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RESUMO

O mesilato de imatinibe € um inibidor seletivo da proteina Bcr-Abl usado para
tratamento dos pacientes com Leucemia Miel6ide Crénica (LMC). Entretanto, sua
efichcia € comprometida com o aparecimento de casos de resisténcia. Os produtos
naturais sdo amplamente utilizados como alternativa terapéutica por possuirem
compostos com atividades biologicas e farmacoldgicas variadas, dentre elas atividade
antitumoral. A combinacdo de quimioterapicos com produtos de origem natural tém
sido testadas para superar a resisténcia medicamentosa. Neste estudo o efeito isolado
e combinado do mesilato de imatinibe com diferentes produtos naturais na proliferacédo
celular de células leucémicas K562 e K562-Lucena foi avaliado pelo método de MTT.
O efeito da interagdo entre as substancias naturais e o mesilato de imatinibe foi
determinado e o indice de reducédo de dose calculado pelo software CompuSyn. A
citometria de fluxo foi usada para investigar o efeito das substancias teste sobre a
atividade da P-gp por meio da coloracdo Rh123, bem como avaliar a capacidade de
induzir a apoptose usando a dupla coloracdo de iodeto de propideo e anexina V e
quantificar a atividade de caspase-3/-7. Entre os terpenos analisados, o acido ursélico
e as substancias FAR2015056 e FAR2016018 apresentaram citotoxicidade com ICso
entre 14 uM a 32,8 uM em K562 e 13,1 uM a 86,4 uM na linhagem resistente, com
destaque para o acido betulico que apresentou melhor resultado de ICso de 8,6 UM
para a K562 e 12,5 uM para a linhagem resistente. As combinacdes nédo apresentaram
toxicidade em células ndo tumorais NIH/3T3. A avaliacdo do efeito da interacdo entre
as substancias naturais e o mesilato de imatinibe mostrou que todas as substancias
apresentaram efeito sinérgico na totalidade das concentracdes testadas, em ambas
as linhagens. O acido betulinico e a FAR2016018 apresentaram os melhores
resultados de sinergismo com CI<0,8 nas 5 menores concentracdes e também o
melhor indice de reducédo de doses. Os testes de morte celular demonstraram que o
tratamento combinado foi capaz de induzir morte celular por apoptose e aumento da
atividade das caspases-3/-7. O acido Betulinico e FAR2016018 apresentaram as
caracteristicas esperadas para uma combinacdo ao apresentarem maior acao

farmacolégica na menor dose, na linhagem resistente K562-Lucena.



Palavras-Chave: Resisténcia ao imatinibe. Acido betulinico. Glicoproteina-P.
Apoptose. Combinacéo.



ABSTRACT

Imatinib mesylate is a potent and selective inhibitor of Bcr-Abl protein used for chronic
myeloid leukaemia treatment (CML), despite the selectivity, some resistance have
been reported for imatinib treatment, on the other hand, natural products are a rich
source of bioactive compounds used in therapeutic for different conditions and
diseases due to a pleiotropy of activities, including antitumoral. The combination of
natural products and conventional chemotherapy is emerging as an alternative to
conteract the resistance to conventional chemotherapy. Herein we have evaluated the
combination of imatinib mesylate and natural products on K562 and K562 Lucena cell
proliferation. Proliferation was assessed using MTT method and synergism between
imatinib mesylate and natural products was calculated usin CompuSyn software. Flow
cytometry was used to acssess apoptosis (annexin V and propidium iodide), Pgp
activity (Rhodamine 123 extrusion assay) and caspase 3/7 activity (FLICA assay).
Among the substances tested, betulinic acid, FAR2015056 and FAR2016018 have
best activity on K562 cells with IC50 ranging from 14mM to 32mM, on K562 Lucena
the IC50 was ranging from 13.1mM to 86.4mM. Betulinic acid was the compound with
best performance with an IC50 of 8.6mM and 12.5mM for K562 and K562 Lucena,
respectively. When combined with imatinib mesylate, all compounds tested have
synergistic effect on cytotoxicity on K562 and K562 Lucena cells and among tested
combinations, betulinic acid and FAR2016018 in association with imatinib mesylate
displayed the best combination (CI<0.8) and concentration reduction indexes. Betulinic
acid and FAR2016018 association with imatinib mesylate triggered higher rate of
aopotosis when compared with compounds alone, this increase was due to an
increase in caspase 3/7 activity. Also, Betulinic acid and FAR2016018 combination
with imatinib mesylate were effective against the MDR cell line K562 Lucena with

characterist synergism with higher activity with a lower concentration.

Key Words: Resistance to imatinib. Betulinic acid. P-glycoprotein. Apoptosis.
Combination.



Minha vozinha querida Mirinha (in
memorian), sei que a senhora sempre torceu
muito por mim. Por bem pouco vocé ndo me
viu mestra. Essa conquista também é sua! Te

amo tanto que até doi!

“Eu entendi que a saudade € como o
amor, nunca para de crescer. Porque aqueles
gue amamos fazem parte do que nés somos,

mesmo estando longe”.

(autor desconhecido)



AGRADECIMENTOS

Enfim, &€ chegada a hora de agradecer a todos aqueles que me ajudaram nesse
momento de muito trabalho, esforco e sacrificio. Vocés ndo tém ideia como a familia
e 0s amigos foram importantes! Durante esses dois anos reencontrei amigos de longa
data e fiz novos. Conheci pessoas maravilhosas (que guardarei pra sempre em meu
coracao) e outras nem tanto, mas que também foram essenciais pra me fazer mais
forte e poder superar os obstaculos que me impuseram nesta dificil caminhada. N&o
sei se tudo o que fiz foi suficiente, mas tenham a certeza que dei o meu melhor
sempre. O aprendizado foi imenso! A todos que me fizeram sentir querida neste
momento, 0 meu obrigada, de coracao!

Agradeco a Deus por ter me permitido ficar em pé e me dado forca nos
momentos de tristeza e desanimo e em ter me guiado para conquistar esse sonho
guardado ha anos, que eu na verdade nem achava que iria mais realiza-lo. A Ele toda
honra e toda gloria!

Ao meu marido Denis e meu filho Gustavo pela mega paciéncia que tiveram
comigo no decorrer desse estressante mestrado, compartilhando minhas alegrias e
frustacdes. Desculpem a minha chatice maior do que de costume e obrigada por me
apoiarem e aturarem! Amo vocés além da conta!

Aos meus pais Angela e Adilson por todo amor e por sempre batalharem para
dar a melhor educacdo para mim e meus irmaos. Que VvOcés sempre possam se
orgulhar de mim! Amo muito vocés!

Aos meus irmaos, minhas sobrinhas, cunhadas e cunhados pela torcida e
companheirismo, em especial minha maninha Biela que me ouviu reclamar e chorar
tantas vezes.

Aos meus sogros Joéo e Crilzete pelo carinho, atencao e incentivo em todos 0s
momentos. Vocés sdo muito especiais!

Ao meu amigao de quatro patas Theo, que sempre me recebe com tanto amor
e alegria ao chegar em casa, além de ter passado varias madrugadas ao meu lado,
enguanto eu escrevia esta dissertacdo. Nunca imaginei te amar tanto!

A todos os meus familiares: tias, tios e primos que, apesar da distancia, sempre
torcem por mim. Amo todos vocés!

Ana Tereza Guerrero, como te agradecer por tanto apoio e dedicacado? Esse
mestrado sO aconteceu gragas a vocé que me deu aquele empurrdozinho para fazer
a inscricdo no mestrado. Me inscrevi tdo timidamente e sem muita esperanca e
quando vi ja tinha sido aprovada. Pensou que sua contribuicdo tivesse acabado ali,
né? Claro que nao! Me ajudou em cada passo: pré-qualificacao, qualificacao e defesa.
Desculpa tanto trabalho! Vocé é super especial! Te devo essa e muitas outras! O
"caféum” é por minha conta!



Aos meus orientadores André e Renata por terem aceitado o desafio de me
orientar. Cheguei meio perdida no inicio, com muitas incertezas e medo, e, apesar
dos momentos dificeis e muito choro, no final tudo se ajeitou. Obrigada pela
oportunidade e ensinamentos.

A professora Fatima por abrir as portas do laboratério para que eu pudesse
desenvolver este projeto.

Aos membros da banca, profd. Dr2. Vania Claudia Olivon e prof2 Dr2 Simone
Schneider Weber por aceitarem participar da banca avaliadora e contribuir para
melhorar este estudo.

Ao secretario do Programa de Pds-Graduagdo em Farmacia, Luiz Fernando
Dall Onder, por sempre me atender tdo bem e tentar me acalmar nas datas das
apresentacoes.

Aos amigos da Bahia e Recife, representados aqui pelo Marcio, Dionei e
Elisangela. Agradeco o carinho, a torcida e as palavras de incentivo, essenciais nos
momentos mais dificeis desta caminhada. Vocés sdo muito importantes para mim!

Aos amigos do Laboratério de Farmacologia Molecular: Renata, Marcitcha
Vidal, Marcinha, Léo e Priscila. Obrigada por me fazerem entender que o0 que importa
é fazermos o nosso melhor, mesmo que nem sempre as coisas acontecam como
planejamos. Renata, agradeca ao seu esposo Rafael por mim! Ele foi dez!

A super, mega, power, advanced, the best, Ana Paula Font&o. Obrigada pelo
apoio, explicacGes e ajudas nos experimentos. O que seria de mim sem sua ajuda?
Muito, muito, muito obrigada por tudo e esse muito ainda € pouco perto do que vocé
fez!

Andréa Surrage, vocé ressurgiu em minha vida na hora que mais precisava. Te
agradeco imensamente pelo tempo disponibilizado para ler meu trabalho, pelas
colocacdes super bem-vindas e pelos longos anos de amizade. Valeu também por
toda brincadeira e carinho. Te admiro muito!

Aos amigos da Farmacologia Aplicada que me socorreram quando tive
problemas com meus experimentos: André "Chuxu" (é assim mesmo, com ch e x!),
Fatima, Thadeu, Tatiana, Mariana, Carmen, Elaine e Léo Seito. Desculpa ter te
deixado sem almocar, Léo! Muito obrigada por todas as dicas e ajudal

Aos amigos "ex" Farmacologia Aplicada que também torceram muito por mim
e sempre me deram palavras de incentivo, representados aqui por Carlitos Bizarro e
Maria do Socorro (Soc).

As amigas do Laboratdrio de Cultivo Celular e Biologia Molecular da UFMS:
Kamylla, Carol, Magali, Mel, Giovanna, Lanna, Alessandra, Stephanie e Camilla.
Meninas, vocés sao maravilhosas!



Destaco aqui a parceria de peso com minha querida amiga de turma do
mestrado e de laboratério, Camilla Nantes. Vocé fez toda a diferenca na minha vida
académica. Muito obrigada!

A todas as minhas amigas de turma de mestrado, em especial a minha eterna
dupla Raissa! Tamojunto duplaaa! Valeu merrmo!

Aos amigos da Fiocruz Mato Grosso do Sul pela imensa torcida e carinho! Em
especial a Maria Tereza e ao Thiago que passaram a pouco pelo sufoco do mestrado
e me encorajaram a seguir em frente, apesar de todas as dificuldades e a amiga
Zoraida por dedicar seu precioso tempo e ler meu trabalho todas as vezes que
antecederam as apresentacdes. Muito obrigada por todas as correcdes, dicas e ombro
amigo nos momentos de chorord!

As amigas do IFF-Fiocruz/RJ, Dudinha e Julieta, pelo carinho e palavras de
incentivo em todos os momentos! Saudades de vcs!

Aos amigos e professores da Escola Politécnica de Saude Joaquim Venancio
— Fiocruz/RJ, local aonde tudo comecou. Nao imaginaria a importancia que um curso
técnico teria na minha vida pessoal e profissional. Fiz amigos para vida toda e aprendi
muito! Agradeco a cada um!

Aos amigos do Departamento de Patologia do IOC-Fiocruz/RJ, primeiro local
que estagiei e me fez apaixonar pela vida cientifica! Agradeco em especial aos meus
mestres Dr. Henrique Lenzi (in memorian) e Luzia Caputo.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para que este projeto se
realizasse. Serei eternamente grata!



“Podemos dizer que o cientista vive em
dois mundos. De um lado, o mundo ordinério,
0 mundo publico, que ele divide com os outros
seres humanos. De outro, um mundo privado
onde a pesquisa transcorre; um mundo com
paixdes, exaltacdes, desesperos; mundo
onde se pode subir aos céus ou descer aos

infernos”.

