leucémicas e os
CD123, CD34 e CD38 foram também utilizados para detectar o fenétipo CTLs
original. Esses marcadores ja sdo relatados como especificos para identificagdo
de CTLs (MOHD et al., 2023). Nossos dados demonstram que o BTZ causou
uma reducao significativa da populacéo de células CD34, CD13, CD33, CD38 e
CD123 viaveis. Corroborando com nossos achados, Zhou e colaboradores,
2021, avaliaram a capacidade do BTZ em inibir a atividade das células

progenitoras leucémicas em células MV4-11 e THP1 e também observaram
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reducao da viabilidade celular (ZHOU et al., 2021).

E importante ressaltar que os pacientes que apresentam maior proporcao
de células CD34+ CD38- possuem uma sobrevida livre de recidiva
significativamente pior do que pacientes com menor propor¢ao dessas células.
Sobretudo, tendo em vista que as CTLs contribuem para doencga residual minima
(DRM), esses pacientes inevitavelmente possuem uma predisposi¢cao
relativamente alta de DRM. Ultimamente alguns quimioterapicos ja foram
descritos por terem acao nos blastos leucémicos, no entanto, nenhum desses
quimioterapicos utilizados rotineiramente na terapia antileucémica conseguem
eliminar as CTLs.

Nos blastos de LMA, CD123 ¢é aberrantemente expresso em
CD34+/CD38- e ja foi detectado em cerca de 75% da LMA, diferentemente do
encontrado nas CTH e progenitoras normais (SUGITA et al., 2022; PELOSI et
al., 2023). Estudos ja demonstraram que o CD123 é expresso tanto nas CTLs
quanto em blastos leucémicos mais diferenciados e a sua elevada expressao
nos blastos leucémicos se relaciona com um mau prognostico da doenca
(TESTA et al.,2002; TESTA et al., 2019). Arai et al. (2019) demonstraram que a
expressao de CD123 nos blastos de LMA esta associada com a dificuldade na
resposta a quimioterapia de indugéo inicial e sobrevida global. Assim, CD123, é
um alvo atraente para o tratamento LMA e alguns compostos vem sendo
testados. O SL-401 (toxina da difteria geneticamente modificada fundida com
interleucina-3), por exemplo, foi testado por Mani e colaboradores 2019, como
agente de direcionamento de CD133 em pacientes com LMA. Eles observaram
uma indugao potente da citotoxicidade contra LMA uma vez que o composto foi
capaz de atuar tanto nas células CD123+ quanto nos blastos de sindrome
mielodisplasica (MANI et al., 2018). Diferentes agentes terapéuticos
direcionados contra CD123 vém sendo avaliados para o tratamento de LMA. Nos
relatamos aqui o efeito do BTZ em reduzir a populacdo de células CD133
positivas.

Em um estudo com diferentes células de LMA dentre elas a linhagem KG-
1a, Mohd e colaboradores encontraram elevada expressao dos marcadores
mieldides CD13 e CD33 (MOHD et al., 2023). HE et al., 2020 também detectou
uma alta porcentagem de células CD13+ na populacdo de CTLs de LMA,

diferentemente do encontrado na medula éssea de doadores normais (HE et al.,
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2020). Ao analisar a expressao de algumas proteinas de superficie celular de
seis antigenos que normalmente estao associados a CTL de LMA no diagndstico
inicial e na recidiva Haubner e colaboradores 2019, e observou que no
diagndstico inicial, as células da maioria dos pacientes eram positivas para CD33
correspondendo a 96,4% e na recidiva 98,1%, demonstrando assim que esse
fendtipo esta altamente expresso nas células de LMA (Haubner et al., 2019).
Desta maneira, tendo em vista que esses fendtipos estdo superexpressos nas
CTL de LMA, o estudo de drogas que atuem sobre eles surge como uma
estratégia promissora para um melhor direcionamento terapéutico.

Nesse sentido, considerando que os fendtipos, CD123, CD13, CD33,
CD38, CD34, combinam antigenos para deteccdo da DRM (ZONG et al., 2022),
podemos compreender que o desenvolvimento de terapias-alvo utilizando
anticorpos monoclonais € de grande importancia e ultimamente tem se mostrado
efetivo na pratica clinica (GAUTHIER et al., 2023). Além disso, partindo do
pressuposto que as CTLs desempenham um papel critico da recidiva da LMA, o
estudo para o desenvolvimento de novas terapias alvo para as CTLs se faz
necessario e esses marcadores de células tronco oferecem uma proposta
interessante para o direcionamento terapéutico.

