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Resumo

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) é uma neoplasia do sistema hematopoiético que
resulta da transformacdo maligna das células progenitoras linfoides, B ou T, com
consequente desregulacdo da proliferagdo e/ou bloqueio da diferenciacdo destas
células, conduzindo a acumulacdo de células imaturas (linfoblastos). No entanto, a
maioria das alteracdes genéticas que ocorrem na LLA ndo sdo suficientes para induzir a
progressdo da doenca, o que sugere que existem outros factores genéticos e
epigenéticos que contribuem para a transformacdo leucémica. Um dos mecanismos
envolvidos na morte celular por apoptose e/ou proliferacdo anémala da célula tumoral
pode estar relacionado com a producdo de radicais livres de oxigénio. Estas espécies
reactivas de oxigénio (ROS) sdo poderosos agentes indutores de lesdes do ADN,
podendo contribuir para a inactivacdo de genes supressores tumorais ou para a
activacdo de proto-oncogenes. Contudo, a célula possui um conjunto de defesas
antioxidantes, enzimaticas e ndo enzimaticas, responsaveis pela prevencdo das lesdes
oxidativas. Outro mecanismo implicado no desenvolvimento e progressdo do cancro,
especialmente no sistema hematopoiético, € a modulacdo epigenética. Sabe-se que
diversos genes supressores tumorais sdao inactivados devido a hipermetilacdo das
regidoes promotoras. Diversos estudos sugerem que as lesdes oxidativas do ADN
podem afectar os padrées de metilacdo, levando a expressdo génica andmala o que

pode contribuir para o desenvolvimento do cancro.

Neste sentido, os principais objectivos deste trabalho foram avaliar o papel das
espécies reactivas de oxigénio, em particular do perdxido de hidrogénio e do aniao
superéxido, nos mecanismos de morte celular de células de leucemia linfoblastica
aguda em cultura, e a sua relagdo com o estado de metilacdo em particular com os
niveis de 5-hidroximetilcitosina, de forma a perceber a importancia destas alteragdes e

suas repercussdes no tratamento da doenga.

Para atingir estes objectivos foi utilizada uma linha celular de leucemia linfoblastica
aguda T, as células CEM. Para avaliar o efeito do stresse oxidativo na
proliferacdo/densidade e viabilidade, das células CEM recorreu-se ao teste de exclusdo
com azul tripano, apds incubacdao das mesmas na auséncia e na presenca de diferentes

concentracdes de perdxido de hidrogénio e menadiona (dador do anido superéxido)




durante 24 a 72h. Os niveis intracelulares do H,0,, do O," e da defesa antioxidante
ndo enzimatica GSH, foram determinados por citometria de fluxo através das sondas
fluorescentes DCFH-DA, DHE e Alaranjado de Mercurio, respectivamente. O potencial
de membrana mitocondrial foi analisado por citometria de fluxo através da sonda JC-1.
A morte celular foi avaliada por microscopia dptica (coloracdo de May-Griinwald-
Giemsa), por citometria de fluxo com a dupla marcagdao anexina V e iodeto de
propideo e pela avaliacdo dos niveis de expressdo de proteinas envolvidas nos
processos de morte celular, como as proteinas BAX, BCL-2, FAS, FAS ligando e
caspases. O ciclo celular também foi avaliado por citometria de fluxo através da
marcag¢do com lodeto de Propideo/RNase. A hidroximetilagdo global do ADN (niveis de
5-hidroximetilcitosina,5-hmC) das células tratadas com diferentes concentracdes de
indutores do stresse oxidativo foi analisada através de um kit comercial baseado num

teste imuno-enzimatico.

Os resultados obtidos mostram que o perdxido de hidrogénio e a menadiona induzem
diminuicdo da viabilidade celular de uma forma dependente da concentracdo. A
avaliacdo da morte celular por microscopia dptica e citometria de fluxo mostram que
estes compostos induzem morte celular principalmente por apoptose, o que esta de
acordo com o aumento das caspases activadas, da proteina pré-apoptética BAX e do
receptor FAS. A diminuicdo do potencial mitocondrial e o aumento do pico pré-G0/G1
visualizado na andlise do ciclo celular suportam os resultados anteriores. Estes
compostos também induzem bloqueio do ciclo celular em fase S, o que podera estar
relacionado com lesdo oxidativa do ADN. Além disso, as células submetidas aos
indutores de stresse oxidativo mostram niveis de expressdo de H,0,, de 0," e de GSH
aumentados. Finalmente, também se observou diminuicdo da quantidade de 5-
hidroximetilcitosina, o que pode resultar num ou de um estado de hipometilagao

generalizado.

Em conclusdo, este estudo sugere que, apesar da presenca de baixas concentra¢des de
H,0, e de O, induzirem proliferacdo celular, niveis mais elevados destas espécies
reactivas podem levar a morte celular por apoptose. A persisténcia do stresse
oxidativo pode também causar alteragdes no estado de metilagdo do ADN, e

consequentemente nos niveis de 5-hidroximetilcitosina. Desta forma, torna-se
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evidente que os indutores do stresse oxidativo além de poderem constituir uma nova
abordagem terapéutica em neoplasias hematoldgicas, poderdo interfererir nos

mecanismos de regulagdo epigenética.

Palavras-chave:

= Leucemia
= Stresse Oxidativo
= Espécies Reactivas de Oxigénio

=  5S-hidroximetilcitosina







Abstract

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is an hematological neoplasia characterized by the
malignant transformation of lymphocyte progenitor cells of the B- or T-cell lineages,
leading to a block of differentiation of these cells and therefore to an accumulation of
immature cells (lymphoblasts). However, most of the genetic alterations that occur in
the ALL are not sufficient to induce disease progression, suggesting that other genetic
and epigenetic alterations that can contribute to leukemic transformation. One of the
mechanisms involved in apoptotic cell death and/or abnormal proliferation of tumor
cells may be related to the production of oxygen free radicals. These reactive oxygen
species (ROS) are powerful agents that induce DNA damage and may contribute to the
inactivation of tumor suppressor genes or for the activation of proto-oncogenes.
Nevertheless, the cell has a set of antioxidant defenses, enzymatic and non-enzymatic,
responsible for the prevention of oxidative damage. Another mechanism involved in
the development and progression of cancer, especially in the hematopoietic system, is
the epigenetic modulation. Many well established tumor suppressor genes have been
shown to be inactivated predominantly by promoter hypermethylation. Several studies
have suggested that the oxidative DNA damage may affect methylation patterns,
leading to abnormal gene expression and possibly contributing to the development of

malignancy.

The main objectives of this study was to evaluate the role of reactive oxygen species,
in particular hydrogen peroxide and the superoxide anion, in the mechanisms of cell
death in ALL cell culture and the relationship with methylation status, namely with 5-
hydroxymethylcytosine (5-hmC) levels, in order to realize the importance of such

changes and the implications in disease treatment.

For this purpose, we used a well established ALL T cell line, the CEM cells. To evaluate
the effect of oxidative stress on cell viability and growth, CEM cells were treated in the
absence and presence of different concentrations of hydrogen peroxide and
menadione (O," donor) and were analyzed by the trypan blue assay, during 72h. The
intracellular levels of H,0,, O,* and the non-enzimatic antioxidant defense, GSH, were

determined by flow cytometry (FC), using the probes DCFH-DA, DHE and Orange
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Mercury, respectively. Mitochondrial potential was also analyzed by FC using the JC-1
probe. Cell death was determined by optical microscopy (May-Griinwald-Giemsa
staining), by FC using the annexin V and propidium lodide double staining and by the
expression levels of molecules involved in cell death, like BAX, BCL-2, FAS, FAS ligand
and caspases. The cell cycle of leukemic cells was also evaluated by FC by staining with
propidium iodide/RNase. The overall DNA hydroxymethylation (5-hmC levels) from
cells treated with different concentrations of inductors of oxidative stress were

examined using a commercial kit based on a immuno-enzymatic assay.

Our results show that hydrogen peroxide and menadione induce a decrease in cell
viability in a dose and time dependent manner. Evaluation of cell death by optical
microscopy and FC showed that these compounds induce cell death mainly by
apoptosis, which is in agreement with the increase of activated caspases, the pro-
apoptotic protein BAX and FAS receptor. The decrease in mitochondrial potential and
an increase in peak pré-G0/G1 visualized in cell cycle analysis support these findings.
These compounds also induce S phase arrest, suggesting DNA damage. Additionally,
cells treated with inductors of OS show an increase in the expression levels of H,0,,
0, and GSH. Finally, we also observed a decrease in amount of 5-
hydroxymethylcytosine, which can result in or of a state of generalized

hypomethylation.

In conclusion, this study suggests that despite the presence of low concentrations of
H,0, e de 0," induce cell proliferation, higher levels of these reactive species can lead
to cell death by apoptosis. The persistence of oxidative stress can also cause changes
in DNA methylation state, consequently in levels of 5-hydroxymethylcytosine.
suggesting that the reactive oxygen species may play a role in the mechanisms of
epigenetic regulation and influence the response to therapy. Thus, it is clear that
inductors of oxidative stress could constitute a new therapeutic approach in
haematological malignancies, and may also interfere with epigenetic regulation

mechanisms.
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Influéncia do stresse oxidativo na morte de células de leucemia aguda em cultura

~ .. . o Introdugao
— Relagdo com os niveis de 5-hidroximetilcitosina ¢

1.1 O Cancro

O cancro é uma doenca com uma incidéncia cada vez mais evidente em todo
mundo, havendo uma tendéncia para aumentar nos paises desenvolvidos. Além disso,
a maioria dos doentes sdo diagnosticados ja num estddio avancado da doenca,
necessitando de um tratamento sistémico (Mishra et al., 2006). A quimioterapia
convencional actua de uma forma ndo especifica, o que resulta numa elevada
toxicidade e efeitos secundarios. Por esse motivo, torna-se necessario compreender os
mecanismos celulares e moleculares envolvidos no cancro para assim encontrar novas

alternativas terapéuticas.

O cancro é designado como uma doenca de genes, cuja alteracdo confere as células
neopldsicas caracteristicas exclusivas, nomeadamente divisdao celular excessiva,
blogueio de diferenciacdo e/ou resisténcia a apoptose. O nosso corpo € constituido
por milhares de células que, normalmente, se dividem, crescem e morrem. Estas
mesmas células, nos primeiros anos de vida, dividem-se de um forma mais rapida para
permitir o crescimento, enquanto no estado adulto apenas se dividem para substituir

as que morrem ou para reparar lesdes (Lodish et al., 2008).

Existem varios tipos de cancro, mas todos tém inicio numa célula andmala que
sofre infinitas divisdes mitdticas e/ou que resiste a morte celular por apoptose. Além
desta capacidade de divisdo, as células cancerosas também podem invadir e metastizar

outros tecidos, o que ndo acontece com as células normais.

A transformacdo de uma célula normal numa célula maligna implica muitas vezes
alteragdes fenotipicas associadas as fases do processo carcinogénico: iniciacdo,
desenvolvimento e progressdo (Figura 1) (Franco et al., 2008). Pode-se entdo afirmar
gue o cancro resulta de um processo com multiplas fases e em vdrias étapas que
envolve muitas vezes alteragbes na actividade de transcricdo e traducdo de genes
responsaveis por mecanismos celulares essenciais ao desenvolvimento do tumor,
nomeadamente para a metastizacao, sobrevivéncia e proliferacdo. Desta forma, torna-
se claro que o fendtipo e o comportamento das células sdo determinados pela

expressao dos seus genes (Jones et al., 1999). O comportamento andmalo das células
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cancerigenas pode, assim, ser explicado pela diminuicdo da reparacdo de lesdes do
ADN, que podem conduzir, por exemplo, ao aparecimento de mutacdes. Além disso, a
alteracdo da expressdao de genes por mecanismos epigenéticos pode também

contribuir para o desenvolvimento do cancro (Franco et al., 2008).

Reparagdo do

Apoptose Apoptose Apoptose
ADN
lﬁ L }_ Vantagem de

O O ’ O ' crescimento e

> > > > > > mst;-}b]ludade

genética
Lesdo do ADN Proliferagao Proliferagdo Proliferagdo

CélulaNormal  Célula Alterada CélulaIniciada  Lesdo Central Cancro

Iniciagao Promogao Progressao

Figura 1 — Fases do processo carcinogénico. O cancro envolve a formagdo de uma célula alterada que, apos a
primeira replicagdo do ADN, se transforma numa célula inicial mutada. Esta célula pode continuar a dividir-se quer
por indugdo da proliferagdo celular quer por inibigdo da apoptose, originando uma lesdo central. A ocorréncia de
lesGes adicionais no ADN e a instabilidade gendmica podem contribuir para a progressdo de uma lesdo pré-
neoplasica para um estado neopldsico (Adaptado de Klaunig et al., 1998).

O cancro é o resultado de um processo evolutivo, que é influenciado por multiplos
factores, tanto ambientais como genéticos. De facto, existem mecanismos genotdxicos
e ndo-genotdxicos que contribuem para a transformacao maligna. De uma forma geral,
os primeiros involvem alteracdes nas sequéncias de genes do ADN que podem
provocar mutacdes, enquanto os segundos englobam mecanismos capazes de modular

a expressao genética (Franco et al., 2008).

Nos ultimos anos, surgiu a teoria das células estaminais cancerigenas (CEC) para
explicar o desenvolvimento e manutencdo de neoplasias. De acordo com esta teoria,
as CEC tém capacidade de auto-renovacao e de proliferacdo e potencial para se
desenvolverem em qualquer tipo de célula da populacdo tumoral, ou seja, apresentam
caracteristicas similiares as células estaminais normais (Jordan et al., 2006). Devido a
estas caracteristicas, esta teoria defende que as células estaminais antigas, ou seja as
que sofreram auto-renovagdao mais vezes, sao mais susceptiveis a sofrer mutagdes
originando as CEC (Jordan et al., 2006; Lobo et al., 2007). Desta forma, o cancro pode
surgir de células estaminais cancerigenas ou de células mais diferenciadas, que

acumulam alteracGes genéticas e/ou epigenéticas que conduzem a desregulacdo de
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genes que codificam proteinas envolvidas no crescimento, divisdao, diferenciagao e

morte celular por apoptose (Lobo et al., 2007).

E cada vez mais evidente que o desenvolvimento cancerigeno depende ndo sé de
alteragbes genéticas, como também depende de uma memédria celular andmala, ou
seja, de alteragOes epigenéticas, as quais sdo responsaveis pela transmissdao dos
padrdes de expressao genética (Ting et al., 2006). O termo “epigenética” é usado para
descrever perfis de expressao genética hereditdrios, mitética ou meioticamente. No
entanto, e contrariamente ao que se observa nos eventos genéticos, os mecanismos
epigenéticos ndo conduzem a alteracdes na sequéncia de nucledtidos do ADN (Bird,
2002). A alteracdo do padrdo de metilagdo do ADN nas ilhas CpG das regibes
promotoras dos genes é o mecanismo chave para a inactivacdo de genes supressores
de tumores, mas também para a activagcao de oncogenes. Estes eventos epigenéticos
tém um papel fundamental na carcinogénese e no desenvolvimento do tumor, e
envolvem além das variagcbes dos padroes de metilagio do ADN, modificagbes
especificas das histonas (cddigo das histonas). Estes mecanismos de regulacdo da
expressao génica em particular a hipermetilagdo do ADN e a desacetilagdo das
histonas contribuem, em conjunto, para um estado da cromatina transcripcionalmente
inactivo, inibindo a expressdo de genes, nomeadamente de supressores tumorais

(Fuks, 2005; Gal-Yam et al., 2008).

Surgem cada vez mais evidéncias que sugerem o papel de espécies reactivas de
oxigénio (ROS) e do stresse oxidativo, tanto no desenvolvimento e progressao tumoral
(Valko et al., 2007; Sarmento Ribeiro et al., 2012) como nos processos epigenéticos
referidos anteriormente, principalmente ao nivel de alteracbes nos padrdes de
metilacdo do ADN. Tais modificacbes podem afectar fortemente a regulacdo da

expressao de multiplos genes (Franco et al., 2008).

1.2 Sinalizagdo celular e cancro

A manutencdo da homeostase celular depende da regulacdo precisa de multiplas

vias de sinalizacdo que controlam o destino fisiolégico das células: proliferacao,
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diferenciacdo, senescéncia ou morte celular (Sears & Nevins, 2002). De facto, a
regulacdo dos sistemas bioldogicos é realizada por complexos mecanismos de
comunicagdo intra e extracelulares, mediados por diversas moléculas sinalizadoras. As
neoplasias surgem quando clones de células mutadas conseguem escapar a este
balancgo celular e proliferam indefinidamente sem sofrerem apoptose. Desta forma, o
conhecimento dos mecanismos moleculares que controlam os processos fisiolégicos

normais é fundamental para o estudo da carcinogénese.

1.2.1 Sinalizagdo envolvida na prolifera¢ao e regula¢ao do ciclo celular

As vias de sinalizagao que estdo envolvidas na proliferagdo celular sao iniciadas,
normalmente, pela ligacao de factores de crescimento a um receptor membranar, na
maioria dos casos com fungdo de tirosina cinase. A fosforilagio de proteinas
representa, assim, um papel essencial na transducdo de sinal, sendo controlada por
proteinas que catalisam reac¢des de fosforilagdo, as cinases, e por proteinas que
catalisam reac¢des de desfosforilacdo, as fosfatases. A activacdo das vias de sinalizacdo
celular, por proteinas cinases e fosfatases, termina na transcricio de genes

responsaveis pela regulacdo da diferenciacdo e progressao do ciclo celular.

A hematopoiese, processo de formacado das células sanguineas, é regulada pela
ligagdo de factores de crescimento a receptores da superficie celular das células
estaminais hematopoiéticas. Esta interac¢do resulta na activacdo de cascatas de
sinalizacdo intracelular responsaveis pela modulacdo de genes especificos envolvidos

na proliferacdo e diferenciagdo das células do sistema hematopoiético.

As principais vias de sinalizagcdo celular responsaveis pela proliferacdo e
diferenciacdo das células hematopoiéticas sdo a via das MAPK (Mitogen Activated
Protein Kinase) e a via das JAK-STAT (Just Another Kinase — Signal Transducter and

Activator of Transcription) (Sarmento-Ribeiro, 2000; Hoffbrand et al., 2005).