(Francois Jacob)



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: ICso das substancias teste frente as linhagens K562 e K562- Lucena.
Valores obtidos a partir dos ensaios de citotoxicidade com tratamento de

Tabela 2: indice de combinacéo (Cl) e indice de reducdo de dose (DRI) de cada
combinacgao nas linhagens K562 e K562-Lucena.............ccceevvveevvevevninnnnnns 51



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estimativa de Cancer no Brasil por regido e por género, para o biénio
2018/2019...ccii ettt a e e aaaaaas 20

Figura 2: Representacdao espacial das taxas brutas de incidéncia de leucemia no
Brasil, estimadas para o ano de 2018/2019, segundo a Unidade da

L =T0 =] = Tor= [0 J TP PR PPRPPP 21
Figura 3: Formacao do cromossomo Philadelphia (Ph), resultante da translocacao dos
cromossomos 9 (gene ABL) € 22 (geNe BCR)......coovvveeeeeiiiiiiiiiiiiiieee 23
Figura 4: Estrutura quimica do mesilato de imatinibe..............c.cccceeeeiiiiiiiiiiiiinnn, 27
Figura 5: Mecanismo de acdo do mesilato de imatinibe...............ccccceeeeiiiiiiiniiiiiinnnn, 28

Figura 6: Grafico representativo do crescimento celular nas linhagens leucémicas K-
562 € KB5B2-LUCENA. .. ..cceeiieeeeieeiie ettt e e e e e e e e ennes 43

Figura 7: Atividade das substancias teste sobre a atividade da glicoproteina P em
CEIUIAS KB5B2-LUCENA. ...ttt ee e e e e 44

Figura 8: Avaliacdo da viabilidade celular nas linhagens K562 e K562-Lucena ap0s
tratamento de 48 h com diferentes concentracdes do mesilato de imatinibe,
acido betulinico e combinagoes...........ccooeviiiiiiiiii e 46

Figura 9: Avaliacdo da inducado de apoptose das células K562-Lucena pelo ensaio de
dupla colorac@o anexina V / Pl.........cooiiii i, 47

Figura 10: Dosagem dos niveis de caspase -3/ -7 para detec¢éo do efeito apoptotico
do tratamento isolado ou combinado do mesilato de imatinibe e acido
betulinico (6,5 uM + 6,5 uM) por 6 h e 24 h, em células K562-Lucena. ...48

Figura 11: Avaliagéo da viabilidade celular nas linhagens K562 e K562-Lucena apos
tratamento de 48h com diferentes concentracdes do mesilato de imatinibe,
FAR2016018 € COMDINAGOES. ......ceviiiiiiiiiiie et 49

Figura 12: Avaliacdo da inducéo de apoptose das células K562-Lucena pelo ensaio
de dupla coloragdo anexina V / Pl. ... 53

Figura 13: Dosagem dos niveis de caspase -3/-7 para deteccdo do efeito apoptotico
do tratamento isolado ou combinado do mesilato de imatinibe e acido
betulinico (6,5 pM + 6,5 puM) por 6h e 24h, em células K562-


file:///G:/VERSÃO%20CLAUDIA%2018-05-2018.docx%23_Toc514458383
file:///G:/VERSÃO%20CLAUDIA%2018-05-2018.docx%23_Toc514458383
file:///G:/VERSÃO%20CLAUDIA%2018-05-2018.docx%23_Toc514458383
file:///G:/VERSÃO%20CLAUDIA%2018-05-2018.docx%23_Toc514458387
file:///G:/VERSÃO%20CLAUDIA%2018-05-2018.docx%23_Toc514458387

u-ber
Mg

ML

MM

°C

ABL
ACBET
AlF
ANAXV
ANVISA
ATCC
ATP
Bak
Bax

Bid
BCR
Caspase
CDB

Cl

CO2
DMSO
DNA
DRI
ECL
ELN

Fa

FDA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Micro breakpoint cluster region

Micrograma

Microlitro

Micromolar

Grau Celsius

gene v-abl Abelson murine Leukemia Viral 1
Acido betulinico

Fator Indutor de Apoptose

Anexina V

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
American Type Culture Collection
Adenosina trifosfato

Antagonista de Bcl-2 associado a morte celular
Proteina X associada a Bcl-2

Agonista de dominio de morte associado a BH3
Breakpoint Cluster Region

Cysteine aspartic acid proteases
Convencéao da Diversidade Biologica

indice de Combinac&o (Combination Index)
Dioxido de carbono

Dimetilsulfoxido

Acido desoxiribonucleico

indice de reducéo de dose

Enhanced Chemiluminescence

European Leukemia Net

Fracdo afetada

United States Food and Drug Administration



Fiocruz
FITC
FS
GIST
ICso0

INCA
IFN-a
IS
LLA
LMA
LMC
M-bcr
m-bcr
MDR
MESIMA
MFI
mg
mL
mM
MRP
MTT
nm
oD
PBS
P-gp
Ph

Pl

Rh 123

nm

Fundacao Oswaldo Cruz

Isotiocianato de fluoresceina (Fluorescein-5-isothiocyanate)
Fosfatidilserina

Gastrointestinal Stromal Tumor

Concentragdo inibitéria do crescimento de 50% da populacéo
celular (Inhibitory Concentration)

Instituto Nacional do Cancer
Interferon-alfa

indice de Seletividade

Leucemia Linféide Aguda

Leucemia Miel6ide Aguda

Leucemia Mieldide Crénica

Major breakpoint cluster region

Minor breakpoint cluster region
Multidrug Resistance

Mesilato de imatinibe

Média de Intensidade de Fluorescéncia
Miligrama

Mililitro

Milimolar

Multi-drug Rsistance Protein

Brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio
Nanbmetro

Densidade optica (Optical Density)
Tampao fosfato (Phosphate Buffer Saline)
Glicoproteina P

Cromossomo Philadelphia

lodeto de Propidio

Rodamina 123

Rotac¢des por minuto



RPMI-1640
SAS/MS
SBF

SDS
SDS-PAGE
SUS
STAURO
TBS

TBST
TRAIL
UFMS
WCRF

Meio de cultivo celular (Roswell Park Memorial Institute)
Secretaria de Atencao a Saude/Ministério da Saude
Soro Bovino Fetal

Dodecil sulfato de sodio

SDS-poliacrylamide gel electrophoresis

Sistema Unico de Saude

Staurosporina

Salina tamponada com Tris

TBS com Tween-20

TNF-related apoptosis-inducing ligand
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

World Cancer Research Found



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ....oooiiiieee ettt e anis 18
2  REVISAO DE LITERATURA ..ottt ettt 20
2 R O N 0 =1 = SRR 20
2 I =18 [ =1V 1 R 21
2.3 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA .....ooovieeeeeeeeeeeeeeeee e 22
2.4 ONCOGENE DBCr-abl......cooviiiiiiiiiiie e 23
2.5 MORTE CELULAR ....cooovitiitiiiee ettt ets sttt e te st ne st nane s 24
2.6 TRATAMENTO DA LMC.....c.ciiiieiiieecee ettt st nan 26
2.7 MESILATO DE IMATINIBE .....cocuiiiieiteieeeeee ettt 27
2.8 PRODUTOS NATURAIS ..ot ettt nane 31
2.9 SUBSTANCIAS TESTE ...ooiviiiieceectee ettt st nane e 32
I 0] =181 = 1 LY/ 1T 34
3.1 OBJETIVO GERAL .....oovieieeeeeeeee ettt enane 34
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. .....ciiieieeieeeeee ettt 34
4  MATERIAIS E METODOS.......coiiieiieeeeeeee et enane 35
4.1 SUBSTANCIAS TESTE E QUIMIOTERAPICO .....c.coviviiveriecieeceeeeeee e 35
4.2 LINHAGENS CELULARES.........coeotitieeeee et 35
4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA iN VItro........ccccvevveveenane. 36
4.4 ENSAIO DE SINERGISMO ......oovieieieieeee et 37
4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GLICOPROTEINAP ...c.oovieeeieieeeieeen 38
4.6 INDICE DE SELETIVIDADE .......oieiiieeeeee oot 38
4.7 DETECCAO DE MORTE CELULAR.......cciiieie et 39
o N AN 0 1=) (1 1 F= SV A = I 39

A.7.2 CASPASES ~3B/-7 ..ttt 40

4.8 ANALISE ESTATISTICA. ...oi oottt 40
B RESULTADOS ..ot ettt ettt sttt te e aene e 41
5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS OU EM
(070]1Y 1=\ 7Y oY@ SRR 41

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GLICOPROTEINA-P (P-gp)....cccevevvevennnne. 44

5.3 COMBINAGAO DO MESILATO DE IMATINIBE COM AS SUBSTANCIAS
FAR2015056, FAR2016018 E OS ACIDOS BETULINICO E URSOLICO.......45



5.3.1 Proliferacéo das células leucémicas K562 e K562-Lucena tratadas com

as combinacdes com o mesilato de imatinibe .............cccooooiiiiiiinn. 45
5.3.2 Comparacao do desempenho sinérgico das combinac¢des nas duas
1] =T L= 0 ST 50
5.3.3 Proliferacéio das células NIH/3T3 - indice de Seletividade .................... 51
5.4 MORTE CELULAR ...ttt e e e e e e e e e e 52
ST N =3 ([ = Y A 52
B5.4.2 CASPASE =3/-7 oeeeeeeiei et 54
B DISCUSSAD ..ottt sttt ettt 55
7 CONCLUSOES ..ottt ettt 61

8 REFERENCIAS ..o e ettt 64



18

1 INTRODUCAO

Nos dias atuais, o cancer constitui, incontestavelmente, um problema de saude
publica mundial, responsavel pela segunda maior causa de morte, contabilizando 8,8
milhdes de mortes em 2015 (WHO, 2018). Cerca de 11 milhdes de pessoas sao
diagnosticadas a cada ano e estima-se mais de 16 milhdes de novos casos para 2020
(STEWART; WILD, 2014).

Dentre os casos de cancer no Brasil, podemos destacar as leucemias. Esta
doenca ocorre pelo desequilibrio entre proliferacdo, maturacao e apoptose das células
hematopoiéticas (ODENIKE et al., 2011). Estas podem ser classificadas de acordo
com suas caracteristicas citologicas em mieldide e linféide, e ainda em aguda ou
cronica de acordo com a velocidade de sua evolugéo (TEFFERI; VARDIMAN, 2008).

A leucemia miel6ide crénica (LMC) representa aproximadamente 15% de todas
as leucemias e é uma doenca mieloproliferativa desencadeada por uma alteracéo
cromossOmica especifica que da origem ao oncogene bcr-abl, responsavel pela
progressdo da doenca (ROSKOSKI JR., 2015; FRIZZO; DICK; TRACHYNSKY, 2016).

O tratamento padrdo estabelecido para a LMC € o mesilato de imatinibe,
primeiro inibidor de alvo molecular de proteinocinases a receber aprovacao pelo U.S
Food and Drug Administration (FDA) (COHEN et al., 2002). Inicialmente apresentou
alta eficdcia no tratamento (KANTARJIAN et al., 2002) e relativa baixa resisténcia
guando comparado a outras terapias. No entanto, alguns mecanismos de resisténcia
foram descritos (SHAH et al., 2004; THOMAS et al., 2004; APPERLEY, 2007; MELO;
CHUAH, 2007; BIXBY; TALPAZ, 2009; JABBOUR et al., 2011).

Atualmente, muitas pesquisas tém sido realizadas para compreensdo dos
mecanismos que envolvem este problema. Neste contexto, estudos demonstraram
gue alguns produtos derivados de espécies vegetais combinados a farmacos
existentes, podem atuar de forma sinérgica, aumentando a acéo destes farmacos
lancando luz para outra forma de uso destas substancias naturais (LESGARDS et al.,
2014; ZHOU et al., 2014).

Estudos recentes demonstraram sinergismo de produtos naturais de origem
vegetal com agentes antitumorais como a Cisplatina sobre células de cancer cervical
(HUSSAIN et al., 2015) e o TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) sobre
células de mama (ABDELHAMED et al., 2013).E possivel citar ainda resultados



19

positivos de sinergismo entre o mesilato de imatinibe e outros quimioterapicos como
o paclitaxel e a carboplatina, na diminuicdo da proliferacdo de células de cancer de
ovario e inducao de atividade pré-apoptética (MUNDHENKE et al., 2008).
Fundamentado nas evidéncias de que produtos de origem natural tem acéo
citotoxica ou podem interferir no fenétipo de células tumorais (CRAGG; PEZZUTO,
2016; FUZER et al, 2017), alterando a sua susceptibilidade a farmacos, analisamos
neste estudo, o efeito do tratamento combinado de alguns produtos naturais com o
imatinibe nas linhagens leucémicas K562 (mieldide crénica) e K562-Lucena (mielbide

cronica resistente — MDR).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER

O cancer é um conjunto de diferentes alteracdes patoldgicas, em especial a
proliferacéo continua e desordenada de células com capacidade de invasdo de outros
orgaos e tecidos. Transcorre também com altera¢des no ciclo celular e resisténcia a
morte celular, dando origem a tumores malignos que favorecem a progressao da
doenca (LUO; SOLIMINI; ELLEDGE, 2009; HANAHAN; WEINBERG, 2011; OMS,
2017).

Segundo a World Cancer Research Found (WCRF), a incidéncia de cancer
cresceu 20% na ultima década. Cerca de 11 milhf6es de pessoas sao diagnosticadas
a cada ano e estima-se mais de 16 milhdes de casos novos para 2020 (WHO, 2018).
No Brasil, as estimativas para o biénio 2018-2019 apontam a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos, reforcando a magnitude do problema do
cancer no pais (Figura 1) (INCA, 2018).

Figura 1: Estimativa de Cancer no Brasil por regido e por género, para o biénio 2018/2019. Em
vermelho observamos a quantidade de pessoas do género masculino e em cinza pessoas do género
feminino.
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Fonte: Adaptado de INCA/MS

O desenvolvimento do cancer ocorre por diversos fatores. Dentre eles
ressaltamos fatores genéticos e ambientais acumulados ao longo da vida, como, por

exemplo, a exposicdo a radiacdo, a ma alimentagéo, o tabagismo as e condi¢bes de
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trabalho, sendo estes Ultimos, associados ao processo de globalizacdo industrial
(WATERS, 2001; ASHKENAZI, 2008; BENSON; LIAU, 2008; WHO, 2018).

