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Resumo

A leucemia linfocitica cronica (LLC) caracteriza-se pela proliferagdo e acumulacgéo de
pequenos linfécitos B monoclonais no sangue, medula 6ssea e outros 6rgaos do tecido
linfoide, como o bago. E o tipo de leucemia mais comum nos paises ocidentais, sendo
mais prevalente em homens. Varias alteracdes genéticas podem ser encontradas nesta
patologia, desde alteracbes cromossoémicas, alteracbes na expressdo de miRNAs,
mutacdes somaticas e modificagcdes epigenéticas.

O stresse oxidativo, que resulta do desequilibrio entre a produgéo de espécies reativas
de oxigénio e nitrogénio (ROS/RNS) e as defesas antioxidantes, em favor das primeiras,
parece também desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento desta doencga.
A via NRF2-KEAP1 é o principal mecanismo de resposta antioxidante e citoprotetora
contra estas espécies. Em condi¢cdes homeostaticas o NRF2 (Nuclear factor erythroid-
2-related factor 2), que se encontra no citoplasma, liga-se ao KEAP1 (Kelch-like ECH-
associated protein), sendo rapidamente degradado no proteasoma. Sob condi¢des de
stresse oxidativo, residuos de cisteina presentes no KEAP1 sdo oxidados, pela acdo
dos radicais livres, levando a transformacdo conformacional desta proteina e,
consequentemente, o NRF2 é libertado e translocado para o nucleo. No ndcleo, esta
proteina forma um dimero com as proteinas sMAF e liga-se aos ARE (elementos de
resposta antioxidante), promovendo a expressdo de genes citoprotetores. Esta via de
sinalizagdo celular apresenta um duplo papel no cancro — por um lado previne o
desenvolvimento tumoral e por outro, ap6s o estabelecimento da neoplasia, pode
proteger as células tumorais dos agentes terapéuticos conduzindo a resisténcia ao

tratamento.

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico de dois inibidores do NRF2,
0 brusatol e o ML385, em monoterapia e em associacdo com o ibrutinib (um inibidor da

tirosina cinase de Bruton), num modelo in vitro de LLC, a linha celular HG-3.

Em primeiro lugar, os niveis de expressao dos genes NFE2L2 (que codifica o NRF2)
e KEAPL1 (que codifica o KEAP1) foram avaliados com recurso a técnica de gPCR na
linha celular HG-3. Seguidamente, as células HG-3 foram incubadas, durante 72 horas,
na auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de brusatol, ML385 e ibrutinib,
em monoterapia e em combinacdo. A atividade metabdlica foi avaliada através do
ensaio da resazurina. Uma vez que os estudos demonstraram que o brusatol foi o

composto com maior potencial terapéutico na LLC, em monoterapia e em combinacao



com o ibrutinib, estudaram-se o0s mecanismos moleculares subjacentes a estes
esquemas terapéuticos. Para avaliar o tipo de morte celular utilizou-se a técnica de
citometria de fluxo (CF), através da dupla marcagdo Anexina V e 7-amino-actinomicina
D (7-AAD) e a microscopia Otica para analise morfoldgica apés coloracdo das células
com May-Grunwald Giemsa. O ciclo celular foi avaliado por citometria de fluxo através
da utilizagdo da solucgéo iodeto de propidio (Pl)/RNAse. De modo a avaliar o potencial
da membrana mitocondrial recorreu-se a citometria de fluxo, em que se utilizou a sonda
JC-1. Os niveis intracelulares de perdxidos, ROS de origem mitocondrial, anido
superoéxido, 6xido nitrico e glutationa reduzida foram analisados por citometria de fluxo
com recurso as sondas fluorescentes, DCFH,-DA, DHR-123, DHE, DAF-FM DA e MO,
respetivamente. Por fim foram avaliados os niveis de expressao dos genes KEAP1, NF-
kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1, que séo regulados pela proteina NRF2, pela
técnica de gPCR. Os resultados foram analisados tendo em consideragédo um nivel de

significancia de 95% (p<0,05).

Os resultados demonstraram que as células HG-3 expressavam ambos 0s genes que
codificam as proteinas KEAP1 e NRF2. Sendo o NRF2 o alvo terapéutico dos farmacos

em estudo, a presenca destes genes possibilita a continuagéo do estudo.

O brusatol e o ML385 reduziram a atividade metabdlica das células HG-3 de forma
dependente da dose e do tempo. No entanto esta linha celular revelou ser mais sensivel
ao brusatol, sendo o valor do ICso as 48 horas de incubacéo, aproximadamente, 110 nM
para o brusatol e de 500 uM para o ML385. A combinacédo do brusatol (50 nM) com o
ibrutinib (0,5 uM) revelou ser bastante eficaz, sendo a redugéo dos niveis da atividade
metabdlica maior que a soma dos efeitos individuais dos farmacos (efeito sinérgico), as
48 e 72 horas de incubacéo (37% e 37% para a combinacéo, 67% e 57%, para o brusatol
em monoterapia e 79% e 74% para o ibrutinib em monoterapia, respetivamente). Por
outro lado, a combinac&o entre o ML385 (2,5 uM) e ibrutinib (0,5 pM) ndo demonstrou
ser tdo eficaz sendo a reducédo da atividade metabdlica das células HG-3 inferior a soma

dos efeitos individuais dos farmacos em todos os tempos de incubagéo.

Verificamos ainda que, o brusatol em monoterapia e em combinacao terapéutica com
ibrutinib induziu efeito citotoxico e citostatico. A morte celular foi mediada, sobretudo,
por apoptose e observou-se um bloqueio do ciclo celular na fase Go/Gi. Além disso, as
células tratadas com brusatol, em monoterapia e em associagdo com o ibrutinib,
evidenciaram diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial em comparacdo com

o controlo, confrmando que estas estratégias terapéuticas induzem disfuncao



mitocondrial, 0 que pode contribuir para a morte celular por apoptose. Pela andlise de
espécies reativas de oxigénio (peroxidos intracelulares, anido superéxido e ROS de
origem mitocondrial), de nitrogénio (6xido nitrico) e da glutationa reduzida verificou-se
gue o brusatol em monoterapia e em combinagdo com o ibrutinib, induziram aumento
das ROS/RNS e diminuicdo da GSH, indicando que a morte celular induzida por este
farmaco é mediada pela inducéo de stresse oxidativo. Este resultado foi confirmado pelo
aumento da razdo ROS/GSH. No entanto, o tratamento com brusatol ndo parece
influenciar a expresséao dos genes envolvidos na via de sinalizagdo do NRF2 (KEAP1,
NF-kB71, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1).

Em conclusao, este estudo permitiu elucidar que o brusatol podera ser um potencial
agente farmacolégico para a terapéutica da LLC, em monoterapia e como coadjuvante

do tratamento com ibrutinib.
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Abstract

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is characterized by the proliferation and
accumulation of small monoclonal B lymphocytes in the blood, bone marrow and other
secondary lymphoid organs, like spleen. Is the commonest leukemia in Western
Countries being more prevalent in men. Various genetic alterations can be found in this
pathology, including chromosomic alterations, miRNA alterations, epigenetic changes

and somatic mutations.

Oxidative stress, which results from the disequilibrium between the production of
reactive oxygen species/ reactive nitrogen species (ROS/RNS) production and
antioxidant defenses, seems also to play a crucial role in the development of this
disease. The NRF2-KEAP1 pathway is the principal mechanism of antioxidant and
cytoprotective response against this species. Under homeostatic conditions, the NRF2
(Nuclear factor erythroid-2-related factor 2), which is located in the cytoplasm, binds to
KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein), being rapidly degraded in the proteasome.
Under stress conditions, cysteine residues in KEAPL1 are oxidized, by the action of free
radicals, leading to the conformational changes of this protein, and, consequently, NRF2
is released and translocated to the nucleus. In the nucleus, NRF2 forms a heterodimer
with sMAF proteins and binds to ARE sequences (antioxidant response element),
stimulating the expression of target genes. This pathway presents a dual role in cancer
— can prevent tumor development and, after tumor establishment, can protect the tumor

cells from therapeutic agents leading to treatment resistance.

The aim of this study was to evaluate the therapeutic potential of two NRF2 inhibitors,
brusatol and ML385, in monotherapy and association with ibrutinib (Bruton tyrosine
kinase inhibitor used in clinical practice for CLL treatment), in an in vitro CLL model, the
HG-3 cell line.

The expression levels of NFE2L2 (which encodes NRF2) and KEAP1 (which encodes
KEAP1) genes were initially evaluated in the HG-3 cells, using the gPCR. Then, the HG-
3 cells were incubated, for 72 hours, in the absence and presence of increasing
concentrations of brusatol, ML385, and ibrutinib in monotherapy and association. The
metabolic activity was determined by resazurin assay. Since studies showed that
brusatol was the compound with the greatest therapeutic potential in CLL, in
monotherapy and in combination with ibrutinib, the molecular mechanisms underlying

these therapeutic schedules were studied. The type of cell death was analyzed by optical
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microscopy (May-Grinwald Giemsa staining) and by flow cytometry (FC), using the
annexin-V (AV) and 7- AAD double staining. The cell cycle was evaluated by flow
cytometry using the propidium iodide (P1)/RNAse solution. The mitochondrial membrane
potential was quantified by FC using JC-1 probe. Intracellular peroxides, mitochondrial
ROS, superoxide anion, nitric oxide and reduced glutathione levels were measured by
fluorimetry using DCFH,-DA, DHR-123, DHE, DAF-FM DA and MO fluorescent probes,
respectively. Finally, the levels of gene expression of KEAP1, NF-kB1, NQO1, TXNRD1,
HMOX1 and GPX1, which are regulated by NRF2 protein, were assessed using gPCR.
Results were analyzed statistically considering a 95% significance level (p<0.05).

The results showed that HG-3 cells express NFE2L2 and KEAP-1 genes. Since NRF2
is the therapeutic target of the drugs under study, the presence of these genes makes it

possible to continue the study.

The exposure to increasing concentrations of brusatol and ML385 induced reduced
metabolic activity depending on concentration and time. However, this cell line proved
to be more sensitive to brusatol, being the ICso value at 48 hours of incubation,
approximately, 110 nM for brusatol and 500 uM for ML385. The association of brusatol
(50 nM) with ibrutinib (0.5 uM) showed a synergic effect at 48 and 72 hours (37% and
37% for the combination, 67% and 57%, for brusatol in monotherapy and 79% and 74%
for ibrutinib in monotherapy, respectively), leading to a higher reduction of metabolic
activity than drugs alone. On the other hand, the combination between ML385 (2.5 uM)
and ibrutinib (0.5 uM) did not prove to be as effective, with the reduction in the metabolic
activity of HG-3 cells being less than the sum of the individual drug effects at all

incubation times.