Embora na literatura ja se encontre alguns estudos sobre compostos que
atuem nas CTLs de LMA, notavelmente, somos o0s primeiros a estudar sobre o
efeito causado pelo BTZ nesse tipo de linhagem. Diante disso, 0s nossos
resultados obtidos mostram que o BTZ pode servir como uma importante
ferramenta para eliminar as CTLs tendo como alvo os marcadores acima citados
onde o farmaco exerceu efeito ao reduzir a populagao de células viaveis.

A inibicdo do proteassoma induz morte celular apoptética uma vez que
leva ao acumulo de proteinas mal dobradas e ubiquitladas o que
consequentemente possibilita a degradacdo de fatores pro-apoptoticos. A
principal caracteristica dos inibidores proteassomais € a sua capacidade de
interromper diferentes vias de sinalizagao celular e atuar no microambiente da
medula Ossea. Além disso, alguns estudos ja demonstraram que esses
inibidores sao capazes de inibicado da progressao do ciclo celular, angiogénese,
proliferacao celular e induzir morte celular apoptatica (TAN et al., 2019).

Investigamos a morte celular por apoptose induzida pelo BTZ em células

KG-1a a partir da avaliacao da ativacao de caspase-3 e clivagem de PARP1. A
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proteina PARP1 desempenha um papel muito importante na morte celular por
apoptose sendo considerada como um alvo terapéutico em alguns tipos de
cancer (LU et al.,, 2022). Nossos resultados demonstram que o BTZ induziu
aumento significativo na ativacdo da caspase-3 e PARP clivada nas células KG-
1a tratadas na concentracdo de 2 uM. Em conformidade com nosso achado um
estudo avaliou a citotoxicidade do BTZ em combina¢cdo com daunorrubicina em
linhagens de células de leucemia linfoblastica aguda de células T (LLA-T) e
demonstraram que o co-tratamento com BTZ e daunorrubicina aumentou
significativamente a ativacdo da caspase- 3, -8 e -9 (DU et al., 2017). Em células
de MM o tratamento combinado de BTZ com MPT0G413 também causou
aumentos consideraveis nos niveis de PARP clivada e caspase-3 (HUANG et
al., 2019) sugerindo morte celular por apoptose.

De acordo com nossos resultados podemos sugerir que 0 mecanismo de
acao do BTZ em células KG-1a afeta eventos que interferem na morte celular
por meio da ativacdo das caspases-3, alterando a expressao da proteina PARP
clivada. Ainda corroborando com os nossos achados, Maletzke e colaboradores,
2022 detectaram a clivagem de PARP e um aumento da sua expressao em
algumas linhagens de células de LLA que foram submetidas ao tratamento com
inibidores de proteassoma e dentre eles o BTZ, sustentado a ideia de que os
inibidores proteassomais induzem morte por apoptose em LLA (MALETZKE et
al.,2022).

Sabe-se que a mitocdndria € uma organela que além de suas multiplas
fungbes metabodlicas exerce papel central na regulacdo da morte celular
apoptética, isto porque, apds a inducdo de apoptose a membrana externa
mitocondrial se torna permeavel induzindo a célula a morte. Esse processo
envolve a liberagédo de citocromo C das mitocdndrias e consequentemente a
ativagcao da caspase (BOCK & TAIT, 2020). A fim de confirmar a morte celular
apoptética, avaliamos a despolarizacdo da membrana mitocondrial. Nossos
resultados demonstraram que o BTZ foi capaz de reduzir o potencial de
membrana nas células KG-1a, caracteristica de morte por apoptose. Além disso,
ensaio de reversao com inibidor de apoptose ZVAD mostrou que o tratamento
com o inibidor preveniu a apoptose induzida pelo BTZ sugerindo que o BTZ induz
morte celular apoptotica envolvendo a participagao de caspases.