Diante de todos esses fatores, e das condi¢cdes que envolvem a resisténcia ao
tratamento (HARJES, 2017; ZUCCALA, 2017), o estudo do cancer se faz necessario
e tem crescido no Brasil e no mundo, visando um maior controle da doenga, seja na
prevencdo, no diagndstico precoce, na assisténcia ao paciente ou nas acdes do
Sistema Unico de Saude (SUS) (GONCALVES et al., 2016; KALIKS et al., 2017).

2.2 LEUCEMIA

Dentre os diversos tipos de cancer podemos destacar as leucemias, uma
doenca maligna dos glébulos brancos, que possui como principal caracteristica o
acumulo de células anormais na medula 0ssea, substituindo as células sanguineas
normais, ocasionando desequilibrio nos estimulos proliferativos e/ou de maturacao
celular (ODENIKE et al., 2011; SMITH; HILLS; GRIMWADE, 2011).

Dos casos de cancer no Brasil, as leucemias representam o nono cancer mais
comum entre os homens e o décimo entre as mulheres. Os niumeros estimados de
novos casos para 0 ano de 2018/2019 sao de 5.940 em homens e de 4.860 em
mulheres, que correspondem a um risco previsto de 5,75 casos novos a cada 100 mil
homens e 4,56 para cada 100 mil mulheres (Figura 2) (INCA, 2018).

Figura 2: Representacdo espacial das taxas brutas de incidéncia de leucemia no Brasil,
estimadas para o ano de 2018/2019, segundo a Unidade da Federac&o. Os dados referem-se
a incidéncia de leucemias por 100 mil homens (laranja) ou mulheres (vermelho).
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Quanto as caracteristicas bioldgicas, as leucemias podem ser classificadas de
acordo com seus aspectos citolégicos em mieldide e linféide, as quais sé&o
posteriormente divididas em aguda ou crénica de acordo com o nivel de evolucédo e
gravidade da doenca (TEFFERI; VARDIMAN, 2008).

Na fase cronica, as células leucémicas ainda executam o trabalho de uma
célula sanguinea normal e a doenca se agrava lentamente, apresentando evolugao
dos sintomas, enquanto na fase aguda ha um agravamento rapido da doenca pela
crescente proliferacdo das células leucémicas, que ndo conseguem mais realizar a
funcdo de uma célula normal, apresentando varios sintomas ao mesmo tempo
(SOSSELA; ZOPPAS; WEBER, 2017).

2.3 LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A leucemia miel6ide crénica (LMC) é um distarbio clonal das células tronco
hematopoiéticas, caracterizada pela excessiva proliferacdo dos glébulos brancos no
sangue periférico, baco e na medula 6ssea, com perda progressiva da diferenciacéo
celular, apresentando por fim, um quadro de leucemia aguda, conhecida como crise
blastica (INCA/MS).

A LMC apresenta incidéncia de aproximadamente dois casos por cada cem mil
habitantes, afetando mais frequentemente adultos com idade média de 55 anos, com
leve predominéncia do sexo masculino, mas todas as faixas etérias, incluindo criancas
sdo afetadas (FRAZER; IRVINE; MCMULLIN, 2007; BORTOLHEIRO; CHIATTONE,
2008).

Os sintomas tipicos da doenca sao fadiga, anorexia e perda de peso, mas
cerca de 40% dos pacientes sao assintomaticos, e nesses pacientes, o diagnostico é
baseado unicamente em um hemograma anormal, com leucocitose (>25.000/mm3),
aumento de plaquetas e presenca de basofilos (FADERL et al., 1999; SAWYERS,
1999).

Clinicamente, a doenca pode se desenvolver em trés fases: cronica, acelerada
e blastica. A primeira fase, chamada de crbnica, € a qual a maioria dos pacientes é
diagnosticada e apresenta uma boa resposta a terapia. A fase acelerada pode

aparecer meses ou anos apos o diagnostico da doenca e caracteriza-se pela perda
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da capacidade de diferenciacdo, presenca de blastos na circulagdo, sintomas
acentuados e resisténcia a terapéutica. A fase blastica € caracterizada pelo aumento
de células jovens (aproximadamente 30% de blastos) com capacidade metastatica,
invadindo demais orgaos (CORTES, 2004; ERNEST; HOCHAUS, 2012). Nesta fase
ou na transformacao para a fase aguda muitos pacientes sao refratarios a maioria dos
tratamentos (TALPAZ et al., 2002).

A LMC foi a primeira doenca associada a uma anomalia citogenética
caracteristica, chamada de cromossomo Philadelphia (Ph) (Figura 3), descoberto por
Nowell e Hungerford em 1960. Este cromossomo é encontrado em mais de 95% dos
casos de LMC, sendo também achado na leucemia linféide aguda (LLA) (20-30% das
LLA) (WANG et al., 2018) e na leucemia mieldide aguda (LMA). (KANG et al., 2016).

O cromossomo Ph é resultante da translocacédo entre os bragos longos dos
cromossomos 9 (abl) e 22 (bcr), formando o gene de fusao bcr-abl (figura 3) (ROWLEY
1973).

Figura 3: Formacdo do cromossomo Philadelphia (Ph), resultante da translocacdo dos
cromossomos 9 (gene abl) e 22 (gene bcr).
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Fonte: TRELA et al., 2014.

2.4 ONCOGENE bcr-abl

O gene bcr-abl tem como produto uma proteina anormal que apresenta

aumento da atividade tirosina quinase, responsavel pela proliferacédo desordenada de
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células neoplésicas e inibicdo da morte celular por apoptose e, consequentemente,
pela patogénese da doenca (ROSKOSKI JR., 2015).

A biologia molecular € uma importante ferramenta de diagndstico da LMC nos
casos em que a analise citogenética ndo é capaz de detectar o cromossomo Ph, sendo
possivel a identificacdo do bcr-abl e diferenciacdo das demais doencas
mieloproliferativas (BAO et al., 2007).

O local de quebra da regido bcr é variavel, assim como as proteinas codificadas
pelos oncogenes formados e estdo relacionadas com a resposta ao tratamento e
prognéstico (CHEREDA; MELO, 2015). Na grande maioria dos pacientes com LMC, a
guebra ocorre na regiao principal, chamada de major breakpoint cluster region (M-
bcr), que d& origem a proteina p210. As outras duas regides secundarias sdo a minor
breakpoint cluster region (m-bcr) e micro breakpoint cluster region (p-bcr), formando
as proteinas p190 e p230, respectivamente. A proteina p230 esta associada a LNC e
a p190 a um pior prognostico da LMC e esta presente em 90% das criangas e 50-80%
dos adultos LLA Ph+ (LEE et al., 2011; NEVIANI et al., 2007; DEININGER, GOLDMAN
e MELO, 2000).

2.5 MORTE CELULAR

A morte celular é quando a célula perde sua integridade da membrana
plasmatica, tornando-a incapaz de executar suas funcbes e ndo sendo possivel
corrigir este problema. Diversos sao os tipos de morte e sdo classificados por seus
aspectos morfolégicos, mecanismos imunoldgicos e critérios moleculares,
bioquimicos e funcionais (fisiolégicos ou patolégicos), podendo ser ainda de forma
programada ou induzida (GALLUZZI, 2018).

Dentre os tipos de morte celular mais estudados estdo a necrose e a apoptose.

A necrose € um processo degenerativo, desencadeado por causas fisiologicas,
traumatismos, agentes infecciosos ou cancer, provocando lesdo celular ou tecidual,
levando a perda da integridade da membrana plasmatica com extravasamento do
conteudo intracelular e consequente processo inflamatorio, atingindo as células
vizinhas (GALLUZZI, 2018).

Até os anos de 1970, a necrose foi o termo utilizado para todos os tipos de

morte celular. Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose para indicar
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a morte ndo patolégica, sendo inicialmente chamada de necrose controlada e
posteriormente conhecida como apoptose.

A apoptose é um tipo de morte celular programada que visa garantir a
preservacao da homeostase tecidual. Para tal, elimina as células que ja completaram
seu ciclo bioldgico, assim como células potencialmente perigosas que apresentam
danos, impedindo assim, que estas células defeituosas sejam perpetuadas e alterem
a integridade do organismo, acarretando no aparecimento de doencgas auto-imunes,
neurodegenerativas e o desenvolvimento de tumores (FUCHS; STELLER, 2015).

As alteracbes morfoldgicas tipicas deste tipo de morte sdo: retracao celular;
condensacao da cromatina; fragmentacao nuclear, externalizacéo da fosfatidilserina
e formacdo de corpos apoptéticos (KERR, WYLLIE e CURRIE, 1972). Essas
alteracdes apoptoticas sdo desencadeadas por um complexo processo que implica
muitas vias de sinalizagdo geneticamente reguladas, ativando varias vias (GUAMAN-
ORTIZ; ORELLANA; RATOVITSK 2017).

As duas vias principais para ativacdo do processo apoptético sdo: a via
extrinseca (citoplasmatica), mediada pela ativacdo de receptores especificos de morte
situados na superficie celular e a via intrinseca (mitocondrial), ativada por estresse
intra ou extracelulares que convergem para a mitocondria (ICHIM; TAIT, 2016;
DASGUPTA, 2016).

As duas vias podem ser mediadas pela ativacdo de caspases (cysteine
aspartate-especific proteases), uma familia de proteases responsaveis pelo
desencadeamento da morte celular. Inicialmente as caspases séo sintetizadas como
precurssores inativos, chamados de pro-caspases, sendo entdo ativados.

As caspases sao classificadas em iniciadoras (2, 8, 9 e 10) ou efetoras (3, 6 e
7), de acordo com sua posicéo e funcdo na cascata de sinalizagdo da apoptose. Apés
um sinal de morte celular as caspases iniciadoras séo ativadas e, por sua vez, ativam
as caspases efetoras, responsaveis pela clivagem dos substratos celulares causando,
dessa forma, as alteracdes morfoldgicas e bioquimicas da apoptose (PARRISH et al.,
2013).

Dependendo da via de execucdo da apoptose, diferentes caspases sao
ativadas. Na via extrinseca ocorre a ativacdo dos receptores de membrana por
ligantes especifico, podendo ativar as pro-caspases-8 ou 10, levando assim, a
ativacdo da caspase efetora 3 ou 7 ou ativar a via intrinseca (GALLUZZI, 2018).
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A via intrinseca € desencadeada apds diferentes sinais de leséo e estresse,
que interagem com os fatores pré-apoptéticos, como por exemplo Bax/Bak
(DASGUPTA, 2016; ICHIM; TAIT, 2016), levando a alteracdes conformacionais que
vao recrutar a pro-caspase-9, que ativa a caspase-9 e em seguida cliva a pro-caspase-
3 que ativa as caspases executoras 3, 6 ou 7, desencadeando a morte celular
(TOWER, 2015).

Héa ainda um outro tipo de apoptose, independente de caspases, no qual estdo
incluidos o fator indutor de apoptose (AIF) e a endonuclease-G. A liberacdo de AIF
pela mitocondria é induzida pela ativacdo de PARP-1, que é estimulada por diferentes
mecanismos de sinalizacéo celular e ainda ndo é totalmente esclarecido. Tanto o fator
AIF quanto a EndoG, apés serem liberados pela mitocondria sofrem translocacéo para
0 nucleo levando a fragmentacdo do DNA (KANG et al., 2010).

Sabendo que a apoptose possui papel fundamental no desenvolvimento dos
tumores e que a oncoproteina BCR-ABL inibe a apoptose, a inducédo deste tipo de
morte celular € considerada um alvo importante para o tratamento da LMC e de
diversos tipos de cancer (WONG, 2011).

2.6 TRATAMENTO DA LMC

O tratamento da LMC leva em consideracdo trés tipos de resposta: a
hematoldgica, que compreende a normalizacdo na contagem de leucdcitos; a
citogenética, que quantifica a propor¢cado de cromossomo Ph+; e a molecular, definida
pela diminuicdo da proporcéo de transcritos do bcr-abl detectados (KHOURY; BIXBY,
2015).

Ao longo dos anos, o tratamento da LMC passou por diversos marcos
terapéuticos de eficacia crescente. Podemos citar o uso de arsénicos em 1865, a
irradiac@o esplénica por volta de 1900; a quimioterapia com o bussulfan em 1953 e a
hidroxiuréia em 1960, ambos com efeito citostatico, agindo de modo paliativo no
controle da proliferagéo das células leucémicas e normais, pela inibicdo da sintese do
DNA e inducao da apoptose (LOPES; ABREU, 2009).

No inicio dos anos de 1980, o interferon-alfa (IFN-a) foi introduzido no
tratamento da LMC, com acdo imunomoduladora e anti-proliferativa do clone

leucémico, diminuindo dessa forma, a proporcéo de células Ph+ (KURAMATO et al.,
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2006). Também houve a associacdo do IFN- a com hidroxiuréia ou citarabina na
tentativa de uma maior sobrevida dos pacientes, porém sem muito sucesso, devido
aos elevados niveis de toxicidade (HELHMANN; SCHIFFER, 2007). Nessa mesma
década, surgiu o transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas, sendo este
0 Unico tratamento com possibilidade curativa. Entretanto, sua aplicacdo € limitada
devido & média de idade elevada dos pacientes inicialmente acometidos e por existir
dificuldade em conseguir doador compativel (FUNKE et al., 2010).

Em 2001, surgiu o mesilato de imatinibe (Figura 4), especialmente projetado
contra a proteina BCR-ABL, com excelentes efeitos terapéuticos, revolucionando o
tratamento da LMC por apresentar melhora nas trés fases da doenca e por ser bem
toleravel devido aos efeitos colaterais geralmente leves, aumentando a sobrevida dos
pacientes para aproximadamente 83,3% (HOCHHAUS et al., 2017).