We further check that brusatol in monotherapy and in association with ibrutinib induce
a cytostatic and cytotoxic effect. The cell death was mediated, mainly, by apoptosis, and
it was observed cell cycle arrest in phase Go/Gi. Besides that, cells treated with both
conditions showed a decrease in the mitochondrial membrane potential. Our results
suggest that brusatol could be a potential pharmacological agent for the therapeutic of
CLL, in monotherapy and as an adjuvant to treatment with ibrutinib, confirming that these
therapeutic strategies induce mitochondrial dysfunction, which may contribute to cell
death by apoptosis. By the analysis of reactive oxygen species (peroxides, mitochondrial
ROS and superoxide anion), reactive nitrogen species (nitric oxide) and reduced
glutathione it was found that brusatol, in monotherapy and in association with ibrutinib

induced an increase of ROS/RNS and a decrease of GSH. This result indicates that the
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cell death induced by brusatol, in monotherapy and in association with ibrutinib, was
mediated by inducing oxidative stress. The induction of oxidative stress was confirmed
by the increase in the ROS/GSH ratio. However, brusatol treatment does not seem to
influence the expression of genes involved in the NRF2 signaling pathway (KEAP1, NF-
kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 and GPX1).

In conclusion, this study allowed us to elucidate that brusatol could be a potential
pharmacological agent for the therapy of CLL, in monotherapy and as an adjunct to

treatment with ibrutinib.
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1.INTRODUCAO






1.1. Sistema hematopoiético

O sistema hematopoiético é responsavel pela producdo das células sanguineas
maduras presentes no sangue, um processo denominado por hematopoiese [1]. A
producdo continua destas células altamente diferenciadas sé € possivel devido a
presenca das células estaminais hematopoiéticas (CEH), que tém a capacidade de se
autorrenovar, proliferar e diferenciar para dar origem a células maduras sanguineas [2],
[3], [4]. Embora a hematopoiese possa ocorrer em varios locais durante o
desenvolvimento fetal, tais como no saco vitelino, no figado e baco, na dltima fase

gestacional até a fase adulta, este processo ocorre na medula éssea [5].

Para serem formadas células maduras, as CEH diferenciam-se de forma organizada
originando os varios subtipos de linhagens celulares (Figura 1). Inicialmente, ap6s a
autorrenovacao, a CEH pode dar origem a uma célula progenitora multipotente (CPM),
que tem a capacidade de formar células progenitoras/precursoras mieldides e linféides.
Por sua vez, a célula precursora miel6ide pode resultar num progenitor de
macrofagos/granuldcitos (que da origem aos monécitos e granulécitos) e num progenitor
de eritrécitos/megacariocitos (que formam os eritrécitos e as plaquetas). Ja a célula
precursora linféide promove a formacgéo das células progenitoras B, T e Natural killer
(NK). Assim, as células estaminais hematopoiéticas, ao longo de todo o percurso
tornam-se cada vez mais especificas até formarem uma célula madura, com funcdes
especificas. Todo este processo onde sdo formadas células hematopoiéticas é regulado

por fatores de crescimento e por citocinas [6].



Figura 1: Modelo da hematopoiese na medula 6ssea. No topo da hierarquia encontram-se
as células estaminais hematopoiéticas (CEH), que possuem capacidade de se auto-renovarem
de forma ilimitada (representado pela seta circular), dando origem a uma célula progenitora
multipotente (CPM), com capacidade limitada para se auto-renovar. As CPMs podem formar
células progenitoras mieldides ou linféides e cada uma dessas células pode dar origem a
constituintes sanguineos especificos.

Para a formacdo de uma Unica linhagem celular s&o necessarios Varios processos,
gue devem ser constantemente regulados. Qualquer alteragcdo nas células percursoras
e no microambiente da medula 6ssea, local onde esse processo ocorre, pode prejudicar
a formacédo adequada da célula madura e, consequentemente, levar & formacéo de
células leucémicas [6]. Alteracdes nos fatores de crescimento, que sd0 0s principais
reguladores das CEH, demonstraram estar envolvidas na origem da leucemia [7]. Desta
forma, pode-se caracterizar a leucemia, como uma neoplasia hematolégica que resulta
da transformacdo maligna de progenitores hematopoiéticos, no qual estdo envolvidos

varios mecanismos moleculares, genéticos e/ou epigenéticos [8].

De um modo geral, as leucemias sdo neoplasias hematologicas onde existe uma

producdo exacerbada de células imaturas na medula 6ssea (blastos) e/ou o blogueio



maturativo em diferentes fases do processo de diferenciacdo celular, afetando a
producao de células sanguineas normais [9], [10]. Estas patologias podem ser agudas,
quando as células malignas tém uma réapida proliferacédo e as suas fun¢bes encontram-
se alteradas ou podem ser crénicas quando as células se dividem de uma forma mais
lenta [10]. Existem quatro principais subtipos de leucemias, a leucemia mieloblastica
aguda (LMA), a leucemia linfoblastica aguda (LLA), a leucemia mieléide crénica (LMC)
e a leucemia linfocitica cronica (LLC), sendo que este projeto tem como foco a LLC [9],
[10].

1.2. Leucemia linfocitica créonica

1.2.1. Incidéncia e prevaléncia

A LLC é considerada o tipo de leucemia mais comum nos paises ocidentais [11].
Dados atuais revelam que o nivel de incidéncia desta patologia é de 4,9 novos casos
por 100 mil habitantes, por ano [12], [13]. Com uma predisposi¢ao de género, os homens
sdo, frequentemente, mais afetados do que as mulheres, sendo que a idade média de
diagnéstico ocorre em torno dos 70 anos. No entanto, a idade média de diagndstico tem
vindo a diminuir, isto porque, atualmente existe um aumento do nimero de exames
sanguineos que, consequentemente, leva a descoberta de diagndsticos de forma

acidental e precoce [14].

1.1.1. Fisiopatologia e caracteristicas clinico-laboratoriais —

breve abordagem

A leucemia linfocitica crénica caracteriza-se pela proliferacdo e acumulacdo de
pequenos linfécitos B monoclonais no sangue, medula éssea e outros 6rgéaos linfoides,
como o bago [11], [15]. O aumento destes linfocitos pode manifestar-se com linfocitose,
linfadenopatia e esplenomegalia [16]. As células B linféides, normalmente, co-
expressam na sua superficie os marcadores CD5, CD19 e CD23, apresentam baixa

expressao para a imunoglobulina de superficie (slg) e CD20 e sédo negativas para CD10



e ciclina D1 [17], [18]. A evolucao clinica desta patologia é muito variavel, ou seja, ela
pode manifestar-se de forma indolente e o doente ndo apresentar quaisquer sintomas

ou de forma agressiva, e levar a morte do doente muito rapidamente [19].

1.1.2. Caracteristicas genéticas daLLC

Na superficie das células B encontra-se expresso o recetor de células B (BCR), que
desempenha um papel importante no desenvolvimento destas células, como por
exemplo na produgdo de anticorpos [20]. O principal componente do BCR séo as
imunoglobulinas de superficie (Ig), que permitem tanto o funcionamento e sobrevivéncia
de células B saudaveis, como de células B malignas [21]. Estas imunoglobulinas séo
formadas por uma regido de ligacdo a antigénios e por um dominio de interacdo com o
recetor Fc (uma proteina presente na superficie de células B) [22]. Cada imunoglobulina
consiste em quatro polipeptideos, dois de cadeia pesada (q, 9, €, y ou p) e dois de cadeia
leve (Kappa (K) ou lambda (A)). Existem cinco classes primarias de imunoglobulinas
(IgA, IgM, 1gG, IgE e IgD), que se diferenciam pelo tipo de cadeia pesada encontrada
no anticorpo. Uma das fun¢gBes das imunoglobulinas é tornar as células B especificas
para cada antigénio [22]. Ao longo do seu amadurecimento, no tecido linféide
secundario, da-se o rearranjo dos genes da regido variavel de cadeia pesada através
da recombinacgdo genética dos segmentos V (variavel), D (diversidade) e J (juncdo) e
0s genes da cadeia leve pelos segmentos genéticos V e J, como representado na Figura
2 [23]. Posteriormente, as células tornam-se ainda mais especificas ao antigénio quando
passam por centros germinativos, sofrendo alteragfes nos nucleétidos, na regido
variavel, um processo denominado de hipermutagcdo somética pela enzima citidina

desaminase induzida por ativagéo (AID).
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Figura 2: Recombinac&o somética V(D)J. Através da recombinacéo genética dos segmentos
variavel (V), de diversidade (D) e de juncéo (J), presentes na cadeia pesada, com as regides VJ,
gque se encontram na cadeia leve, sdo geradas regides variaveis Unicas de cadeia pesada e leve
no BCR. Neste recetor encontram-se duas cadeias pesadas e duas cadeias leves. (Adaptado de
Hacken et al., 2018, [23])

Apesar da origem das células de LLC nao ser totalmente conhecida, estas células
podem ser distinguidas pela presenca ou auséncia de mutacdo nos genes de regido
variavel de cadeia pesada da imunoglobulina (IGHV), tendo cada uma destas células
origens distintas, como se pode observar na Figura 3 [11], [24]. As células linféides ndo
mutadas na IGHV sdo derivadas de células B que ndo sofreram diferenciagdo nos
centros germinativos, local onde ocorre a sele¢éo de células B que produzem anticorpos
de alta afinidade [11], [25]. Por outro lado, as células que tém a presenca de mutagdes
na IGHV séo originadas de células B do centro pds-germinativo [26]. As células de LLC
que possuem genes de imunoglobulina mutados apresentam semelhancas com as
células B de memodria, enquanto aquelas que ndo tém mutagdo sdo equivalentes as
células B naive. Alguns autores consideram, ainda, um terceiro subtipo de células de

LLC, uma vez que existem casos onde o0s niveis de mutac¢do IGHV sdo moderados [26].
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Figura 3: Origem das células de LLC com apresenc¢aou ausénciade mutacéo nos genes
de regido variavel de cadeia pesada da imunoglobulina. Apesar do pouco conhecimento
sobre a origem das células de LLC, Bosch et al. propdem que estas células surgem de células
estaminais hematopoiéticas que sofreram lesdes genéticas e epigenéticas. Essas alteracdes
resultam na formacgéo de progenitores de células B (denominada de expansao clonal), que apds
serem sujeitas a estimulacdo antigénica, desencadeiam a selecdo oligoclonal e expansdo de
células B maduras. Enquanto as células que ndo tém mutagéo na IGHV originam-se de células
B naive CD5* e CD27-, aquelas que apresentam a mutacdo parecem ter origem em células B
gue sofreram diferenciacao no centro pos-germinativo e por isso apresentam marcadores CD5*
e CD27+*. (Adaptado de Fabbri et al., 2018, [24])

Vérios estudos tém permitido compreender a heterogeneidade genética encontrada
em células de LLC. Assim, as alteracfes genéticas presentes nesta patologia tém sido
extensivamente investigadas e utilizadas de forma a avaliar o prognéstico. Entre essas
alteracdes encontram-se altera¢cdes cromossomicas, mutacdes somaticas, alteracdes

na expressado de miRNAs e modificacdes epigenéticas [11].