74



A fim de elucidar a consisténcia dos dados obtidos anteriormente sobre
morte apoptética induzida pelo BTZ em células KG-1a, realizamos o ensaio com
YOPRO-1 e IP. Nossos resultados reportam que BTZ reduziu as células viaveis
e induziu um aumento significativo nas células em apoptose, sugerindo que esse
pode ser um mecanismo de morte induzida pelo BTZ em células KG-1a.
Consistente com nossos achados, Maletzke et al.,2022 em um ensaio com
células de linhagem de LLC, BV-173, observou que o BTZ induziu morte por
apoptose em 84,1% deixando apenas 13,2% de células viaveis mostrando assim
que o tratamento com inibidores de proteassoma induziu apoptose em células
de LLA (MALETZKE et al.,2022). O BTZ também induziu morte celular por
apoptose em células de LMA MV4-11 e THP1 (ZHOU et al., 2021).

Atualmente as ERO sao conhecidas como subprodutos téxicos do
metabolismo aerdbio sendo reconhecidas por regular a sinalizagado da célula, por
este motivo é importante se manter os niveis de ERO para preservar capacidade
de auto-renovacdo das CTHSs. Por outro lado, as CTLs também exibem baixos
niveis de ERO, porém, diferente das CTH elas necessitam de oxigénio para
satisfazer suas necessidades energéticas metabdlicas através da respiragao
mitocondrial. Em contrapartida, os blastos leucémicos possuem elevados niveis
de ERO que lhes possibilitam a capacidade de renovagdo. Sendo assim,
diversos estudos sustentam a ideia da importancia da sinalizacdo redox na
regulacdo da diferenciacdo celular, levando em consideracdo a hematopoese
(ROMO-GONZALEZ et al., 2022).

Dessa forma, compostos capazes de induzir estresse oxidativo tem sido
fortemente implicado no direcionamento de CTLs, isto porque o aumento da
oxidacdo embora por si s ndo seja suficiente para o tratamento da LMA esta
associado a auto-renovacao reduzida que consequentemente induzira a
diferenciagcdo ou morte das células hematopoiéticas (MPAKOU et al., 2021).

A literatura mostra que as células cancerosas exibem niveis elevados de
estresse oxidativo em comparagéo as células normais (GALADARI et al., 2017)
e ja é descrito também que a inibigao do proteassoma aumenta os niveis de ERO
(CORRALES-MEDINA et al 2015). Sendo assim, avaliamos os niveis de ERO
em células KG-1a tratadas com o BTZ.

Em nosso trabalho, observou-se um aumento da expressao de superdxido

mitocondrial apds o tratamento com BTZ em células KG-1a. Mpakou e
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colaboradores investigaram a capacidade do BTZ de sensibilizar células de LMA
para a decitabina em termos de viabilidade celular e diferenciacédo e
demonstraram que o BTZ em tratamento combinado com a decitabina
apresentou atividade sinérgica sendo capaz de produzir estresse oxidativo, que
2021).

Adicionalmente, realizamos o0 ensaio de reversdao com inibidores
farmacolégicos para confirmar os resultados obtidos com o experimento anterior.
Observamos que o inibidor reverteu a producdo de ERO induzida pelo BTZ
reforcando que o BTZ realmente aumenta os niveis de ERO conforme
demonstrado em experimento anterior. Corroborando com os nossos achados,
o tratamento com BTZ em células de leucemia e linfoma humano de diferentes
origens demonstrou morte celular associada ao aumento da geracdo de ERO
(GODA et al., 2015). Em combinagdao com o acido hidroxamico suberoylanilida
(SAHA), o BTZ foi testado em carcinoma de nasofaringe (NPC) e semelhante
aos nossos achados foi observado um aumento na producdao de ERO. Além
disso, ao utilizar o sequestrador de ROS, N-acetilcisteina foi observado uma
reducdo nos efeitos apoptéticos do bortezomib/SAHA, enquanto o inibidor de
caspase Z-VAD-FMK suprimiu significativamente a apoptose sem diminuir a
geracao de ERO (HUI et al., 2013).

Levando em consideracdo que as ERO exercem papéis importantes
sinalizacao celular no cancer, compostos capazes de induzir estresse oxidativos
tem sido fortemente implicado no direcionamento de CTLs, isto porque o
aumento da oxidagdo embora por si s6 ndo seja suficiente para o tratamento da
LMA esta associado a auto-renovacgao reduzida que consequentemente induzira
a diferenciacdo morte das células hematopoiéticas (MPAKOU et al., 2021).