As proteinas cinases activadoras da mitose, as MAKP’s, s3do uma familia de cinases

de serina/treonina, cuja via de sinalizacdo é activada pela interac¢do de ligandos
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especificos com receptores da superficie celular com actividade tirosina cinase (Figura
2). Estes incluem os receptores da insulina (R-1) e os receptores para factores de
crescimento, como por exemplo para o factor de crescimento derivado da plaqueta
(PDGF/PDGF-R), o factor de crescimento das células estaminas (SCF/c-KIT) e o factor de
crescimento das colénias dos granuldcitos e mondcitos (GM-CSF), entre outros

(Sarmento-Ribeiro, 2000; Sarmento-Ribeiro et al., 2008; Geest & Coffer, 2009).
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Figura 2 - Transdugdo de sinal pela via das proteinas cinases activadoras da mitose - Via das MAPK. A ligacdo do
ligando (L), normalmente um factor de crescimento (por exemplo PDGF, EGF), induz dimerizagdo do receptor R (a),
auto-fosforilagdo do mesmo (b) e activagdo do seu dominio intracitoplasmatico de tirosina cinase (c). Uma vez
activa, esta cinase vai fosforilar, em residuos de tirosina, proteinas alvo com residuos SH2 (Src-Homology 2), como
por exemplo a proteina adaptadora GRB2, que assim permite a recolocagdo da proteina trocadora de GTP, a
proteina SOS na membrana, levando a activagdo da proteina RAS (d). O sinal é assim transmitido ao longo de uma
cascata de cinases. A proteina RAS, uma vez activada, activa a proteina RAF, umacinase de serina e treonina (e). A
proteina RAF induz uma cascata de sucessivas fosforilagbes em proteinas, primeiro em residuos de serina e
treonina na proteina MAPKK (MEK), activando a actividade de tirosina-treonina cinase desta proteina (f). A MAPKK
vai entdo fosforilar em residuos de tirosina e treonina a proteina MAPK (ERK) (g) que termina com a activagdo
directa de factores de transcrigdo nucleares, como o c-MYC, o c-JUN, e o ELK-1, por fosforilagdo em residuos de
serina e de treonina ou através da proteina RSK (h). MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase; MAPKK: Mitogen
Activated Protein Kinase kinase; PDGF: platelet-derived growth factor; EGF: epidermal growth factor; GRB2: growth
factor receptor bound protein 2; SOS: son of sevenless; GTP: guanosine triphosphate. (Retirado de Sarmento-
Ribeito et al., 2008)
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A via das JAK-STAT é o principal mecanismo de sinalizacdo activado por uma
grande variedade de citocinas e factores de crescimento. As JAKs correspondem a
cinases de tirosina citoplasmaticas, enquanto as STATs sdo factores de transcrigdo
citoplasmaticos (Figura 3). A activacdo desta via desempenha um papel fundamental
no controlo de vdrias fungdes celulares como a proliferagdao, a diferenciacdo e a
apoptose das células do sistema hematopoiético (Ward et al., 2000; Rawlings et al.,

2004; Sarmento-Ribeito et al., 2008).
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Figura 3 - Representagdo esquematica da via de transdugdo de sinal utilizada pelas citocinas, a via JAK-STAT. A
ligagdo da citocina (GF) ao seu receptor conduz a dimerizagdo do mesmo, levando a activagdo da respectiva JAK por
fosforilagdo em residuos de tirosina. Este processo leva, por sua vez, a activagdo das STAT e, directa ou
indirectamente, a activagdo de outros componentes de sinalizagao, incluindo factores de transcrigdo e sequéncias
de ADN especificas, as GAS (Gama Activated Sequences). JAK: just another kinase; STAT: signal transducters and
activators of transcription; MAPK: Mitogen Activated Protein Kinase; MAPKK: Mitogen Activated Protein Kinase
kinase. P: grupo fosfato; RAS: rat sarcoma; RAF: rat function; TF: factor de transcri¢do; SOS: son of sevenless, GRB2:
growth factor receptor bound protein 2; SH2: Src-homology 2 (Retirado de Sarmento-Ribeito et al., 2008)

Como referido anteriormente, a activacdo destas vias de sinalizacdo celular
termina com a transcricdo de genes evolvidos na proliferacdo, diferenciacdo e
regulacdo do ciclo celular. No nucleo, os factores de transcricdo activam genes que

conduzem a célula através das diferentes fases do ciclo celular (Figura 4).
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O ciclo celular pode ser dividido em 4 fases: a fase G1 (Gap 1), em que ha um
aumento do tamanho da célula devido a sintese de ARN e proteinas e em que esta se
prepara para duplicar o ADN; a fase S (Synthesis), em que ocorre sintese de ADN, com
a duplicacdo do seu conteudo; a fase G2 (Gap 2), em que a célula se prepara para a
mitose e, finalmente, a fase M (Mitosis), em que ha formacao de duas células filhas
gue entram imediatamente na fase G1, podendo ai permanecer temporaria ou
permanentemente. A transicdao da fase G1 para a fase S do ciclo celular representa um
periodo de extrema importancia uma vez que é nesta transicdo que as células
progridem no ciclo de divisao ou param o crescimento. A decisdao de proliferar ou
permanecer num estado quiescente é fundamental para a manutencdo e funcdo do
sistema hematopoiético (Sarmento-Ribeiro, 2000; Myatt & Lam, 2007; Sarmento-
Ribeiro et al., 2008). Deste modo, a proliferacdo celular requer a entrada e uma

progressao bem-sucedida durante o ciclo de divisao celular.

-
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para se dividir

l_ Inicio do ciclo
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Figura 4 - As fases do ciclo celular. Em G1 (GAP 1), a célula aumenta de tamanho, sintetizando proteinas necessarias
a sintese de ADN que ocorre na fase seguinte, a fase S. A célula pode permanecer em G1, num estado ndo divisivel,
também chamado de fase GO (GAP 0), ou se decidir continuar em ciclo tem que ultrapassar o ponto de restrigdo (R),
entrando em fase S (Sintese). Durante esta fase a célula duplica o seu ADN, preparando-se para a mitose na fase G2
(GAP 2). Na ultima fase do ciclo celular, a fase M (Mitose) a célula divide-se em duas células filhas, reiniciando cada
uma delas novo ciclo celular. (Retirado de Sarmento-Ribeito et al., 2008)
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A regulacdo do ciclo celular é rigorosamente controlada por diversas moléculas
como as proteinas fosfatases, CDC (Cell Division Control), proteinas supressoras
tumorais como a pRb (Retinoblastoma), a p53, a pl6 e a pl5 que tém um papel
fundamental nos pontos de restri¢cdo do ciclo celular, e por complexos Ciclinas/Cinases
dependentes de ciclina (CDKs) (Lodish et al., 2007). Os complexos proteicos
Ciclina/CDK, cujas fungbes sdo interdependentes, possuem actividade de serina-
treonina cinase e permitem a progressao das células durante as fases do ciclo celular.
A ciclina constitui a subunidade reguladora enquanto a CDK representa a subunidade
catalitica, cuja activacdo depende da sua ligacdo a ciclina. A subunidade CDK é
constitutivamente expressa nas células. Por outro lado, a ciclina é sintetizada apenas
em resposta a determinados estimulos (Sarmento-Ribeiro, 2000; Zhu & Skoultchi,

2001; Sarmento-Ribeiro et al., 2008).

As células hematopoiéticas sdao cuidadosamente mantidas através de um rigoroso
equilibrio entre a proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular. Nas neoplasias, as
células adquirem alteragdes que levam a desregulagdo das vias de sinalizagdo celular, o
gue resulta na divisdo celular descontrolada devido a alteracdo dos padrdes normais

de diferenciacdo, proliferagdo e/ou morte celular.

1.2.2 Sinalizagao envolvida na morte celular

A manutencdo da homeostasia celular é fundamental para a integridade dos
tecidos, tornando inevitavel e necessaria a ocorréncia de mecanismos de morte
celular. Assim, a acumulacdo de células nas neoplasias é a consequéncia de uma

proliferacdo excessiva e/ou resisténcia a morte celular.

Tal como os mecanismos de proliferacdo e progressao do ciclo celular, também a
morte celular programada ou apoptose é regulada por genes que codificam proteinas
especificas. Nas células tumorais ocorrem mutacdes que levam a inactivacao de genes
pré-apoptoticos ou a sobre-expressdao de proteinas com fung¢bes anti-apoptoticas, o
qgue confere as células malignas a possibilidade de sobrevivéncia por resisténcia a

morte celular por apoptose (Evan & Vousden, 2001; Jin & El-Deiry, 2005).
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A apoptose corresponde a um processo de morte celular evolutivamente
conservado, necessario ao desenvolvimento embriondrio e a homeostasia dos tecidos.
Este tipo de morte celular pode ser desencadeado fisiologicamente por estimulos
intrinsecos, como o stresse oxidativo e a lesdo do ADN, e por estimulos extrinsecos,
como xenobidticos/farmacos citotdxicos e ligandos de receptores de morte como o
TNF alfa (tumor necrosis factor), o FAS ligando (FAS-L) ou o TRAIL (TNF related

apoptosis inducing ligand) (Rossi & Gaidano, 2003).

As células em apoptose apresentam caracteristicas morfoldgicas tipicas, que
resultam de uma cascata de eventos moleculares e bioquimicos regulados
geneticamente, tais como diminuicdo do volume celular, vesiculacdo da membrana
plasmatica (membrane blebbing), fragmentacdo do ADN e formacdo de corpos
apoptéticos (Saraste & Pulkki, 2000; Vermeulen et al.,, 2005). A morte celular
programada é desencadeada por diversos factores, como por exemplo a ligacdo de
moléculas a receptores da membrana plasmatica, agentes de quimioterapia, radiacdo
ionizante, lesao do ADN, choque térmico, deplecdo de factores de crescimento,
diminuicdo de nutrientes e aumento dos niveis de espécies reactivas de oxigénio

(ROS).

As duas principais vias de sinalizacdo apoptética sdo mediadas pela mitocondria,
gue representa a via intrinseca, ou pelos receptores membranares da familia do TNF,
representando a via extrinseca ou membranar. Contudo, a execucdo final da morte
celular converge na activagdo das caspases, uma familia de proteases de cisteina
intracelulares. Estas proteases sdo sintetizadas a nivel celular como pro-enzimas
inactivas, sendo rapidamente activadas por auto-clivagem proteolitica ou por clivagem
através de outras caspases (Hengartner et al., 2000; Rossi & Gaidano, 2003; Vermeulen

etal., 2005).

A via extrinseca é activada pela ligacdo de ligandos especificos a um grupo de
receptores membranares da superfamilia do receptor do factor de necrose tumoral
(TNF) (Figura 5). Estes receptores de morte incluem o TNF-R1, o FAS e os receptores
pré-apoptdticos do TRAIL, DR4 e DR5 (TRAIL R1 e R2), os quais contém um dominio

extracelular rico em cisteina necessario a ligacdo dos respectivos ligandos. Esta ligacdo
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activa o dominio de morte dos receptores, activando consequentemente proteinas
como a FADD (FAS-associated death domain) e a TRADD (TNF receptor-associated
death domain). Para que a apoptose ocorra, além da existéncia do um dominio de
morte (DD — death domain), é também necessdria a existéncia de um efector do
dominio de morte (DED — death effector domain) na por¢ao N-terminal. Através deste,
as proteinas FADD e TRADD ligam-se a sequéncias de aminodcidos idénticas noutras
proteinas, como a pré-caspase 8. Por outro lado, apds a ligacao do ligando FAS, da-se a
trimerizacdo do complexo FAS/FADD/pré-caspase 8, ou complexo DISC (death
receptor-induced signalling complex). De seguida, a pré-caspase 8 ¢é clivada
proteoliticamente havendo libertacdo da caspase 8 activa (caspase iniciadora).
Posteriormente, esta activa a caspase 1, que por sua vez activa a caspase 3 por
clivagem da respectiva pré-caspase, sendo esta a verdadeira executora da apoptose. A
activacdo da caspase 3 conduz a inactivacdo de um factor inibidor da fragmentacao do
ADN, sendo este clivado pela endonuclease responsdvel pela clivagem
internucleossdmica da cromatina, caracteristica da apoptose (Cooper et al., 2004; Jin &

El-Deiry, 2005; Sarmento-Ribeiro et al., 2008).

A via intrinseca ou mitocondrial é activada em resposta ao stresse intra ou
extracelular como a deple¢ao de factores de crescimento, as lesdes do ADN, a hipdxia
ou a activacdo de oncogenes. Nestas condicdes, ocorre uma diminuicdo do potencial
de membrana mitocondrial (W), 0 que provoca a permeabilizacdo da membrana da
mitocondria e a consequente libertacdo de moléculas pré-apoptdticas como o

citocromo c (Figura 5) (Budihardjo et al., 1999; Reed, 2000).
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Figura 5 - Principais vias bioquimicas envolvidas na apoptose celular. A activagdo do receptor do factor de necrose
tumoral (TNF-R1) pelo factor de necrose tumoral soltivel (TNF), ou do seu parente, o receptor membranar FAS ,
desencadeia a interac¢do do dominio citoplasmatico destes receptores da familia do TNF com outras proteinas
possuidoras do mesmo dominio, nomeadamente com as proteinas FADD, no caso do FAS, ou TRADD, no caso do
TNF-R1. Através da sua sequéncia N-terminal, estas proteinas ligam-se a sequéncias de aminoacidos idénticas
noutras proteinas, como a pré-caspase 8. A trimerizagdo do complexo FAS/FADD/pré-caspase 8, apos ligagdo do
respectivo ligando, o FAS e/ou o TNF, leva a clivagem da prd-caspase e consequente libertagdo da caspase 8 activa
(caspase iniciadora). Posteriormente, a caspase 8 activa a caspase 3, por clivagem da respectiva prd-caspase, a qual
é o verdadeiro efector da apoptose. W: potencial de membrana; Apaf-1: factor activador das proteases apoptéticos
1; PARP: poli-ADP-ribose polimerase; TNF: tumor necrosis factor; FAS: tumor necrosis factor receptor superfamily
member 6; FADD: FAS-associated death domain; TRADD: TNF receptor-associated death domain; BAX: BCL-2
associated X protein; BCL-2: B-cell leucemia/lymphoma; (Retirado de Sarmento-Ribeiro et al., 2008)

Este processo é regulado pela familia das proteinas BCL-2, uma familia de
proteinas indutoras e repressoras da apoptose. Assim, proteinas como a BCL-2 e a
BCLy, inibem a apoptose pois previnem a libertacdo do citocromo c, sendo por isso
denominadas como reguladores anti-apoptdticos. Por outro lado, a BAX, a BID e a BAK
tém uma acg¢do promotora da morte celular, ou seja, sdo proteinas pré-apoptodticas. A
expressao da BCL-2 consegue inibir a producao de ROS e estabilizar o W1, inibindo a
apoptose. Desta forma, a homeostase é mantida pelo equilibrio entre os niveis de

proteinas pro e anti-apoptoticas (Hengartner, 2000; Jin & El-Deiry, 2005).
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Existe ainda outro grupo de proteinas que participa no controlo da apoptose, as
proteinas inibidoras da apoptose ou IAPs (Inhibitor of Apoptosis Protein). Estas
proteinas controlam a morte celular programada através da inibicao da actividade das
caspases efectoras 3 e 7, da caspase iniciadora 9 e da modulacdo do factor de

transcricdao NF-kB (Budihardjo et al., 1999; Hengartner, 2000; Reed, 2000).

Nas células cancerigenas, o equilibrio entre a proliferagao celular e a apoptose
parece estar comprometido, nomeadamente devido a alteracdes nas vias de
sinalizagdo apoptética, o que permite a sobrevivéncia das células como alteragdes

genéticas.

1.3 Sistema Hematopoiético

As células sanguineas sdao constantemente formadas através de um processo
denominado Hematopoiese, que inclui a formacao, desenvolvimento e maturacao dos
elementos constituintes do sangue. Este sistema hematopoiético é um dos sistemas do
organismo humano melhor caracterizado em termos de organizacdo hierarquica e
diferenciacado celular das subpopulagdes. Diversas observagdes indicam que o tecido
sanguineo, funcionalmente complexo e heterogéneo, é sustentado por uma populacio
de células indiferenciadas denominadas células estaminais hematopoiéticas (CEH)

(Dalerba et al., 2007).

Durante o desenvolvimento fetal, a hematopoiese ocorre no saco vitelino, no
figado, no baco e na medula 6ssea. Na idade adulta, este processo ocorre
principalmente na medula éssea dos ossos chatos e extremidades proximais dos 0ssos
longos, locais que possuem um microambiente favoravel ao desenvolvimento da célula
estaminal. O microambiente medular é mantido devido a presenca de uma rede
microvascular, que permite que as células maduras alcancem a circulagdo sanguinea e
de células do estroma, como os adipdcitos, os fibroblastos, as células endoteliais e os
macrofagos, que asseguram a secrecao de substancias essenciais ao crescimento,
diferenciacdo, maturacdo e morte das células hematopoiéticas. Entre estas substancias

encontram-se os factores de crescimento, de natureza polipeptidica, tais como o factor
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de crescimento das células estaminais (SCF) e o factor de crescimento das coldnias
(CSFs), entre outros (Fox, 1996; Sarmento-Ribeiro, 2000; Hoffbrand et al., 2005; Mehta
etal., 2005).

Assim, o processo de formagdo das células hematopoiéticas inicia-se com a divisao
da CEH, também conhecida como célula estaminal pluripotente (CEP) ou célula tronco
(CT), que por auto-renovag¢dao origina uma nova CEH e uma célula progenitora
multipotente (CPM). Por sua vez, esta CPM da origem aos precursores de duas
linhagens celulares: a célula linféide progenitora (CLP), para a linhagem linféide, e a
célula mieldide progenitora (CMP), para a linhagem mieléide. Dependendo dos
estimulos presentes, estas células, que ja se encontram comprometidas com uma das
linhagens, vao sofrer maturacdo e dar origem aos varios elementos sanguineos. Desta
forma, as CLP vao formar os linfécitos B e T e as células natural killer (NK). Por outro
lado, as CMP originam os granuldcitos, os mondcitos/macrofagos, as plaquetas e os

eritrocitos (Figura 6) (Fox, 2006; Dalerba et al., 2007; Lobo et al., 2007).

A hematopoiese depende de um microambiente adequado, assim como de
factores de crescimento hematopoiéticos (hormonas glicoproteicas), os quais
influenciam a proliferacdo e diferenciacao das células do sangue. De uma forma geral,
neste processo o potencial de diferenciacdo e a capacidade de auto-renovacdo celular
diminuem gradualmente e, consequentemente, evidenciam-se as caracteristicas

morfoldgicas das células mais diferenciadas/maduras (Fox, 2006).
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Figura 6 — Esquema representativo da Hematopoiese. As células estaminais hematopoiéticas (CEH) auto-renovam-
se e originam as células progenitoras multipotentes (CPM), que por sua vez se diferenciam em células precursoras
da linhagem mieldide e linféide (CMP e CLP). Estas vdo originar os precursores dos diferentes elementos
sanguineos, que culminam em células maduras (adaptado de Lobo et al., 2007).