Figura 4: Estrutura quimica do mesilato de imatinibe.
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2.7 MESILATO DE IMATINIBE

O mesilato de imatinibe foi o primeiro inibidor de alvo molecular de
proteinocinases a receber aprovacéo pelo FDA (COHEN et al., 2002). No Brasil, foi
aprovado em 2001 pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), sob a
portaria SAS/MS 431, de 03/10/2001.
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E um derivado da fenilaminopirimidina e um inibidor potente e seletivo da
tirosina quinase BCR-ABL, que inibe diferentes vias de sinalizagao celular ativadas
por esta proteina (BERGANTINI, 2005), induzindo assim, altas taxas de remissao
hematoldgica e citogenética (> 90%) e o aumento de sobrevida dos pacientes, livre da
doencga (DOS SANTOS; MORRONE, 2014).

O mesilato de imatinibe se liga ao receptor BCR-ABL dependente de ATP, inibe
todas as vias de fosforilacdo e de sinalizacdo dependentes de BCR-ABL, inibindo
assim, a atividade tirosina quinase, evitando a proliferacao das células leucémicas e
levando & apoptose celular (Figura 5) (GAMBACORTI-PASSERINI et al., 2003;
FORCE, KRAUSE; VAN ETTEN, 2007).

Figura 5: Mecanismo de agdo do mesilato de imatinibe. O farmaco se liga ao receptor de ATP da

e

BCR -ABL, impedindo a proliferacao das células leucémicas.

Fonte: Adaptado de Zaharieva et al., 2013.

O farmaco € bem absorvido ap6s administracdo oral e 0s niveis séricos
méaximos sdo alcancados de 2 a 4 horas apos a administragdo. A vida média de
eliminacdo é de aproximadamente 18 horas e a eliminacdo é predominantemente
pelas fezes. Os efeitos adversos mais comuns sdo nausea, diarréia, retencao hidrica,
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edema, mielossupresséo, fadiga, caimbras e artralgia (DOS SANTOS; MORRONE,
2014).

Além da LMC, o mesilato de imatinibe também é usado para tratamento da LLA
positiva para o cromossomo Ph, e ainda alguns tipos especificos de leucemia
mielomonocitica crénica, leucemia eosinofilica crénica e tumor gastro intestinal (GIST)
(FORCE; KRAUSE; VAN ETTEN, 2007).

Apesar da sua significativa eficacia no tratamento da LMC, alguns mecanismos
de resisténcia ao farmaco foram descritos (JABBOUR et al., 2011).

A resisténcia ao imatinibe ocorre, na maioria das vezes, por mutacdes no gene
BCR-ABL (JABBOUR et al., 2006).

A European LeukemiaNet (ELN) considera trés grupos para definir eficacia ou
ndo do tratamento: o grupo Otimo - quando o paciente apresenta um excelente
resultado ao tratamento; o grupo Falha - quando o tratamento deve ser alterado
porque a resposta ndo é suficiente e ha risco de progressao da doenca, podendo levar
a morte; e o terceiro grupo denominado Cuidado, onde had uma resposta, mas que
poderia ser melhor com a alteracdo do tratamento (BACCARANI et al., 2013).

Existem vérios fatores associados a resisténcia ao imatinibe, como, por
exemplo, fatores citogenéticos, hematolégicos e refratarios. Clinicamente, a
resisténcia ao imatinibe pode ser definida como priméria, quando a droga € ineficaz
desde o inicio do tratamento e que consiste na impossibilidade de atingir uma resposta
hematolégica ou citogenética significativa; ou secundaria, caracterizada pelo
reaparecimento do cromossomo Philadélfia ap6s resposta inicial ao Imatinibe (SHAH
et al., 2005; GOLDMAN 2007; DIAMOND e MELO, 2011).

Os mecanismos de resisténcia ao Imatinibe podem ainda ser classificados
como bcr-abl dependente ou independente. O mecanismo dependente compreende
as mutacOes do dominio tirosina quinase e/ou a superexpressao da proteina Bcr-Abl
por amplificacdo génica e ativacdo de vias Bcr-Abl (RUMJANECK; VIDAL e MAIA,
2013; DIAMOND; SILVA, 2013; CHEREDA; MELO, 2015). Na resisténcia
independente, as células leucémicas ndo dependem do bcr-abl para dirigir sua
capacidade proliferativa, elas entram em divisdo em consequéncia de mudancas
secundarias em seus proprios oncogenes (TAUCHI; OHYASHIKI, 2004), incluindo
defeitos nas bombas de influxo e efluxo de farmacos, como a superexpressao da
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glicoproteina P (P-gp) (DIAMOND; MELO, 2011; NESTAL DE MORAES et al., 2012,
OHANIAN et al., 2012).

Dentre os fenbmenos mais associados a resisténcia a quimioterapicos,
destaca-se a superexpressao da P-gp, produto do gene MDR1 (Multi-drug Resistance
1), presente na membrana citoplasmatica (JULIANO; LING, 1976). Esta proteina age
como uma bomba de efluxo que transporta farmacos e xenobidticos para o meio
extracelular causando toxicidade ou subtratamento.

Desde a descoberta de que a presenca de P-gp esta inversamente relacionada
a eficacia do tratamento, tem havido um esforgo continuo para desenvolver terapias
qgue poderiam bloquear ou inativar sua atividade e, assim, aumentar a concentragao
do guimioterapico no meio intracelular (KATHAWALA et al., 2015). Atualmente, sédo
reconhecidos varios substratos, inibidores e moduladores da P-gp. Os substratos,
como por exemplo o imatinibe, interagem com a P-gp e séo jogados para fora da
célula, enquanto os inibidores se ligam a P-gp e ficam retidos dentro da célula,
aumentando o acumulo intracelular do farmaco. Os moduladores podem agir por
diferentes vias e, dependendo da concentracdo utilizada, podem atuar como
substratos ou inibidores (SHAROM, 2011).

Diante disso, torna-se importante identificar antagonistas da P-gp e comparar
a eficacia deles para entender o mecanismo de resisténcia das células neoplésicas
no tratamento do cancer. Para tal, o uso de linhagens celulares com fendtipo de
multipla resisténcia a drogas (MDR) é frequentemente utilizado por apresentar um ou
mais fatores de resisténcia supracitados (MOREIRA et al., 2014; RUMJANECK;
VIDAL; MAIA, 2013).

Outra valiosa estratégia na busca de uma maior eficacia no tratamento em
oncologia € o estudo do potencial sinérgico entre quimioterapicos e substancias
bioativas derivadas de produtos naturais vegetais. Essa combinacdo de agentes
antiproliferativos pode potenciar os efeitos terapéuticos e, assim, diminuir a
concentracéo/dose de utilizac&o e a toxicidade, podendo dessa forma, anular um ou
mais mecanismos de resisténcia (ABDELHAMED et al., 2013; ZHOU et al., 2014;
HUSSAIN et al., 2015).

As combinacdes de farmacos podem apresentar trés efeitos: antagonismo,
quando ha redugdo/auséncia da resposta de uma substancia, apresentando efeito
combinado das duas drogas menor do que o efeito de cada droga usada
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isoladamente; efeito aditivo, quando as substancias apresentam o0 mesmo mecanismo
de acdo e o efeito combinado € igual a soma dos efeitos de cada substancia
individualmente; e, sinergismo, quando a acéo conjunta de duas ou mais substancias
potencializa a acéo de outra substancia, apresentando efeito maior que a soma dos
efeitos de cada uma individualmente (CHOU, 2010; HU, 2016).

As metodologias para avaliar o sinergismo séo diversas, sendo a mais usada,
a descrita por Chou e Talaly, com mais de 4.600 citacGes de 1984 até o ano de 2013
(ZHANG; FU; CHOU, 2016). Segundo Chou e Talalay (1984), o efeito das interacfes
das substancias € estimado pelo indice de combinagéo, baseado em principios fisicos,
quimicos e matematicos, tendo como pré-requisito para avaliagdo dos efeitos, o

conhecimento da poténcia e da forma da curva dose-resposta para cada substancia.

2.8 PRODUTOS NATURAIS

Os produtos naturais sdo utilizados h& milhares de anos para diferentes fins
medicinais, sendo, muitas vezes, a Unica opcédo terapéutica disponivel, em especial
para grande parte da populacdo mundial que ndo possui acesso ao atendimento
primario de saude (OMS, 2017).

De acordo com as estimativas da Convencao da Diversidade Biolégica (CDB),
o Brasil responde por cerca de 20% do patriménio genético mundial, destacando-se
entre os 17 paises megadiversos do mundo (PIMENTEL et al., 2015). Dada a
diversidade da flora medicinal e suas numerosas derivagdes quimicas, 0os produtos
naturais sdo amplamente utilizados como ferramenta farmacologica por serem
capazes de agir com a maioria dos alvos terapéuticos (CRAGG; PEZZUTO, 2016).

Segundo NEWMANN e CRAGG (2016), entre 1930 e 2014, de todos os
farmacos com atividade antitumoral disponiveis, 48% eram produtos naturais ou seus
derivados. Esta propor¢cdo aumentou para 66% quando foram incluidos produtos
semi-sintéticos.

Sabendo que o céncer € responsavel por um grande niamero de mortes no
mundo, muitas pesquisas tém sido direcionadas ao combate desta patologia. Nas
Gltimas décadas, varios estudos baseados em compostos naturais tém sido realizados

para descoberta de novas drogas, seja na prevencdo ou tratamento do cancer
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(FERNANDES et al.,, 2012; SAFARZADEH; SHOTORBANI; BARADARAN, 2014,
HOSSEINI; GHORBANI, 2015; BISHAYEE; SETHI, 2016).

2.9 SUBSTANCIAS TESTE

Sabendo que os fitoquimicos sdo importantes fontes de compostos bioativos,
destacamos a classe dos terpenos (moterpenos, diterpenos, triterpenos, dentre
outros), uma relevante classe de origem vegetal e altamente promissora por suas
atividades biolégicas e farmacolégicas, com promissora atividade antitumoral
(PETRONELLI; PANNITTERI; TESTA, 2009).

Estima-se que existem mais de 20 mil triterpendides na natureza, podendo ser
facilmente encontrados em diversos alimentos, como azeitonas, macas, laranjas e
ervas aromaticas. Os triterpendides sao alvos de estudos por apresentarem
citotoxicidade contra uma variedade de células cancerosas sem manifestar toxicidade
em células normais (SETZER; SETZER, 2003; LIBY; YORE; SPORN, 2007,
BISHAYEE; SETHI, 2016).

Dentre o grupo de terpenos mais comuns estéo os acidos triterpénicos ursolico,
oleandlico e betulinico, que sdo metabdlitos secundarios (metabdlitos especiais)
presentes em varias familias de vegetais. Esses trés acidos possuem varias
atividades bioldgicas descritas, dentre elas podemos citar a capacidade de induzir as
células tumorais a apoptose, bem como efeitos antioxidante, antiinflamatério e
quimiopreventivo. (LIU, 1995; YOGEESWARI; SRIRAM, 2005; LASZCZYK, 2009).

A substancia FAR2016018 também faz parte da classe dos triterpenos e
pertence a familia Clusiaceae. Esta familia possui aproximadamente 50 géneros e mil
espécies, distribuidas em regides tropicais e temperadas. Seu perfil fitoquimico inclui
muitos produtos quimicos com atividades farmacoldgicas relevantes, incluindo
atividades antitumorais (KIJJOA; VIEIRA, 2009).

Assim como os triterpenos, os diterpenos também estdo presentes em varias
plantas medicinais e tem especial relevancia no estudo do cancer com destaque para
o paclitaxel, um importante diterpeno utilizado no tratamento do cancer de mama e de
ovario (ALTMANN; GERTSCH, 2007).

A substancia FAR2015056 pertence a familia Alimastaceae e classe diterpeno.

Esta familia € composta por plantas aquaticas e semi-aquaticas (JUDD et al., 1999),
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de agua doce ou salobra (PANSARIN; AMARAL, 2005) e possui aproximadamente 15
géneros e cerca de 80 espécies (CANALLI; BOVE, 2017). Os dois géneros dessa
familia que possuem a maior diversidade sdo o Echinodorus com 27 espécies e
Sagittaria com 32 espécies (MOREIRA; BOVE, 2010). Algumas atividades
farmacologicas da familia Alimastaceae foram relatadas como, propriedades anti-
hipertensiva, antiinflamatoria, antioxidante e diurética (MARQUES et al., 2017).

As substancias FAR2015056 e FAR2016018 fazem parte de um projeto com
uma industria européia para identificacdo de compostos com potencial atividade
antitumoral e hipertensiva e encontram-se sob sigilo.

A eficacia de cada composto isolado pode diferir em relagdo as varias
atividades. Desta forma, a combinacdo dessas substancias pode apresentar
beneficios ao tratar o cancer de diferentes angulos. Entéo, visando o desenvolvimento
de novos agentes fitoterpicos para diversas doencas, somado a necessidade de
validar as informacgfes terapéuticas acumuladas durante séculos, é de extrema
relevancia estudos para identificar compostos presentes em plantas medicinais,
capazes de atuar de forma sinérgica com o mesilato de imatinibe.