Ja é compreendido que na morte por apoptose a célula passa por uma
cascata de eventos bioquimicos que leva a alteragcdes morfolégicas que incluem
a retracdo, perda de aderéncia com a matriz extracelular, branqueamento de
membranas, condensag¢ao da cromatina, encolhimento citoplasmatico, formacgéao
de corpos apoptéticos (pequenas vesiculas) além de fragmentacdo do DNA
(GALLUZZI et al., 2018; CHEHADE et al., 2021).

Sabe-se a via do proteassoma esta vinculada na regulagao do ciclo celular

e apoptose por meio da manutengao do equilibrio de diferentes proteinas
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reguladoras com destaque para as como ciclinas, as proteinas oncogénicas e
supressoras tumorais bem como os fatores de transcricdo génica (ZHANG et al.,
2020). Analisamos a distribuicdo do ciclo celular em células KG-1a e observamos
que o tratamento com BTZ com todas as concentragbes testadas, induziu
fragmentacdo no DNA, demonstrado pelo maior percentual de células na fragao
sub GO/G1. Nossos dados sugerem que o BTZ induz morte celular com
fragmentacdo do DNA internucleosomal. Corroborando com nossos achados, o
BTZ também induziu aumento de sub-GO/G1 em células de carcinoma de
pulmdo A549 (WANG et al.,, 2022). Em combinacdo com chidamida, o BTZ
também aumentou o percentual de células em sub-G0/G1 em células MGC-803
e BGC-823, indicando apoptose (ZHANG et al., 2020). Barbosa e colaboradores
2019, avaliaram o efeito do BTZ em combinagdo com o inibidor MK-1775 no ciclo
celular das células de MM também observaram aumento de células na fragédo
sub-G0/G1 (BARBOSA et al., 2019).

Alguns estudos tém demonstrado em algumas linhagens cancerosas que
inibidores proteassomal inibem a degradacao de proteinas alvo reguladoras do
ciclo celular regulando a sua progressao. No entanto, ainda ha pouquissimos
relatos sobre o efeito do BTZ no ciclo celular das células de LMA. Aqui relatamos
que o BTZ induz fragmentagcdo no DNA de células KG-1a, confirmando nossos
resultados anteriores sobre a morte celular por apoptose induzida pelo BTZ.

Levando em consideracdo que alteracbes genéticas estdo associadas
com a sucessao e eventos que ocorrem nas células cancerosas fizemos a
analise da expressao génica que revelou que o BTZ exerce efeito sobre a
expressao de alguns genes que fazem parte das vias NF-kB, WNT/B-catenin,
NOTCH, EGFR, JAK/STAT, PI3K/AKT/MTOR, TGF-beta/SMAD, PPAR, além
dos genes que estdo associados com estresse oxidativo, apoptose e transicao
epitélio mesenquimal. Nossa analise revelou que o BTZ atua aumentando ou
diminuindo a expressao dos genes acima citados.

Tendo em vista que essas vias estdao associadas ao desenvolvimento
tumoral, estuda-las € de grande importancia para o desenvolvimento de novas
terapias anti LMA. Um estudo demonstrou que genes da via JAK / STAT tiveram
a sua expressao reduzida apos o tratamento com BTZ em combinagdo com o
ruxolitinibe sugerindo que a inibicdo de JAK pode ser uma estratégia terapéutica
para o tratamento de MM (DE OLIVEIRA et al., 2017). O BTZ exibiu efeito na
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proliferacdo e apoptose de células de mieloma por meio da ativagado da via de
sinalizagao Wnt / B-catenina demonstrando que o composto pode reduzir o nivel
de expressao das proteinas relacionadas com a via de sinalizagcdo bem como
inibir a proliferacdo celular e acelerar a apoptose (DAl et al., 2020). Ja foi
relatado que certos pacientes com leucemia de células T do adulto a sinalizagéo
Notch-1 juntamente com a ativagcdo constitutiva da via do fator nuclear-kB se
mantiveram aumentadas e que o BTZ em combinagdo com romidepsina teve a
sua eficacia aumentada no bloqueio da via Notch-1 (YU et. al. 2015).