1.1.2.1. Alteragdes cromossOmicas:

As alteragBes cromossOmicas mais comuns sao a dele¢do 13q, delecdo 11q, delecdo
17p e trissomia 12, sendo que, aproximadamente, 82% dos doentes com LLC
apresentam pelo menos uma destas alteracfes [27], [28]. A dele¢do 13q é a mais
comum em doentes com LLC, representando mais de 50% dos casos. Apesar de ser a
alteracdo cromossémica mais comum é também aquela que oferece o melhor
progndstico, uma vez que esses doentes podem apresentar uma taxa de sobrevivéncia
equivalente a de um individuo sem patologia. A alteragéo nesta regido pode resultar na
delecdo dos miR15A e miR16A. Estes dois miRNA s&o essenciais na expressao de
reguladores chave da apoptose e do ciclo celular e quando inibidos conduzem a
sobrevivéncia e proliferacdo de células B linféides. Esta dele¢do também esté envolvida
na sobreexpressdo do gene BCL2, que se tornou um alvo da LLC (por exemplo, o
farmaco venetoclax tem como alvo a proteina codificada por este gene). As delecdes
11922-23 sdo detetadas em, aproximadamente, 15% dos doentes e resultam, em quase
todos os casos, na auséncia do gene supressor tumoral ATM [29], [30]. A principal
funcdo deste gene é proteger a integridade do genoma, pela ativacdo das vias de
reparacdo do DNA que regulam a interrupg¢do do ciclo celular induzida por lesées do
DNA nafase Gi1/S e G2/M e promovem a apoptose quando as lesées do DNA néo podem
ser reparadas. Cerca de 16% dos doentes com LLC apresentam trissomia 12, que leva
a caracteristicas imunofenotipicas e morfoldgicas atipicas [27]. A presenca de trissomia
12 aumenta a probabilidade de existirem mutagbes NOTCH1, 25-30% dos doentes com
LLC e trissomia 12 tém esta mutacdo. Pode ainda ocorrer evolugdo para a sindrome de
Richter, que tem mau prognéstico e evolugdo bastante agressiva [29]. A quarta
alteracdo cromossomica mais comum é a dele¢édo 17p13, afetando, em média, 10% dos
doentes com LLC e é mais frequentemente observada em células de LLC sem a
mutacdo na IGHV. Esta delecéo resulta na eliminacéo do gene supressor tumoral TP53,
responsavel pela reparagdo de lesbes do DNA. Os doentes com esta delegédo
apresentam alta complexidade gendmica e um pior prognostico, em relacdo as

alteracbes apresentadas anteriormente.

1.1.2.2. Mutag¢Bes somaticas:

Através da técnica de sequenciacdo massiva paralela (NGS), em particular pela

sequenciacao do exoma, foi possivel identificar mutagcdes em genes associados a LLC



[11]. Desta forma, foram encontradas mutacdes em genes responsaveis pela reparacao
do DNA (TP53, ATM e BIRC3), processamento do mRNA (SF3B1 e XPO1), modificacao
da cromatina (HIST1H1E, CHD2 e ZMYM3), sinalizagdo do WNT (WNT), sinalizag&o do
NOTCH (NOTCH1) e resposta inflamatoria (MYD88). As principais muta¢cdes soméaticas
encontradas em doentes com LLC s&o nos genes TP53 (4-12% dos casos com LLC),
ATM (12% dos casos com LLC), NOTCH1 (10-15% dos doentes no momento do
diagnéstico), SF3B1 (5-10% dos casos com LLC), BIRC3 (cerca de 4% dos casos com
LLC) e MYDS88 (3-5% dos casos com LLC) [31], [32]. O gene TP53, como referido
anteriormente, é responsavel pela reparacéo de lesdes do DNA e na LLC a mutagéo
neste gene encontra-se associado a rapida progressao da patologia, resposta
insuficiente a quimioterapia e menor sobrevivéncia dos doentes [32], [33]. Envolvido na
reparacdo da dupla cadeia de DNA encontra-se o gene ATM, que na LLC pode ser
encontrado mutado em, aproximadamente, 30% dos doentes com delecdo 11923 [32].
NOTCH1 esté envolvido na proliferacdo, diferenciacdo e autorrenovacao das células e
é responsavel pela regulagéo de varios genes como c-MYC, TP53 e genes envolvidos
na via de sinalizagdo do NF-kB [32]. A mutacdo deste gene encontra-se com maior
frequéncia em doentes em estadio avancado, sendo mais prevalente quando esses
doentes tém trissomia 12 ou que ndo apresentam mutacgdo na IGHV [14], [31]. Na LLC
este gene encontra-se envolvido na resisténcia a apoptose e sobrevivéncia das células
malignas [31]. As mutac¢des que ocorrem no gene SF3B1 estdo envolvidas num splicing
defeituoso de varios mRNA, o que resulta numa incorreta sintese proteica [32].
Alteragdes nos genes BIRC3 e MYD88 nao sdo muito frequentes em doentes com LLC,

no entanto, ambas as alteracées promovem a resisténcia a apoptose.

1.1.2.3. Alteragfes na expressdo de miRNAs:

Além das altera¢gfes dos miR15A e miR16A, que afetam a proliferacé@o e sobrevivéncia
das células tumorais, as células de LLC podem apresentar alteracées noutros miRNAs
[11]. Algumas células de LLC apresentam auséncia ou expressao reduzida de alguns
MiRNA, como do miR29a/b, miR29c, miR34b, miR181b e miR3676. Estas alteracdes
resultam no aumento de expressdo do gene TCL1A, que codifica a proteina 1A de
leucemia/linfoma de células T e promove o desenvolvimento de LLC em murganhos
transgénicos [34]. A expressdo aumentada do miR155, por vezes, também € encontrada
nestas células linféides e estd associada ao aumento da sinalizacdo do BCR e a

proliferacéo de células B [35].
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1.1.2.4. AlteracOes epigenéticas:

Apdés uma andlise ao epigenoma verificou-se que alguns doentes com LLC
apresentam alteragdes epigenéticas [11]. Quando comparadas com células saudaveis,
algumas células de LLC apresentaram hipometilacé@o global e hipermetilagéo localizada.
Esta metilacao disfuncional pode resultar na alteracdo da expressao de varios genes,
promovendo a evolugcdo do tumor. A variacdo de metilacdo é maior em células de LLC
que possuem uma IGHV ndo mutada, do que em células que tém uma IGHV mutada
[26].

Na Figura 4, encontra-se um esquema que representa algumas alteragdes genéticas
presentes na LLC.
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Figura 4: Alteragcbes genéticas presentes na LLC. Este esquema representa varias
alteragBes genéticas (como alteragbes cromossOmicas, somaticas, na expressao de miRNA e
epigenéticas) que podem estar presentes na leucemia linfocitica crénica. As alteracBes
cromossémicas mais comuns nesta patologia sao a dele¢do 13q (envolvida na sobreexpresséo
do gene BCL2 devido a delecéo dos miR15A e miR16-1), delecdo 11q (que compromete a fungéo
do supressor tumoral ATM), delecdo 17p (implicado na eliminacdo do gene supressor tumoral
TP53) e trissomia 12 (aumenta a probabilidade de existirem mutacdes NOTCH1). Também se

podem observar algumas alteragbes somaticas, que resultam em mutacdes em genes
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responsaveis pela reparacdo do DNA (TP53 e ATM), processamento do mRNA (SF3B1 e XPO1),
modificacdo da cromatina (CHDZ2), sinalizacdo do Notch (NOTCH1) e na resposta inflamatéria
(MYDB88). As alteracdes presentes no miR15A e miR16-1 também se encontram neste esquema,
afetando, principalmente, a proliferacao e sobrevivéncia das células (Adaptado de Bosch et al.,
2019, [14]).

1.2. Diagnéstico e prognéstico

A primeira classificacdo da LLC foi realizada pelo “National Cancer Institute Working
Group” em 1996. No entanto, em 2008, essa classificagdo sofreu alteracdes por parte
do “International Workshop on CLL” (iwCLL) [36], [37]. Atualmente, o diagndstico de LLC
pode ser estabelecido através de hemogramas, contagens diferenciais, esfregago de
sangue e por imunofenotipagem, sendo necessaria a presencga de 25000 linfécitos B/uL
no sangue periférico durante, pelo menos, 3 meses e uma populacdo de células B
clonais [38]. Porém, a LLC pode ser facilmente confundida com linfoma de pequenos
linfécitos, uma vez que este tipo de neoplasia também apresenta um ndmero elevado
de linfécitos B no sangue. Além dos linfécitos B encontrados no sangue, o diagndéstico
s6 é confirmado depois dessas células serem caracterizadas imunofenotipicamente por
citometria de fluxo (CF), sendo as principais caracteristicas a expressdao dos
marcadores de superficie CD5, CD23, CD19, os baixos niveis de expressdo dos
marcadores CD20 e CD79b e a existéncia de restricdo nas cadeias leves de
imunoglobulinas (K ou A) [39]. Estas células sdo ainda analisadas por microscopia 6tica
através do esfregaco sanguineo, onde se devem observar linfocitos,

caracteristicamente, pequenos e maduros.

Devido a heterogeneidade desta patologia, existe um grande esfor¢o para identificar
fatores de prognostico mais especificos, de modo a fornecer o melhor tratamento para
cada doente. Os doentes com LLC, ou apresentam sintomas muito leves (ou mesmo
inexistentes) ou apresentam sintomas agressivos, que podem resultar na morte do
doente muito rapidamente [11]. Dois indices de progndstico foram definidos por Rai e
Binet e sdo, atualmente, aceites pela comunidade cientifica. Ambos os sistemas de
classificacdo possuem trés grupos de progndstico, no entanto, inicialmente, a

classificacdo de Rai tinha cinco grupos [38]. Estes sistemas permitem diferenciar os
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doentes que ndo necessitam de tratamento (por serem assintomaticos, ficando apenas
sob observacdo) dos que, efetivamente, precisam de tratamento. Os sistemas de
classificacdo de Rai e Binet basearam-se em caracteristicas clinicas e laboratoriais
incluindo a presenca de células de LLC no sangue periférico, ganglios linfaticos, baco,
figado, medula éssea, com as consequentes repercussdes no hemograma (linfocitose
e anemia e/ou trombocitopenia). Estes sistemas de estadiamento permitem ainda

estratificar o risco dos doentes: baixo risco, risco intermedio e alto risco.

Apesar de serem aceites na pratica clinica, estes dois sistemas de classificacao
apresentam limitacbes e devem ser complementados através de outros estudos.
Atualmente, ja foram identificados perfis citogenéticos e moleculares em células de LLC
gue podem dar informacdes mais detalhadas sobre o estado de cada doente [40]. As
alteracBes genéticas e cromossdmicas encontradas nessas células sdo essenciais, uma
vez que podem dar informacgdes clinicas, bioldgicas e genéticas. O indice internacional
de prognéstico da LLC (“International Prognostic Index”, CLL-IPI) é, atualmente, o
sistema que fornece o melhor prognostico para cada doente [38]. Neste sistema sdo
considerados cinco fatores de prognéstico, sendo eles a delecao/mutacdo do gene
TP53, 0 estado mutacional na IGHV, os niveis de B2-microglobulina no plasma, o estado
clinico e a idade do doente. As alterac6es presentes no gene TP53 estdo associadas a
um pior prognostico e podem resultar na transformagéo da doenca ou numa resposta
insatisfatéria ao tratamento [41]._.Considera-se que as células de LLC possuem mutagao
na IGHV quando existe uma carga mutacional > 2% em relacdo a linha germinativa e
ndo apresenta mutacdo quando essa carga € < 2% [42]. Doentes na presenca de
mutacdo na IGHV desenvolvem a doenca de uma forma menos agressiva em relagédo
aos doentes que ndo apresentem a mutacdo. Células de LLC sem mutacdo sédo mais
proliferativas, sofrem com mais facilidade apoptose espontanea e sdo mais reativas a

varios antigénios do que as células de LLC com mutacao [40].