Neste sentido, células leucémicas K562 foram tratadas com os &cidos
triterpénicos betulinico, ursélico e oleandlico, e mais dois compostos isolados da
biodiversidade brasileira, FAR2015056 e FAR2016018, para avaliar a interacdo com
o MESIMA. Uma linhagem de células multi-droga resistentes (K562/Lucena) também
foi utilizada para identificar se esses compostos reproduziriam os efeitos apresentados
na linhagem sensivel. Adiante, investigou-se ainda o possivel mecanismo de morte

celular apds tratamento com as combinacdes sinérgicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o sinergismo in vitro entre produtos naturais e o mesilato de imatinibe,

como alternativa na quimioterapia da Leucemia Mieldide Cronica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a atividade antiproliferativa das substancias isoladamente e em
combinac¢éo nas linhagens K562 e K562-Lucena,;

. Determinar o indice de combinacéo do tratamento conjunto dos produtos
naturais com o mesilato de imatinibe;

. Avaliar as combinacbes que apresentam sinergismo na linhagem
resistente K562-Lucena,;

. Avaliar a atividade da glicoproteina-P na linhagem celular K562-Lucena;

. Avaliar o indice de seletividade da combina¢édo do mesilato de imatinibe
com o acido betulinico em células ndo tumorais NIH/3T3;

. Avaliar o mecanismo de inducdo de morte celular das combinacdes por

meio da dupla coloracéo de anexina V / Pl e da atividade das caspases 3/7.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SUBSTANCIAS TESTE E QUIMIOTERAPICO

A rodamina 123 e os acidos triterpénicos utilizados neste estudo fazem parte
da biblioteca de compostos do Laboratério de Farmacologia Molecular -
Farmanguinhos/Fiocruz-RJ e foram adquiridos comercialmente da Sigma Aldrich
(Brasil).

O mesilato de imatinibe (SIGMA) foi fornecido pela Dr2 Ana Tereza Gomes
Guerrero do Escritorio Técnico da Fiocruz Mato Grosso do Sul e o verapamil pela Dr2
Patricia Rodrigues Silva do Laboratério de Inflamacdo/DFF do Instituto Oswaldo
Cruz/Fiocruz-RJ.

Os compostos isolados da biodiversidade brasileira, FAR2015018 e
FAR2015056, foram fornecidos pelo Laboratério de Produtos Naturais -
Farmanguinhos/Fiocruz-RJ. Essas substancias fazem parte de um projeto para
identificagdo de compostos com potencial atividade antitumoral e hipertensiva e suas
estruturas encontram-se sob sigilo.

Uma solucdo estoque de todas as substancias foi preparada adicionando
DMSO para uma concentragdo de 40 mM.

As solucdes foram mantidas em freezer até o momento do uso, sendo entéo,
diluidas em meio RPMI-1640 (Gibco-Invitrogen, Brasil) suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (Gibco-Invitrogen, Brasil) e 1% de penicilina e

estreptomicina (Sigma Aldrich®).

4.2 LINHAGENS CELULARES

As linhagens de células humanas leucémicas utilizadas foram a K562 (leucemia
mieldide crénica em crise blastica — ATCC® CCL-243) e a linhagem resistente K562-
Lucena (desenvolvida por RUMJANEK et al., 2001, a partir da exposi¢do continua da
K562 a niveis crescentes de vincristina) procedentes do Laboratério de Farmacologia

Molecular — Farmanguinhos — Fiocruz/RJ.
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As células leucémicas foram mantidas em meio de cultura RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute Medium) (GIBCO), contendo 10% de soro fetal bovino
(GIBCO) e 1% de antibidtico (estreptomicina (10 U/mL) e penicilina (10 mg/mL) (Sigma
Aldrich®) e cultivadas em incubadora a 37°C com umidade controlada e atmosfera de
5% de CO2, segundo protocolo recomendado pela American Type Culture Collection
(ATCC, EUA, http://www.atcc.org).

As células na fase de crescimento logaritmico foram utilizadas para obtencao

da densidade celular adequada para cada ensaio, considerando a caracteristica de
crescimento de cada linhagem e a contagem das células foi realizada em Camara de
Neubauer, utilizando o teste de exclusdo com o corante azul de Tripan.

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA in vitro

Para determinacdo da atividade proliferativa das substancias teste e do
mesilato de imatinibe, foram obtidos os valores percentuais de proliferacdo celular
(MTT), seguindo-se os célculos de ICso das linhagens leucémicas K562 e K562-
Lucena e da linhagem néo tumoral NIH/3T3, para obtencado do indice de seletividade
(1S).

As células foram aspiradas da garrafa de manutencéo, centrifugadas por 10
minutos a 800 rpm, o sobrenadante desprezado e o pellet celular ressuspenso em
meio suplementado com soro e antibiotico para contagem de células viaveis em azul
de tripan.

No primeiro dia de experimento, as células foram semeadas em placas de 96
pocos (100 puL/pogo) em uma densidade de 3 x 10° células/mL e acondicionadas em
incubadora a 37°C, 5% de CO2 e 100% de umidade relativa por 24 h.

A segquir, as células foram expostas por 48 h aos compostos em multiplas
concentracdes (variando entre 0,01 a 100 puM), individualmente ou em combinacao
com o mesilato de imatinibe, em triplicata e em um volume de 100 pL/po¢co. Como
controle positivo de inibi¢ao foi utilizado o mesilato de imatinibe nas concentracdes de
0,3, 1, 3, 10 e 30 pM e como controle positivo de proliferagéo foi adicionado 100
puL/poco de RPMI suplementado.

Ao final das 48h, a proliferacao celular foi monitorada pela técnica de MTT,

adaptada de MOSMANN (1983) que consiste na redugcdo do sal MTT pelas células
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viaveis, convertendo-o em cristais formazan de cor azul arroxeada e insollveis em
agua. Para tal, acrescentou-se 20 pL/poco de uma solugcdo de MTT na concentracao
de 2,5 mg/mL e as placas foram incubadas por 4h a 37°C, 5% de CO2 e 100% de
umidade relativa. Posteriormente, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm por 12
minutos e o sobrenadante descartado por rapida vertida manual. A quantidade de
células metabolicamente ativas foi mensurada, indiretamente, pela quantificacdo dos
cristais formazan, solubilizados pela adicdo de 100 pL/poco de DMSO e, apés
homogeneizacdo em baixa rotacédo por 15 minutos, foi lida a absorbancia no leitor de
microplacas VICTOR X5, em comprimento de ondas de 570 nm.

Para o céalculo de proliferagéo celular, seguimos a formula: proliferacdo (%) =
(OD amostra / OD controle) x 100%. O ICso foi calculado utilizando o software Graph
Pad Prism (Versao 5.01).

4.4 ENSAIO DE SINERGISMO

Os efeitos da interagdo entre o mesilato de imatinibe e as substancias teste
foram avaliados pela analise de combinacao de multiplas drogas, conforme descrito
por Chou e Talalay (1984), no qual o efeito da combinacao de diferentes substancias
é estimado pelo indice de Combinacdo (Cl), calculado pelo software CompuSyn
(Biosoft, Cambridge, U.K.). Esse método é baseado na equacao do efeito mediano da
droga que correlaciona, para cada substéncia, a dose e seu efeito correspondente
(Fracdes Afetadas (Fa = percentual de inibicao celular).

A avaliagéo do CI foi classificada da seguinte forma: CI<1 = sinergismo; Cl=1 =
aditivo; CI>1 = antagonismo, sendo considerados efeitos sinérgicos relevantes, os
valores de CI<0.8.

Os resultados foram mensurados através das médias dos Cls atingidos com as
Fa 0,5 (= inibicdo de 50% das células). Também foi avaliado o DRI (indice de redugéo
de dose), que indica a proporcdo em que a dose de uma determinada droga em
combinacdo sinérgica pode ser reduzida para alcancar efeito comparavel aqueles

alcancados com a dose da droga usada individualmente (CHOU; MARTIN, 2005).
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4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GLICOPROTEINA P

A glicoproteina P (P-gp) € o produto do gene MDR-1, expresso em muitas
células tumorais (LEVEILLE-WEBSTER; ARIAS, 1995). Niveis elevados de P-gp
poderiam aumentar o efluxo do farmaco e assim tornar as células resistentes ao
imatinibe (GOLDMAN, 2007).

Neste contexto, foi utilizada uma metodologia para monitoramento da atividade
da P-gp, adaptada do procedimento descrito por MAIA et al. (1996). Células K562-
Lucena foram semeadas em placas de 96 pocos, fundo em U, em uma densidade de
2x10°%/poco. Em seguida, foram realizados os tratamentos com 10 uM das substancias
teste, feita a marcacdo com rodamina 123 (800 ng/mL) e a placa incubada por 45
minutos em estufa a 37°C. O verapamil foi utilizado como controle positivo de inibicao
da atividade da proteina P-gp. ApOs esse tempo, as células foram centrifugadas a
1500 rpm por 12 minutos, o sobrenadante desprezado e as células lavadas pela
adicdo de 200 uL de PBS gelado, sendo mantidas em gelo até o momento da
aquisicdo de dados em um citbmetro de fluxo FacsCalibur. O verapamil, um inibidor
da atividade da P-gp, foi utilizado como controle positivo de inibicdo da bomba de
efluxo. Foram adquiridos 10* eventos e a fluorescéncia da Rh123 monitorada no canal
FL-1. A andlise foi realizada no programa CellQuest determinando a média da

intensidade de fluorescéncia (MFI).

4.6 INDICE DE SELETIVIDADE

O indice de seletividade (I1S) foi calculado por meio da raz&o entre a ICso de
cada substancia, isoladamente ou em combinagé&o, na linhagem nao tumoral NIH/3T3
e a ICso da amostra na linhagem leucémica resistente K562-Lucena, conforme formula

abaixo:

IS = IC50 linhagem NHI/3T3
IC50 linhagem K562—Lucena

O IS maior que 1 indica que a citotoxicidade das substancias teste € mais
seletiva para as células tumorais do que para as células ndo tumorais. Consideramos
significativo um valor de IS maior ou igual a 2,0 (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990).
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4.7 DETECCAO DE MORTE CELULAR

Para avaliar se as substancias que apresentaram sinergismo seriam capazes
de interferir na morte das células leucémicas resistentes K562-Lucena, utilizamos os
testes de coloracdo de anexina V (ANXAV) e iodeto de propidio (PI) e, o ensaio de
caspases-3/-7 ativas. Para estes ensaios, 10° células foram semeadas em placa de
24 pocos e incubadas por 6 e 24h. As células foram tratadas com mesilato de imatinibe
(6,5 uM), acido betulinico (6,5 uM) e com a combinagdo de ambas (6,5 yM mesilato
de imatinibe + (6,5 yM acido betulinico). Como controle positivo de morte celular

utilizamos estaurosporina (STAURO) 0,5 pM.

A concentracao de 6,5 UM do mesilato de imatinibe e 6,5 uM do acido betulinico
foi selecionada por ter apresentado significativa melhora da atividade citotoxica ao
serem combinados no ensaio de avaliacao de proliferagéo celular, na linhagem K562-

Lucena, conforme observado na figura 8B.

4.7.1 AnexinaV/PI

Foi utilizada a técnica de citometria de fluxo empregando ANXAV-Isotiocianato
de fluoresceina (FITC) e PI (Invitrogen®), para determinar uma possivel atividade pro-
apoptoética da combinacao do mesilato de imatinibe e do acido betulinico.

Um dos eventos que ocorre durante o processo apoptético € a inversdo da
fosfatidilserina (FS) da face interna para a face externa da membrana plasmatica da
célula. A ANXAYV é capaz de se ligar a FS, sugerindo morte por apoptose. O marcador
nuclear fluorescente Pl € utilizado para distinguir células apoptéticas de células
necroticas. O Pl é uma molécula que se intercala ao DNA, cuja permeabilidade s6 é
possivel em condi¢cdes de alteragbes da membrana plasmatica, como ocorre na
necrose e na etapa final da apoptose. Sendo assim, podemos distinguir: células
intactas, viaveis (Pl- ANXAV-), células no inicio da apoptose (Pl- ANXAV+) em
apoptose avancada (Pl+ ANXAV+) ou necréticas (Pl+ ANXAV-).

Apos os tratamentos, as células foram recolhidas, centrifugadas a 800 rpm por

10 min a 4°C e lavadas com PBS gelado. O sobrenadante foi descartado e as células



40

ressuspensas em 400 pL de tampéao de ligagao 1x (BD Biosciences) e incubadas com
5 uL de ANXAV-FITC durante 15 min no escuro. Ao final deste tempo, foi adicionado
400 uL de meio e mais 20 pL de solugao de coloragao PI, incubando durante 5 min
em temperatura ambiente e protegidas da luz. A taxa de morte celular foi detectada
usando um citometro de fluxo BD FACSCaliburTM (BD Biosciences), utilizando os
canais FL-1 (530nm) para a ANXAV e FL-3 para o PIl. Foram adquiridos 10.000
eventos por amostra e a analise dos dados foi realizada pelo programa Cell Quest.
Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos em

porcentagem de células.

4.7.2 Caspases -3/-7

Este ensaio foi realizado usando-se o kit Vybrant™ FAM Caspase-3 and -7
Assay (#V35118-Invitrogen, USA), que utiliza uma metodologia baseada no inibidor
fluorescente de caspases (FLICA), que interaje com as caspases ativas.