Curiosamente nossos dados revelam que o BTZ exerce a¢ao codificando
o inibidor NFKBIB. Assim, os dados demonstraram que o BTZ supostamente
induz morte celular pela regulacdo positiva de NFKBIB (NF-Kappa-B Inibidor
Beta), que se trata de um gene inibidor da via NF-kB. Ja é descrito que NF-kB é
constitutivamente ativo na LMA e que esta associado com a capacidade das
células leucémicas proliferarem-se e resistirem aos mecanismos de morte
celular programada (RODRIGUES et al.,2021). O BTZ ja é conhecido por inibir
fator nuclear interferindo assim com a sobrevivéncia celular mediada por NF-kB,
o crescimento do tumor e a angiogénese (NCI, 2020). Baseando-se nesses
pressupostos, € nos resultados obtidos pelo ensaio de expressao génica,
avaliamos os niveis de expressao de NFkB em células KG1a tratadas com BTZ.
Nossos dados demostraram o BTZ foi capaz de reduzir a expressdao de NF-kB
p65(pS536) sugerindo assim que o composto atua nesse sitio de fosforilagdo da
via NF-kB. Corroborando com nossos achados, ROBAK & ROBAK 2019, ja
demonstraram que a acao antineoplasica do BTZ se da principalmente por meio
da inibicdo do fator nuclear kB onde se encontra componentes da via associados
a proliferacao celular, apoptose e angiogénese. (ROBAK & ROBAK, 2019).

Um estudo demonstrou a expressao aumentada de NF-kB em amostras
de medula 6ssea de 103 pacientes com LMA, constatando que a expressao
estava aumentada em 80,5% (83 de 103) desses pacientes com LMA sugerindo
assim que esse fator nuclear desempenha um papel fundamental na
sobrevivéncia de células leucémicas (DARWISH et al., 2019). Ja foi relatado
que NF-kB é constitutivamente ativado em CTLs de LMA (GUZMAN et al., 2001)
e quando ativado constitutivamente pode ativar transcricionalmente os genes
Bcl-2 e Bcl-XL (fatores anti-apoptéticos/pro-sobrevivéncia), e assim proteger as

células tumorais de estimulos apoptoéticos associados a varios agentes
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quimioterapicos (DARWISH et al., 2019).

Por fim, avaliamos a atividade antileucémica do BTZ em modelo in vivo
utilizando camundongos NSG inoculados com células KG-1a. Nesse ensaio
utilizamos modelos de camundongos imunossuprimidos e focamos
principalmente nas células de LMA da medula 6ssea. Nossos dados revelaram
que o farmaco foi capaz de reduzir as células leucémicas na medula éssea
sangue dos animais, sugerindo assim que o BTZ apresenta capacidade de
eliminar células de LMA em modelo in vivo. Semelhante aos nossos achados,
ZHOU e colaboradores, 2021, demonstraram que o BTZ suprimiu a proliferacao
celular e a funcédo das CTLs e inibindo a progressao de célula leucémicas em
camundongos NOD/SCID-IL2Ry (NSG) inoculados com células de linhagem de
LMA MLL-AF9 (ZHOU et al., 2021). O BTZ em combinagdo com o inibidor
MK1775 demonstrou atividade anti-MM e eficacia ao erradicar células-tronco do
MM em modelos in vivo, onde pds tratamento, os animais tiveram uma taxa de
crescimento tumoral significativamente mais lenta e além disso, ndo tiveram
alteracdes de peso bruscas durante o periodo de tratamento. (LIANG et al.,
2020). Em ensaios in vivo com células de cancer colorretal, o BTZ em
combinacdo com ICG (indocianina verde) mostraram excelente inibicdo de
células tumorais devido ao efeito combinado (QING et al., 2021). Esses dados
mostram a eficdcia do BTZ tanto isoladamente quanto em combinagdo com
outros farmacos, bem como indicam a auséncia de toxicidade causada pelas
doses aplicadas dos farmacos. Nossos resultados sustentam a ideia da atividade

antitumoral exercida pelo BTZ.
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7. Conclusao

Em nosso trabalho demonstramos que o tratamento com o BTZ além de
ser citotoxico para diferentes linhagens de células cancerosas, induziu morte
celular de células de LMA KG-1a, bem como reducao da viabilidade de CTLs,
induziu fragmentacdo do DNA, aumentou a expressao de caspase-3 ativa e
PARP clivada, e seu efeito foi parcialmente prevenido com o uso de um inibidor
de caspase, indicando morte celular por apoptose. Além disso, observamos que
o BTZ aumentou significativamente os niveis de ERO. A analise da expressao
génica revelou que o BTZ exerce acdo sobre uma variedade de genes
associados ao cancer e interferiu na atividade da via de sinalizagdo do NF-kB.
BTZ também se mostrou eficaz na inibicdo tumoral em modelo animal com
xenotransplante de células de leucemia hamana. Nessa perspectiva, a atividade
antileucémica desempenhada pelo BTZ surge como uma estratégia promissora

para o tratamento de LMA.
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Tabela 6 - Efeito do BTZ na expressao génica em células KG-1a.