1.3. Stresse oxidativo

A homeostasia redox é essencial para garantir que as células desempenhem todos os
processos fisioldégicos essenciais para o seu funcionamento e para a sua sobrevivéncia

[43], [44]. As células permanecem num estado homeostéatico quando existe um equilibrio
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entre a producdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ROS/RNS). A perturbacdo desse equilibrio pode resultar em varias alteracdes
prejudiciais para as células. Em condig¢fes fisiologicas, a presen¢ga de uma pequena
guantidade de ROS € essencial, pois estas espécies regulam varias funcdes celulares,
como a proliferacdo, diferenciacao, modificacdes epigenéticas e quiescéncia, além de
atuarem como mensageiros na sinalizacdo redox [45], [46]. Embora essa pequena
guantidade de ROS seja essencial, ela ndo € suficiente para causar qualquer tipo de
lesbes nos tecidos [47]. De facto, um ligeiro aumento destas espécies, facilmente, pode
ser controlado por alguns mecanismos, como por exemplo pela ativacdo da defesa
antioxidante. No entanto, um aumento exacerbado de ROS ou a diminuicdo da
capacidade de producéo de agentes antioxidantes leva ao desequilibrio nas rea¢fes de
oxidacéo-reducdo e o organismo passa a estar sob condigdes de stresse oxidativo (SO)
[48]. O SO, é assim, caracterizado por um desequilibrio entre a producéo e eliminagéo
de ROS/RNS através da agdo das defesas antioxidantes, como representado pela
Figura 5 [49].

Produgéo de

Produgao de
Antioxidantes

radicais livres

Condigoes
Fisiol6gicas

Produgéo de
Antioxidantes

Produgéo de
radicais livres

Stresse

oxidativo

Figura 5: Stresse Oxidativo. Em condicdes fisioldgicas existe um equilibrio entre a producéo

de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e as defesas antioxidantes, no entanto em condicdes

14



de stresse oxidativo esse equilibrio é perturbado, resultando numa producdo excessiva de

antioxidantes em relacéo a producéo de ROS/RNS.

1.3.1. Espécies reativas de oxigénio/ nitrogénio

As ROS/RNS sédo espécies quimicas com um curto tempo de vida e com elevada
reatividade. As ROS tém na sua estrutura eletrdes desemparelhados, formados pela
reducdo do oxigénio molecular (O2) [50]. Estas espécies podem apresentar-se como
radicais livres, como o radical hidroxilo (*OH), o anido superoxido (O2") e o radical de
oxigénio (O2") ou como moléculas néo radicalares, que sdo moléculas mais estaveis,
que resultam da conversao dos radicais livres, como o peréxido de hidrogénio (H20-), o
acido hipocloroso (HCIO), o ozono (Os), o acido hipobromoso (HOBr) ou o oxigénio
singleto (*Oy) [43], [50]. O O; através da captacdo de eletrGes, presentes na cadeia
transportadora de eletrbes forma o O* (quando néo existe reducdo completa de O; a
agua), a fonte primaria das ROS [51], [52]. A principal enzima envolvida neste processo
sdo as oxidases dependentes do NADPH, no entanto podem ser encontradas outras,
como a xantina oxidase ou a lipoxigenase. As RNS séo formadas, principalmente, pelo
radical 6xido nitrico (NO*®), anido peroxinitrito (ONOO"), radical de diéxido de nitrogénio
e por outros 0xidos de nitrogénio e produtos que resultam da rea¢do com o0 O2* e ROO".
A fonte primaria das RNS é o NO*, que é produzido pelo metabolismo do aminoéacido L-
arginina, sendo as sintetases do Oxido nitrico as principais enzimas envolvidas neste
processo. O NO* pode formar, especialmente, o ONOO" através da sua rea¢cdo com o
0O, [53].

Existem vérias fontes enddgenas e exdgenas responsaveis pela producdo das ROS.
As principais fontes enddgenas podem derivar: 1) do aumento do metabolismo da
glicose; 2) das reacdes de oxi-redugdo que envolvem enzimas que promovem a reducao
de radicais livres, como a superoxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPXx);
3) da diminuicao das defesas antioxidantes ndo enzimaticas como a glutationa reduzida
(GSH); 4) da atividade oncogénica; 5) do aumento de producdo de fatores de
crescimento e citocinas ou 6) do aumento de producao de oxidantes intracelulares [50].
Esses oxidantes s&o formados, principalmente, em reagfes que ocorrem nas
mitocéndrias, e sdo catalisadas pelas NADPH oxidases (NOX), ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases, xantina oxidases, enzimas do citocromo P450 e pela reacéo de Fenton e

de Haber-Weiss, que envolvem espécies de ferro [50], [54], [55]. Alguns agentes
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externos podem também induzir a producao destas espécies, como a radiacao ionizante
e xenobidticos [49]. As principais fontes que d&o origem as espécies reativas de oxigénio
sdo a cadeia respiratéria mitocondrial e o complexo enzimatico NOX [50], [56], [57]. De
uma forma geral, as enzimas NOX promovem a producdo de ROS apds a sua
intervencdo a uma resposta inflamatéria. Estas enzimas sdo responséaveis pela
producdo do O.", pela transferéncia de eletrdes através de membranas bioldgicas.
Esses eletrdes sao captados pelo oxigénio molecular produzindo o anido superéxido. O
superoxido pode ser convertido a H>O uma molécula mais estavel, pela enzima SOD
[58].

Alguns compostos atuam como antioxidantes (enziméticos ou nao-enziméaticos) de
forma a manter a agdo das ROS equilibrada [59]. Os antioxidantes enzimaticos tém
como funcdo remover e quebrar os radicais livres, sendo constituidos pela SOD,
catalase (CAT), GPx, glutationa peroxidase (GRd) e tiorredoxina (TXN) [59], [60]. Estes
antioxidantes exercem diferentes fun¢des, como por exemplo, a SOD é responsavel
pela conversao do O;* em H,0O;, a CAT reduz o H,O, em agua (H20) e a GPx reduz o
H.0, em H,O e O e reduz os radicais peréxido em &alcoois e oxigénio [60], [61]. Os
antioxidantes ndo enzimaticos atuam interrompendo reacdes em cadeia dos radicais
livres. Como exemplo destes antioxidantes, podemos encontrar as vitaminas C e E,
polifendis vegetais, carotendides e a glutationa reduzida [59]. A vitamina C, por exemplo,
atua como um dador de eletrdes e consegue capturar o Oz*, 1Oz e *OH e a GSH elimina
0 *OH e o0 Oy, atua como cofator para as enzimas de GPx e regenera outros oxidantes,

como as vitaminas C e E [62].

1.3.2. Stresse oxidativo em neoplasias hematoldgicas

Varios estudos demonstram que as ROS estao envolvidas em varias vias do
desenvolvimento do cancro. Estas espécies, atuam em diversos mecanismos biolégicos
e, consequentemente, promovem a alteragdo de um fenétipo normal em maligno [63].
Dentro desses mecanismos, é de realcar as lesdes em biomoléculas chave, como o
DNA, os lipidos e as proteinas, como por exemplo a membrana lipidica ou enzimas, que
podem levar a alteracao de vias de sinalizacéo envolvidas na proliferacéo, metastizacéo

e morte celular e a interferéncia com a resposta inflamatoéria ou imunoldogica.

As células estaminais hematopoiéticas, encontram-se, principalmente, na medula

0ssea, local onde o nivel de ROS é bastante baixo [64], [65]. Por esse motivo, estas
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células séo bastante sensiveis as altera¢des dos niveis destes radicais. Os niveis baixos
de ROS permitem que as CEHs mantenham a quiescéncia, enquanto o0s niveis
moderados podem exercer fungdes que ndo danificam as células, atuando como
segundos mensageiros e regulando a proliferacéo, diferenciacdo e mobilidade das
CEHs. No entanto, os elevados niveis de ROS resultam na perda de quiescéncia das
CEHs, que, consequentemente, podem impedir que essas células se consigam
autorrenovar, induzir a senescéncia celular ou a morte celular [65], [66]. Estas
alteracdes, provocadas pelas ROS, conduzem a alteracdes metabdlicas e perda de
funcéo destas células, podendo dar origem a células leucémicas.

1.4. Sistema NRF2-KEAP1

Como ja foi referido, o stresse oxidativo desempenha um papel fundamental em varias
patologias, nomeadamente, no cancro. De forma a manter o equilibrio entre as ROS e
as defesas antioxidantes, as células ativam processos biolégicos fundamentais para a
sua protecdo. O sistema NRF2-KEAP1 é a principal via de sinalizacdo que promove
uma resposta citoprotetora contra as espécies reativas de oxigénio [67]. O fator nuclear
eritroide 2 (NRF2) é o principal fator de transcricdo responsavel por controlar as vias
antioxidantes e citoprotetoras e dessa forma manter a homeostasia redox celular. Além
de regular o stresse oxidativo, 0 NRF2, exerce outras fungfes, que serédo descritas no
capitulo 1.4.4. [68]. Por outro lado, a proteina KEAP1 (kelch-like ECH-associated protein
1) atua como um regulador negativo do NRF2, pois permite a sua degradacédo através

do proteasoma [69].

1.4.1. NRF2: Estrutura

O NRF2 é um fator de transcri¢do que se integra na subfamilia cap “n” colar (CNC) da
familia bZIP (basic leucine zipper) [70]. Existem, também, outros fatores de transcri¢céo
gue pertencem a essa familia, como o NRF1, NRF3 e o NF-E2 p45. A forma dominante
do NRF2 possui 605 aminoacidos e tem uma massa molecular de 67,7 kDa, mas sao
conhecidas no total 12 isoformas desta proteina [71], [72] . Estruturalmente, este fator

de transcricdo € composto por sete dominios funcionais NRF2-ECH, com diferentes
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funcdes, designados por Nehl-7. Os dominios Nehl, Neh3, Neh4 e Neh5 sao
responsaveis pela ativacdo da transcricdo génica, através da sua ligacdo a co-
ativadores, enquanto os restantes dominios, Neh2, Neh6 e Neh7, controlam a
estabilidade desta proteina [73]. O dominio Nehl possui uma regido CNC-bZIP que
permite a heterodimerizacdo (que ird fazer a ligagdo a elementos de resposta
antioxidante, ARE) e, posteriormente, ao DNA. E nas regides ETGE e DLG do dominio
Neh2, localizado no terminal aminico que se d4 a interagdo com a proteina KEAP1. No
terminal carboxilico encontra-se o dominio Neh3, que promove a transcricao de genes
com o auxilio dos dominios Neh4 e Neh5. Estes ultimos dominios ligam-se a proteina
de ligacdo CREB, enquanto o Neh3 se liga a proteina CHDH6 (chromodomain helicase
DNA bBinding protein 6) [74]. O Neh6 é uma regido rica em residuos de serina e tem a
fungéo de promover a degradacdo do NRF2, de forma independente do KEAP1. Neste
dominio, estéo localizados os motivos peptidicos DSGIS e DSAPGS que, quando sao
fosforilados pela glicogénio sintase cinase-3B (GSK-3B) induzem a degradacgdo
proteassomal da proteina NRF2 através da ubiquitinacdo dependente da culina 1 (Cull).
O recrutamento da Cul1 é feito apés a interagdo do Neh6 com a B-TrCP (B transducin
repeat-containing protein). Recentemente, foi descrito o dominio Neh7, que esta
envolvido na inibicdo da atividade transcricional do NRF2, através da sua ligagdo ao
recetor RXRa (Retinoid X receptor alpha). Na Figura 6, encontra-se representada a

estrutura do fator de transcricdo NRF2 [75].