Apbs cada tempo determinado, as células foram coletadas e transferidas para
tubos de 2,0 mL e centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células ressuspensas em 100 uL de RPMI com 3 uL de FLICA 30x, e
incubadas por 1h a 37°C e 5% COg, protegidas da luz. Durante essa incubacao, 0s
tubos foram homogeneizados 2 vezes. Sem descartar o sobrenatande, foi adicionado
400 uL de tampdo de lavagem 1x, centrifugando a 1200 rpm por 10 minutos. Apés a
centrifugacéo o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 400 L de
tampdo de lavagem 1x. A analise foi realizada em citbmetro de fluxo BD
FACSCaliburTM (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Foram adquiridos 10.000

eventos.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas, as diferencas entre os testes, controle negativo e
controle positivo foram avaliadas usando a andlise de variancia ANOVA de uma via,
seguida do pos teste Student Newman Keuls, utilizando o programa GraphPad Prism

5.0, considerando a diferenca estatisticamente significativa quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DAS SUBSTANCIAS ISOLADAS OU EM
COMBINACAO

O efeito antiproliferativo dos &cidos betulinico, ursélico e oleandlico e das
substancias FAR2015056 e FAR2016018 sobre as linhagens leucémicas K562 e
K562-Lucena foi avaliado pelo método de MTT. Neste ensaio as células foram
tratadas com as substancias individualmente ou em combinacdo com o mesilato, em
multiplas concentracdes, por um periodo de 48h.

A partir da leitura da densidade Optica, foram calculadas as porcentagens de
proliferacéo e de inibigéo celular de cada um dos compostos testados em relagéo ao
controle negativo (células ndo tratadas = 100% de proliferacdo). Esses percentuais
foram usados na obtencdo dos valores de ICso (concentragcdo que inibe 50% da
proliferacéao celular). O mesilato de imatinibe foi utilizado como controle positivo.

Inicialmente, as substancias teste foram testadas individualmente em ambas
as linhagens para obtenc¢&o da ICso - Tabela 1. Conforme observamos na tabela 1,
tanto o farmaco padréo (mesilato de imatinibe) quanto as substancias testadas, foram
eficazes em inibir a proliferacé@o celular em células leucémicas (K562), assim como na
linhagem resistente (K562-Lucena), observando-se a seguinte ordem crescente nos
valores de IC50: mesilato de imatinibe < acido betulinico < FAR2016018 < &cido
ursolico < FAR2015056.

Valores semelhantes de ICso foram obtidos para a substancia FAR2016018 e
acido ursolico (ICso 12,85 uM e 14 uM, respectivamente) frente a linhagem K562.
Nesta mesma linhagem, o &cido betulinico foi o que apresentou melhor inibigédo (ICso
8,6 uUM), dentre as substancias testadas. Da mesma forma, essa substancia
apresentou valor de ICso proximo ao imatinibe na linhagem resistente (K562-Lucena)
(ICs0 12,52 pM e 13,12 uM respectivamente). Nesta linhagem resistente, todas as
substancias testadas foram eficazes, porém com diferencas de poténcia quando
comparada com a linhagem néo resistente K562 (ICso acido betulinico < mesilato de
imatinibe < acido ursolico < FAR2016018 < FAR2015056). Pelo fato do acido

oleandlico ter apresentado valores elevados de ICso em relacdo ao mesilato de
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imatinibe, mais de 60 na linhagem K562 ou 32 vezes na linhagem K562-Lucena, nao
0 qualificaram para ser usado nos ensaios seguintes (Tabela 1).

Tabela 1: ICso das substancias teste frente as linhagens K562 e K562- Lucena. Valores obtidos a
partir dos ensaios de citotoxicidade com tratamento de 48h.

Substancia K562 K562-Lucena
ICs0 (UM) ICs0 (UM)

mesilato de imatinibe 35 13,12
acido ursolico 14 19,6
acido betulinico 8,6 12,52
acido oleandlico 231,8 421,5
FAR2015056 32,8 86,4
FAR2016018 12,85 33,14

Observa-se entdo que, dentre as substancias testadas, os acidos betulinico e
ursodlico apresentaram uma menor ICso na linhagem resistente K562-Lucena,
enquanto na linhagem K562 os melhores resultados foram vistos com &cido betulinico
e FAR2015018.

Avaliando o perfil de proliferacdo das substancias teste nas concentracfes de
tratamento (Figuras 6A e 6B), ficou evidente que a atividade antiproliferativa foi
intensificando-se a partir de 10 pM, em ambas as linhagens, resistente e nao
resistente. As substdncias FAR2015056, FAR2016018 e o acido betulinico
apresentaram atividade anti-proliferativa em torno de 80% em sua maior concentracao
na linhagem K562 (Figura 6A). Na linhagem resistente K562-Lucena (Figura 6B) o
mesmo fendmeno foi encontrado, embora com valores um pouco mais reduzidos (60-
70% de inibicdo). O farmaco padréo imatinibe manteve-se na faixa de 65-70% de
inibicdo em ambas as linhagens.

Diante dos resultados, identificou-se a concentracdo de 10 puM como a ideal
para o tratamento das células no teste de resisténcia a farmacos, usando o fluoroforo
Rh 123.
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Figura 6: Grafico representativo da proliferacéo celular nas linhagens leucémicas K-562 e
K562-Lucena. As células foram tratadas por 48h com diferentes concentracdes (0,01 a 100 uM)
do mesilato de imatinibe, acido betulinico, acido ursdlico, acido oleandlico, FAR2015056 ou
FAR2016018 e a citotoxicidade avaliada pelo método de MTT. A porcentagem de proliferacédo
celular foi calculada em relacdo ao controle negativo (ndo tratado = RPMI), considerado como
100%. O gréfico A corresponde ao tratamento na linhagem K562 e o grafico B na linhagem
resistente K562-Lucena.
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5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA GLICOPROTEINA-P (P-gp)

Essa abordagem avaliou a atividade das substancias teste sobre a capacidade
de inibir a atividade da P-gp, proteina responsavel pela extrusao de farmacos do meio
extracelular, impedindo o acumulo no interior da célula em concentracdes
farmacologicamente ativas.

Neste ensaio as substancias teste foram usadas apenas na linhagem MDR

K562-Lucena, na concentragéo de 10 uM, na presenca de Rh 123.

Figura 7: Atividade das substancias teste sobre a atividade da glicoproteina P em células K562-
Lucena. A inibicdo da atividade da P-gp foi avaliada por citometria de fluxo, utilizando o substrato
fluorescente Rh 123 e quantificada pela média de intensidade de fluorescéncia (MFI). O verapamil foi
utilizado como controle de inibicdo da bomba de efluxo. A figura A mostra que as substancias
FAR2015056 e FAR2016018 foram capazes de impedir a extrusdo da Rh 123 nas células leucémicas,
demonstrando efeito das substancias teste em inibir a atividade da P-gp, enquanto na figura 7B, nota-
se que os acidos betulinico, ursdlico e oleandlico ndo apresentaram atividade.
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Na figura 7A € possivel visualizar um aumento da intensidade de fluorescéncia
em células tratadas com as amostras FAR2015056 e FAR2016018, demonstrando
acumulo de Rh 123 no interior das células. Este resultado sugere uma inibicdo na
atividade da P-gp por parte dessas substancias. Tal fendmeno néo foi observado com
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os &cidos betulinico, ursélico e oleandlico (Figura 7B), demonstrando que o efluxo nao

foi impedido, sugerindo que estas substancias atuam por mecanismos diferentes.

5.3 COMBINACAO DO MESILATO DE IMATINIBE COM AS SUBSTANCIAS
FAR2015056, FAR2016018 E OS ACIDOS BETULINICO E URSOLICO

A fim de avaliar se a interagdo do mesilato de imatinibe com as substancias
teste potencializa os efeitos obtidos isoladamente, foram realizados novos
tratamentos. As concentracfes utilizadas na combinacédo de cada substancia com o
mesilato de imatinibe foram estabelecidas utilizando dois critérios: considerando os
valores das ICso de cada substancia teste individualmente e partindo da concentragao
de 10 pM, definido pelo perfil de viabilidade, conforme observados na tabela 1 e figura

6, respectivamente.

Dessa forma, para os testes de combinacdo do mesilato de imatinibe com os
acidos ursodlico e betulinico, utilizamos os valores das ICso e, para as substancias
FAR2015056 e FAR2016018, utilizamos a concentracao de 10 uM, extrapolando um
ponto acima dessas concentracdes escolhidas.

Apo6s o tratamento das células K562 e K562-Lucena com as substancias
combinadas, por um periodo de 48 horas, foram calculados os indices de combinac¢éo
(CI) e de reducéao de dose (DRI).

5.3.1 Proliferacdo das células leucémicas K562 e K562-Lucena tratadas com as

combinagdes com o mesilato de imatinibe

As combinacdes entre o mesilato de imatinibe e o acido betulinico evidenciaram
uma importante melhora na atividade citotdxica nas duas linhagens celulares testadas,
K562 e K562-Lucena (Figura 8A e 8B, respectivamente). Foi observado pela
diminuicdo da proliferagéo celular, de forma dose dependente, potencializando o efeito
de todas as concentragbes quando comparado as substancias utilizadas

individualmente.
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Figura 8: Avaliagdo da proliferagdo celular nas linhagens K562 e K562-Lucena ap6s tratamento
de 48h com diferentes concentra¢c8es do mesilato de imatinibe, 4cido betulinico e combinagdes.
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* p < 0,05 comparado ao mesilato de imatinibe e + p < 0,05 comparado ao acido betulinico.

E possivel notar na figura 8C e 8D forte efeito sinérgico em quatro das cinco

concentracdes das combinag¢des do mesilato de imatinibe com o acido betulinico em

ambas as linhagens celulares, com excecao apenas da menor concentracao na K562

gue apresentou sinergismo fraco com CI = 0,83 e na maior concentragcao na K562-

Lucena, com efeito aditivo (Cl = 1,01). Podemos observar também que na linhagem

resistente a concentracdo é inversamente proporcional a atividade, ou seja, quanto

menor a concentracdo, maior o efeito sinérgico da interacdo com o mesilato de

imatinibe. Evidenciando, desta forma, uma potenciacdo farmacoldgica, que € o

principal objetivo do uso de combinacdes.

A poténcia farmacoldgica é a relacdo entre a dose de um farmaco e seu efeito,

ou seja, quantidade de farmaco necessaria para produzir um efeito biologico.
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O efeito antiproliferativo do é&cido ursdlico também foi significativamente
potencializado quando combinado com o mesilato de imatinibe (Figura 9A e 9B),
mostrando inibicdo da proliferacdo celular de forma dose-dependente nas duas

linhagens celulares.

Na analise do efeito da interagdo das combinacdes, é possivel observar efeito
aditivo na menor concentracdo nas células K562 (Figura 9C) e efeito sinérgico em

todas as concentracdes nas céluas K562-Lucena (Figura 9D).

Figura 9: Avaliacdo da proliferacdo celular nas linhagens K562 e K562-Lucena ap6s tratamento
de 48h com diferentes concentrac8es do mesilato de imatinibe, &cido ursdlico e combinacdes.
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* p < 0,05 comparado ao mesilato de imatinibe e + p < 0,05 comparado ao acido ursdélico.

A figura 10A e 10B mostra que a combinacdo com a substancia FAR2015056
apresentou significativa melhora na atividade citotoxica em todas as concentracdes
guando comparada a substancia FAR2015056 individualmente e, praticamente

repetiu 0s mesmos resultados do mesilato de imatinibe sé. Esta combinacéo nao foi
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capaz de gerar indice de combinagdo e nem indice de reducdo de dose apesar da
diferenca significativa (p<0,05) entre alguns pontos da combinagéo e a curva do

mesilato de imatinibe individualmente.

Figura 10: Avaliacdo da proliferagéo celular nas linhagens K562 e K562-Lucena apds tratamento
de 48h com diferentes concentracdes do mesilato de imatinibe, FAR2015056 e combinacdes.
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* p < 0,05 comparado ao mesilato de imatinibe e + p < 0,05 comparado a FAR2015056.

De todas as substancias testadas, a FAR2016018 foi a que apresentou melhor
resultado, mostrando aumento significativo do efeito antiproliferativo quando em
combinacdo (Figura 11A e 11B). Os valores de inibicdo da proliferacdo celular apés
48h de tratamento com a combinacao foram de 46 a 80% para as concentracdes em
ordem crescente na linhagem K562 (Figura 11A), variando de 34,9 a 78,1% na
linhagem K562-Lucena (Figura 11B).

Podemos notar ainda, na figura 11C e 11D, a fortissima atividade sinérgica
evidenciada por meio dos valores de Cl das combinagfes. Assim como visto na
combinacdo do mesilato de imatinibe e acido betulinico, a interacdo do mesilato de
imatinibe e FAR2016018 apresentou melhor resposta sinérgica na menor
concentracéo da linhagem resistente (Cl = 0,23).
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Figura 11: Avaliacdo da proliferacdo celular nas linhagens K562 e K562-Lucena apods
tratamento de 48h com diferentes concentracfes do mesilato de imatinibe, FAR2016018 e
combinacgdes.
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* p < 0,05 comparado ao mesilato de imatinibe e + p < 0,05 comparado a FAR2016018.

Analisando os resultados de combinacgfes entre mesilato de imatinibe e as

substancias testadas nas linhagens K562, verifica-se que em todos os ensaios as
combinagdes foram mais eficazes em diminuir a proliferacao celular em comparacéo
as substancias testadas individualmente. Isso foi observado para o acido betulinico
(Figura 8A e 8B), acido ursolico (Figura 9A e 9B), FAR2015056 (Figura 10A e 10B) e
FAR2016018 (Figura 11A e 11B). Esses efeitos se apresentaram de forma dose
dependente, e potencializado para todas as concentragbes quando comparado as
substéancias utilizadas isoladamente, na linhagem K562.