Function/Assay Gene Gene Name RQ
ID Symbol CTL BTZ

NFkB pathway

Hs00765730_m1 NFKB1 nuclear factor kappa B subunit1  1.00 0.78

Hs00174517_ml NFKB2 nuclear factor kappa B subunit2  1.00 1.83

Hs00153283_m1 NFKBIA NFKB inhibitor alpha 1.00 1.90

Hs00182115 m1l NFKBIB NFKB inhibitor beta 1.00 2.21

Hs00153294 m1l RELA RELA proto-oncogene, NF-kB 1.00 291
subunit

Hs00232399 m1l RELB RELB proto-oncogene, NF-kB 1.00 7.31
subunit

WNT/B-catenin pathway

Hs00181051 ml APC APC, WNT signaling pathway 1.00 2.17
regulator

Hs00793391 ml1  CSNK1Al casein kinase 1 alpha 1 1.00 1.35

Hs00170025_m1 CTNNB1 catenin beta 1 1.00 1.38

Hs00275656_m1 GSK3B glycogen synthase kinase 3 beta 1.00 1.63

Hs00228741_m1 WNT10A wnt family member 10A n.d. n.d.

Hs00559664_m1 WNT10B Wnt family member 10B 1.00 1.25

Hs00257131_m1 WNT2B Wnt family member 2B n.d. n.d.

Hs00362452_m1 WNT6 Wnt family member 6 n.d. n.d.

Hedgehog pathway



Hs00368306_m1
Hs00171790_m1
Hs00257977_m1
Hs00181117_m1
Hs00179843 m1

Hs00170665_m1

Hs00171981 m1

NOTCH pathway

Hs00194509 m1

Hs01085096_m1

Hs00164982_m1
Hs00171432_m1
Hs01062014_m1
Hs01050702_m1
EGFR pathway

Hs01099999 m1l
Hs01076078_m1
Hs00364282_m1

Hs01046830_m1

DHH

GLI1

GLI2

PTCH1

SHH

SMO

SUFU

DLL1

DLL3

JAG1

JAG2

NOTCH1

NOTCH2

EGF

EGFR

KRAS

MAPK1

desert hedgehog
GLI family zinc finger 1
GLI family zinc finger 2
patched 1
sonic hedgehog
smoothened, frizzled class
receptor
SUFU negative regulator of

hedgehog signaling

delta like canonical Notch ligand
1
delta like canonical Notch ligand
3
jagged 1
jagged 2
notch 1

notch 2

epidermal growth factor
epidermal growth factor receptor
KRAS proto-oncogene, GTPase
mitogen-activated protein kinase

1

n.d.

1.00

n.d.

1.00

n.d.

n.d.

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

n.d.

1.00

1.00

n.d.

1.08

n.d.

0.19

n.d.

n.d.

1.63

n.d.

n.d.

2.79

1.47

0.83

0.94

26.61

n.d.

1.09

1.42



Hs00234119 _m1l RAF1

Hs00269660_s1 RHOB

JAK/STAT pathway

Hs01026983_m1 JAK1
Hs01078136_m1 JAK2
Hs00169663_m1 JAK3

Hs01013989 m1  STAT1

Hs00374280_m1 STAT3

Hs00273500 m1  STATSB

Hs00598625 m1  STAT6

PI3K/AKT/MTOR pathway

Hs00178289_m1 AKT1

Hs01086102_m1 AKT?2

Hs00234508 m1 MTOR

Hs00904054_m1 PIK3C2A

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

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

1.57

n.d.

1.23

0.69

n.d.