1.4 Neoplasias Hematoldégicas — Leucemias

As neoplasias hematoldgicas sdo um grupo de doengas clonais malignas que tém
inicio num Unica célula da medula éssea ou do tecido linfatico que sofreu uma
alteracdo genética e/ou epigenética (Hoffbrand et al., 2011). As doencas neoplasicas
partilham algumas caracteristicas: alteracdo no controlo da divisdo, crescimento e
diferenciacdo celular, assim como inibicdo da morte celular. O equilibrio dinamico
destes mecanismos moleculares é mais comum em tecidos com um alto volume de
renovacdao celular, em particular no sistema hematopoiético. O fendtipo maligno
resulta do aparecimento de anomalias genéticas bem como de modificacdes
epigenéticas, capazes de induzir desregulacdo de genes que controlam o crescimento
celular, diferenciacdo e apoptose, como referido. Além das translocacdes, delec¢des e
mutacdes, nas neoplasias hematoldgicas, a hipermetilacdo do ADN é o mecanismo
mais comum responsavel pela inactiva¢do de genes supressores de tumores (Issa et al.,

1997; Boultwood et al., 2007).

As leucemias sdo um grupo de neoplasias hematoldgicas caracterizadas pela
desregulacdo da proliferagdo, pela diminuicdo da apoptose e/ou pelo bloqueio da

diferenciacdo das células hematopoiéticas, resultando numa acumulagcdo de células
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anémalas na medula éssea e/ou no sangue periférico (Zhou et al., 2007). As neoplasias
hematoldgicas sao classificadas de acordo com a linhagem celular afectada em
linféides ou mieldides, com a velocidade de progressdao da doenga em agudas ou
cronicas e de acordo com a presenca de alteracdes genéticas, como mutacdes e

translocagdes (Hoffbrand et al., 2011).

As leucemias agudas correspondem a doengas malignas primarias, caracterizadas
pela proliferagdao descontrolada de células hematopoiéticas imaturas que invadem a
medula dssea e que posteriormente atingem o sangue periférico (Sarmento-Ribeiro,
2000). As células neopldsicas apresentam um caracter clonal, ou seja, todas as células
se originam de uma mesma célula (Mehta et al., 2005). A célula proliferante das
leucemias agudas denomina-se blasto, pois trata-se de uma célula pouco diferenciada,
com uma alta relagdo nucleo/citoplasma e por vezes com nucléolos proeminentes

(Sarmento-Ribeiro, 2000).

A Leucemia Linfobldstica Aguda (LLA) é caracterizada por um bloqueio na
diferenciacdo das células progenitoras linféides, B ou T, o que leva a uma acumulagao
de linfoblastos imaturos (Pui et al., 2004). Esta neoplasia afecta tanto criangcas como
adultos, mas tem maior incidéncia entre os 2 e os 5 anos de idade, correspondendo a
mais de 50% das neoplasias hematoldgicas neste grupo etario (Pui et al., 2004;
Dunwell et al., 2009). Diversas alteracGes genéticas das células hematopoiéticas
progenitoras estdo na origem deste tipo de leucemia, levando a expressdo anormal de
proto-oncogenes, formacdo de genes de fusdo devido a transloca¢des cromossémicas
e hiperploidia, o que contribui para uma modificacdo das funcdes celulares (Pui et al.,

2004; Pui et al., 2008; Yeoh et al., 2002).

Por outro lado, as leucemias crénicas distinguem-se das leucemias agudas pela sua
progressdao mais lenta e pela acumulacdo excessiva de células maduras mas andmalas

(Hoffbrand et al., 2011).
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1.5 Stresse Oxidativo e Cancro

A producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen Species)
afecta profundamente numerosas func¢des celulares, e a falta de mecanismos
destoxificantes eficientes, que permitem remover estes radicais, pode provocar o
aparecimento de diversas doencgas, como por exemplo o cancro (Storz, 2005). Diversas
evidéncias sugerem que as ROS actuam como mensageiros secundarios em cascatas de
sinalizacdo intracelular, o que influencia o fendtipo oncogénico das células
cancerigenas. Na verdade, estes radicais tém uma enorme variedade de ac¢des nas
células, podendo actuar como anticancerigenos, promovendo a senescéncia, a
apoptose, a necrose e a inibicdo da angiogénese. Por outro lado, podem também ter
uma acg¢dao pré-cancerigena, promovendo a proliferacdo, a angiogénese, a
metastastizacdo, e inibindo a apoptose (Halliwell, 2007) (Figura 7). Alguns estudos
evidenciam o papel das ROS na iniciagdao tumoral mostrando que estas actuam como
agentes que provocam lesdes no ADN, aumentando a propor¢ao de mutagdes,

promovendo desta forma a transformacao oncogénica (Jackson et al., 2001).

Activagdo de Oncogenes

/LN

Alteracdes Disfun¢do Alteracoes

Enzimaticas Mitocondrial Metabdlicas
Hipoxia/Re- Infiltragdo de
oxigenagao \ / Macréfagos

Espécies
Reactivas de
Oxigénio

Paragem do A Q Angiogénese
Ciclo Celular Motilidade
Morte Celular : Proliferagdo

Instabilidade
Genomica

Figura 7 - Esquema representativo da origem das espécies reactivas de oxigénio (ROS) e dos seus efeitos nas
células. A activacdo de oncogenes, que provoca alteragdes enzimaticas, disfungdo mitocondrial e alteragGes
metabdlicas, associada a hipoxia/reoxigenacdo e infiltragdo de macrdéfagos em tumores induzem a produgio de
ROS. Estes desempenham diversas fungGes na regulagdo da morte celular, senescéncia, proliferagdo, instabilidade
do genoma, paragem do ciclo celular. (adaptado de Storz, 2005)
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O stresse oxidativo ocorre numa célula ou tecido quando a concentracdo de
espécies reactivas de oxigénio produzidas excede a capacidade antioxidante (Sies,
1991). Estas espécies podem ser produzidas endégena ou exogenamente (Figura 8). A
fonte enddégena de ROS tem origem no metabolismo celular (Citocromo P450),
oxidacdo fosforilativa mitocondrial, peroxissomas e activacao de células inflamatérias,
enguanto a fonte exdgena é referente a substancias como citostdticos, narcéticos,
hormonas, outros quimicos xenobidticos (compostos estranhos a um organismo),

varios metais de transicao e radiacdo (Franco et al., 2008; Klaunig et al., 2010).

Fontes enddgenas de ROS: Fontes éxogenas de ROS:
* Mitocondria; * Radiagao;
* Citocromo P450; * Xenobiodticos;
* Peroxissomas; * Hiperoxia.
* Células inflamatorias.
| J

Defesas antioxidantes:
Enzimaticas: SOD, CAT, GL-PX
Nao-enzimaticas: VitE, VitC, GSH

\ 4

Lesdes oxidativas em macromoléculas
(ADN, Lipidos, Proteinas)

Figura 8 — Esquema representativo das fontes endégenas e exdgenas de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e
consequéncias da sua acumulagdo. O estabelecimento do S.0. ocorre quando a quantidade de ROS produzida
nas células ultrapassa a capacidade antioxidante celular. Nesta situacdo ocorre lesdo oxidativa das
macromoléculas (ADN, Lipidos, Proteinas). CAT: Catalase; GSH: Glutationa reduzida; GSH: Glutationa peroxidase
reduzida; SOD: Superdxido dismutase; VitC: Vitamina C; VitE: Vitamina E. (adaptado de Klaunig et al., 1998)

As espécies reactivas de oxigénio podem ser divididas em dois grupos: radicais
livres de oxigénio e ROS ndo-radicais. No primeiro grupo, englobam-se os compostos
que contém um ou mais electrdes desemparelhados como o ani3o superéxido (0,"), o
radical hidroxilo ("OH) e o 6xido nitrico (NO®). No segundo grupo, encontram-se o
peroxido de hidrogénio (H,0,), os hidroperdxidos organicos (ROOH) e o hipoclorito
(HOCI) (Storz, 2005). O peroxido de hidrogénio é produzido por varias vias
intracelulares, sobretudo através da cadeia respiratoria mitocondrial, a qual também é
a principal fonte do anido superéxido. A reducdo de um electrdao do oxigénio molecular

produz um intermedidrio relativamente estavel, o anido superéxido, que pode ser
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considerado o precursor da maioria das ROS. Alternativamente, o stresse oxidativo
pode também ocorrer devido a diminuicdo da capacidade antioxidante da célula
(Orrenius et al.,, 2007; Klaunig et al.,, 2010). Nas células tumorais, os radicais de
oxigénio também podem ser produzidos pela NADPH-oxidase, pela timidina fosforilase
ou por receptores membranares que estimulam a produg¢ao de ROS pela ou na

mitocondria (Szatrowski et al., 1991; Bae et al., 1997).

De forma a prevenir a acumulacdo de ROS, a célula possui defesas antioxidantes
guer enzimaticas, como as superdxido dismutases, a glutationa peroxidase e a
catalase, quer ndo enzimaticas, como as vitaminas E e C e a glutationa (Storz, 2005;
Klaunig et al., 2010). A capacidade antioxidante da célula pode diminuir devido a
modificacGes da expressdo de genes, diminuicdo do seu uptake na dieta ou devido a
uma producdo excedente de ROS. O anido superdxido (0,”) sofre uma rdpida
degradacdo, como a maioria das ROS, e é reduzido a peréxido de hidrogénio (H,0,)
através da superodxido dismutase (SOD). Por sua vez, o H,0, resultante desta reaccao,
pode ser convertido a radical hidroxilo pelas reac¢des de Fenton e Harber-Weiss, que
dependem da presenca de metais de transicdo. Adicionalmente, a enzima catalase
pode converter o H,0, a dgua e oxigénio molecular. Desta forma, estes mecanismos
permitem uma destoxificacdo celular eficaz (Hancock et al., 2001; Storz, 2005; Klaunig
et al., 2010). No entanto, as células tumorais podem apresentar alteracGes das defesas

antioxidantes enzimaticos, ao nivel da sua expressdo ou actividade.

O papel das espécies reactivas de oxigénio na etiologia do cancro é suportado por
diversos estudos epidemioldgicos, que por um lado evidenciam a importancia dos
agentes antioxidantes na inibicao do desenvolvimento do cancro, e por outro mostram
a relacdo entre a inducdo tumoral e a presenca de metais de transicdo, como o ferro,
que facilitam a producao de radicais livres (Kryston et al., 2011; Ziech et al., 2011). Por
outro lado, alguns farmacos utilizados na terapéutica do cancro induzem
citotoxicidade mediada por ROS e/ou stresse oxidativo (SO) (Halliwell, 2007; Ozben,
2007).

O stresse oxidativo pode provocar lesdes em varias macromoléculas celulares

importantes, incluindo o ADN, os lipidos e as proteinas (Klaunig et al., 2010), estando
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as altera¢des oxidativas do ADN envolvidas na carcinogénese. A principal causa de
lesdes provocadas no ADN é a formacdo do radical hidroxilo, que é extremamente
reactivo. Este radical quando “ataca” o ADN pode formar multiplos produtos
mutagénicos resultantes da oxidacdo de purinas, pirimidinas e desoxirriboses. A
formagao de 8-hidroxi-2-deoxiguanosina (8-OHdG) (Figura 9) é a alteragdo mais
estudada e pode ser usada como medida da lesdo oxidativa do ADN (Klaunig et al.,
1998; Kryston et al., 2011). A 8-OHdG é uma lesdao mutagénica, uma vez que pode
provocar transversdes G - T, tanto em células bacterianas como em células de
mamiferos. Este tipo de mutagdo é amplamente encontrada em oncogenes e genes

supressores de tumores, em vdrias neoplasias (Moriya, 1993; Hussain et al., 1998).

N HN OH oxidaga N
HN xidac¢do
\ > \
)\\ | N> + OH " N*\N | N H —_— s | N>—0H
HN™ N ) 2 H RN N
] C8-OH-aducto 8-hidroxiguanina
Guanina (G) radical de Guanina (8-OH-G)

Figura 9 — Exemplo de um produto da oxidagao da guanina do ADN (adaptado de Klaunig et al., 2010)

Contudo, existem outros mecanismos responsaveis pelo envolvimento das ROS na
carcinogénese e no desenvolvimento tumoral, as quais podem afectar diversos
processos celulares como a proliferacdo, senescéncia, inflamacdo ou metastizacdo
(Franco et al., 2008). Por exemplo, no que diz respeito a proliferacdo celular, as ROS
modulam a regulag¢ao do ciclo celular, através de varias proteinas como a p53, uma
proteina supressora tumoral que regula o ciclo celular , ou a ATM (ataxia
telangiectasia mutated uma cinase que participa na regulacdo do ciclo celular, na
reparacao de lesdes do ADN ou na apoptose (Bensaad et al., 2005; Ito et al., 2006). O
processo de metastizacdo também pode ser influenciado pelos altos niveis de espécies
reactivas de oxigénio. Este facto é suportado por varios estudos que concluiram que as
células tumorais metastaticas produzem um maior quantidade de ROS quando em

comparacdo com as células malignas primarias (Franco et al., 2008).

Em conclusdo, pode-se afirmar que a producdo de radicais de oxigénio é uma

consequéncia inevitavel resultante dos processos aerdbicos que ddo suporte a vida. No
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entanto, as lesdes no ADN provocadas por estes radicais tém sido um importante alvo

de estudo na investigacdo do cancro (Marnett, 2000).

1.6 Epigenética e Cancro

Do ponto de vista histérico, a epigenética é definida como um evento que nao
pode ser explicado pelos principios genéticos (Goldberg et al., 2007). Actualmente, a
epigenética é descrita como sendo uma alteragao hereditdria na expressao génica, que
ocorre independentemente das modificacdes da sequéncia nucleotidica do ADN
(Momparler, 2003; Sharma et al., 2010). As modificacdes epigenéticas ocorrem
habitualmente em dinucledétidos CpG e dividem-se em duas categorias:
metilacdo/desmetilacdo do ADN e modificagdes de histonas (acetilagdo/desacetilacdo,
metilacdo/desmetilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo) (Bernstein et al., 2007). Estes
eventos epigenéticos tém um papel bastante importante no desenvolvimento e
progressao do cancro, sendo que as principais modificacdes epigenéticas que ocorrem
durante a carcinogénese sdo alteracoes do padrao de metilacdo de genes supressores
de tumores e as alterag¢des das histonas na cromatina, nomeadamente a perda de
acetilacdo e metilacdo (Yoo & Jones, 2006; Ellis et al., 2009). Por exemplo, quando o
ADN de regiGes promotoras estd metilado, os genes sdo inactivados e silenciados (Bird,
2002; Jones et al., 2002; Huang et al., 2010), estando este processo muitas vezes
desregulado nas células tumorais (Figura 10). De facto, a hipermetilacdo localizada nas
regides promotoras de genes e a hipometilacdao global do genoma podem contribuir
para a inactivacdo da transcricdo/traducdo ou para a instabilidade gendmica,
respectivamente (Yoo & Jones, 2006). O silenciamento epigenético através da
hipermetilacdo estd presente em diversos tipos de cancro, em particular nas

neoplasias hematoldgicas, como a Sindrome Mielodisplasica (Baylin, 2005).
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Figura 10 - Padrio Epigenético das regides promotoras de genes em células normais e células cancerigenas. Nas
células normais, a maioria dos dinucledtidos CpG estdo metilados (circulos a preto), enquanto as ilhas CpG (regides
do genoma com uma elevada frequéncia de dinucledtidos CpG), que se encontram na regidgo promotora dos genes,
estdo desmetiladas (circulos brancos). Nas células cancerigenas, as ilhas CpG encontram-se hipermetiladas, o que
resulta no silenciamento genético, enquanto se verifica uma hipometilagdo global. Os circulos brancos (°)
representam os dinucledtidos CpG ndo-metilados e os circulos pretos (e) representam os dinucledtidos CpG
hipermetilados. Os nimeros 1,2 e 3 referem-se a exdes. (adaptado de Baylin, 2005)

Os padrdes de metilacdo sdo estabelecidos ainda durante o desenvolvimento e
sdao, normalmente, mantidos ao longo da vida. Contudo, durante o envelheciemento
podem existir alteracbes nestes padrdes, o que conduz ao controlo menos rigoroso da
expressao genética, aumentando consequentemente a instabilidade gendmica (Yoo &

Jones, 2006).

O processo de metilagdo do ADN é efectuado por uma familia de enzimas, as
Metiltranferases do ADN (DNMTs), que adicionam grupos metilo provenientes da S-
adenosilmetionina (SAM), através de ligacGes covalentes, ao carbono 5’ do anel de
citosina, originando 5’-metilcitosina (Bird, 2002, Huang et al., 2010) (Figura 11). Nos
mamiferos, esta alteragdo observa-se em cerca de 4% do genoma, e encontra-se
essencialmente nos dinucledtidos citosina-guanosina (locais de CpG) (Baylin, 2005).
Estes locais CpG estdo pouco representados no genoma total, devido a ocorréncia de
desaminacdo da 5’metilcitosina em timina (Takai et al., 2002). No entanto, sdo
encontrados mais frequentemente em pequenas areas do ADN, chamados ilhas CpG,
gue correspondem a regidoes com 500 pares de bases e com uma alta concentracao de

CpG (Yoo & lJones, 2006). Estas ilhas sdo tipicamente encontradas nas regides
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promotoras de alguns genes, ou perto destas, onde se inicia a transcricdo. O imprinting
de genes e a inactivacdo do cromossoma X sdo exemplos de silenciamento génico

devido a metilagdo das ilhas CpG (Jones et al., 1999).

Citosina 5-Metil-Citosina
NH, NH
S-Adenosil- S-Adenosil-
| Metionina Homocisteina
(SAM) (SAH)
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Metiltransferase do ADN
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Figura 11 — Reaccdo de Metilagdo das citosinas do ADN (adaptado de Meda et al., 2011).

Os grupos metilo ndo afectam o emparelhamento de bases, no entanto podem
influenciar as interaccées do ADN com proteinas (Razin et al., 1980), o que sugere que
a metilacdo do ADN inibe a transcricdo devido a diminuicdo da afinidade dos factores
de transcricdo pelo local de iniciacdo da mesma (Jones et al., 1999). Deste modo, a
metilacdo do ADN mantém a inactivagao da transcricdo em zonas do genoma nao
condificantes, que se encontram por exemplo quando a cromatina estd num estado
condensado e altamente metilado, que se denomina heterocromatina. Por outro lado,
a eucromatina ndo esta metilada nas zonas promotoras, estando por isso num estado
favordvel a transcricdo (Ting et al., 2009; Baylin, 2005). O processo de metilacdao
também pode provocar desaminagdes espontaneas, aumentando assim a ligacdo do
ADN a agentes cancerigenos, o que aumenta a taxa de mutagdes e inactivacdo

genética (Baylin, 2005).