Outra andlise importante refere-se ao indice de combinacao (Cl), o qual reflete
um potencial sinergismo de substancias que apresentam valores de Cl inferior a 1 (ClI
<1).
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Assim como ocorreu na linhagem sensivel K562, a amostra FAR2015056 n&o
apresentou atividade citotéxica quando utilizada individualmente, assim como também
nao apresentou melhora na resposta farmacoldgica no tratamento com o mesilato de
imatinibe.

Quando associamos o mesilato de imatinibe com a substancia FAR2016018
nota-se uma significativa melhora do efeito citotoxico observado em todas as
concentracOes testadas (Figura 11A e 11B). Na analise do efeito sinérgico (Figura 11C
e 11D), é possivel perceber que apenas a maior concentracdo da combinacao
apresentou efeito antagonico na linhagem K562-Lucena (Figura 11D) e todas as
demais mostraram efeito sinérgico. E importante ressaltar que quanto menor a
concentracdo utilizada, maior € o efeito sinérgico, evidenciando assim, que a
combinacgdo avaliada potencializou o efeito farmacologico do mesilato de imatinibe
nas linhagens celulares analisadas.

Na linhagem resistente K562-Lucena as analises de combinagfes entre
mesilato de imatinibe e acido betulinico (Figura 8A e 8B), bem como a combinacéo
entre o mesilato de imatinibe e acido ursodlico (Figura 9A e 9B) e a combinacdo de
mesilato de imatinibe e FAR2016018 (Figura 11A e 11B), mostram uma curva de
inibicdo da proliferagdo extremamente satisfatéria se comparadas com as células

incubadas com as substancias de forma individual.

5.3.2 Comparacao do desempenho sinérgico das combina¢des nas duas linhagens

O efeito das combinac¢fes nas duas linhagens foi avaliado pelo céalculo do Cl e
do DRI. As combinagBes do &cido betulinico, &cido ursélico e FAR2016018 com o
mesilato de imatinibe apresentaram CI significativo, com valores abaixo de 1 na Fa
0,5 (fracéo que inibe 50% da viabilidade celular), indicando efeito sinérgico em ambas
as linhagens leucémicas.

Na tabela 2 nota-se que a substancia FAR2016018 apresentou a melhor
interacdo em ambas as linhagens, comprovada pelo valor do CI de 0,15 na K562 e
0,35 na K562-Lucena. Observamos também uma boa reducéo de dose com resultado
de DRI de 7,66 para o mesilato e 50,13 para a FAR2016018 na linhagem sensivel e
4,37 e 8,18, respectivamente, para 0 mesilato de imatinibe e FAR2016018 na

linhagem resistente.
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A interacdo do &cido betulinico com o mesilato de imatinibe reduziu a
concentracdo do mesilato de imatinibe em 7 vezes e do acido betulinico em mais de
12 vezes na linhagem K562 e em 4,61 e 5,46 vezes, respectivamente, para o mesilato
de imatinibe e acido betulinico, na linhagem resistente.

A combinagdo mesilato de imatinibe e acido ursdlico também apresentou efeito
sinérgico significativo nas duas linhagens, embora com menor intensidade quando
comparado as outras substancias. Entretanto, a combinacdo de imatinibe e
FAR2015056 nao se apresentou favoravel, ndo sendo possivel analisar a atividade

sinérgica nas duas linhagens.

Tabela 2: indice de combinac&o (Cl) e indice de redu¢éo de dose (DRI) de cada combinac&o nas
linhagens K562 e K562-Lucena. Os valores de Cl referem-se & fragcao que inibe 50% da viabilidade
celular (Fa 0,5) e o DRI indica a quantidade que cada substancia foi reduzida na combinagéo para
produzir o efeito. CI<1, =1 e >1 indicam sinergismo, efeito aditivo e antagonismo, respectivamente.

K562 K562 - Lucena
Substancia DRI DRI DRI DRI
Cl(Fa0.5) mesilato Substancia Cl(Fa0.5) mesilato  Substancia
acido betulinico 0,22 7,16 12,71 0,40 4,61 5,46
acido ursélico 0,56 3,11 4,86 0,41 4,40 5,53
FAR2016018 0,15 7,66 50,13 0,35 4,37 8,18

Apesar dos efeitos sinérgicos apresentados em trés das quatro substancias
testadas, apenas o acido betulinico foi selecionado para continuar os demais testes
para elucidacdo do mecanismo de acdo. As demais substancias serdo estudadas

posteriormente, em novos trabalhos.

5.3.3 Proliferacéo das células NIH/3T3 - indice de Seletividade

A fim de garantir a seletividade dos efeitos citotoxicos pelas células tumorais,
foi utilizada a linhagem de células n&o tumorais NIH/3T3. Neste ensaio o valor de ICso
das células ndo tumorais foi dividido pelo valor da ICso das células resistentes K562-
Lucena.

Os resultados observados demonstraram que a combinacdo do mesilato de
imatinibe com o acido betulinico apresentou IS de 10, 92. Este valor significa que a
combinacao foi 10,92 vezes mais ativa na linhagem de células leucémicas do que em

células nao tumorais.
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O mesilato de imatinibe e o acido betulinico testados isoladamente

apresentaram IS de 9,59 e 1,22, respectivamente.

5.4 MORTE CELULAR

Sabendo que a combinacdo do mesilato de imatinibe com o &cido betulinico
apresentou efeito citotoxico e atividade sinérgica significativos, foi avaliado se o efeito
citotéxico observado era via mecanismo de inducdo de apoptose. Para tal, foi utilizada
a metodologia de citometria de fluxo para deteccdo desta atividade e foi possivel
observar que a combinacdo do mesilato de imatinibe com o acido betulinico (6,5 uM

+ 6,5 uM) foi capaz de induzir a morte de células leucémicas MDR por apoptose.

5.4.1 AnexinaV/PI

A inducdo da apoptose foi investigada apés tratamento de 24h das células
K562-Lucena com o mesilato de imatinibe e o &cido betulinico, isoladamente, ou com
a combinacado mesilato de imatinibe e o acido betulinico por meio da técnica de dupla
marcacdo ANXAV/PI. Este método permite a deteccao, tanto de células em apoptose,
marcadas com anexina por meio da externalizacdo da fosfatilserina, quanto células
necréticas que se coram com o PIl, por apresentarem perda da integridade da
membrana. Com esta marcacdo € possivel dividir a populacdo celular em quatro
categorias: apoptose precoce (ANXAV+/PI-), apoptose tardia (ANXAV+/Pl+), necrose
(ANXAV-/PI+) e células viaveis (ANXAV-/PI-). A concentracdo da combinacao (6,5 uM
+ 6,5 UM de cada substancia) foi definida por ser a que apresentou maior poténcia da
atividade antiproliferativa no ensaio de MTT, em relacéo a atividade das substancias
isoladamente.

O tratamento com o mesilato de imatinibe aumentou significativamente a
guantidade de células em apoptose precoce, marcadas com anexina V (Figura 12A),
em relacdo as demais substancias testadas isoladamente, assim como ao grupo nao
tratado. Na figura 12A, péde ser observado um aumento ainda maior apds tratamento
com a combinacdo mesilato de imatinibe + acido betulinico, em relacdo a todos os

grupos avaliados. A combinacdo também apresentou aumento de células marcadas
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duplamente com ANXAV/PIl, demonstrando fase de apoptose tardia, quando
comparadas ao grupo néo tratado (Figural2B). Nesta mesma figura, constata-se que
o numero de células da combinacdo no final da apoptose, dobrou em relacdo ao
tratamento com acido betulinico e ao grupo néo tratado. Ao somar a porcentagem de
células ANXAYV positivas (Figura 12C), € possivel notar gue a combina¢cdo aumentou
em 2 vezes o numero de células apoptéticas em relacdo ao tratamento com STAURO
e mais de 4 vezes em relacdo ao grupo MEIO.

A figura 12D mostra que nenhuma das substancias testadas causou alteracao

significativa no numero de células necréticas.

Figura 12: Avaliacdo da inducdo de apoptose das células K562-Lucena pelo ensaio de dupla
coloracdo anexina V / PIl. Grafico representativo de dois experimentos independentes. Dados
apresentados como média + desvio padréo, considerando significativo quando p<0,05, sendo, * p< 0,05
quando comparado ao acido betulinico (AC. BET), + p< 0,05 quando comparado ao mesilato de
imatinibe (MESIMA), * p< 0,05 quando comparado & estaurosporina (STAU) e # p< 0,05 quando
comparado ao grupo nao tratado.
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5.4.2 Caspase -3/-7

Visto que os resultados anteriores evidenciaram aumento na quantidade de
células apoptéticas apos o tratamento combinado com mesilato de imatinibe e acido
betulinico, avaliou-se o envolvimento das caspases neste efeito, uma vez que as

caspases desempenham importante papel no processo de apoptose.

Nos ensaios da atividade de caspase 3 e 7 (Figura 13), a staurosporina foi
utilizada como controle positivo de ativacdo de caspase e apresentou aumento de
35,7% para 43,7% de acordo com o tempo de tratamento, 6h e 24h, respectivamente.
N&o foi observada alteracdo significativa apés o tratamento de 6h em nenhuma
substéancia testada. Entretanto, € possivel notar aumento significativo de células K562-
Lucena caspase 3 e 7 positivas, ap0s o tratamento por 24h com a combinacgéo
mesilato de imatinibe e acido betulinico, em comparacdo aos grupos do &cido

betulinico isoladamente e ao grupo nao tratado (MEIO).

Figura 13: Dosagem dos niveis de caspase -3/-7 para deteccdo do efeito apoptdtico do
tratamento isolado ou combinado do mesilato de imatinibe (MESIMA) e acido betulinico (AC.
BET) (6,5 uM + 6,5 uM) por 6h e 24h, em células K562-Lucena. A estaurosporina (STAU) foi utilizada
como controle positivo de caspase. Os dados apresentados representam a média + desvio padrdo. # p

< 0,05 quando comparado ao grupo nao tratado e * p<0.05 quando comparado ao AC. BET.
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6 DISCUSSAO

A resisténcia terapéutica das células tumorais € o maior obstaculo para um
tratamento efetivo. Atualmente, o desenvolvimento de novas estratégias para superar
a resisténcia a quimioterapicos, tem sido alvo de varios estudos (OZBEN, 2006;
VAIDYA, GHOSH e VUNDINTI, 2011; KIM et al., 2012; KIM e KIM, 2015; KIM et al.,
2016).

O uso do mesilato de imatinibe em alguns tipos de céncer é classicamente
descrito na literatura, entretanto relatos de resisténcia a esta droga padrédo no
tratamento de leucemia mieldide crénica, também vém sendo demonstrado (SHAH et
al., 2004; QUINTAS-CARDAMA; KANTARJIAN; CORTES, 2009; ABDEL-AZIZ et al.,
2015; CAVNAR et al., 2017; SAITO et al., 2017). Neste sentido, a combinagéao de
multiplas drogas é crucial nesta busca, com o objetivo de obter efeito sinérgico para
reduzir possiveis efeitos toxicos e potencializar a agao farmacoldgica e terapéutica do
qguimioterapico (DANCEY e CHEN, 2006).

Diversos estudos tém demonstrado que o uso combinado de agentes
antitumorais com produtos naturais, potencializa o efeito de inibicdo de crescimento
das células tumorais (MOROTTI et al., 2006; YI; WETZSTEIN, 2011; ZHANG et al.,
2016). Combinacdes entre o mesilato de imatinibe e outros farmacos tém sido uma
ferramenta muito utilizada na tentativa de reduzir ou mesmo abolir a resisténcia de
algumas células ao imatinibe (SHEN et al., 2009). Bandyopadhyay e colaboradores
(2017) demonstraram que co-tratamento com avasimibe e imatinibe, na linhagem
K562 e na linhagem resistente K562R, reduziu a proliferacdo celular diminuindo a
dose dos quimioterapicos sem perder seu efeito, e, além disso, obtiveram efeito
sinérgico.

Diante de evidéncias que mostram a capacidade de substéncias derivadas de
produtos naturais atuarem de forma sinérgica a alguns farmacos (HEMAISWARYA e
DOBLE, 2006; LIN; JIANG; LIU, 2016), com possibilidade de reduzir as suas
concentracdes e, consequentemente, reduzir os efeitos adversos indesejados, foram
testados alguns principios ativos derivados de plantas, pertencentes a classe dos
terpenos.

As plantas medicinais séo utilizadas ha anos por apresentam importante valor

como fonte de substancias com potencial terapéutico para diversas doencas e, ainda
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hoje, representam um importante reservatério para a identificagdo de novas drogas.
Dados da literatura demonstram a atividade de diferentes constituintes derivados de
plantas medicinais, na prevenc¢ao ou tratamento do cancer, tais como os flavondides,
polifendis, alcalbides, terpenos, dentre outros (SAFARZADEH; SHOTORBANI;
BARADARAN, 2014; ATANASOV et al., 2015; NEWMAN; CRAGG, 2016).

Entre os inUmeros compostos produzidos pelas plantas, destacam-se o0s
terpenos, que representam a maior e mais diversificada classe de produtos naturais,
com diferentes acdes terapéuticas ja demonstradas (PETRONELLI, PANNITTERI e
TESTA, 2009). Apesar das suas atividades preventivas ou terapéuticas, é possivel
melhorar seu potencial citotoxico ao combina-los com outros farmacos.

Neste estudo, primeiramente foi realizada uma triagem com diferentes
substancias da classe dos terpenos, com o objetivo de encontrar uma substancia
promissora para atuar de forma sinérgica com o mesilato de imatinibe. As linhagens
leucémicas K562 e K562-Lucena foram utilizadas nestes ensaios.