- . g CNC-bZIP
Ligagao ao KEAP1 Transcricao Ligacao ao B-TrCP Ligacio ao SMAF

& Ligacao ao ARE
2pLGY SETGE®? WIPSGISHT IZNGAPGSI  m—————
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Figura 6: Estrutura dos dominios do fator de transcricdo NRF2. O NRF2 é composto por

7 dominios, designados por Neh1-Neh7. O dominio Neh2 encontra-se no terminal aminico e
contém as regibes DLG e ETGE que permitem a ligagéo a proteina KEAP1. Os dominios Neh3,
Neh4 e Neh5 séo responsaveis pela transcricdo de genes alvo do NRF2. O dominio Nehl é
responsavel pela heterodimerizagdo com as sMAF e o dominio Neh6 medeia a degradacgéo do
NRF2. (Adaptado de Song et al., 2021, [75])
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1.4.2. KEAP1: Estrutura

A proteina KEAP1 foi identificada como um regulador negativo do fator de transcri¢cao
NRF2. Esta proteina encontra-se expressa em diversos tipos de células e tecidos e
localiza-se, principalmente, no citoplasma, sendo que pode ser encontrada, também,
em menores quantidades no nucleo, reticulo endoplasmatico e corpos de inclusao [76].
A KEAP1 é um dos 50 elementos da familia de proteinas BTB-kelch, que sédo
designadas por Kelch-like, sendo que todas as proteinas desta familia ttm em comum
a presenca do dominio BTB (broad complex/tramtrack, bric-a-brac domain) e Kelch na
sua estrutura [77]. Na estrutura da proteina KEAP1 podem ser encontradas cinco
regides distintas: o terminal aminico, o dominio BTB, uma regido interveniente (IVR), 0
dominio Kelch e o terminal carboxilico [78]. No entanto, alguns autores defendem que,
estruturalmente, a proteina KEAP1 apenas possui trés regides (os dominios BTB, IVR
e Kelch). O dominio BTB é responsavel pela homodimerizacao da proteina e permite a
interacdo com a culina 3 (Cul3). Essa homodimerizac&o ird permitir a interacdo com o
NRF2, pela ligacdo do dominio Kelch, presente na KEAP1, com os motivos DLG e
ETGE, presentes no dominio Neh2 do NRF2. O dominio IVR é constituido por residuos
de cisteina que conseguem detetar espécies reativas de oxigénio, de nitrogénio e de
hidrogénio. A detecao destas espécies € muito importante, pois € através delas que a
atividade da proteina KEAP1 é regulada. A estrutura dos dominios presentes na
proteina KEAP1 encontra-se representada na Figura 7.

Homodimerizagao

Associagdo com
Cul3/RBX1 Associacao com NRF2 e P62

— [ = | ]~ -

C151 C273 C288

Figura 7: Estrutura dos dominios da proteina KEAPL. Esta proteina é constituida por cinco
regides, o terminal aminico, o dominio BTB (permite a homodimerizagéo e a interagdo com a
Cul3), uma regido interveniente (IVR, responsavel pela detecdo de ROS), o dominio Kelch

(permite a ligacdo ao NRF2) e o terminal carboxilico. (Adaptado de Song et al., 2021, [75])

1.4.3. Regulacdo do NRF2

Apesar do KEAPL1 ter sido identificado como o principal repressor do NRF2, existem

varias vias que estdo envolvidas na regulagéo desta proteina [71]. Como reguladores
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positivos do NRF2 podem ser encontrados: 1) fatores de transcricdo como o NF-kB ou
0 Ahr-ARNT; 2) processo de autofagia pela p62 e 3) vias de sinalizacdo (através da
ERK, JNK ou PI3K/AKT). Além dos reguladores positivos também existem varios
reguladores negativos que podem controlar o NRF2, tais como: 1) recetores nucleares
(como os recetores retindides e os recetores glicocorticéides); 2) vias ndo canoénicas
(pela GSK-3 ou HRD-1) e 3) outras proteinas, tais como a SIAH2 ou APE1/RED1.

Através do KEAPL, os niveis de NRF2 podem ser regulados de forma a manter o
equilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes. Em condi¢fes basais, ou seja, na
auséncia de um estimulo oxidativo, a proteina NRF2, que possui um tempo de semi-
vida de, aproximadamente, 20 minutos, mantém-se ligada ao KEAPL1. Esta ligacdo da-
se pelos dominios ETGE e DLG, presentes no NRF2, ao dominio Kelch do KEAP1 [70].
A associagdo a esta proteina desencadeia a degradacdo do NRF2 pelo proteasoma 26,
uma vez que o dominio BTB se liga a Cul3, que pode recrutar substratos de
ubiquitinagdo [79]. Sob condigbes fisiolégicas, 0 NRF2 encontra-se constantemente a
ser sintetizado, mas rapidamente é degradado no citoplasma, devido a presenca do seu
regulador, o KEAP1 [80]. Em condi¢des de stresse oxidativo ocorre um aumento de
expressao de NRF2, que pode permanecer na célula num tempo de semi-vida até 200
minutos. As ROS/RNS ou eletrofilos provocam a oxidacdo de residuos de cisteina
(especificamente, nos grupos tiol) presentes no dominio IVR da proteina KEAP1. Essa
reacdo leva a inativacdo da KEAP1 devido a alteragdo conformacional que provocam
na molécula, o que resulta na libertagdo do NRF2 e, consequente, na sua translocagéo
para o nucleo [70], [81]. A quantidade de proteina que transita para o nucleo é
dependente da intensidade de oxidacdo. No nucleo, a proteina NRF2 associa-se com
pequenas proteinas MAF (SMAF), fatores de transcricdo do tipo bZIP compostas pelas
proteinas MAF F, G e K, resultando num heterodimero [82]. O complexo NRF2/sMAF
possui elevada especificidade de reconhecimento e uma grande afinidade para se ligar
a elementos de resposta antioxidante (ARE, antioxidant response element). A ligacdo é
feita na regido promotora dos genes alvo do NRF2 e promove a estimulagcdo da
transcricdo de genes citoprotetores, genes esses que podem estar envolvidos na
sintese da glutationa reduzida, na eliminagcédo de ROS, no metabolismo de xenobidticos
ou no transporte de farmacos. Na Figura 8 esté representada a via de sinalizacdo do
NRF2-KEAPL1.
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Figura 8: Via de sinalizagdo do NRF2-KEAP1. Em condi¢Bes basais, o NRF2 encontra-se
ligado ao seu principal regulador, o KEAP1, no citoplasma. Esta interacdo resulta na degradacéo
proteassomal do fator de transcrigdo NRF2. No entanto, sob condi¢gfes de stresse, residuos de
cisteina presentes no KEAP1 sdo oxidados, levando a transformacao conformacional deste
elemento e, consequentemente, o NRF2 é libertado, translocando para o nucleo. Nesse local, o
NRF2 forma um dimero com as proteinas sSMAF e liga-se a ARE promovendo a estimulacéo de

genes citoprotetores. (Adaptado de Song et al., 2021, [75])

Existem dois modelos, principais, que permitem entender o mecanismo de interacdo
entre o0 KEAP1 e o NRF2, como representado na Figura 9. O primeiro modelo é
designado de Hinge-Latch, e foca-se essencialmente na ligacao dos dominios ETGE e
DLG ao KEAP1. O motivo ETGE possui elevada afinidade com o KEAP1, enquanto o
motivo DLG, constituido por trés hélices, tem baixa afinidade com esta proteina. Neste
modelo é considerado que a presenca de espécies oxidantes nao perturbam a ligacdo
entre o ETGE, que funciona como uma dobradica “Hinge”, a proteina KEAP1, no
entanto, esses radicais podem destabilizar a associacdo mediada pelo DLG, o travdo
“Lach” [83]. Em condi¢cBes basais (sem o estimulo oxidativo), ambos os motivos se
encontram ligados ao motivo Kelch, sendo que o motivo DLG permite a ubiquitinacéo e

posterior degradagéo do NRF2 pelo bloqueio do dominio Neh2 [84]. A presenca de um
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estimulo oxidativo leva a oxidacdo dos residuos de cisteina presentes no dominio IVR,
0 que resulta na separacédo entre DLG e a KEAPL. Essa rutura provoca a libertacao do
NRF2 e, consequentemente, favorece o aumento de expressdo deste fator de

transcricéo.

No segundo modelo, denominado de modelo de dissociacdo Cul3-KEAP1, existe a
dissociacdo entre NRF2 e KEAP1 na presenca de indutores e, consequentemente, a
ubiquitinacdo é inibida permitindo a acumulacdo de NRF2 [84]. Os indutores podem ser
a terc-butil-hidroquinona (tBHQ) ou o acido eicosapentaendico (EPA). A cisteina 151
(Cys151) é um residuo muito importante neste modelo porque é ela que ira funcionar
como um sensor quimico e promover a ativacdo de NRF2, pela alteracdo
conformacional do KEAP1, se for necessario. Em situacdes de stresse, o residuo
Cys151 é modificado, levando a dissociacdo do complexo Cul-Keapl e a ativacéo de
NRF2.

Stresse

! '
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Figura 9: Modelo “Hinge-Latch” e de dissociagdo Cul3-KEAP1. No modelo “Hinge-Latch”

a transformacdo conformacional do KEAP1 permite a libertacdo da regido DLG do NRF2 ao
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dominio Kelch, presente no KEAP1l. Esta alteracdo impede a degradacdo do NRF2 e,
consequentemente, resulta na libertacao deste fator de transcricdo. No modelo de dissociagéo
Cul3-KEAPL1 a presenca de indutores interrompe a ligacéo entre o KEAP1 e o NRF2, permitindo

a libertacdo do NRF2, que transloca para o nucleo. (Adaptado de Kansanen, E et al., 2013, [85])

Além destes dois modelos apresentados, existem outros mecanismos reguladores da
atividade da via NRF2-KEAP1, tais como o transporte nicleo-citoplasmatico do KEAP1,

a ubiquitinacdo de KEAP1 ou a acéo direta do NRF2 como sensor [84].

1.4.4. Funcbes do NRF2

O NRF2 permite a transcricdo de mais de 100 genes importantes para o controlo
celular, compreendendo no total mais de 1% do genoma humano [76]. Dos genes
transcritos por esse fator de transcrigdo encontramos: 1) enzimas metabdlicas de fase
I, fase Il e fase Ill, como a NADPH quinona oxidoredutase 1 (NQO1), glutationa S-
transferase (GST) e as proteinas da familia ABC ((ATP-binding cassette transporters);
2) enzimas antioxidantes com base na glutationa, como a GSH, a glutamato cisteinas
ligase (GCL) e a glutaredoxina (GLRX); 3) enzimas antioxidantes da tiorredoxina, como
a tiorredoxina (TXN1) ou a tiorredoxina redutase 1 (TXNRD1); 4) enzimas do sistema
regenerador de NADPH e do metabolismo de hidratos de carbono, como a glucose-6-
fosfato-1-desidrogenase (G6PD); 5) enzimas do metabolismo lipidico, como a
carboxilesterase 1G e 1H (CES1G/ H); 6) enzimas envolvidas no metabolismo do ferro
e heme, como a heme oxigenase 1 (HMOX1); 7) fatores de transcricdo e proteinas
associadas, como o recetor de aril hidrocarboneto (AHR) e 8) subunidade do complexo

ubiquitina ligase, como a enzima KEAP1 [86].