A metilacdo andmala de genes supressores de tumores ocorre, aparentemente, na
fase inicial do desenvolvimento tumoral e aumenta de forma progressiva, o que pode
levar ao aparecimento do fendtipo maligno e sua manutencao (Momparler, 2003; Yoo
& Jones, 2006). Como ja foi referido, a adicdo de grupos metilo a residuos de citosina é
efectuada pelas metiltransferases do ADN (DNMTs), nomeadamente as DNMTI],

DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L (Baylin, 2005; Yoo & Jones, 2006). Estas
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proteinas sdo responsaveis pela metilacdo de novo (DNMT3a, DNMT3b, DNMT3L) bem
como pela manutencdo dos padrées de metilagdo (DNMT1, DNMT2) (Yoo & Jones,

2006; Bird, 2002).

Recentemente, foram identificadas uma familia de proteinas da familia TET (Ten-
eleven translocation), altamente expressas nas células estaminais embrionarias (ESC) e
no sistema hematopoiético, em particular as proteinas TET2. Estas proteinas
desempenham funcdo de dioxigenase de metilcitosina (Hussein et al., 2010; Strausberg
et al, 2002), catalisadando a conversdo de 5-metilcitosina (5mC) em 5-
hidroximetilcitosina (5hmC), parecendo assim desempenhar um papel na regulacao

epigenética (Tahiliani et al., 2009; Ito et al., 2010).

Apesar da funcdo exacta da 5hmC ndo ser totalmente conhecida, Valinluck et al.
(2004) demonstraram que previne a metilacdo da citosina quando a reac¢do é
mediada pela DNMT1 e que proteinas que se ligam a ilhas CpG metiladas,
nomeadamente as MeCP2 (methyl-CpG-binding protein 2), tém afinidade reduzida pela
5hmC. Assim, a hidroxilacdo da 5mC parece interferir com a manuteng¢do do padrao de
metilacdo durante a divisdo celular promovendo um processo de desmetilacdo passiva.
Por outro lado, Tahiliani et al., (2009), identificaram uma glicosilase do ADN especifica
para a 5hmC, e propuseram que esta possa ser um intermediario chave numa via de
desmetilagcdo activa envolvida num processo de reparagdao do ADN. No entanto, a
5hmC é dependente da 5mC pré-existente e a proporcdo entre estas é diferente em
diferentes regides gendmicas. Assim, o equilibrio entre a hidroximetilacdo e a
metilacdo do genoma parece estar intrinsecamente ligado ao equilibrio entre a
pluripotencia e o compromisso na linhagem, regulando o potencial de diferenciacdo de

linhagem nas ESC e no sistema hematopoiético (Ko et al., 2010; Kian Peng et al., 2011).

Estudos efectuados por Ko et al., (2010) em amostras de ADN gendmico extraido
de medula éssea de doentes com neoplasias hematoldgicas, quando comparadas com
amostras de controlos sauddveis, evidenciaram niveis significativamente baixos de
5hmC e hipometilacdo na maioria das dreas CpG. Uma vez que a metilacdo do ADN é
um mecanismo reversivel, torna-se um importante alvo de tratamento das neoplasias

hematolodgicas. Assim, a terapia epigenética tem como objectivo restabelecer os
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padrdes normais de metilacdo do ADN usando agentes que promovem a desmetilacao,

como por exemplo 5-aza-2’-desoxicitidina (Yoo & Jones, 2006).

A estrutura da cromatina e a sua reorganizacado nas regides promotoras também
afectam a metilagdo do ADN e a actividade da transcricdo, regulando assim a
expressdo de determinados genes (Momparler, 2003). Factores, como a organizac¢ado
dos nucleossomas e a acetilagdo/desacetilagdo de histonas, regulam o processo de
metilacdo e a transcricdo, o que afecta a ligacdo dos factores de transcricdo (Baylin,
2005). A unidade basica estrutural da cromatina é o nucleossoma, o qual consiste num
octdomero de histonas onde o ADN se encontra enrolado (146 pares de bases a volta de
cada grupo de histonas). O terminal aminico da cauda das histonas pode sofrer
modificagbes pods-traducdo, como acetilagdes ou desacetilagdes, o que altera a
configuracdo dos nucleossomas (Momparler, 2003; Yoo & Jones, 2006, Stimson et al.,
2009). Tais modificagdes especificas das histonas podem ser usadas como marcadores

de actividade da eucromatina ou heterocromatina.

A acetilacdo de histonas, associada com a metilacdo, regula a transcricao de genes,
pois este processo é necessario para manter a cromatina num estado acessivel a
factores de transcricdo, ou seja, permitindo a expressao genética (Figura 12) (Baylin,
2005). A carga positiva das lisinas ndo-acetiladas nas histonas, é atraida pela carga
negativa do ADN, promovendo a compactacdo da cromatina e reprimindo a
transcricdo. Por outro lado, a acetilacdo de histonas remove a sua carga positiva, o que

resulta num estado activo da cromatina (Momparler, 2003).

O processo de acetilacdo/desacetilagdo é efectuado por dois grupos de enzimas:
acetiltransferases de histonas (HATs), que catalisam a transferéncia de grupos acetilo
para residuos de lisina; e desacetilases de histonas (HDACs), que efectuam a sua
remocdo (Stimson et al., 2009; Yoo & Jones, 2006) e mantém os residuos
desacetilados, garantindo o silenciamento da transcricdo. Tem sido demonstrado que
compostos inibidores de HDACs inibem a desacetilacdo de histonas em células
tumorais humanas, sendo por isso um agente antiproliferativo eficaz (Stimson et al.,

2009, Baylin, 2005). As neoplasias hematoldgicas sdo particularmente sensiveis a este
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tipo de inibidores porque o tratamento com estes agentes resulta numa paragem do

crescimento celular, diferenciagdo ou apoptose (Baylin, 2005).

o\ o\ ¢ =
= 5 ® . ®) - IR 4
::uoa\c? ) € ;\;T ) & HMT D I‘/HDAC::

1 Terapia Epigenética

O Locais CpG Metilados © Locais CpG Ni3o-Metilados o Acetilagdao O Metilagao |:| Fosforilagao

Figura 12 - Esquema que representa o silenciamento epigenético nas células cancerigenas. Nos mamiferos, tanto a
metilagdo do ADN como a modificagdo de histonas contribuem para a inibigdo da expressao de genes. A formagdo da
eucromatina é favorecida pela hipometilagio da regido promotora e acetilagio de residuos de lisina. Na
tumorigénese, ha um aumento da ligagdo de grupos metil nas zonas promotoras (hipermetilagdo) e um aumento da
actividade de deacetilases e metiltransferases de histonas, o que leva ao silenciamento da expressdo genética.
DNMT: DNA Methyltransferase ; HAT: Histone Acetyltransferase; HMT: Histone Methyltransferase; HDAC: Histone
deacetylase. (adaptado de Yoo & Jones, 2006)

Em suma, o significado biolégico do processo de metilagdo do ADN e modificacao
de histonas na regulacdo da expressdo génica, e o seu papel no desenvolvimento do
cancro, torna-se cada vez mais importante. O uso de inibidores da metilagao do ADN e

da desacetilacdo de histonas pode ser um alvo terapéutico na reactivacdo epigenética
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de genes envolvidos na carcinogénese, restabelecendo a normal fun¢do genética das

células (Baylin, 2005).

1.7 Envolvimento do Stresse Oxidativo na Metilacao do ADN

A interaccao entre as células e o seu ambiente extracelular é um componente
fundamental do comportamento celular, uma vez que regula a expressdao génica, o
crescimento celular, a diferenciacdo, a migracao celular, entre outras funcdes celulares
(Campos et al., 2007). Sdo varias as condi¢cOes adversas que induzem aumento do
stresse celular, provocando lesGes nos seus diversos constituintes, como o ADN, lipidos
ou proteinas. As alteracdes provocadas no ADN pelo excesso de espécies reactivas de
oxigénio sdo responsdveis pelo aumento da taxa de mutac¢des e desenvolvimento

oncogénico, como mencionado (Lee et al., 2002; Campos et al., 2007).

O stresse oxidativo pode contribuir para o desenvolvimento do tumor, através de
mecanismos tanto genéticos como epigenéticos, afectando a expressdo de genes
(Franco et al., 2008). As alteracdes genéticas provocadas pelas ROS, como mutagdes
ou rearranjos cromossoémicos, tém um papel crucial na fase inicial da carcinogénese,
enquanto os mecanismos epigenéticos, que perturbam a expressdo dos genes,
afectam a promocao tumoral, através da estimulagdo do crescimento e proliferagao
celular (Guyton et al., 1993; Crawford et al., 1995; Lim et al., 2008). A producdo de
radicais hidroxilo pode provocar lesdes no ADN, nomeadamente delecg¢des, quebra da
cadeia de ADN e modificacbes de bases nucleotidicas, as quais alteram a interaccdo
desta macromolécula com as DNMTs, o que pode resultar num estado de
hipometilacdo (Franco et al., 2008). A presenca de 8-OHdG nas ilhas CpG, que resulta
da oxidacdo do ADN, inibe a metilagao de citosinas e, por conseguinte, a formacao de
5hmc, interferindo na regulacdo da expressdo de genes (Weitzman et al., 1994;

Valinluck et al., 2004).

Por outro lado, a oxidacdo da 5-metilcitosina pode contribuir para o aumento de
mutagdes nas ilhas CpG, como por exemplo através de transicdes C - T. Os radicais de

oxigénio reagem com a citosina metilada o que provoca a oxidacdo de uma dupla
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ligacdo 5,6, resultando dessa reaccdo um composto denominado 5-metilcitosina glicol
(Lee et al., 2002). Este produto intermedidrio sofre uma desaminacdo e forma timina
glicol, o qual é um composto quimicamente muito estavel que bloqueia a transcrigao e
pode emparelhar com a adenina (Zuo et al., 1995). Outro exemplo de uma lesdo no
ADN provocada pelo stresse oxidativo é a produgdo de OG—metiIguanina. A sua
presenca pode dificultar a ligacdo das metiltransferases do ADN, inibindo a metilacdo
de citosinas adjacentes, resultando num estado de hipometilacdo, o que leva a
activacdo de oncogenes (Franco et al., 2008). Por outro lado, o stresse oxidativo
também pode resultar na formacao de cadeias simples de ADN que podem sofrer
metilacdo de novo, contribuindo para a alteracdo dos padrdes de metilagdo (Franco et

al., 2008).

Podemos entdo concluir que a alteracdo dos padrées de metilacdo do ADN pode
contribuir para o processo carcinogénico, sendo bastante frequente em doengas
neoplasicas humanas. Por outro lado, o stresse oxidativo pode provocar lesdes do ADN
gue também contribuem para o desenvolvimento do cancro quer directamente, quer
através da sua interferéncia nos mecanismos epigenéticos responsaveis pelo controlo
da transcricdo/traducdo (Cerda et al., 1997; Ziech et al., 2011), podendo ainda

interferir na resposta a terapéutica e contribuir para a recidiva da doenca.

1.8 Objectivos

Tentado responder a algumas questdes ainda por esclarecer acerca do papel do
stresse oxidativo em neoplasias hematolégicas e a sua relacdo com a epigenética, os
principais objectivos deste trabalho foram avaliar o papel das espécies reactivas de
oxigénio, em particular do perdxido de hidrogénio e do anido superdxido, nos
mecanismos de morte celular de células de leucemia linfoblastica aguda em cultura e a
sua relagdo com os niveis de 5-hidroximetilcitosina, de forma a perceber a importancia

destas alteracOes e suas repercussdes no tratamento da doenca.
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2.1 Estudos realizados numa Linha Celular de Neoplasia Hematolégica
2.1.1 Cultura da linha celular

Neste estudo foi utilizada uma linha celular de Leucemia Linfobldstica Aguda (LLA),
as células CEM, obtidas na American Type Culture Collection (ATCC). Esta linha celular
foi estabelecida a partir de células linfoblasticas obtidas a partir do sangue periférico
de uma doente do sexo feminino, com 4 anos de idade, com diagndstico de LLA (Foley

etal., 1965).

Assim, as células foram mantidas em cultura no meio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI 1640) a pH 7,4, contendo 2 mM de L-Glutamina, 20 mM de
HEPES-Na, 1,5 g/l de NaHCOs, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, e
enriquecido com soro fetal bovino (Gibco, Invitrogen) a 10%. As células foram
propagadas e mantidas em cultura a temperatura de 37°C numa atmosfera
humedecida contendo 5% de CO,, iniciando-se a cultura a uma densidade entre 0,3 e

0,5 milhdes de células por ml (0,5x106 cel/ml).

2.1.2 Incubagdo da linha celular com Peroxido de Hidrogénio (H,0,) e Menadiona

As células CEM foram mantidas em cultura nas condi¢des referidas na secgdo 2.1.1,
na auséncia e na presenca de diferentes concentra¢des de Perdxido de Hidrogénio e
de Menadiona (um dador de anido superdxido — 0,*), como mostra a Tabela 1,

durante um periodo de 72h.

Tabela 1 — Concentragdes de Perdxido de Hidrogénio (H202) e Menadiona

Concentragao (uM)

H,0,; 0,1 5 10 25 50 100
Menadiona 2 5 7,5 10 15
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As células foram mantidas em frascos ou em placas de cultura dependendo da
guantidade de células necessdrias aos estudos posteriores, e numa densidade celular

inicial de 0,5 milhdes de células por ml (0,5x10° cel/ml).
2.1.3 Andlise da Morfologia Celular

A analise das caracteristicas morfoldgicas da linha celular referida na secgdo 2.1.1,
incubada na auséncia e na presenga dos compostos em estudo, foi efectuada por
microscopia 6ptica apds a realizacdo de esfregacos de células e respectiva coloracdo

com corante de May-Griinwald-Giemsa (Sigma-Aldrich).

Assim, os esfregacos foram preparados a partir da recolha de 50.000 células,
centrifugadas durante 5 minutos a 300xg e lavadas, por centrifugacdo similiar a
anterior, com tampao fosfato (PBS). De seguida, as células obtidas foram ressuspensas
num pequeno volume de soro fetal bovino, para melhorar a adesdao das células a

lamina, e foi realizado o esfregaco (Houwen, 2001).

Desta forma, os esfregacos obtidos foram corados durante 3 minutos com a
solugdao de May-Griinwald (preparada em 0,3% de metanol e diluida da proporg¢do de
1:1 com agua destilada, na altura da utilizacdo). De seguida, adicionou-se solucdo de
Giemsa (1 grama de corante de Giemsa dissolvido em 66 ml de glicerol e 66 ml de
metanol, diluido na proporcdo de 1:8 com &4gua destilada, aquando da utilizacdo)
durante 15 minutos. Seguidamente, procedeu-se a lavagem dos esfregacos com agua
destilada e, apds secagem, a morfologia das células foi analisada por microscopia
dptica e fotografada. Para este efeito utilizou-se um Microscépio Optico Axioskop 2
(Zeiss) que permitiu a aquisicdo de imagens e 0 seu processamento no programa

AxioVision LE.

2.1.4 Analise da densidade e da viabilidade celular

Os estudos de densidade e viabilidade celular permitem avaliar os efeitos exercidos
pelos compostos em estudo no crescimento e na morte celular da linha celular

anteriormente referida. Assim, para avaliar estes parametros e efectuar curvas dose-
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resposta recorreu-se ao teste de exclusdo com o corante vital azul de tripano (Trypan
Blue, TB). Este teste baseia-se na diferenca de permeabilidade membranar das células
vidveis e das células mortas. Desta forma, as células viaveis apresentam a membrana
plasmadtica intacta que é impermeavel ao corante, o que impede a sua entrada para o
citoplasma. Por outro lado, as células mortas apresentam destruicao total ou parcial da
membrana plasmatica sendo, portanto, permeaveis ao azul de tripano, possibilitando a
sua entrada para o citoplasma. Quando visualizadas ao microscépio, as células mortas
apresentam uma coloracdo azul (Adaptado de Gongalves, A.C., 2008). A contagem das
células é feita através de um hemocitometro ou cdmara de Neubauer, utilizando um
microscopio Optico de luz invertida. O perfil de crescimento da linha celular foi obtido
através da aplicacdo deste teste. Assim, as células foram plagueadas com uma
densiadade inicial de 0,5 milhGes de células por ml, durante 72 horas. A cada periodo
de 24 horas, foi retirada uma aliquota de suspensdo celular e feita a contagem das
células vivas e mortas e determinada a densidade (numero de células vivas) e a
viabilidade celulares (percentagem de células vivas em relacdo ao total de células,
vivas e mortas) . Os resultados apresentam a média + desvio padrdo de 3 ensaios

independentes.

2.1.5 Andlise da morte celular por citometria de fluxo

A técnica de Citometria de Fluxo permite analisar e quantificar células, ou outras
particulas biolégicas (nucleos, microrganismos, cromossomas, etc.), baseada na
dispersao de luz e na fluorescéncia emitida por fluorocromos, que podem estar ligados
a anticorpos ou outros compostos. Por outro lado, é também possivel utilizar sondas
fluorescentes que se liguem a diferentes componentes celulares, como o ADN ou o

ARN (Brown & Wittwer, 2000; Gongalves, A.C., 2008).

A morte celular foi avaliada por citometria de fluxo através da dupla marcacdao com
anexina V (ligada ao fluorocromo aloficocianina — anexina V-APC) em combinac¢do com
o iodeto de propideo (IP). Assim, com esta técnica é possivel distinguir as células

vidveis das células mortas e, dentro destas, as células em apoptoses e/ou necrose.
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A apoptose é uma forma de morte celular programada que desempenha um papel
fundamental na homeostase dos tecidos. Durante o processo apoptético, a célula sofre
uma série de alteragGes moleculares, entre as quais a altera¢do da distribuicdo dos
fosfolipidos da bicamada lipida. Durante a fase inicial da apoptose, a fosfatidilserina
(PS), um fosfolipido de carga negativa, sofre uma transloca¢ao do folheto interno para
o folheto externo da membrana celular. Assim, a anexina V, uma molécula com
elevada afinidade para fosfolipidos de carga negativa, liga-se fortemente a
fosfatidilserina na presenca de Ca’* e, quando conjugada com um fluorocromo,
permite identificar as células em apoptose inicial. O iodeto de propideo é um
composto que se intercala na dupla cadeia de ADN emitindo fluorescéncia. No
entanto, entra para o interior das células apenas quando estas apresentam perda da

integridade membranar, ou seja se encontram em necrose e/ou apoptose tardia.

Desta forma, quando as células sdo expostas a esta dupla marcagdo, torna-se
possivel distinguir as células vidveis (ndo marcadas), as células em apoptose inicial
(marcadas com Anexina V), as células em apoptose tardia/necrose (marcadas
simultaneamente com anexina V e IP) e as células em necrose (marcadas apenas com

IP) (Engeland et al., 1998; Gongalves, A.C, 2008).