A linhagem K562 é bem descrita em estudos com o mesilato de imatinibe, sobre
a qual este farmaco apresenta efeitos inibitérios de crescimento ja bem descritos (WEI,
TO e AU-YEUNG, 2015). Neste estudo observou-se que o imatinibe foi capaz de inibir
a proliferacdo das células K-562, o que esta em consonancia com os dados também
vistos por LIN, JIANG e LIU (2016). A linhagem resistente K562-Lucena € derivada da
K562 e também foi utilizada para avaliar se as substancias apresentariam acao

farmacoldgica sobre uma linhagem resistente.

Os resultados encontrados mostram que as amostras FAR2016018 e os acidos
ursolico e betulinico apresentaram significativa inibicdo na proliferacdo de ambas as
linhagens leucémicas, tanto administradas isoladamente quanto em combinac&o com
0 mesilato de imatinibe. Ao contrario do observado com as substancias acima, o acido
oleandlico nao foi efetivo em inibir a atividade proliferativa das células leucémicas, em
nenhuma das linhagens testadas.

O éacido betulinico foi descrito pela primeira vez em 1917 por Traubenberg e
possui varias atividades biolégicas conhecidas, sendo a de maior interesse a sua
atividade citotoxica, descoberta em 1976, em uma linhagem de leucemia linfatica, P-
388, assim como em muitas linhagens de células tumorais humanas (TRUMBULL,
1976; FULDA, 2010; MOGHADDAM, AHMAD e SAMZADEH-KERMANI, 2012; CSUK,
2014).
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Assim como o &cido betulinico, os &cidos ursodlico e oleandlico pertencem a
classe dos terpenos e possuem diversas atividades farmacoldgicas descritas, dentre
elas, hepatoprotetora, anti-inflamatoria e antitumoral (NOVOTNY; VACHALKOVA;
BIGGS, 2001; LI; GUO; YANG, 2002; LIU, 2005).

O fato da substéancia causar inibicdo na proliferacdo das células tumorais é
importante, porém, diversas substancias sdo expulsas da célula, impedindo que o
farmaco atinja concentracdes terapéuticas eficaz.

Existem varios mecanismos envolvidos na resisténcia das células tumorais aos
quimioterapicos, sendo um dos principais mecanismos, o transporte através da
membrana plasmaética, via glicoproteina P, cuja atividade promove o efluxo do farmaco
para o meio extracelular (HUBER, MARUIAMA e ALMEIDA, 2010).

Diante do obstaculo causado pela resisténcia terapéutica promovida pela
glicoproteina P, superexpressa em varias células tumorais humanas e detectada em
cerca de 60% dos pacientes com LMC avancada, € indispensavel descobrir
substancias capazes de reverter essa resisténcia, inibindo a extrusdo do farmaco e,
dessa forma, aumentando sua concentracdo intracelular e consequentemente a
atividade citotoxica. Para tal, as linhagens celulares resistentes tém sido utilizadas a
fim de identificar substancias capazes de superar o fenétipo de resisténcia (ILLMER
et al., 2004; HUBER; MARUIAMA; ALMEIDA, 2010; MAIA, 2011).

Sendo assim, foi investigada a atividade dos terpenos FAR2015056,
FAR2016018 e os acidos betulinico, ursélico e oleandlico na linhagem K562-Lucena,
que superexpressa a P-gp, responsavel pelo fen6tipo multidroga resistente de células
tumorais.

Dentre as substancias testadas, FAR2015056 e FAR2016018 foram capazes
de inibir a atividade da P-gp, sugerindo possivel efeito modulador, enquanto os acidos
triterpénicos nao foram capazes de evitar o efluxo.

E extremamente importante identificar substancias que apresentem diferentes
efeitos que levem ao dano da célula tumoral, pois farmacos com diferentes tipos de
acdo sdo usados em combinagBes na tentaiva de melhorar o efeito citotdxico
diminuindo a concentracdo do quimioterapico e ainda, atingir efeito sinérgico.

Diante disso, ap0s a avaliacdo da atividade citotoxica e, determinacdo da
poténcia (ICs0) e da curva dose-efeito das substancias isoladamente e em
combinacéo, foi calculado o efeito farmacologico das interagbes com o mesilato de
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imatinibe pelo método de Chou e Talalay e quantificado por meio do indice de
combinacéao (Cl) (CHOU, 2010).

Quando dois ou mais farmacos sao administrados simultaneamente, a
combinacdo dos efeitos farmacoldgicos pode gerar efeito combinatorio maior
(sinergismo), igual (aditividade) ou menor (antagonismo) do que os efeitos de cada
farmaco isoladamente. (CHOU, 2010; HU et al., 2016).

O sucesso das combinacBes envolve varios fatores importantes para a
terapéutica, tais como: a diminuicdo da dose, o aumento da eficacia terapéutica, a
reducdo das reacoes adversas e efeitos colaterais, 0 aumento da duracao do efeito e
ainda a possibilidade de impedir ou retardar a resisténcia medicamentosa (CHOU,
2010).

Ao analisar o conjunto de dados, observa-se que as combina¢des do mesilato
de imatinibe com os &acidos betulinico e ursdlico ou a substancia FAR2016018
evidenciaram significativa atividade sinérgica ao mesilato de imatinibe, tanto na
linhagem K562 quanto na linhagem resistente K562-Lucena.

E importante salientar uma potenciacéo farmacolégica ao combinar o mesilato
de imatinibe com o &cido betulinico e a substancia FAR2016018, notada ao
apresentarem uma maior acao sinérgica quanto menor a concentracao utilizada. Este
fato, ajuda a impedir ou retardar a resisténcia medicamentosa, além de causar menos
efeitos adversos na clinica.

Outro dado relevante € o indice de reducao de dose (DRI), que indica o quanto
cada substancia foi reduzida em uma combinag¢@o sinérgica para proporcionar o
mesmo efeito obtido isoladamente (CHOU; MARTIN, 2005). Neste ensaio, observou-
se uma maior reducdo do mesilato de imatinibe e do acido betulinico e FAR2016018,
em ambas as linhagens testadas.

Dada a interagao sinérgica observada entre as combina¢gdes com o mesilato de
imatinibe, o acido betulinico foi selecionado para elucidar os mecanismos que levam
aos efeitos citotdxicos e sinérgicos encontrados e identificar o mecanismo de morte
implicado na inibicdo da proliferagéo, uma vez que, um dos principais marcadores do
cancer é a incapacidade da célula tumoral em sofrer apoptose (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A morte celular é geralmente classificada em duas grandes categorias,
facilmente identificadas por suas diferengcas morfoldgicas: a apoptose que representa
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a morte celular programada e, em um processo patoldgico, visa a eliminacédo de
células mutadas que levam ao crescimento descontrolado das células tumorais e a
progressao da doenca e, a necrose, que representa a morte celular acidental, que
causa perda da integridade da membrana e inflamacao tecidual (OUYANG, 2012;
DASGUPTA, 2017).

Antes dos ensaios para avaliagdo de morte celular, a linhagem de células nao
tumorais NIH/3T3 foi usada para avaliar a seletividade da combinacdo do mesilato de
imatinibe com o &cido betulinico pelas células tumorais resistentes, K562-Lucena.
Este teste mostrou que a combinagéo ndo apresentou citototoxicidade para as células

nao tumorais, demonstrando dessa forma, seletividade para a linhagem leucémica.

Para avaliacdo da morte celular, primeiramente foi investigado o potencial das
substéancias teste em desencadear a apoptose ou necrose, por meio das alteracdes
da membrana mitocondrial, pelo ensaio de dupla coloracdo de anexina V/PI.

Os dados mostram que as substancias testadas ndo induziram necrose.
Entretanto, houve um aumento significativo na porcentagem de células apoptéticas
apos tratamento de 24h com o mesilato de imatinibe isoladamente e em combinacéo
com o acido betulinico. Esses achados indicam que o mesilato de imatinibe
isoladamente ou em combinacado, conseguiu inibir a proliferacéo celular pela indugéo
de apoptose em células resistentes K562-Lucena. Esses resultados ratificam os
achados de CAO e colaboradores (2014), que também demonstraram aumento na
inducado de apoptose em tratamento combinado com o mesilato de imatinibe em uma
linhagem leucémica resistente.

Para entender o mecanismo pelo qual a combinacgéo do acido betulinico com o
mesilato de imatinibe induziu a apoptose, foi investigada a concentracdo de caspases
3/7. As caspases séo enzimas que desempenham um papel central na regulagcéo da
apoptose, sendo as caspases 3/7 efetoras desse processo (RICCI; ZONG, 2006).

O tratamento de 24h das células K562-Lucena com o mesilato de imatinibe e o
acido betulinico, isoladamente ou em combinacdo demonstram que 0s agentes
combinados induziram aumento significativo na atividade de caspase-3/7 apés 24
horas de tratamento, quando comparados ao grupo nao tratado e ao acido betulinico
isoladamente.

Os resultados achados neste estudo comprovam a atividade antiproliferativa e

sinérgica da combinacdo do mesilato de imatinibe com o &cido betulinico, nas
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linhagens leucémicas K562 e K562-Lucena, assim como o efeito apoptético na
linhagem resistente, corroborando com KUTKOWSKA, STRZADALA e RAPAK (2017)
gue também descreveram esses mesmos efeitos ao combinarem o &cido betulinico

com o sorafenibe em células de cancer de pulméo.

Nossos dados reforcam a importancia da interacdo dos produtos naturais com
agentes antitumorais, e chama a atencéo para o potencial quimioterapico de terpenos
ao apresentarem atividade também na linhagem resistente. Neste contexto, este
estudo mostrou que a combinacao do acido betulinico com o mesilato de imatinibe foi
eficaz, ao apresentar propriedades antiproliferativa e sinérgica potentes contra células
de LMC. Isto pode fornecer uma melhor estratégia de tratamento combinado e reduzir
o perfil de citotoxicidade, sugerindo a possibilidade de reduzir a dose e melhorar os

protocolos ja utilizados e, portanto, pode ser benéfico para os pacientes.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

OBJETIVO 1: Avaliar a atividade antiproliferativa das substancias

iIsoladamente e em combinacéo nas linhagens K562 e K562-Lucena.

Os acidos betulinico e ursolico e a substancia FAR2016018 apresentaram
potencial citotoxico no ensaio de proliferacdo celular (MTT) apos tratamento
isolado nas linhagens leucémicas K562 e K562-Lucena;

A substancia FAR2015056 ndo apresentou efeito citotéxico quando usada
isoladamente;

Os efeitos citotoxicos dos tratamentos combinados do mesilato de imatinibe
com os acidos betulinico e ursdlico e a substadncia FAR2016018 foram
potencializados na linhagem K562, assim como na linhagem resistente K562-

Lucena, em comparagdo com os tratamentos administrados isoladalmente.

OBJETIVO 2: Determinar o indice de combinac¢éo do tratamento conjunto dos

produtos naturais com o0 mesilato de imatinibe.

Foram calculados os indices de combinacdo, assim como os indices de
reducdo de dose das combinacdes do mesilato de imatinibe com o &cido
betulinico, &cido ursoélico e FAR2016018, em ambas as linhagens.

A substancia FAR2015056 ndo gerou indice de combinagdo e indice de

reducéo de dose.

OBJETIVO 3: Avaliar as combinacdes que apresentam sinergismo na linhagem

resistente K562-Lucena.

As combinac¢fes do mesilato de imatinibe com o acido betulinico, acido ursélico
e FAR2016018 apresentaram efeito sinérgico na maior parte das
concentracOes testadas, em ambas as linhagens.
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OBJETIVO 4: Avaliar a atividade da glicoproteina-P na linhagem celular K562-

Lucena.
o As amostras FAR2015056 e FAR2016018 foram capazes de inibir a atividade
da P-gp.

OBJETIVO 5: Avaliar o indice de seletividade da combinacdo do mesilato de
imatinibe com o acido betulinico em células ndo tumorais NIH/3T3.
o A combinagdo mesilato de imatinibe com o &cido betulinico ndo reduziu a

proliferacdo celular das células ndo tumorais NIH/3T3.

OBJETIVO 6: Avaliar o mecanismo de inducdo de morte celular das
combinagdes por meio da dupla coloragdo de anexina V / Pl e da atividade das
caspases 3/7.

o O tratamento isolado de células leucémicas MDR, K562-Lucena, com o
mesilato de imatinibe aumentou significativamente a quantidade de células em
apoptose precoce;

o O tratamento combinado do mesilato de imatinibe com o acido betulinico por
24h foi capaz de induzir a morte de células leucémicas K562-Lucena por
apoptose, apresentando aumento de células em fase de apoptose precoce e
tardia;

o As substancias testadas isoladamente ou em combinacdo ndo apresentaram
significancia no niumero de células necroticas;

o A combinagéo mesilato de imatinibe com o acido betulinico elevou a quantidade
de células apoptoticas, evidenciada pelo aumento da concentragdo de caspase

3 e 7 em células K562-Lucenas, apo6s tratamento de 24h.

Ao analisar o conjunto de dados, observa-se que o acido betulinico, quando
associado ao mesilato de imatinibe, apresentou uma potenciagdo farmacolégica ao
reduzir a dose e apresentar forte efeito sinérgico, maior objetivo do uso de

combinacdes.
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E importante salientar que os resultados comprovam a hipotese de que a
combinagao do mesilato de imatinibe com produtos naturais apresenta sinergismo e

possui viabilidade terapéutica.
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