O NRF2 tem um papel fundamental em regular a expresséo de elementos chave dos
sistemas antioxidantes glutationa (GSH) e TXN [87], [88], [70]. A glutationa reduzida é
a molécula antioxidante mais abundante nas células, e a sua sintese estd dependente
das enzimas, glutamato-cisteina ligase, composta por uma subunidade catalitica
(GCLC) e madificadora (GCLM), e da glutationa sintetase (GSS) [89], [90]. O NRF2
regula a expressdo da tiorredoxina redutase (TRXR), a proteina de interacdo com
tiorredoxina (TXNIP) e a nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH, como

dador de eletrbes), principais constituintes do sistema antioxidante TRX [91]. Através
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destas enzimas, a TRX atua na regulacdo redox pela reducéo de tidis de proteinas
oxidadas [92]. O sistema TRX também desempenha funcdes na sintese do DNA, na

inibicdo da apoptose e na defesa de lesdes oxidativas [89], [93].

1.4.5. Via NRF2-KEAP1 e o cancro

A via NRF2-KEAP1 parece desempenhar um duplo papel no cancro. Por um lado,
previne o desenvolvimento do tumor e por outro, apds o estabelecimento da neoplasia,
consegue proteger as células tumorais de agentes terapéuticos e conduzir a resisténcia
ao tratamento (Figura 10) [94], [85]. Numa fase inicial da doenca, as enzimas
antioxidantes, promovidas pelo NRF2, podem ser benéficas para a prevengdo do
desenvolvimento do tumor. No entanto, em estadios mais avancados, essas defesas
antioxidantes facilitam a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais e,
consequentemente, aumentam a resisténcia ao tratamento. Varios estudos demonstram
que a via NRF2-KEAP1 se encontra comprometida no cancro, provocando uma
resposta inadequada ao stresse oxidativo. Ja foram relatados alguns mecanismos que
se encontram envolvidos na ativacdo inadequada do NRF2 no cancro, como mutagdes
somaticas, processamento do RNA e proteinas disruptivas, que sao descritas de
seguida [74], [95].

Ativagao continua e
Ativagao moderada do NRF2 sobreexpressio do NRF2

.

Estabelecimento
da neoplasia N

T oo Aumenta a
HMOX-1 sobrevivéncia

L GCL de células

GTGACHnGC "
GSTs tumorais

Aumenta a
defesa celular

Figura 10: Duplo papel da via de sinalizacdo NRF2-KEAP1 no cancro. A via NRF2-KEAP1
desempenha um duplo papel no cancro — por um lado previne o desenvolvimento tumoral e por
outro, apés o estabelecimento da neoplasia, pode proteger as células tumorais dos agentes

terapéuticos conduzindo a resisténcia ao tratamento. (Adaptado de Kansanen et al., 2013, [85])
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Uma das alteracbes mais conhecida para a ativacdo do NRF2 no cancro séo as
mutacBes somaticas nas proteinas KEAP1 e NRF2 [73]. As muta¢des encontradas no
KEAP1 sao do tipo missense (quando a alteragdo de uma base no DNA leva a
codificacdo de um aminoécido diferente na sequéncia) ou nonsense (quando a alteragcao
de uma base no DNA provoca a codificacdo de um codéo de terminacdo ou cod&ao stop).
Por outro lado, as mutag¢des identificadas no NRF2 ocorrem nas regides que contém os
motivos ETGE e DLG. Por exemplo, foram encontradas mutagdes de perda de funcéo
no KEAP1 e mutagdes de ganho de fungéo no NRF2, em 19 e 3%, respetivamente, dos
doentes com adenocarcinoma no pulmao [74]. No cancro do pulméo, cabeca e pescoco
foi relatado a perda do exdo 2 no NRF2, que resultava na sintese deste fator sem o
dominio de interacdo com o seu regulador negativo KEAP1. Apesar de ndo se conhecer
ao certo os mecanismos de acdo, sabe-se que as proteinas KRAS®'?P, BRAFV61E g
MYCERT2 regulam positivamente a expressdo do gene NFE2L2 (gene que codifica o
NRF2). Outra via que pode resultar na ativacdo do NRF2 sdo as modificacdes
epigenéticas em regides promotoras do KEAP1 e NRF2. Em varios cancros foi
demonstrado que a regido promotora do gene KEAP1 se encontrava hipermetilada,
resultando numa menor expressao da proteina, e, consequentemente, no aumento de
ativacdo do NRF2. Pelo contrario, verificou-se que a regido promotora do gene NFE2L2
esta frequentemente desmetilada, levando a sobreexpressao da proteina codificada por

este gene.

Além disso, a desregulacdo de miRNAs pode também estar envolvida na ativagdo do
NRF2 no cancro, uma vez que estas moléculas regulam a expressao genética, através
da ligagéo especifica de sequéncias com o mRNA [70]. No cancro da mama e do ovério,
por exemplo, descobriu-se que o miR-141 esta sobreexpresso e, consequentemente,
induz quimiorresisténcia ao 5-fluorouracilo através da represséo da traducéo da proteina
KEAPL. Por fim, algumas proteinas disruptivas podem aumentar a expressdo do NRF2
no cancro [74]. Uma dessas proteinas é a P62, que compete com o NRF2 na ligacao ao
KEAP1, uma vez que na sua estrutura a P62 contem um motivo designado de STGE,
que é semelhante ao motivo ETGE. Assim, se a P62 ganhar a “batalha”, o KEAP1 fica

impedido de sinalizar a degradacéo do fator de transcricdo NRF2.
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1.5. Tratamento daLLC

A investigacao cientifica tem promovido avangos substanciais no tratamento da LLC,
mas, apesar deste esfor¢o ainda existem grupos de risco que sdo um grande desafio,
como os doentes que apresentam delecdes 17p [42]. Como ainda néo foi descoberta
uma terapia curativa, procura-se encontrar novas formas terapéuticas que diminuam os
sintomas agressivos e aumentem a sobrevivéncia de cada doente [39]. De uma forma
geral, as formas de tratamento podem ser divididas em dois conjuntos, nos doentes que
nunca receberam nenhum tratamento e naqueles que ja receberam o tratamento, mas
tiveram uma recaida [40]. Além disso as estratégias terapéuticas dependem da
presenca e/ou auséncia da mutagédo IGVH e/ou da dele¢édo 17p, e ainda da situagéo
clinica do doente (que deve ter em consideracdo os sintomas, 0 estadiamento e a sua
condigéo fisica). Dependendo dos fatores mencionados, os doentes LLC podem ser
tratados com imunogquimioterapia (rituximab/obinutuzumab, fludarabina, ciclofosfamida,
bendamustina) em varios esquemas terapéuticos, ou com inibidores da cinase de

Bruton ou do BCL2, como o ibrutinib, e o venetoclax, respectivamente.

Atualmente, o tratamento principal dos doentes com LLC sao os inibidores da tirosina
cinase de Bruton (BTK), independentemente, se esses doentes se encontrem em
recidiva ou se a doenca é refrataria [96]. A BTK € uma enzima essencial para a cascata
de sinalizagdo do BCR e, consequentemente, fundamental para o desenvolvimento e
maturacdo das ceélulas B [97]. Esta enzima ndo € expressa em células T, nem nos
plasmécitos, apresentando expressdo apenas em células B [98]. Os agentes
farmacologicos com capacidade para inibir a BTK tém-se mostrado eficazes e com uma
toxicidade inferior aquela demonstrada pela quimioterapia [96]. S&o também uma das
principais op¢des terapéuticas, quando a doenca se manifesta de forma agressiva
(como é o caso de doentes com dele¢édo 17p, 11g, mutagdo no gene TP53 ou que nao
apresentem mutacdo na IGHV) [96]. Atualmente, existem diferentes inibidores da BTK
como o ibrutinib (primeira geragcdo) e o acalabrutinib, tirabrutinib e zanubrutinib,
(segunda geracédo). No entanto, o ibrutinib é o inibidor da BTK mais bem estudado e,

por isso, 0 mais previsivel [97], [96].
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1.5.1. Ibrutinib

O ibrutinib € um inibidor da BTK que esté aprovado para o tratamento da LLC, linfoma
do manto, macroglobulinemia de Waldenstrém e linfoma esplénico da zona marginal
[99]. Esta molécula liga-se, covalentemente e de forma irreversivel, ao residuo cisteina
481 (Cys481) presente no local ativo da BTK [20], [99], [98]. No entanto, ela também se
pode ligar de forma reversivel a esta enzima, mas o potencial farmacoldgico ndo sera
tdo elevado [99]. Cerca de 85% dos doentes com LLC respondem de forma positiva a
este tratamento, independentemente das caracteristicas genéticas e epigenéticas
presentes na neoplasia [98]. Ao inibir a BTK, o ibrutinib impede a proliferagcéo das células
linféides, reduz a sobrevivéncia destas células e impede que estas se “protejam” no seu
microambiente, tecido linféide e medula éssea [100]. Este farmaco é facilmente
absorvido e tem um tempo de semi-vida entre 2 a 3 horas, atingindo a concentragédo
méxima 1 a 2 horas ap6s a administracdo oral. A sua estrutura quimica encontra-se

representada na Figura 11 [101].

N=\
N

Figura 11: Estrutura quimica do ibrutinib. (Adaptado de Dhingra et al., 2014, [101])

Apesar da eficacia demonstrada das novas terapéuticas no tratamento da LLC, como
o ibrutinib e venetoclax, muitos doentes ndo respondem eficazmente e/ou séo
resistentes aos tratamentos, pelo que o estudo de novos agentes terapéuticos continua

a ser um desafio.
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1.6. Inibidores do NRF2

Como referido, anteriormente, o NRF2 apresenta um duplo papel no cancro, podendo
desempenhar uma funcdo de prevencédo ou de prote¢do contra as células tumorais. Na
LLC, o NRF2 parece ser um promissor alvo para novas abordagens terapéuticas, uma
vez que alguns estudos revelaram que amostras sanguineas de doentes com esta
patologia apresentaram niveis elevados desta proteina [102]. Os niveis elevados de
NRF2 no microambiente da LLC conduzem ao aumento da sobrevivéncia das células
linfoides [102]. Assim, a utilizagdo de inibidores do NRF2 pode ser essencial para
reverter a atividade oncogénica. O brusatol e 0 ML385 séo dois inibidores do NRF2 e a

sua agao pode conduzir a morte de células tumorais e a redugéo do tumor.