Assim, nas células CEM expostas, durante 24 horas, a auséncia e a presenca dos
compostos anteriormente descritos, foi avaliada a viabilidade e o tipo de morte
celular. Para isso, recolheu-se o volume equivalente a 1 milhdo de células da
suspensdo celular e lavou-se com tampao fosfato (PBS) por centrifugacdo durante 5
minutos a 1000xg. O sedimento foi ressuspenso em 100 pl de tampdo de ligacdo frio e
incubado com 5 pl de anexina V-APC e 2 ul de IP, durante 15 minutos ao abrigo da luz,
de acordo com o descrito pelo fabricante (BD). De seguida, adicionou-se 400 plL de
tampado de ligacdo e realizou-se a andlise num citémetro de fluxo FACSCalibur (Becton
Dickison) equipado com um laser de argon. Os comprimentos de onda de excitacdo

utilizados foram 785 nm e 640 nm para a anexina V-APC e para o IP, respectivamente.

Foram adquiridas 10.000 células através do programa CellQuest™ (BD)e os dados

obtidos foram analisados com recurso ao programa Paint-a-Gate™ (BD). Os resultados
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sdo expressos em percentagem de cada uma das subpopulag¢des celulares identificadas

com base na positividade e/ou negatividade para a marca¢do com a anexina V e IP.

2.1.6 Avaliagao do stresse oxidativo pela producao de espécies reactivas de oxigénio

(ROS) e expressao de glutatido reduzido (GSH)

De modo a avaliar o papel do stresse oxidativo nas células CEM, foi analisada a
presenca de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e da defesa anti-oxidante GSH
(glutatidao reduzido) através da técnica de citometria de fluxo. Para isso foram
utilizadas as sondas 2’,7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) e
dihidroetidina (DHE), para analisar a expressao intracelular do perdxido de hidrogénio
(H,0;) edo anido superoxido (0,°), respectivamente. A expressdao de GSH foi ectuada

recorrendo ao alaranjado de mercurio.

2.1.6.1 Avaliacdo da produgao intracelular de peréxidos

A expressao de perdxidos na linha celular CEM, incubada na auséncia e na presencga
dos compostos em estudo, foi analisada por citometria de fluxo seguindo a oxidacdo
intracelular da sonda nao-fluorescente DCFH-DA. A sonda nado-polar DCFH-DA, quando
aplicada as células intactas, atravessa a membrana celular e sofre uma hidrélise
enzimatica por esterases intracelulares, o que dd origem ao composto ndo-
fluorescente DCFH. Na presenca de peréxidos, o composto DCFH é oxidado e forma o
composto altamente fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), que é facilmente
visualizado pela emissao de fluorescéncia no comprimento de onda de 525 nm quando
excitado a 488 nm (Halliwell & Witheman, 2004). A fluorescéncia emitida é

directamente proporcional a concentracado de H,0, (Wang & Joseph, 1999).

De modo a analisar a producdo intracelular de H,0,, recolheu-se o volume
equivalente a 1 milhdo de células de suspensao celular e lavou-se com tampao fosfato
(PBS) pH=7,4 por centrifugacdo durante 5 minutos a 300xg. De seguida, as células
foram ressuspensas em 1 ml de PBS e incubadas, durante 45 minutos a 37°C em

atmosfera apropriada e ao abrigo da luz, com 1 ul de DCFH-DA (Molecular Probes,
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Invitrogen), dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO) a 1 mM, de forma a obter uma
concentracao final de 5 uM. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS por
centrifugacao durante 5 minutos a 300xg, ressuspensas em 400 ul do mesmo tampao e
analisadas num citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickison), equipado com laser

de drgon, utilizando o comprimento de onda de excitagdo de 525 nm.

Foram adquiridas 10.000 células através do programa CellQuest™ e os dados
obtidos foram analisados e quantificados com recurso ao programa Paint-a-Gate™. Os
resultados sdo expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e

representam a média * desvio padrao (DP) de 3 ensaios independentes.

2.1.6.2 Avaliagao da produgao intracelular do anidao superéxido

A avaliagdo da produgao intracelular do anido superdxido nas células da linha
celular de LLA, incubadas na auséncia e na presenca dos compostos em estudo, foi
efectuada por citometria de fluxo com recurso a sonda dihidroetidina (DHE). A sonda
DHE, obtida pela reducdo com dois electrdes do etideo, consegue atravessar
facilmente a membrana celular e na presenca do anido superdxido, é convertida a
etideo, um composto fluorescente de cor vermelha que se intercala no ADN e

permanece no interior da célula (Zhao et al., 2005).

Assim, recolheu-se o volume equivalente a 1 milhdo de células em suspensdo
celular, lavou-se com tampdo fosfato (PBS) pH=7,4 por centrifugacdo durante 5
minutos a 300xg e o sedimento foi ressuspenso em 1 ml do mesmo tampao.
Seguidamente, as suspensdes celulares foram incubadas durante 15 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 2 pl de DHE (Sigma-Aldrich), preparado
em dimetilsulfoxido (DMSO) a 1 mM, de modo a obter uma concentracdo final de 5
UM. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS por centrifugacdo durante 5
minutos a 300xg, ressuspensas em 400 pl do mesmo tampao. A deteccdo foi efectuada
por citometria de fluxo, com recurso ao equipamento ja descrito anteriormente e

utilizando o comprimento de onda de excitagdo de 620 nm. Os resultados sao
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expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e representam a média +

desvio padrao (DP) de 3 ensaios independentes.

2.1.6.3 Avalia¢ao da expressao intracelular do glutatido reduzido

A analise da expressdo do glutatido reduzido (GSH), uma defesa antioxidante nao-
enzimatica, foi efectuada por citometria de fluxo utilizando o composto fluorescente
alaranjado de mercurio (1-(4-Chloromercuriophenylazo)-2-naphthol). O alaranjado de
mercurio € um composto mercurial que se liga estequiometricamente a grupos
sulfidril, o que provoca a formac¢do de ductos fluorescentes. Contudo, este composto
reage mais rapidamente com o GSH (reaccdo ocorre em aproximadamente 5 minutos)
do que com os grupos sulfidril das proteinas (tempo de reac¢do superior a 8 horas).
Com base neste principio foi desenvolvida uma técnica que permite a determinagao
dos niveis de GSH por citometria de fluxo através da utilizacdo do alaranjado de
mercurio, uma vez que o produto de reaccdo com a GSH emite fluorescéncia vermelha,
guando excitado com um laser de argon no comprimento de onda de 488 nm

(O'Connor et al. 1988).

Para o efeito, foi recolhido o volume equivalente a 1 milhdo de células sujeitas aos
diferentes tratamentos, e este foi lavado com tampdo fosfato (PBS) pH=7,4 por
centrifugacdao durante 5 minutos a 300xg e posteriormente ressuspenso em 1 ml do
mesmo tampdo. De seguida, as suspensdes celulares foram incubadas durante 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 1 pl de alaranjado de
mercurio (Sigma-Aldrich), preparado em acetona a 10 mM, de modo a se obter uma
concentracdo final de 40 uM. Apds a incubacdo, as células foram lavadas com PBS por
centrifugacdo a 300 xg durante 5 minutos e ressuspensas em 400 pl do mesmo
tampdo. A deteccdo foi efectuada no comprimento de onda de excitacdo de 620 nm,
por citometria de fluxo usando o equipamento descrito anteriormente. Os resultados
sdo expressos em MIF e representam a média de expressao intracelular de GSH nas
células incubadas nas condi¢cdes do estudo. Os resultados representam a média *

desvio padrao (DP) de 3 ensaios independentes.
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2.1.7 Avaliagao da expressao de moléculas envolvidas na morte celular

A avaliagdo da expressdo das moléculas envolvidas nos processos de morte celular
permite concluir sobre os mecanismos desencadeados pelos compostos em estudo a
que as células foram expostas. Através da técnica de citometria de fluxo, e com
recurso a anticorpos monoclonais associados a fluorocromos, foram analisados os
niveis de expressao das proteinas pré-apoptéticas FAS, FAS Ligando, BAX e Caspases e
da proteina anti-apoptdtica BCL-2. Desta forma, o volume equivalente a 1 milhdo de
células incubadas nas condicdes referidas anteriormente, foi lavado por centrifugacdo

com tampao fosfato (PBS) pH=7,4 durante 5 minutos a 300xg.

A expressdo do receptor FAS e do seu ligando é avaliada na superficie da
membrana celular. Para tal, as suspensdes celulares foram incubadas, durante 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 1 pg do anticorpo anti-FAS
FITC (R&D) e 1 pg do anticorpo anti-FAS ligando ficoeritrina (PE) (Santa Cruz
Biotechnology). Apdés o periodo de incubagdo, as células foram lavadas por
centrifugacdo com PBS (pH=7,4) durante 5 minutos a 300xg e ressuspensas em 400 pl

do mesmo tampao.

Por outro lado, a avaliacdo da expressdo intracelular de BAX e BCL-2 requer a
fixacdo e a permeabilizagdo das células a analisar. Assim, de acordo com as instrugdes
do fabricante do kit IntraCell (ImmunoStep), as células foram incubadas, durante 15
minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, com 100 pl de solugao de fixacao.
Apods lavagem, por centrifugacdo com PBS (pH=7,4) durante 5 minutos a 300xg, as
células foram incubadas com 100 pl da solucdo de permeabilizacdo, 1 ug do anticorpo
anti-BAX PE (Santa Cruz Biotechnology) e 1 ug do anticorpo anti-BCL2 FITC (Santa Cruz
Biotechnology), durante 15 minutos a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. De
seguida, as células foram lavadas por centrifugacdo com PBS (pH=7,4) durante 5

minutos a 300xg e ressuspensas em 400 pL do mesmo tampao.

Finalmente, os niveis das caspases activadas presentes nas células foram
analisados através do kit ApoStat (R&D Systems). Desta forma, apds lavagem inicial das

células, estas foram ressuspensas em 1 ml de PBS e incubadas com 10 pl de ApoStat,
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durante 30 minutos a 37°C. Seguidamente, as células foram lavadas por centrifugacao
em 4 ml de PBS durante 5 minutos a 300xg e ressuspensas em 500 pl do mesmo

tampao.

A deteccdo foi efectuada por citometria de fluxo usando o equipamento ja descrito
anteriormente. Os resultados sdo expressos em MIF e representam a média de
expressao das caspases activadas nas células em estudo. Os resultados representam a

média + desvio padrdo (DP) de 3 ensaios independentes.

2.1.8 Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial

O potencial de membrana mitocondrial (AW), cuja perda é caracteristica do
processo de morte celular por apoptose, foi avaliado por citometria de fluxo através da
utilizacdo da sonda fluorescente 5 5, 6, 6’-tetrachloro-1, 1, 3, 3’-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC1). Esta sonda é um catido lipofilico
gue atravessa facilmente as membranas bioldgicas, acumulando-se no interior da
mitocondria. Quando ocorre diminuicao do AW, ou seja, quando a membrana
mitocondrial estd despolarizada, a sonda JC1 permanece no citoplasma, sob a forma
monomérica (M) e exibe fluorescéncia verde. Por outro lado, quando ha o aumento do
AW,ix, os mondmeros de JC1 entram na mitocondria formando agregados (A) que
exibem fluorescéncia vermelha (Salvioli et al., 1997; Yao et al., 2008). Assim, a
estimativa do AW, é determinada pela razdo entre a intensidade da fluorescéncia

verde e vermelha, ou seja, pela razio Mondmeros/Agregados.

Para tal, da mesma forma que nos procedimentos anteriores, o volume
equivalente a 1 milhdo de células sujeitas aos diferentes tratamentos, foi lavado por
centrifugacdo com PBS pH=7,4 durante 5 minutos a 300xg. De seguida, as células
foram ressuspensas em 1 ml do mesmo tampdo e incubadas durante 15 minutos a
37°C, em atmosfera apropriada e ao abrigo da luz, com 1 pl de JC1 (Molecular Probes,
Invitrogen), preparado em DMSO a 5 mg/ml, de modo a obter uma concentragdo final
de 5 pg/ml. Apds o tempo de incubacdo, as células foram lavadas por centrifugacdo

com PBS durante 5 minutos a 300xg e ressuspensas em 400 ul do mesmo tampao.
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A deteccdo foi efectuada por citometria de fluxo usando o equipamento ja descrito
anteriormente. Os resultados representam a média da razdo entre os MIF dos
mondmeros e dos agregados de JC1 (M/A de JC1). Os resultados representam a média

+ desvio padrdo (DP) de 3 ensaios independentes.

2.1.9 Analise do ciclo celular

O ciclo celular, dividido em quatro fases como referido anteriormente, foi
analisado por citometria de fluxo através da solucdo de lodeto de Propideo/RNase
(Immunostep). O IP liga-se a molécula de ADN, intercalando-se na sua cadeia dupla, e
emite fluorescéncia de modo dependente da quantidade de ADN presente. Além da
quantificacdo do conteudo de ADN, esta técnica permite também determinar a
distribuicdo da populacdo celular pelas diferentes fases do ciclo. Isto é possivel através
da identificacdo de trésgrupos de células: um com menor quantidade de ADN,
correspondente ao pico GO/G1, outro com o dobro da quantidade de ADN, com uma
fluorescéncia dupla da do primeiro, correspondendo as células em fase G2/M, e um
terceiro grupo com uma quantidade de ADN intermédia e que corresponde as células

em fase de sintese (S).

Assim, da mesma forma que nos procedimentos anteriores, o volume equivalente
a 1 milhdo de células sujeitas aos varios tratamentos, foi lavado por centrifugacdo com
PBS a pH=7,4 durante 5 minutos a 300xg. De seguida, as células foram fixadas através
da adicdo de 200 ul de etanol a 70%. Ap6s o tempo de incubacdo de 30 minutos a uma
temperatura de 4°C, as células foram lavadas por centrifugacdo com PBS durante 5
minutos a 300xg e ressuspensas em 500 pl da solucdo de lodeto de Propidio/RNase.
Apds um tempo de incubacdo de 15 minutos a temperatura ambiente, a andlise foi

efectuada por citometria de fluxo, usando o equipamento ja descrito anteriormente.
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2.1.10 Extraccao e quantificagao de ADN gendmico

O ADN gendmico das células CEM foi obtido através da técnica de adsorgdao em
matriz de silica com recurso ao kit lllustra™ Tissue & Cells genomicPrep Mini Spin (GE
Healthcare). Esta técnica baseia-se na capacidade de adsorgdo dos acidos nucleicos a
formulacées de silica de modo dependente do pH e da concentracdo salina, o que

permite a obtencao de amostras de ADN de elevada pureza e integridade fisica.

Assim, o volume equivalente a 5 milhdes de células incubadas na auséncia e na
presenca de diferentes concentragdes de H,0O, e menadiona, foi centrifugado durante
1 minuto a 2300xg, de modo a obter um concentrado de células. Seguidamente, apds
remocgao do sobrenadante, adicionou-se 100 pl do tampao de lise 1 (kit llustra™) e 10
ul de Proteinase K (kit /llustra™), tendo-se incubado durante 15 minutos a 56°C e de
seguida durante 2 minutos a 70°C. Posteriormente, adicionou-se 500 pl do tampao de
lise 2 (kit /Mlustra™) e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Transferiu-se a mistura para uma coluna de purificagdao, contendo uma matriz de silica
colocada num tubo colector, e centrifugou-se durante 1 minuto a 11.000xg. Adicionou-
se 500 pul do tampdo de lise 2 e centrifugou-se novamente durante 1 minuto a
11.000xg. De seguida, adicionou-se 500 pl do tamp3o de lavagem (kit lllustra™) e
centrifugou-se durante 3 minutos a 11.000xg. Transferiu-se a coluna de purificacdo
para um microtubo de 1,5 ml e adicionou-se 200 pul de tampdo de eluicdo (pré-
aquecido a 70°C, kit Illustra™). Incubou-se durante 1 minuto a temperatura ambiente
e centrifugou-se durante 1 minuto a 11.000 xg recolhendo-se o eluido contendo o

ADN.

Posteriormente, as amostras de ADN gendmico foram quantificadas, de forma a
saber qual a concentracdo e grau de pureza do material genético. Estes parametros
sdo determinados através de uma medicdo espectrofotométrica, utilizando um
espectrofotémetro (NanoDrop) e um programa designado ND1000 (Thermo Scientific).
O grau de pureza é determinado através da razdo entre as densidades odpticas
avaliadas nos comprimentos de onda de 260 nm (o ADN absorve luz neste
comprimento de onda) e de 280 nm (as proteinas absorvem luz neste comprimento de

onda), sendo que o valor ideal desta razdo para as amostras de ADN é de 1,8. Para esta
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guantificacdo utilizou-se um volume de 2 pl de cada amostra para a medicao e ainda 2
ul do respectivo tampao de eluicdo para fazer a medicdo do branco, que nos serviu de

referéncia.

2.1.11 Quantificagdo do contetido de 5-hidroximetilcitosinas (5-hmC)

A 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) é uma modificacdo do ADN que se forma a partir
da conversdo enzimatica da 5-metilcitosina (5-mC) por ac¢do de uma dioxigenase de
metilcitosina da familia das proteinas TET. Para a sua rapida deteccdo e quantificacdo
utilizou-se um teste imuno-enzimatico, o kit Global DNA Hydroxymethylation ELISA Kit

(Cell Biolabs).

Para tal, o ADN das células, incubadas na auséncia e na presenca de diferentes
concentracdes de H,0, e menadiona durante 24 horas, foi extraido de acordo com o
protocolo descrito em 2.1.10. Apds a quantificacdo das amostras, o equivalente a 2
ug/ml de ADN foi diluido em PBS, num volume final de 250 pl. Seguidamente, 100 pl
de cada amostra de ADN e de cada amostra padrao foram adicionados a uma placa de
96 pocos (96-well DNA High-Binding Plate), ficando a incubar durante a noite a 4°C. De
seguida, lavaram-se os pog¢os com PBS e adicionou-se 150 pl do tampao de diluicdo
(Assay Diluent) deixando-se 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, foram
adicionados 100 pl do Anticorpo Primdrio (Anti-5-hmC Antibody), e incubou-se durante
1 hora a temperatura ambiente num agitador orbital. Apds esta incubagao, os poc¢os
foram lavados 3 vezes com 250 ul de tampado de lavagem 1x (Wash Buffer) e juntou-se
150 pL do tampdo bloqueador (Blocking Reagent) 1x, e agitou-se durante 1 hora a
temperatura ambiente num agitador orbital. De seguida, os poc¢os foram novamente
lavados com tampao de lavagem 1x, como descrito anteriormente, e adicionou-se 100
pl do Anticorpo Secundario (Secondary Antibody-Enzyme Conjugate), seguindo-se um
periodo de incubacdo de 1 hora a temperatura ambiente num agitador orbital. Os
pocos foram novamente lavados com tampao de lavagem 1x e adicionou-se 100 ul do
substrato (Substrate Solution) a cada poco, demorando esta incubacdo 30 minutos a

temperatura ambiente. Por fim, de forma a parar a reac¢do enzimatica, acrescentou-se
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100 pl da solucdo de paragem (Stop Solution). A leitura das absorvancias, no
comprimento de onda de 450 nm, foi efectuada num espectrofotémetro leitor de
placas (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments). A
guantidade de 5-hmC das amostras é determinada através da comparacdo das suas

absorvancias com a curva padrdo das amostras standard.