2.45

3.09

2.53

1.56

1.85

2.21

2.43

2.02



Hs00176908_m1

Hs00907957_m1

Hs02621230_s1

PIK3C3

PIK3CA

PTEN

TGF-beta/SMAD pathway

Hs01054576_m1
Hs00183425 m1
Hs00929647_m1
Hs00178696_m1
Hs00998133_m1
Hs00234244 _m1
Hs01086000_m1
PPAR pathway

Hs00947536_m1

Hs04187066_g1

Hs01115513_m1

Hs01016719_m1l

Hs00991677_m1

FOXO1

SMAD2

SMAD4

SMAD7

TGFB1

TGFB2

TGFB3

PPARA

PPARD

PPARG

PPARGCI1A

PPARGC1B

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
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

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

n.d.

1.00

1.59

2.00

0.73

0.55

2.17

1.14

3.07

1.38

n.d.

n.d.

1.86

2.00

9.98

n.d.

0.76



Oxidative stress
Hs00943350_g1
Hs00178247 _m1l

Hs00167309_m1

Hs01555214 g1
Hs00917067_m1
Apoptosis

Hs00559441 m1

Hs00188930_m1

Hs00180269_m1

Hs99999018_m1

Hs00609632_m1

Hs00234387_m1
Hs00169152_m1

Hs00219876_m1

Hs00538709_m1

Hs00531110 m1

GSTP1

OXSR1

SOD2

TXN

TXNRD1

APAF1

BAD

BAX

BCL2

BID

CASP3

CASP7

DIABLO

FADD

FAS

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

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

2.10

0.95

1.48

1.70

6.26

1.74

2.17

1.40

0.62

1.43

1.37

1.01

1.39

1.03

4.93



Hs00242302_m1
Autophagy

Hs01047860 gl
Hs00223937_m1
Hs00169468 m1
Hs00186838_m1

Hs01076567_g1

Hs00797944 sl

Necroptosis

Hs00169407_m1

Hs01572686_m1

Hs01011177 g1l

Epithelial-mesenchymal transition

Hs00170423_m1

Hs00195591 m1l

Hs00950344_m1

PARP1

ATG12

ATG3

ATG5

BECN1

MAP1LC3A

MAP1LC3B

RIPK1

RIPK2

RIPK3

CDH1

SNAI1

SNAI2

poly(ADP-ribose) polymerase 1

autophagy related 12
autophagy related 3
autophagy related 5

beclin 1

microtubule associated protein 1

light chain 3 alpha

microtubule associated protein 1

light chain 3 beta

receptor interacting
serine/threonine kinase 1

receptor interacting
serine/threonine kinase 2

receptor interacting

serine/threonine kinase 3

cadherin 1

snail family transcriptional
repressor 1

snail family transcriptional

repressor 2

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

n.d.

1.00

n.d.

0.51

1.63

0.56

1.47

0.67

n.d.

5.53

1.96

1.93

1.96

n.d.

11.86

n.d.



Hs01018996_m1

Hs00361186_m1

Hs00185584_m1

Hs00232783_m1

Hs00207691_m1

SNAI3

TWIST1

VIM

ZEB1

ZEB2

snail family transcriptional
repressor 3
twist family bHLH transcription
factor 1
vimentin
zinc finger E-box binding
homeobox 1
zinc finger E-box binding

homeobox 2

1.00

1.00

1.00

1.00

1.00

0.25

0.16

S

1.2

12.34

As Células KG-1a foram tratadas com 2 puM de BTZ por 12 h. O controle negativo

(CTL) foi tratado com o veiculo (0,2% DMSO) utilizado para diluicdo do composto

testado. Apds o tratamento, o RNA total foi isolado e transcrito reversamente. A

expressao génica foi detectada usando TagMan® array plate 96 plus fast (#4413256).

Os genes GUSB, HPRT1 e GAPDH foram utilizados como genes endégenos para

normalizacéo. Os valores representam a quantificacao relativa (RQ) em comparacao

com o calibrador (células tratadas com o controlo negativo). Os genes foram

considerados regulados positivamente se RQ = 2 e regulados negativamente se RQ

<0, 5. N.d. Nao determinado.
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Keywords: Acute myeloid leukemia (AML) remains the most lethal of leukemias and a small population of cells called

Acute myeloid 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/B-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
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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 recurrence 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.
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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::RUNX1T1 fusion; AML with
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CBFB::MYH11 fusion; AML with DEK::NUP214 fusion; AML with
RBM15::MRTFA fusion; AML with BCR::ABL1 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 alternatives due to age. Thus, the disease has a
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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