1.6.1. Brusatol

O brusatol é um composto quassinéide (um grupo de triterpenos degradados),
reconhecido por possuir véarias atividades biolégicas, nomeadamente anticancerigenas,
antiparasitarias, antivirais, anti-inflamatorias, antimicrobianas, antidiabéticas, entre
outras [103]. Este composto é produzido através das sementes e frutos da planta Brucea
Javanica (L.) Merr., uma planta que pertence a familia da Simaroubaceae e que se
distribui, principalmente, no sudeste Asiatico e no norte da Australia [104]. O brusatol foi
isolado e produzido pela primeira vez em 1968 [104], [105]. Apesar das varias
aplicacdes medicinais desta molécula, a atividade antitumoral € a propriedade mais

importante do brusatol [106].

Estruturalmente, o brusatol € composto por um anel de ciclohexanona a, 8- insaturado,
dois anéis de ciclohexano, um anel de lactona de seis membros e um anel de tetra-
hidrofurano, como demonstrado na Figura 12. Recentemente, um estudo identificou que
a maioria do farmaco era excretado sob a forma de metabolitos. No total foram
descobertos 4 metabolitos, M438 (produto da hidrélise), M536 (resultado da
hidroxilagdo), M618 (produto da glucuronidagéo) e o0 M424 (produto da desmetilacdo ou
hidrélise de M438) [107].
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Figura 12: Estrutura quimica do brusatol (Adaptado de Xiao-qi et al., 2020, [104])

Em 2011, foi descrito pela primeira vez, por Rene et al.,, que o brusatol tinha
capacidade de suprimir a via NRF2. Embora o mecanismo de ag&o do brusatol ainda
ndo seja totalmente conhecido, pesquisas recentes supfem que este composto ndo
inibe de forma seletiva o NRF2, uma vez que nao foram encontradas alteracdes génicas
do NFE2L2. No entanto, sabe-se que o brusatol consegue inibir a traducao de proteinas
com curto tempo de semi-vida, dependentes e independentes da CAP, como € 0 caso
da proteina NRF2.

Além do seu papel na inibi¢cdo da via NRF2, varios estudos identificaram outros alvos
do brusatol [108]. Este composto consegue alterar o metabolismo das células P-388
(uma linha celular de leucemia linfocitica crénica), através da inibi¢cdo da sintese de DNA
e de proteinas. Lu et al., demonstraram que o brusatol inibia a proliferacdo em duas
linhas celulares do cancro pancreéatico, PANC-1 e Capan-2, através da inibicdo de
proteinas anti-apoptoéticas, como a Bcl-xL [108].

1.6.2. ML385

O ML385 foi descrito num estudo desenvolvido por Anju Singh et al., em 2016, como
um inibidor do NRF2 [109]. Este estudo tinha como objetivo identificar novos inibidores

do NRF2, que pudessem constituir uma terapéutica direcionada.

Estruturalmente, o ML385 é um tiazol-indolina que possui um substituinte orto no
grupo benzil. Esse substituinte € bastante importante, pois s6 assim é que este
composto tem atividade biologica. Na Figura 13A e B, observa-se a estrutura do ML385

na sua forma ativa (A) e inativa (B).
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Figura 13: Estrutura quimica do ML385 na sua forma ativa (ML385) (A) e inativa (B).
(Adaptado de Singh A. et al, 2016, [109])

O ML385 liga-se ao dominio Nehl, no terminal carboxilico do NRF2, interferindo com
a ligacado entre o complexo NRF2-MAF e os elementos de resposta antioxidante. Essa
perturbagdo impede a ativacdo da transcrigdo de genes citoprotetores. No estudo acima
referido, também se demonstrou que o ML385 era seletivo e especifico para células do
cancro do pulméao de células nao pequenas (NSCLC) que possuiam mutacdes com

perda de fungdo da proteina KEAP1 ou de ganho de funcao da proteina NRF2 [109].

1.7. Objetivo

A LLC sendo o tipo de leucemia mais comum nos paises ocidentais, é ainda uma
patologia que afeta uma grande parte da populacdo humana, representando, este ano,

25% de todos os novos casos de leucemia [110]. Esta doenca, que resulta de alteragbes
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genéticas e epigenéticas que interferem com a regulacéo da proliferacdo e apoptose em
células B monoclonais, ainda precisa que sejam encontrados tratamentos mais
eficientes.

Sendo a LLC uma patologia na qual o stresse oxidativo desempenha um papel
relevante, o NRF2, um fator de transcrigdo que regula a homeostasia redox, surge como
um potencial alvo terapéutico. De forma a tentar encontrar um tratamento mais eficiente
para esta patologia, o potencial terapéutico e os mecanismos moleculares subjacentes
ao efeito biolégico de dois inibidores do NRF2, o brusatol e 0 ML385, foram estudados
em monoterapia e em combina¢cdo com o ibrutinib (um inibidor da tirosina cinase de

Bruton, um farmaco ja aprovado para o tratamento da LLC).
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2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Caracterizacao da linha celular e condicdes de cultura

Para este estudo foi utilizada a linha celular HG-3, um modelo in vitro de leucemia
linfocitica crénica. Esta linha celular foi estabelecida em 1998, pela imortalizacao de
linfécitos B de um homem de 70 com LLC ao diagnostico, em estadio Il de Rai. As
células HG-3 possuem no seu fen6tipo a auséncia da mutacdo no gene que codifica a
regido variavel da cadeia pesada da imunoglobulina e dele¢des bialélicas no
cromossoma 13qgl14. Esta delecdo pode resultar na perda gendmica de DLEU7 e
miR15A/miR16-1, alteracbes que, por vezes, estdo associadas a um progndstico
agressivo para a LLC [111]. Sendo o DLEU7 e miR15/16 supressores tumorais, a sua
inativagdo pela delecdo 13g14, resultam na ativacao da sinalizagéo por TNF e aumento
da expressao do BCL2, respetivamente, dois mecanismos oncogénicos. Além destas
alteracdes, a linha celular HG-3 possui também caracteristicas de linfocitos B, uma vez
que estas células expressam os marcadores CD5, CD20, CD27 e CD43 e promovem a
libertacdo de anticorpos naturais IgM [112]. Esta linha celular foi imortalizada pelo virus
Epstein—Barr (EBV), no entanto esse fendbmeno ndo esta relacionado com a etiologia da
LLC. As células HG-3 apresentam, morfologicamente, uma estrutura redonda e formam

ligeiros aglomerados em suspenséo.

As células em estudo foram obtidas no German Collection of Microorganisms and Cell
Cultures (DSMZ) e mantidas, durante todo o projeto, em meio Roswell Park Memorial
Institute 1640 (RPMI-1640, Gibco, Invitrogen) a pH=7,4, suplementado com 10% de soro
bovino fetal (FBS) (Gibco, Invitrogen), 2 mM de L-Glutamina, 10 mM HEPES-Na, 4500
mg/L de glicose, 1,5 g/L de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 1% de
antibiético/antimicético (ZellShield; Minerva biolabs). As células HG-3 foram mantidas a
uma temperatura de 37°C, numa atmosfera humedecida com 5% de CO. e incubadas

a uma densidade 6tima de 0,5x108 células/mL.

2.2.  Avaliagdo da expresséo dos genes NFE2L2 e KEAP1

O primeiro passo neste estudo foi determinar o nivel de expresséo dos genes NFE2L2
e KEAP1, na linha celular HG-3. O NFE2L2 é o gene que codifica o fator de transcri¢cao
NRF2, o alvo terapéutico dos farmacos em estudo, enquanto o gene KEAP1 codifica a
proteina KEAP1, responsavel pela regulacdo do NRF2 [113]. A andlise da expressao
destes dois genes foi realizada recorrendo a técnica de PCR em tempo real (QPCR).

Foram utilizadas as células HG-3 na auséncia de estimulo, iniciando-se a andlise pela
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extracdo e isolamento do acido ribonucleico (RNA) e depois procedeu-se a sua

conversao em acido desoxirribonucleico complementar (CDNA).

2.2.1. Extracdo de RNA

Realizou-se a extragdo do RNA, utilizado o kit TripleXtractor directRNA (GRiSP), de
acordo com o protocolo indicado pelo fabricante. Neste kit € utilizado o composto
TripleXtrator que contem na sua composicao fenol com tiocianato de guanidina, que em
contacto com as células permite a sua lise preservando a integridade do RNA.
Primeiramente, procedeu-se a recolha de 3x10° de células. De seguida, as células foram
lavadas duas vezes com tampao fosfato salino (PBS), o sobrenadante foi descartado e
adicionou-se 1 mL do composto TripleXtrator. Seguidamente, adicionou-se 200 pL de
cloroférmio, que permite solubilizar e remover os lipidos encontrados nas amostras. As
amostras foram incubadas durante 3 minutos a temperatura ambiente e, apés esse
periodo, foram centrifugadas a 12 000g, durante 15 minutos, a 4°C. Nesta etapa podem
ser observadas trés fases distintas: uma organica (onde se encontram o cloroférmio e
fenol), uma interfase (que corresponde ao DNA) e uma fase aquosa, na superficie, onde
fica retido o0 RNA. Essa fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionou-se 1
mL de isopropanol, que promoveu a precipitacdo do RNA. As amostras foram agitadas,
incubadas durante 10 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, sujeitas a
centrifugac@o a 12 000g, durante 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi, novamente,
descartado e foram realizadas duas lavagens com etanol a 70%. Removeu-se o
excesso de etanol e o sedimento ficou a secar durante alguns minutos, de forma a
garantir que todo o etanol evaporava. Finalmente, adicionou-se 30 uL de 4gua ultrapura
(tipo 1) e foi realizada uma incubagéo de 10 minutos, a uma temperatura entre 55 e
60°C. Através deste procedimento obteve-se o RNA isolado, que foi armazenado a -

80°C até uso posterior.

2.2.2. Quantificagdo do RNA

A quantidade e pureza de RNA foram avaliadas, ap6s a sua extracdo, no
espectrofotémetro NanoDrop One (ThermoFisher Scientific). Este procedimento é
essencial, pois permite determinar se 0 RNA extraido se encontra nas condi¢des ideais
para ser utilizado, livre de contaminantes. O aparelho consegue medir a absorcéo da

amostra de RNA, em diferentes comprimentos de onda. Foi feita uma leitura no A260,
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que determina a quantidade de amostra, uma vez que é nesse A que os acidos nucleicos
absorvem luz. Uma vez que as proteinas absorvem luz no comprimento de onda 280nm,
a razdo A260/A280 foi utilizada para avaliar o nivel de pureza da amostra, sendo que

os valores dessa razdo devem estar compreendidos entre 1,9 e 2,1.

2.2.3. Sintese de cDNA

A conversdo de RNA em cDNA foi realizada, com recurso ao kit Xpert cDNA Synthesis
Supermix (GRiISP) de acordo com o protocolo indicado pelo fabricante. Este kit permite
uma rapida e eficiente sintese de cDNA. Neste processo foi utilizada uma concentracéo
equivalente a 2 ug de RNA total, 4 uL de mastermix e o volume necessario de agua
ultrapura (tipo 1) de forma a perfazer 20 pL. Apds a mistura destes componentes, as
amostras foram colocadas no termociclador (T100 Thermal Cycler, Bio-Rad), onde
foram incubadas durante 15 minutos a 37°C, seguindo-se um ciclo de 10 minutos a
60°C. O cDNA foi conservado a -20°C e utilizado posteriormente.