2.1.13 Anadlise Estatistica

O tratamento estatistico dos resultados foi efectuado utilizando o software

GraphPad 5.0 e Microsoft Excel.

Na analise estatistica dos pardametros avaliados por citometria de fluxo recorreu-se
a andlises de variancia (ANOVA de uma via) e sempre que necessdario foram aplicados
testes de comparacdes multiplas. Para efectuar as comparacées com a condicdao

controlo foi aplicado o teste de Dunnet.

Em todos os testes utilizados considerou-se um nivel de significancia estatistica a

95% (p<0,05). Os dados sdao apresentados sob a forma de média * desvio padrao.
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3.1 Estudos realizados na linha celular humana CEM
3.1.1 Caracterizagao da linha celular

No presente estudo foi utilizada a linha celular humana CEM, obtida de um doente
com leucemia Linfoblastica aguda T. Estas células crescem em suspensdo, quando
mantidas em cultura num meio nutritivo apropriado e a temperatura de 379C, em
atmosfera humedecida, com 5% de CO,, de acordo com o perfil representado na figura
13 - A. A fase exponencial de crescimento decorre ao longo de 72 horas. A densidade
celular observada nas células CEM duplica a cada 24 horas até um mdaximo aproximado
de 2,5x10° células/mL. A viabilidade celular (figura 13 — B) mantém-se elevada (90-

100%) no decurso da fase exponencial de crescimento.

A N
=
i
=]
@ 3
o
-]
|
=
5 2
=
]
v
< 17
©
]
2 <
c
']
o 0 T T T 1
0 24 48 72 96
B Tempo (horas)

100 ¢ .
-

L J
L 3
L J

80

60

40

Viabilidade celular (%)

20

0 24 48 72 96
Tempo (horas)

Figura 83 - Curvas de proliferacdo (A) e de viabilidade celular (B) das células CEM. As células foram incubadas
em meio RPMI 1640 enriquecido com soro fetal bovino a 10%, numa densidade inicial de 0,5x106 células/ml. A cada
24 horas foram recolhidas amostras das suspens&es celulares e foi determinada a densidade celular pela técnica de

azul de tripano, sendo que os resultados representam a média + desvio padrao de 3 a 6 ensaios independentes.
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Morfologicamente, as células CEM apresentam caracteristicas tipicas de blastos,
provavelmente linfoblastos (leucemia linfoblastica aguda T), como se pode observar na
figura 14. Estas células apresentam uma relagdo nucleo/citoplasma elevada, acentuada
basofilia citoplasmatica, nlcleo periférico com condensacdo da cromatina e sbocando
nucléolo, granulagbes citoplasmaticas evidentes observando-se também varias células

em mitose.

Figura 94 — Aspectos morfoldgicos das células CEM. Os esfregacos de células foram corados com a solugdo May-

Griinwald-Giemsa e observados ao microscépio dptico com ampliagdo de 500x.

3.1.2 Andlise do efeito anti-proliferativo e citotoxico dos indutores do stresse

oxidativo, peréxido de hidrogénio e menadiona

Para estudar os efeitos anti-proliferativos e citotdxicos dos indutores do stresse
oxidativo, peréxido de hidrogénio (H,0,) e menadiona (dador do anido superéxido)
(0,"), foram avaliados os seguintes parametros: variacio na densidade e viabilidade
celular e avaliacdo do tipo de morte celular. Para a avaliacao deste ultimo parametro
recorreu-se a citometria de fluxo, através da dupla marcacdo com anexina V e iodeto

de propideo, e a andlise dos aspectos morfolégicos, por microscopia ptica.
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3.1.2.1 Curvas de proliferacao e de viabilidade celular

Na figura 15 estdo representados os efeitos dos indutores do stresse oxidativo,
H,0, e do dador de O,", na densidade e viabilidade das células CEM. Os efeitos
citotéxicos (figura 15 — A) e anti-proliferativos (figura 15 — B) dependem da

concentracdo e do tempo de exposicao das células a estes compostos.

A exposi¢do das células CEM a baixas concentragdes de H,0, (0,1 uM) induz um
ligeiro aumento do crescimento celular, sem alteracdao da viabilidade celular,
relativamente as células controlo. No entanto, quando se utiliza concentracdes
superiores a 5 uM observa-se diminuicdo da densidade celular e da viabilidade de
modo dependente da dose mas praticamente independente do tempo de incubacdo
(Figura 15). Assim, quando as células CEM sdo incubadas na presenga de 25 uM de
H,0, ha uma reducdo de forma mais acentuada da viabilidade celular em cerca de 50%
em relacdo ao controlo (IC50), apds 24 horas de incubagdo. Concentracdes mais
elevadas desta substancia produzem efeitos citotdxicos muito acentuados, ocorrendo
morte celular total as 24 horas quando as células sdo incubadas na presenca de 100

MM de HzOz.
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Figura 15 - Efeito do Perdxido de Hidrogénio e da Menadiona na viabilidade (A) e na proliferagdo (B) das células
CEM. As células CEM foram incubadas numa densidade inicial de O,5x106 células/mL, durante 72 horas, com
diferentes concentrac¢des de H,0, e do dador de O,”. A viabilidade (A) e a densidade (B) foram avaliadas em
intervalos de 24 horas através do teste de exclusdo com azul de tripano, de acordo com o descrito na sec¢do de
material e métodos. O nimero de células em B representa exclusivamente células vidveis. Os resultados
representam a média + desvio padrdo de 3 a 6 ensaios independentes.

Por outro lado, quando as células CEM s3o tratadas com o dador de 0," na
concentracdo de 2 uM mantém uma viabilidade elevada, idéntica a das células
controlo, induzindo um ligeiro aumento da densidade celular a partir das 48 horas de
incubagao. Na concentragdo de 5 uM, a menadiona induz diminuigdo da proliferacao,
bem como da viabilidade celular, em cerca de 20%, sendo o IC50 obtido as 24 horas,
guando as células sdao tratadas com menadiona na concentragdo aproximada de 7,5 a
10 uM. A concentragdo mais elevada deste composto (15 pM) produz um efeito
citotoxico muito acentuado, ocorrendo morte celular total apds 24 horas de

incubacao.
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Assim, observou-se que as células CEM sdo mais sensiveis a menadiona (dador de
0,"), uma vez que s3o necessdrias doses mais elevadas de H,0, para a viabilidade

celular diminuir para 50%.

3.1.2.2 Avaliagao da morte celular por citometria de fluxo

Os efeitos citotdxicos dos indutores do stresse oxidativo (H,0, e 0,%), nas células
de LLA-T em cultura foram avaliados por citometria de fluxo, recorrendo a dupla
marcagdao com anexina V e iodeto de propideo. Esta técnica permite distinguir as
células vidveis das células mortas, através de alteracbes na permeabilidade e
composicao membranar, possibilitando ainda a distingdo do tipo de morte celular

predominante: apoptose ou necrose.

Em consonancia com os resultados obtidos anteriormente, a figura 16 evidencia
que os indutores de stresse oxidativo, H,0, e O,", induzem diminuicdo da viabilidade
das células CEM e morte celular, predominantemente, por apoptose. No entanto, a
percentagem de células em apoptose tardia/necrose, depende da concentracdo do
composto indutor de stresse oxidativo, havendo um aumento destas nas doses mais
elevadas de cada composto. Observou-se ainda um maximo de 4% de células em

necrose.
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Figura 16 - Avaliacdo do efeito citotoxico dos indutores do stresse oxidativo, perdxido de hidrogénio e
menadiona, nas células CEM, por citometria de fluxo. As células foram incubadas numa densidade inicial de
0,5x106 células/mL, durante 24h na auséncia (Controlo) e na presenga das concentra¢des indicadas na figura.
Posteriormente as células foram marcadas com anexina V e iodeto de propideo, de acordo com o descrito na
sec¢do de material e métodos. Os resultados sdo expressos em percentagem (%) e representam a média * desvio
padrdo de 2 a 3 ensaios independentes.

3.1.2.3 Alteragoes morfoldgicas induzidas pelos indutores do stresse oxidativo

O efeito citotoxico dos compostos indutores do stresse oxidativo foi também
caracterizado pela andlise das caracteristicas morfoldgicas das células, por microscopia

dptica, na auséncia e presenca de H,0, e 0,".

A figura 17 mostra os aspectos morfoldgicos caracteristicos dos efeitos citotdxicos
dos indutores do stresse oxidativo, H,0, (A) e dador de O," (B) em concentragdo de 25
uM e 7,5 uM, respectivamente. De acordo com os resultados obtidos por citometria
de fluxo, ambos os compostos induzem alteragcdes morfoldgicas tipicas de células em
apoptose inicial e tardia, tais como projeccdes da membrana celular e vacuolizacdo
citoplasmatica, condensacdo e fragmentacdo nuclear. Também se verifica a presenca
de algumas células com alteracdes morfoldgicas tipicas de necrose, com ruptura da

membrana citoplasmatica e saida do conteudo intracelular para o exterior (Figura 17).
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Figura 107 — Aspectos morfoldgicos das células CEM apés tratamento com peréxido de hidrogénio 25 uM (A) e
com menadiona 7,5 uM (B). Os esfregagos de células foram corados com a solugdo May-Griinwald-Giemsa e

observados ao microscépio éptico com ampliagao de 500x.

3.1.3 Influéncia dos indutores do stresse oxidativo na expressao de moléculas

envolvidas na morte celular por apoptose

De forma a esclarecer alguns dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade
induzida pelos indutores do stresse oxidativo, H,0, e 0,", nomeadamente na
mediacdo da morte celular por apoptose, foi avaliada a expressdo de moléculas

envolvidas na regulacdo deste processo, as proteinas da familia BCL-2, BCL-2 e BAX, o
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receptor de superficie membranar da familia do TNF, FAS e seu ligando (FAS-L) e as

proteases de cisteina, as caspases.

Na figura 18 encontra-se representado o efeito do H,0, e 0," na express3o da
razdo BAX/BCL-2 (Figura 18-A) nas células leucémicas CEM. Como se pode observar,
quando as células sdo expostas a baixas concentragdes de H,0;, (5 uM) verifica-se
diminuicdo da razdo BAX/BCL2, a qual sofre um aumento com as doses mais elevadas
deste composto (25 uM e 50 uM). Quando as células sdo expostas a doses crescentes
do dador de 0,", verifica-se um aumento bastante significativo da razdo BAX/BCL2,
aproximadamente 9 vezes superior para a concentracdo de 10 uM, que é explicado

pelo aumento da molécula pré-apoptdtica BAX.
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Figura 18 - Anadlise da razdo BAX/BCL2 em células expostas a indutores do stresse oxidativo, por citometria de
fluxo. As células foram incubadas numa densidade inicial de 0,5x106 células/ml, durante 24 horas com as
concentragdes indicadas na figura. Posteriormente as células sdo marcadas com os respectivos anticorpos anti-
BCL2 e anti-BAX marcados com fluorocromos, de acordo com o procedimento descrito na sec¢do de material e
métodos. A razdo BAX/BCL2 foi calculada através da razdo entre os MIF (média de intensidade de fluorescéncia) de
cada uma das moléculas, nas diferentes condi¢cGes de tratamento, e posteriormente fez-se a normalizagdo dos
valores em relagdo ao controlo. Os resultados consistem na média + desvio padrdo de 2 a 3 ensaios diferentes. A
andlise estatistica foi efectuada por comparagdo com o controlo (células incubadas na auséncia dos compostos em
estudo), utilizando o teste de Dunnett, sendo ***p<0,001.

Seguidamente, avaliou-se o efeito dos compostos indutores do stresse oxidativo
na expressdo do receptor FAS e do seu ligando (figura 19). Nas células expostas quer
ao H,0, quer ao dador de 0,%, verifica-se um elevado aumento da express3do do

receptor FAS (aumento que varia entre 2 a 4 vezes em relacdo ao controlo). No

56 |



Influéncia do stresse oxidativo na morte de células de leucemia aguda em

~ .. . e Resultados
cultura — Relagdo com os niveis de 5-hidroximetilcitosina

entanto, a expressio do seu ligando, FAS-L, diminui consideravelmente,

aproximadamente 50% em relacdo aos niveis de expressao das células controlo.
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Figura 19 - Expressao do receptor FAS e do respectivo ligando FAS-L em células expostas a indutores do stresse
oxidativo. As células foram incubadas numa densidade inicial de 0,5x106 células/ml, durante 24 horas com as
concentragBes de H,0, e Menadiona indicadas na figura. Posteriormente as células sdo marcadas com os
respectivos anticorpos anti-FAS e anti-FAS ligando marcados com fluorocromos, de acordo com o procedimento
descrito na sec¢do de material e métodos. Os resultados obtidos em MIF (média de intensidade de fluorescéncia)
e depois normalizados em relagdo ao controlo, representam amédia + desvio padrdo de 2 a 3 ensaios diferentes.

Por fim, avaliou-se a participacdo das caspases activadas na morte celular induzida
pelo H202 e 0,". Como podemos observar na Figura 20 a exposicdo das células CEM
aos dois compostos indutores de stresse oxidativo, induz aumento bastante
significativo da expressdao destas moléculas, que depende do composto e da
concentra¢gdo do mesmo. De facto, como se pode observar nesta Figura, o aumento
mais significativo da expressao de caspases activadas verifica-se quando as células sao
tratadas com 10 uM de menadiona, sendo este aumento aproximadamente de 6 vezes

em relacdo ao controlo.
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Figura 20 - Expressao intracelular de caspases em células expostas a indutores do stresse oxidativo. As células
foram incubadas numa densidade inicial de 0,5x106 células/ml, durante 24 horas com as concentragdes indicadas
na figura. Posteriormente, as células foram analisadas de acordo com o descrito na sec¢do de material e métodos.
Os resultados sdo obtidos em MIF (média de intensidade de fluorescéncia) e depois normalizados em relagdo ao
controlo. Os resultados consistem na média + desvio padrdo de 2 a 3 ensaios diferentes. A andlise estatistica foi
efectuada por comparagdo com o controlo (células incubadas na auséncia dos compostos em estudo), utilizando o
teste de Dunnett, sendo ***p<0,001.

3.1.4 Influéncia dos indutores do stresse oxidativo no ciclo celular das células CEM

Para caracterizar a influéncia dos indutores de stresse oxidativo no ciclo celular
das células CEM, fomos avaliar a percentagem das células pelas diferentes fases do
ciclo celular (Figura 21 e Tabela 2). Para tal, as células foram incubadas na auséncia
(controlo) e na presenca de diferentes concentra¢cdes de H,0, e de menadiona, o
dador de 0,", e o contetdo em ADN foi analisado por citometria de fluxo, apds
marcacao das células com iodeto de propideo, de acordo com o procedimento descrito
anteriormente. Na figura 21, encontram-se representados alguns exemplos dos
histogramas obtidos da analise do ciclo celular. Como podemos verificar, nas células
tratadas com 50 uM de H,0; e 10 uM de menadiona, observa-se a presenca de um
pico pré-G1 mais acentuado nas células submetidas a H,0, Além disso, verifica-se
alteracdo na distribuicdo das células pelas diferentes fases do ciclo celular, mais
acentuada nas células tratadas com menadiona. Nesta condicdo ocorre diminuicdo da

percentagem de células na fase GO/G1 e aumento na fase S.
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Figura 21 - Histogramas representativos da distribui¢do das células CEM pelas diferentes fases do ciclo celular.
Nas células controlo é possivel distinguir as fases do ciclo celular, GO/G1, S e G2/M. A fase G1 corresponde as
células com conteddo de ADN igual a 2n, enquanto na fase G2/M as células possuem um contetido de ADN igual a
4n. A azul esta representado um pico pré-G1 com menor quantidade de ADN (pico apoptdtico)

Tabela 2 - Efeito dos indutores do stresse oxidativo na distribuicdo das células CEM pelas fases do ciclo celular.

Numero de células (%) + Desvio Padrao

Controlo

5 |J.M HzOz

25 H.M HzOz

50 p.M HzOz

5 uM Menadiona

7,5 uM Menadiona

10 UM Menadiona

Pré-G0/G1 G0/G1 S G2/M
0,33+0,58 43,33+5,51 34,00+0,00 22,67+5,51
0,67+0,58 41,33+3,06 36,00+4,36 22,67+6,03
6,33+5,13 31,00+7,94 47,67+9,24 21,33+2,08

38,33+11,85 36,00+12,12 40,00+ 14,73 23,67 +13,80
333+1,53 36,67+4,93 38,33+3,06 24,67+3,51
12,00+2,65 31,33+3,51 49,00+3,61 19,67 +0,58

39,00+6,24 28,67+6,03 54,33+4,73 17,00+1,73
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A tabela 2 mostra a distribuicdo das células CEM, sujeitas ou ndo a tratamento
com indutores do stresse oxidativo, pelas diferentes fases do ciclo celular. Verifica-se
que a proporgao relativa de células em cada uma das fases do ciclo celular varia com a
concentracdo dos compostos utilizados. Assim, aproximadamente 43% das células
controlo encontra-se na fase GO/G1, 34% na fase S e aproximadamente 23% na fase
G2/M. As células expostas as concentracdes mais baixas de H,0, e do dador de 0, (5
KM) mantém uma distribuicao pelas diferentes fases do ciclo celular quase idéntica as
células controlo, havendo apenas ligeira diminuicdo do numero de células em fase
GO0/G1 (41% para o H,0, e 37% para 0 0,"), e um aumento pouco acentuado de células
em fase S (36% para o H,0, e 38% para o 0,"). Ambos os compostos exercem efeitos
gualitativamente semelhantes a nivel do ciclo celular das células CEM, embora
diferentes quantitativamente. Como se pode verificar na tabela 1, estes compostos
induzem bloqueio do ciclo celular em fase S, com consequente reducdo do numero de
células em fase GO/G1. Estes efeitos sdo mais acentuados quando as células sdo
tratadas com as concentra¢des mais elevadas de cada composto (50 uM de H,0,e 10
UM de menadiona, o dador de 0,") em particular com menadiona. Por outro lado,
observa-se a formag¢do de um pico pré-G0/G1, correspondente a células em apoptose,
de acordo com os resultados da analise da morte celular por citometria de fluxo e

microscopia éptica.

A percentagem de células em apoptose, detectada pela altura do pico apoptético,
aumenta significativamente na presenca de concentracdes elevadas dos indutores do

stresse oxidativo.

3.1.5 Avaliacdo do stresse oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio e

menadiona

O stresse oxidativo tem sido implicado no crescimento e na morte das células
neoplasicas. Para avaliar o papel do perdxido de hidrogénio e menadiona na indugdo
de stresse oxidativo, analisou-se a producdo intracelular de ROS através da expressdo

intracelular de perdxidos (H,0,) e de anido superdxido (0,”), por citometria de fluxo,
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recorrendo as sondas fluorescentes, DCFH-DA e DHE, respectivamente. Além disso foi
também avaliada a capacidade de resisténcia ao stresse oxidativo através dos niveis

intracelulares da defesa antioxidante GSH.

A figura 22 representa a expressdao intracelular de H,0, nas células CEM,
incubadas na auséncia e na presenca de diferentes concentracdes dos compostos
indutores do stresse oxidativo, H,0, e menadiona. Como se pode observar, nas células
tratadas com as concentra¢des mais baixas de H,O; (5 uM e 25 uM) e de menadiona
(dador de 0,"; 5 uM e 7,5 uM), verifica-se uma diminuic3o da producdo intracelular de
perdxidos, relativamente as células incubadas na auséncia destes compostos
(controlo). Por outro lado, na presenca de concentracdes mais elevadas destes
compostos (50 uM de H,0, e 10 uM de menadiona), observa-se um aumento da
producdo intracelular de perdxidos, o que pode estar relacionado com o efeito proé-

oxidante destes compostos nestas concentragdes.
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Figura 22 — Efeito dos indutores do stresse oxidativo na expressdo intracelular de H,0, nas células CEM. As
células foram incubadas numa densidade inicial de 0,5x106 células/mL, durante 24 horas, com as concentracdes de
H,0, e menadiona indicadas na figura. Posteriormente, os niveis intracelulares de perdxidos (H,0,) foram
determinados por citometria de fluxo através da sonda fluorescente DCFH-DA, tal como descrito na sec¢do de
material e métodos. A expressdo intracelular de H,0, estad expressa em % em relagdo ao controlo. Os resultados
representam a média * desvio padrdo de 2 a 3 ensaios independentes.

Assim, o aumento de H,0, nas condi¢des acima referidas, pode estar relacionado
com a morte celular por apoptose e/ou necrose induzida por estes compostos, como

referido em 3.1.2.2.
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De seguida, foi analisado a produc¢3o intracelular do anido superéxido (0,") nas
células tratadas com indutores do stresse oxidativo, H,0, e menadiona (Figura 23).
Quando as células sdo expostas a concentracdes crescentes de H,0,, a expressao
intracelular do anido superdxido aumenta de forma dependente da concentragdo. O
mesmo se verifica quando as células sdo tratadas com menadiona, sendo que se
observa um aumento mais significativo na presenca de 10 uM deste composto,
aproximadamente 3 vezes superior ao controlo, de acordo com o esperado, uma vez

que a menadiona é um dador de anido superoxido.
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Figura 23 — Efeito dos indutores do stresse oxidativo na expressao intracelular do anido superdxido nas células
CEM. As células foram incubadas numa densidade inicial de O,5x106 células/mL, durante 24 horas com as
concentragdes de H,0, e menadiona indicadas na figura. Posteriormente, os niveis intracelulares do anido
superoxido (0,”) foram determinados por citometria de fluxo através da sonda fluorescente DHE, tal como
descrito na sec¢do de material e métodos. A expressdo intracelular de O, estd expressa em % em relagdo ao
controlo. Os resultados representam a média + desvio padrdo de 2 a 3 ensaios independentes. A andlise
estatistica foi efectuada por comparagdo com o controlo (células incubadas na auséncia dos compostos em
estudo), utilizando o teste de Dunnett, sendo *p<0,05.

Como mencionado anteriormente, e de forma a avaliar a capacidade de
resisténcia das células CEM ao stresse oxidativo, determinou-se também a expressdo
intracelular da defesa anti-oxidante ndo enzimatica glutatido reduzido (GSH), por

citometria de fluxo, utilizando-se o Alaranjado de Mercurio (AM).

Como podemos observar na Figura 24, quando se incubaram as células CEM na
presenca de baixas concentra¢des de H,0, (5 uM), observou-se ligeira diminuicdo da

expressdio de GSH. No entanto, verifica-se aumento mais acentuado para
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concentra¢des mais elevadas do mesmo composto (50 uM). Por outro lado, quando
estas células foram expostas a menadiona (dador de 0,"), a express3o intracelular de
GSH aumenta consideravelmente, sendo que este aumento sé é estatisticamente

significativo na presenca de 10 uM deste composto (Figura 24).
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Figura 24 — Efeito dos indutores do stresse oxidativo na expressao intracelular de glutatidao reduzido nas
células CEM. As células foram incubadas numa densidade inicial de O,5x106 células/mL, durante 24 horas com as
concentragdes de H,0, e menadiona indicadas na figura. Posteriormente, os niveis intracelulares de glutatido
reduzido (GSH) foram determinados por citometria de fluxo com recurso ao composto fluorescente alaranjado
de mercurio, tal como descrito na sec¢do de material e métodos. A expressao intracelular de GSH esta expressa
em % em relagdo ao controlo e os resultados representam a média * desvio padrdo de 2 a 3 ensaios
independentes. A analise estatistica foi efectuada por comparagdo com o controlo (células incubadas na
auséncia dos compostos em estudo), utilizando o teste de Dunnett, sendo ***p<0,001.

3.1.6 Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial nas células tratadas com

indutores do stresse oxidativo

Para avaliar as possiveis altera¢des da fungdo mitocondrial pelos compostos
indutores do stresse oxidativo, determinou-se o potencial de membrana mitocondrial
(Aynit) das células CEM na auséncia e na presenga de diferentes concentragdes dos
compostos em estudo. Para tal, recorreu-se a técnica de citometria de fluxo utilizando

a sonda fluorescente JC1, nas condi¢cbes descritas na seccdao de material e métodos.

Os resultados sdo apresentados sob a forma da razdo Mdnomeros/Agregados
(M/A), de forma a perceber se hd aumento ou diminui¢cdo do Aymi. Como se pode
observar na figura 25, nas células tratadas com 25 uM e 50 uM de H,0, verifica-se um

aumento da razdo M/A, apesar de ndo ser estatisticamente significativo. Por outro

| 63



Influéncia do stresse oxidativo na morte de células de leucemia aguda em

Resultados o . , S
cultura — Relagdo com os niveis de 5-hidroximetilcitosina

lado, na presenca do composto dador de O," verifica-se o aumento mais acentuado da
razdo M/A, sendo este estatisticamente significativo para a concentragdo de 10 uM. O
aumento da razdo M/A traduz diminuicdo do Ay,;: e, por conseguinte, despolarizagdo
da membrana mitocondrial, resultados estes concordantes com os obtidos

anteriormente.
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Figura 25 — Avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial nas células CEM. As células foram incubadas
numa densidade inicial de 0,5x106 células/ml, durante 24 horas com as concentrages de H,0, e menadiona
indicadas na figura. Posteriormente, o potencial de membrana mitocondrial foi determinado por citometria de
fluxo com recurso a sonda fluorescente JC1, tal como descrito na sec¢do de material e métodos. Os resultados
sdo expressos em % relativamente ao controlo da razdo mondmeros/agregados (M/A) de JC1 e representam a
média * desvio padrdo de 2 a 3 ensaios independentes. A analise estatistica foi efectuada por comparagdo com o
controlo (células incubadas na auséncia dos compostos em estudo), utilizando o teste de Dunnett, sendo
**%*p<0,001.

3.1.7 Avaliagdao da quantidade de 5-Hidroximetilcitosina nas células tratadas com

indutores do stresse oxidativo

A variacdo da quantidade de 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) tem sido implicada em
diversas patologias, nomeadamente nas neoplasias hematoldgicas. Para verificar a
influéncia do stresse oxidativo nos niveis desta base, procedeu-se a sua detecgao e
guantificacdo utilizando-se um teste imuno-enzimatico, como descrito na seccdo de

material e métodos.

A figura 26 representa a variacdao de 5-hidrometilcitosina nas células sujeitas a
diferentes tratamentos com H,0, e menadiona em diferentes concentracdes. Como se

pode observar nesta figura, nas células tratadas com ambos os indutores de stresse
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oxidativo observa-se diminuicao da concentracdo de 5-hmC, excepto quando as células
foram incubadas com 25 uM de H,0,. No entanto, as altera¢des observadas apenas
tém significado estatistico nas células tratadas com menadiona (dador de 0,") na
concentragdo de 5 UM, nas quais se verifica a diminuicdo mais acentuada da

guantidade de 5-hmC.

40

(ng/ul)

Concentragdo 5-Hidroximetilcitosina

Figura 26 — Deteccdo e quantificacdo da 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) nas células CEM. O ADN gendmico, das
células incubadas durante 24 horas com as concentra¢des de H,0, e de menadiona indicadas na figura, foi
extraido e utilizado na quantificagdo da 5-hmC, de acordo com o descrito na secgdo de material e métodos. Os
resultados sdo expressos pela concentragdo de 5-hmC e representam a média * desvio padrdo de 2 a 3 ensaios
independentes. A andlise estatistica foi efectuada por comparacdo com o controlo (células incubadas na
auséncia dos compostos em estudo), utilizando o teste de Dunnett, sendo ***p<0,001.
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O stresse oxidativo tem sido implicado na patogénese de diversas doencas,
nomeadamente nas doencgas oncoldgicas (Valko et al., 2007; Klaunig et al., 2010). Este
surge quando ha um desequilibrio entre a formagdo de espécies reactivas de oxigénio
(ROS — Reactive Oxygen Species) e a sua inactivacdo pelas defesas antioxidantes
(Halliwell, 1989; Valko et al., 2007). InUmeros estudos tém demonstrado existir
diminuicdo das defesas antioxidantes e aumento da producdo de ROS em doencas
hemato-oncolégicas, nomeadamente em leucemias (Sarmento-Ribeiro, 2000;
Sarmento-Ribeiro et al.,, 2012a). De facto, o aumento da producdo de ROS tem sido
relacionado com a progressdao de neoplasias mieldides como a leucemia mieldide
cronica (LMC) e a leucemia mieldide aguda (LMA) (Sallmyr et al., 2008), assim como de
leucemias da linhagem linféide (Sarmento-Ribeiro AB et al, 2012a). Silva e
colaboradores (2008), por exemplo, demonstraram o envolvimento das ROS na
leucemia linfobldstica aguda das células T (LLA-T), mostrando que os niveis destes

radicais estdo aumentados nestas células.

Neste sentido, fomos estudar alguns dos mecanismos bioquimicos envolvidos na
citotoxicidade mediada por alguns indutores de stresse oxidativo, nomeadamente o
peréxido de hidrogénio (H,0,) e o anido superéxido (0,"), em células em cultura
obtidas a partir de um doente com leucemia linfobldstica aguda de células T (células

CEM).

O método mais directo para avaliar o efeito de um composto na proliferacao
celular é, sem dulvida, a andlise da variacdo do numero de células antes e apds a
exposicdo aos referidos compostos, por periodos de tempo varidveis (Freshney, 1987).
Assim, um dos métodos mais utilizados para determinar a viabilidade e a densidade
celular, é a avaliacdo da incorporacdo do corante azul de tripano pelas células mortas,

como descrito na sec¢ao de material e métodos.

Neste trabalho, os resultados obtidos com as células CEM mostram que os efeitos
dos indutores do stresse oxidativo na proliferagdo celular dependem da concentragdo
do composto e do tempo de exposi¢cdo. Assim, as células CEM s3do mais sensiveis a
menadiona (dador de 0,"), uma vez que em concentracdes mais baixas deste

composto tém um efeito antiproliferativo e citotéxico mais acentuado do que o
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exercido pelo H,0, (figura 15). Jones et al. (2000) também obtiveram resultados
idénticos, quando expuseram hepatdcitos a diferentes concentra¢des de peréxido de
hidrogénio e menadiona, sendo que estes apresentaram maior sensibilidade ao dador
do anido superdxido. Além disso, no nosso trabalho, verificdmos que o H,0; e a
menadiona em baixas concentragdes (0,1 uM e 2 uM, respectivamente) tém um efeito

promotor da proliferacao.

Existem evidéncias de que as ROS podem promover quer a proliferacdo, quer a
morte das células, dependendo da concentragdo em que se encontram, através da sua
accdo de segundos mensageiros nas vias de sinalizacdo celular (Halliwell, 2007; Manda

et al., 2009), pelo menos in vitro (Ozben ,2007).

De facto, quando se encontram em baixas concentracdes, as ROS podem induzir a
activagcdo de vias de transducao de sinal que terminam na activacdo de factores de
transcricdo, como o NF-kB, envolvidos na transcricdo de genes responsdaveis pelo
crescimento ou sobrevivéncia celular. Por outro lado, quando as ROS se encontram em
elevadas concentracdes, sdo capazes de modular diferentes tipos de morte celular,
através da lesdao oxidativa de biomoléculas como o ADN, os lipidos, as proteinas e os

acucares, bem como pela promocao da disfun¢do mitocondrial (Valko et al., 2007).

Além da participacdo do peréxido de hidrogénio na proliferacdo e na morte
induzida por stresse oxidativo, também a menadiona tem sido utilizada com o mesmo
objectivo. Chuang et al. (2002) demonstraram, por exemplo, que baixas concentragdes
de menadiona induzem a expressdo de genes dependentes de sinalizacdo redox, como
por exemplo o p21. Por outro lado, os baixos niveis de stresse oxidativo induzidos por
este composto, foram implicados na mimetizacdo de sinais oxidativos enddégenos e no
desenvolvimento de proteccdo de lesdes cardiacas isquémicas (Heinzel et al., 2005).
Contudo, concentracdes elevadas de menadiona induzem niveis toxicos de stresse
oxidativo que levam a activacdo da morte celular (Loor et al.,, 2010). No nosso
trabalho, a proliferacdao celular e a citotoxicidade foram ainda avaliadas através da
medicdo da viabilidade e da morte celular por citometria de fluxo, recorrendo a dupla
marcacao das células com anexina V marcada com APC, em combinag¢do com o iodeto

de propideo. No entanto, como esta técnica dificulta a distingdo das células em
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apoptose tardia das células em necrose, recorremos a microscopia Optica para

avaliarmos as caracteristicas morfoldgicas das células

Os resultados obtidos, quer com base na morfologia celular quer nos estudos de
citometria de fluxo, indicam que os compostos em estudo induzem morte celular
sobretudo por apoptose (figuras 16 e 17) de modo dependente da concentracdo e do
composto utilizado. De facto, os efeitos citotdxicos mais acentuados foram observados
nas células CEM tratadas com perdxido de hidrogénio e com o dador de anido
superdxido, na gama de concentragdes de 25 uM e 7,5 uM, respectivamente. As
células tratadas com estes compostos apresentam caracteristicas tipicas de apoptose,
observando-se projeccbes citoplasmaticas (“blebs”) e vacuolizacdo, além de células
com contracdo e fragmentacdo nuclear, caracteristicas tipicas de estadios mais

avancados de morte celular por apoptose.

Como ja foi referido, as ROS sdo moléculas sinalizadoras com func¢ées distintas de
acordo com a concentracao, podendo influenciar processos celulares tao diferentes
como o crescimento e a morte celular. Sabe-se também que as ROS podem regular
diferentes tipos de morte celular (por apoptose ou por necrose) dependendo da
concentracdo e da persisténcia do stresse oxidativo (Gardner et al., 1997; Susuki et al.,
1997; Toyokuni, 1999; Sarmento-Ribeiro, 2000; Sarmento Ribeiro et al., 2012b). Desta
forma, considerando os sinais de proliferacdo induzidos pelas ROS nas células tumorais
e a consequente resisténcia destas a sinais pré-apoptoticos, a estratégia terapéutica
passa por terapias anti-neopldsicas que induzam a formac¢dao de ROS até um limite
critico que provoque a morte celular (Lee et al., 1997; Manda et al., 2009). Existem
evidéncias que implicam o stresse oxidativo como um potencial mediador da apoptose
(Gardner et al., 1997; Matés & Jiménez, 2000). Em 1997, Toledano et al., mostraram
que o peréxido de hidrogénio em baixas concentra¢des induz apoptose através da
producdo de radicais hidroxilo e alteracdo das vias oxidantes/antioxidantes. Por outro
lado, tem sido demonstrado que a resisténcia ao stresse oxidativo (Sarmento Ribeiro
et al., 2012b) e a apoptose (Sarmento Ribeiro et al., 2012a) podem constituir
mecanismos envolvidos na faléncia da terapéutica anticancerigena e na recidiva do

cancro, em particular em leucemias. O envolvimento da apoptose em diversas
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doencas, nomeadamente nas doencas hemato-oncoldgicas, torna necessdrio o
conhecimento dos mecanismos e das vias de transducdo de sinal envolvidas na
regulacdo da apoptose nas células tumorais. Este conhecimento ird permitir o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de doencas
como as leucemias e os linfomas (Sarmento-Ribeiro, 2000). Assim, confirmados os
efeitos antiproliferativos e citotéxicos dos indutores de stresse oxidativo, fomos
estudar alguns dos mecanismos envolvidos na sua ac¢ado citotéxica. Assim, avalidamos a
expressao de moléculas envolvidas na regulacdo da morte celular por apoptose,
nomeadamente as caspases, as proteinas reguladoras da via intrinseca ou mitocondrial
da apoptose, as proteinas BCL-2 e BAX, e da via membranar ou extrinseca, o receptor

de superficie FAS e o seu ligando.

As caspases sdo enzimas proteoliticas com um papel essencial na execucdo do
processo apoptoético e dividem-se em caspases iniciadoras e caspases efectoras.
Existem diversas evidéncias experimentais que implicam a desregulacdo da actividade
das caspases como forma das células neoplasicas escaparem e/ou resistirem a morte
celular (Fadeel et al, 1998; Olsson & Zhivotovsky, 2011). Dados obtidos, quer in vitro
quer in vivo, confirmam que a desregulacdo das vias de sinalizacdo apoptéticas
contribuem para o desenvolvimento e progressdao do cancro. A inactivacdo de
componentes pro-apoptdticos e/ou a activacdo de moléculas anti-apoptoéticas da
maquinaria de morte celular tém sido encontrados em diversos tipos de cancro

(Hanahan & Weinberg, 2000; Philchenkov et al, 2004).

Em 1997, Hampton et al., demonstraram que baixas doses de perdxido de
hidrogénio podiam activar caspases, induzindo apoptose, em linfécitos. No entanto,
doses elevadas deste composto inibiam estas proteases, provocando nas células morte
celular por necrose. Esta Ultima evidéncia ndo esta de acordo com os resultados
obtidos neste trabalho, uma vez que verificdmos aumento da expressdao de caspases
na presenca de elevadas concentracdes dos dois indutores do stresse oxidativo,
sugerindo que a morte celular por apoptose é mediada por caspases. Uma vez mais, a
menadiona (dador do anido superdxido) é o composto que induz efeitos mais

acentuados, e 10 uM deste composto induzem aumento estatisticamente significativo
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na expressdo de caspases em compara¢dao com o controlo (p<0,001), o que esta de

acordo com os estudos morfolégicos referidos anteriormente.

A inducdo da apoptose e da expressao de caspases, induzidas pela menadiona, esta
de acordo com estudos prévios realizados em hepatdcitos (Jones et al, 2000; Rosa et
al, 2006). No entanto, estudos efectuados por diversos autores (Prokop et al, 2000;
Hofmann et al, 2001) mostram diminuicdo da expressdo da actividade das caspases em
neoplasias hematoldgicas, o que pode justificar a resisténcia a morte celular nestas
doencas. Além disso, o aumento das caspases pode resultar da disfuncdo mitocondrial
e consequente libertacdo de factores pré-apoptoéticos (Saleh et al., 1999). De facto, no
nosso trabalho verificdmos nas células tratadas com perdxido de hidrogénio e
menadiona diminuicdo da razdo Mondmeros/Agregados de JC1, o que esta de acordo
com a diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial e, portanto com a apoptose

observada.

Como ja foi referido, a morte celular por apoptose é um processo fisiolégico
importante do desenvolvimento e regulacdao da homeostase tecidular. Além do papel
crucial das caspases neste processo, outras proteinas estdo envolvidas na regulacdo
deste tipo de morte celular. Entre elas esta a proteina BCL-2, uma proteina de 26 kDa
localizada na mitocondria, no reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear,
codificada pelo gene BCL-2 (Jin & El-Deiry, 2005). Esta proteina, da familia de proteinas
BCL-2, desempenha um papel importante na regulacdo do processo de morte celular,
nomeadamente como inibidora da apoptose. Diversos autores sugerem que a
localizacdo da BCL-2 na mitoc6ndria defende estes compartimentos de lesdes causadas
por diversos compostos citotdxicos, incluindo as espécies reactivas de oxigénio. Assim,
a proteina BCL-2 é importante na manutencdo da homeostase, incluindo a
manutencdo da integridade da membrana mitocondrial (Kannan & Jain, 2000). Esta
proteina pode interagir com outras proteinas homdlogas, como por exemplo a
proteina pro-apoptotica BAX de 21 kDa, com a qual forma heterodimeros (Hengartner,
2000; Kannan & Jain, 2000; Jin & El-Deiry, 2005). Uma outra proteina envolvida na
morte celular por apoptose é o receptor membranar FAS, que pertence a familia do

factor de necrose tumoral (TNF — tumor necrosis factor). Esta proteina de 48 kDa
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encontra-se expressa na superficie de linfécitos activos, em diversos tecidos de origem
linféide e ndo-linféide, bem como em células tumorais (Krammer, 2000; Jin & El-Deiry,
2005). O seu ligando, FAS ligando, é produzido por células T activas e desempenha um
importante papel na regulacdo do sistema imunitario e na apoptose (Fulda & Debatin,

2006).

Este estudo mostra que varios mecanismos estdo envolvidos na citotoxicidade
induzida pelo stresse oxidativo, e que estes dependem nado sé do composto utilizado
mas também da sua concentracdo. De facto, observdmos que o perdxido de
hidrogénio e a menadiona aumentam essencialmente a expressao de moléculas pro-
apoptéticas, BAX e FAS, embora em proporcdes diferentes. Assim, o aumento da
proteina BAX pode justificar o aumento da razdo BAX/BCL2, sendo este aumento mais
significativo quando as células sao tratadas com menadiona. Também as alteragdes
morfoldgicas caracteristicas da morte celular por apotose, poderdo estar relacionadas
com o aumento da expressao destas proteinas pro-apoptdticas, BAX e FAS. Além disso,
0 aumento dos niveis da proteina BAX pode estar relacionado com o aumento de
actividade da proteina p53 em reposta a lesdo oxidativa do ADN. Esta proteina
desempenha um papel fundamental na manutencdo da integridade do genoma e o
aumento da sua actividade leva ao aumento de expressao da proteina pré-apoptodtica
BAX (Ott et al., 2007). Nas neoplasias hematoldgicas, os niveis da proteina BCL-2 sdo
normalmente elevados, o que pode levar a resisténcia a morte celular nas células
tumorais (Findley et al., 1997; Hogarth & Hall, 1999). Por outro lado, linfécitos B
tratados com tridxido de arsénio sofrem morte celular por apoptose, associada aos
elevados niveis de ROS e a diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial, com
consequente sobre-expressdo da proteina pré-apoptdtica BAX (Baysan et al., 2007).
Diversos autores demonstraram que compostos anti-cancerigenos e com propriedades
pré-oxidantes, induzem morte celular por apoptose, com aumento da expressao da
proteina BAX (Marfe et al., 2009). O aumento do receptor FAS apds exposicdo das
células a indutores do stresse oxidativo também foi verificado por Denning et al.

(2002) e Devadas et al. (2003).
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Neste trabalho, estudamos ainda a accdo dos indutores do stresse oxidativo no
ciclo celular das células de leucemia linfobldstica aguda T, recorrendo a citometria de
fluxo. A quantificacdo do ADN é uma das importantes aplicagdes da citometria de
fluxo, permitindo o estudo dos efeitos de compostos citostaticos na proliferacdo e na
morte celular (Darzynkiewicz et al., 2001). As alteragdes causadas pelos indutores do
stresse oxidativo, na percentagem de células em cada uma das fases do ciclo celular,
variam essencialmente com a concentragao utilizada de cada composto. Desta forma,
observdmos que o H,0, e a menadiona exercem efeitos qualitativamente
semelhantes. Estes compostos induzem uma acumula¢do de células em fase S,
provavelmente devido a um bloqueio da progressado através desta fase do ciclo celular.
Além disso, verifica-se aumento da percentagem de células em fase pré-GO, o que
corresponde a um pico pré-apoptético, resultados estes que estdo de acordo com os
resultados anteriores. Como ja foi referido, o excesso de ROS pode provocar lesées em
macromoléculas, especialmente no ADN. De forma a reparar estas lesdes, as células
activam os seus pontos de controlo do ciclo celular (G1, S, G2, M), o que leva ao
bloqueio do ciclo de forma a prevenir a replicacdo do ADN danificado (Barzilai &
Yamamoto, 2004). De facto, estudos anteriores em leveduras demonstram que a
exposicao a agentes indutores do stresse oxidativo, como o perdxido de hidrogénio e a
menadiona, induz a paragem do ciclo celular (Flattery-O’Brien & Dawes, 1998; Leroy et
al, 2001). Apesar dos efeitos citotéxicos das ROS, em baixas concentracbes estas
espécies reactivas sao fundamentais na regulacdo dos processos de auto-renovagao e

diferenciacdo das células estaminais hematopoiéticas (Sardina et al, 2012).

A persisténcia do stresse oxidativo, como consequéncia do aumento da producdo
de quantidades sub-letais de ROS ou devido a diminuicdo das defesas antioxidantes,
tem sido implicado na proliferacdo e morte das células malignas (Toyokuni et al, 1995;
Valko et al, 2007) e na resisténcia a terapéutica anti-cancerigena. Assim, neste estudo
avaliou-se também a producdo intracelular de ROS, nomeadamente do perdxido de
hidrogénio (H,0,) e do anido superdxido (0,"), e a expressdo da defesa antioxidante
ndo enzimatica, glutatido reduzido (GSH). Além disso, a variacdo do potencial de
membrana mitocondrial (Aynmit), nas células CEM expostas aos compostos indutores do

stresse oxidativo referidos anteriormente, foi também analisado.
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Os nossos resultados mostram que apenas nas concentracdes mais elevadas de
peréxido de hidrogénio (50 uM) e de menadiona (10 uM) se verifica aumento da
expressao intracelular de H,0,. Por outro lado, ambos os compostos, em todas as
concentragdes testadas induzem aumento da expressdao intracelular do anido
superdxido, de forma dependente da concentracdo. Estes factos parecem determinar
a existéncia de uma situacdo de persisténcia de stresse oxidativo que pode originar a
morte celular. As ROS, apesar de reactivas, possuem semi-vida curta apresentando

cardcter transitério a nivel celular (Valko et al., 2007).

O peroxido de hidrogénio é formado pela dismutacdo do anido superdxido, numa
reaccao catalisada pela superdxido dismutase, ou resultante da ac¢do da xantina-
oxidase e NADPH-oxidase. Este composto possui grande facilidade de difusdo, o que
aumenta a sua capacidade de provocar lesao celular, sobretudo quando na presencga
de metais de transicdo descompartimentados, o que pode levar a producdo do radical
hidroxilo altamente reactivo, através das reac¢des de Fenton e Harber-Weiss (Valko et

al., 2007; Manda et al., 2009).

O anido superdxido é pouco reactivo, uma vez que possui carga negativa,
provocando lesdes apenas em biomoléculas da sua proximidade (Sarmento-Ribeiro,
2000). A acumulacdo do anido superdéxido verificada neste estudo, pode ser devida a
diminuicdo da expressdo da superdxido dismutase de manganésio (MnSOD), facto
verificado por Van Driel et al., (1997) no cancro colorectal e por Cullen et al. (2003) no
cancro pancreatico. De acordo com estes factos, podemos dizer que a morte celular
verificada anteriormente neste estudo, pode dever-se a capacidade lesiva das espécies
reactivas de oxigénio, o que demonstra que elevados niveis de ROS sdo letais para as

células tumorais.

Diversos estudos mostram que o desequilibrio redox induzido pelo stresse
oxidativo nas células pode estar relacionado com a estimulagdo oncogénica, e que a
lesdo oxidativa do ADN interfere com a expressao de genes envolvidos na regulacdo de
diversas vias de transducdo de sinal (Valko et al., 2007). Apesar do vasto leque de
defesas antioxidantes que a célula possui, varios estudos tém demonstrado que as

células tumorais possuem um sistema antioxidante deficiente e/ou produzem
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quantidades excessivas de ROS, nomeadamente 0," e H,0,, os quais actuando como
mensageiros celulares podem induzir a proliferacdo tumoral. Assim, estes factores
contribuem para a persisténcia do stresse oxidativo nas células tumorais, o qual pode
ser responsavel pela proliferacdo celular anémala ou pela resisténcia a terapia

(Sarmento-Ribeiro, 2000; Faquhar & Bowen, 2003).

Na adaptacao ao stresse oxidativo parece ser importante o aumento da expressao
da defesa nao enzimatica GSH verificado neste estudo. Este aumento pode contribuir
para a maior capacidade de destoxificagdgo do H,0,, contribuindo para o
restabelecimento do equilibrio redox. No entanto, estudos realizados em doentes com
leucemia linfoblastica crénica (LLC), mostram uma diminuicdo dos niveis de GSH
(Sarmento-Ribeiro et al., 2012). Os mesmos autores mostram, contudo, um aumento
da GSH em doentes com leucemia linfoblastica aguda (LLA). A GSH é o principal
antioxidante mitocondrial, participando na reducao do perdxido de hidrogénio a 4gua,
desempenhando um papel fundamental na manutencdo do equilibrio redox (Valko et
al.,, 2007; Manda et al., 2009). No entanto, apesar dos elevados niveis da defesa
antioxidante, a morte celular verificada neste estudo pode dever-se a disfuncdo
mitocondrial resultante da ac¢ao dos radicais livres, com consequente diminuicao da

sintese de ATP, o que leva a morte das células e/ou a activagdo da apoptose.

A mitocbéndria é a principal fonte de radicais de oxigénio, sendo portanto bastante
sensivel a alteracbes do estado redox da célula. Varios estudos mostram que a
disfuncdo mitocondrial devido a condi¢des de stresse oxidativo contribuem para a
morte celular programada (Zamzami et al, 1995, Susin et al, 1998; Morel & Barouki,
1999). A manutencdo da integridade da membrana mitocondrial e a variacdo do
potencial de membrana mitocondrial (Ayy,t) sdo processos dinamicos e influenciados
pelas espécies reactivas de oxigénio (Kannan & Jain, 2000). A andlise do Ayt
efectuada neste trabalho, através da sonda JC-1 com recurso a citometria de fluxo,
mostra diminui¢ao do Ay, devido ao aumento da despolarizagdao da membrana. Este
acontecimento pode conduzir a morte celular por apoptose devido a libertacdo do
citocromo ¢, como demonstrado por Anuradha et al (2001), podendo o mesmo

mecanismo verificar-se nas células CEM expostas ao perdxido de hidrogénio e a
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menadiona. Esta perda de potencial pode comprometer o transporte de proteinas, a
producdo de novas espécies reactivas de oxigénio e a capacidade de reparacdo de

lesdes do ADN mitocondrial (Santos et al, 2003).

Outro objectivo do nosso trabalho foi estudar o papel do stresse oxidativo na
regulacdo epigenética nas neoplasias hematoldgicas, através da avaliacdo da
quantidade de 5-hidroximetilcitosina (5-hmC) presente nas células expostas aos

compostos pré-oxidantes peréxido de hidrogénio e menadiona.

As modificacdes epigenéticas desempenham um papel fundamental na
diferenciacdo celular e tém sido implicadas no desenvolvimento de diversas doencas,
incluindo o cancro (Jones & Balin, 2007; Reik, 2007; Esteller, 2008; Chen & Riggs,
2011). A modificacdo epigenética mais estudada e melhor caracterizada é a adicdo de
um grupo metilo na posi¢do 5 das citosinas, resultando na base 5-metilcitosina (5-mC)
(Dahl et al., 2011; Haffner et al., 2011). De uma forma geral, a metilacdo das regides
promotoras dos genes estd associada com o silenciamento da expressdo génica. Além
disso, alteragbes nos padrées de metilacdo do ADN estdo relacionadas com a
progressao de doencas oncoldgicas (Grgnbak et al, 2007; Jones & Balin, 2007). Em
2009, foi descoberta uma sexta base existente no material genético, a 5-
hidroximetilcitosina (5-hmC) (Kriaucionis & Heintz, 2009; Tahiliani et a/, 2009). A 5-hmC
foi encontrada no ADN gendmico isolado de células estaminais embriondrias e parece
ser relativamente abundante no sistema nervoso central (Kriaucionis & Heintz, 2009;
Tahiliani et al, 2009). Apesar destas recentes descobertas, o papel fisioldgico desta
base modificada ainda ndo é totalmente conhecido. Ndo se sabe se a 5-hmC é um
marcador epigenético ou simplesmente um intermedidrio oxidativo na desmetilacao
do ADN (Wanunu et al, 2011). Este produto tem como precursor a 5-metilcitosina que
sofre oxidacdo pelas enzimas TET (ten-eleven translocation), e parece ser um
intermediario no processo de remocdo da 5-mC (Tahiliani et al, 2009; Branco et al,

2012).

Apesar da distribuicdo celular da 5-hmC ainda ndo estar bem documentada,
Haffner et al. (2011) verificaram uma profunda reducdo do conteddo em 5-hmC em

tumores da préstata, mama e cdélon, sugerindo que a perda desta base esta associada
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a carcinogénese. De facto, os baixos niveis de 5-hmC, em algumas neoplasias
hematoldgicas como a leucemia mieléide aguda e a sindrome mielodisplasica, tém sido
associados a mutag¢des nos genes TET (Ko et al., 2010; Konstandin et al., 2011). Neste
trabalho, verificamos que, com excepcao do perdxido de hidrogénio na concentracao
de 25 uM, todas as condigdes testadas induziram diminui¢ao da quantidade de 5-hmC.
No entanto, Miinzel et al (2011) descreveram que, como resposta ao stresse oxidativo,
haveria formacao de 5-hmC nos locais com 5-mC. Apesar disso, e considerando esta
guantificacdo da 5-hmC como uma avaliacdo indirecta do estado de metilacdo, sabe-se
que a perda desta base modificada pode simplesmente refletir a diminuicdao dos niveis

de 5-mC, fendmeno que ocorre em diversas neoplasias (Haffner et al, 2011).

Em conclusdo, os resultados de uma forma geral foram ao encontro do esperado,
permitindo uma melhor compreensdo do papel das espécies reactivas de oxigénio na
morte das células de leucemia linfobldstica aguda. Além disso, apesar da influéncia das
ROS na morte celular, elas também podem levar a alteracdes do estado de metilacdo

das células tumorais.

Desta forma, este estudo permite-nos retirar as seguintes conclusdes:

e Os efeitos dos indutores de stresse oxidativo, peréxido de hidrogénio e
menadiona, nas células de leucemia linfoblastica aguda T (células CEM), dependem da
concentracdo e do tempo de exposicdo. Assim, verifica-se que as concentracdes mais
baixas dos compostos utilizados tém sobretudo um efeito antiproliferativo, enquanto

as concentracdes mais elevadas, os efeitos citotéxicos sdo mais evidentes.

e Os estudos realizados na linha celular CEM mostraram que o stresse oxidativo
diminui o crescimento das células de leucemia humana e induz morte celular

preferencialmente por apoptose.

e A expressdao de moléculas envolvidas na regulacdo da morte celular podera
influenciar os efeitos citotdxicos dos compostos utilizados. O peréxido de hidrogénio e

a menadiona aumentam a expressdao de moléculas pré-apoptéticas, BAX e FAS, e de
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caspases o que pode contribuir para que a citotoxicidade destas substancias seja

preferencialmente por inducdo da morte celular por apoptose.

e Os efeitos antiproliferativos dos indutores do stresse oxidativo traduzem-se
também por alteragdes no ciclo celular das células CEM, nomeadamente um aumento
da percentagem das células em fase S, o que traduz um bloqueio da progressdo no
ciclo celular, e um aumento do pico pré-apoptdtico. Estas alteracdes podem constituir

um estimulo pelo qual as células iniciam o seu programa de morte celular.

e A alteracdo da producdo de espécies reactivas de oxigénio em resposta aos
agentes indutores do stresse oxidativo indica alteracdo do estado redox das células
leucémicas em estudo, o que poderad contribuir para a morte celular e/ou para a
capacidade destas células se adaptarem ao stresse oxidativo. De facto, a existéncia de
niveis basais aumentados de peréxido de hidrogénio e de menadiona, pode levar a
uma situacdo de persisténcia do stresse oxidativo, o que pode conduzir a um aumento
das defesas antioxidantes, nomeadamente de GSH, contribuindo para o

restabelecimento do equilibrio redox.

e A diminuigdao do potencial de membrana mitocondrial, devido a despolarizagao
da membrana, nas células leucémicas tratadas com indutores do stresse oxidativo,
poderd conduzir a morte celular por apoptose, com libertacdo do citocromo c e

consequente activacdo de caspases.

e A alteracdo dos niveis de 5-hidroximetilcitosina nas células tratadas com o
perdxido de hidrogénio e sobretudo com menadiona em baixas concentracgdes
sugerem que as espécies reactivas de oxigénio poderdo ter um papel importante nos
mecanismos de regulacdo epigenética e influenciar a resposta a terapéutica. No
entanto, necessitamos de efectuar mais estudos, como por exemplo avaliar os niveis
de 5-metilcitosina ou mesmo o perfil de metilagdo de alguns genes envolvidos na

etiopatogenia das leucemias e na resposta a terapéutica.
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