2.2.4. PCR em tempo real (QPCR)

A PCR em tempo real ou PCR quantitativo (QPCR) é uma técnica que permite
amplificar e quantificar amostras que contenham &cidos nucleicos, como o DNA ou
cDNA. Esta amplificacdo é detetada e medida ao mesmo tempo que a reacao ocorre,
ou seja, em tempo real, distinguindo-se assim do PCR convencional. Para a
guantificacdo da reacdo é necessaria uma molécula fluorescente, que se ligue ao
material de interesse, que pode ser um corante de ligacdo ao DNA ou uma sonda
especifica. Além deste componente, sao precisos primers, dNTP's e DNA polimerase.
Para realizar uma andlise de gPCR é utilizado um termociclador especifico e, de uma
forma geral, os componentes sdo sujeitos a varios ciclos, onde passam por varias
etapas. Inicialmente, existe uma fase de desnaturacdo, que permite separar as cadeias
de DNA ou cDNA através do aumento de temperatura, segue-se a etapa de
emparelhamento na qual ocorre a ligacao entre os primers e a amostra e por fim na fase

de extensdo as sequéncias séo replicadas [114].

Para avaliar a expressao dos genes NFE2L2 e KEAP1, nas células HG-3, foi utilizado
0 NZYSpeedy qPCR Green Master Mix (2x) (NZYtech) que contem um corante

fluorescente verde (um corante que intercala, de forma nao especifica, com o DNA de
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cadeia dupla). A fluorescéncia emitida por este composto é proporcional & quantidade
de amostra, ou seja, quanto maior a quantidade de DNA amplificado, maior sera a
fluorescéncia [114]. Além dos genes NFE2L2 e KEAP1, foi também analisado o gene
HPRT. O HPRT funciona como controlo enddégeno e € o normalizador da expressao
génica. Os controlos enddégenos devem ter uma expressao estavel em diferentes
condi¢cBes experimentais, uma vez que a expressao deste gene servir4 de normalizador
em todas as amostras. Para esta analise, além da mistura de reagéo 2x, foram utilizados
primers (reverse e forward) especificos para cada gene de interesse, agua ultrapura
(tipo 1) e a amostra de cDNA. Os primers utilizados para cada gene encontram-se
identificados na Tabela 1.

Tabela 1: Sequéncia de primers utilizados na reacdo de gPCR para avaliar a expresséo
dos genes NFE2L2 e KEAP1

Gene Forward Reverse
NFE2L2 5’-CCCTGGCGTCGTGATTAGTG-3" 5’-CCAGGACTTACAGGCAATTCTT-3’
KEAP1 5’-CAACCCTTGTCACCATCTCAG-3’ 5’-CCAGGACTTACAGGCAATTCTT-3’
HPRT 5’-CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG-3’ 5’-CTTGAGCACACAGAGGGCTACA-3’

Ap6s inserir todos os componentes numa placa de qPCR de 96 pocos, em duplicado,
esta foi centrifugada por 2 min em rotacdo maxima e depois colocada no aparelho
QuantStudio™ 3 System (ThermoFisher Scientific), onde decorreu a amplificagdo das

amostras. Esta amplificacdo passa por varios ciclos, que sao descritos de seguida:

1. Desnaturacéo inicial do DNA e ativacdo enzimética, 3 minutos a 95°C;
2. Emparelhamento, 40 ciclos durante 5 segundos a 95°C, e 20 segundos a
60°C;

3. Extensdo, a 95°C.

Depois da amplificacdo estar completa, a expressdo geénica relativa foi calculada
através da férmula 22, sendo os genes NFE2L2 e KEAP1 normalizados ao controlo
endogeno HPRT. Os resultados das células HG-3 representam a média + SEM de 3

ensaios independentes.
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2.3. Avaliacao da proliferacéo e viabilidade celular

Para avaliar a proliferacdo e a viabilidade celular das células HG-3, foi utilizado o teste
de exclusdo com azul de tripano. O azul tripano é um corante que permite quantificar
células vivas, através da sua internaliza¢@o nas células mortas. De uma forma geral,
este composto ndo consegue penetrar as membranas de células viaveis, uma vez que
a membrana se encontra integra. No entanto, a membrana de células mortas encontra-
se comprometida, permitindo a internalizacdo do azul tripano para o citoplasma, corando

essas células de azul. Essa coloragdo pode ser observada num microscépio o6tico [115].

Para este ensaio, as células foram plaqueadas a diferentes concentracoes,
compreendidas entre 0,1 e 1x106 células/mL, durante 96h. A cada 24h, foi retirada uma
aliguota de suspensdo celular das diferentes concentracbes e as células foram
contadas. Para realizar a contagem celular, de modo a determinar a percentagem de
células viaveis e a sua densidade, foi utilizada uma diluicao de 1:1 (suspenséo celular e
azul tripano) e o auxilio de um hemocitometro. A densidade celular foi determinada pela
equacao 1, e a viabilidade celular pela equacdo 2. Os resultados das células HG-3

representam a média + SEM de 5 ensaios independentes.

X células vidveis

Densidade celular = X fator de diluigdo x 10* (Equacgdo 1)

numero de quadrantes

Viabilidade celular = Z<HAS VEYES o 1009 (Equagdo 2)

¥ células totais

2.4. Avaliacdo do potencial terapéutico dos farmacos brusatol e ML385, em

monoterapia e em associagdo com o ibrutinib

Com a finalidade de avaliar o potencial terapéutico dos farmacos brusatol e ML385,
quer em monoterapia, quer em combinacdo com o agente terapéutico ibrutinib, foram

executados varios ensaios:
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1. Avaliacdo da atividade metabdlica através do ensaio da resazurina;

2. Avaliacdo do tipo de morte celular, por morfologia e por citometria de fluxo;

3. Avaliacdo do ciclo celular, através de citometria de fluxo;

4. Avaliacdo dos niveis de espécies reativa de oxigénio e nitrogénio
(ROS/RNS) e de glutationa reduzida (GSH);

5. Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial;

6. Avaliacdo da expressédo de genes alvo do NRF2.

Através do ensaio da atividade metabdlica determinaram-se as doses mais adequadas
para realizar tanto os ensaios com a combinagdo entre o brusatol e ML385 com o

ibrutinib, como para prosseguir com 0s ensaios denominados entre os pontos 2 e 6.

2.4.1. Avaliagdo da atividade metabdlica

Para medir a atividade metabdlica, recorreu-se ao ensaio metabdlico com resazurina.
A resazurina, descoberta por Weselsky, € um corante azul ndo fluorescente e néo toxico,
gue permite medir a atividade metabdlica [116]. Devido a sua permeabilidade celular, a
resazurina, que atua como aceitador de eletrdes, é internalizada para o meio intracelular
onde é reduzida, pela acdo de fontes de eletrbes, como as coenzimas NADP ou NADPH,
a resorufina (composto rosa, com elevada fluorescéncia) [117]. Na Figura 14,
encontram-se as estruturas da resazurina e resorufina. Como essas coenzimas S&o 0
resultado da acéo das desidrogenases, pode-se considerar que a reducéo da resazurina
ocorre pela acdo das desidrogenases, maioritariamente, presentes nas mitocéndrias.
Assim, células viaveis tém a capacidade de converter a resazurina em resorufina,
enquanto células ndo viaveis ndo tém essa capacidade, uma vez que a sua integridade
se encontra comprometida. Este ensaio permite determinar a atividade metabdlica, em
%, presente em cada condicdo, uma vez que a quantidade de resorufina formada é

proporcional ao numero de células viaveis.

40



®z—0

IS N\
L ——
HO (o) o HO 0 o)

Resazurina Resorufina

Figura 14: Estrutura quimica da resazurina e resorufina. A resazurina é reduzida a
resorufina pela acdo de desidrogenases presentes, maioritariamente, nas mitocondrias.
(Adaptado de Schmitt, D. et al., 2013, [117])

Para realizar este ensaio, a linha celular HG-3 foi incubada, durante 72h, a uma
densidade inicial de 0,5x10° células/mL, na auséncia e presenca de doses crescentes
de brusatol (5, 10, 25, 50, 100, 250 e 500 nM), ML385 (0,25; 2,5; 5; 100; 250 e 500 uM)
e ibrutinib (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 25 e 50 uM). Com base nas curvas dose-resposta obtidas
neste ensaio, determinaram-se as doses mais adequadas para realizar o mesmo estudo
com as combinacdes. A escolha dessas doses teve como referéncia o ICzs, e
escolheram-se as doses 0,5 uM de ibrutinib + 50 nM de brusatol e 0,5 uM de ibrutinib +
2,5 UM de ML385. A cada periodo de 24h as células foram incubadas com resazurina
(Sigma-Aldrich) (10% do volume de suspensao plaqueada), com uma concentragéo de
0,1 mg/mL e procedeu-se a leitura das absorvancias através de um espectrofotdmetro
de microplacas (SynergyTM HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments).
Este aparelho ird medir as absorvancias nos comprimentos de onda 570 e 600 nm, que
representam a luz emitida pela resazurina e resorufina, respetivamente. Além disso,
também a razéo entre estes dois comprimentos de onda foi medida e através desse
valor determinou-se a % de atividade metabdlica, equacéo 3. Os resultados das células

HG-3 representam a média + SEM de 5 ensaios independentes.

[(A570-600) amostra—(As79—e00) branco]

Atividade metabdlica = X 100% (Equacéo 3)

[(As70—600) controlo—(Aszo—e00) branco]
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Através deste ensaio, as doses selecionadas para os restantes ensaios foram as
seguintes: brusatol (50, 100 e 250 nM em monoterapia), ibrutinib (0,5 pM em
monoterapia) e a combinagao entre brusatol (50 nM) e ibrutinib (0,5 pM).

2.4.2. Avaliacao do tipo de morte celular

A morte celular é um processo essencial, que resulta na eliminacao da célula. Embora
muitas células ativem mecanismos de morte celular programada, existem algumas que
nao os ativam, acabando por permanecer no organismo, como € o caso das células
tumorais [118]. Desde modo, é necessério recorrer a agentes terapéuticos, de forma a
eliminar as células malignas. Embora existam varias formas pelas quais as células
podem morrer, sdo distinguidos trés grandes tipos: apoptose, autofagia e necrose [119].
Neste estudo analisaram-se 0s processos de apoptose e necrose, dois mecanismos
com caracteristicas morfologicas e vias bioquimicas muito diferentes [120].

Para avaliar o tipo de morte celular foram utilizadas duas técnicas, a citometria de fluxo
e a microscopia 6tica. Para ambos os ensaios as células HG-3 foram plagueadas a uma
densidade inicial de 0,5x10° células/mL e sujeitas as concentracdes descritas na sec¢do
2.4.1., durante 48h.

A morfologia celular foi analisada por microscopia 6tica através de um esfregaco das
células coradas com May-Grinwald Giemsa (Sigma-Aldrich). Para realizar esse
esfregaco, foram recolhidas 1x10° células, apés o tempo de incubacéo, e seguiram-se
duas lavagens com PBS. O sobrenadante foi descartado e as células foram
ressuspensas em 10 L de FBS, e o esfregaco foi realizado numa lamina de vidro. De
seguida as células foram coradas e para esse processo comecou-se por distribuir,
aproximadamente, 2 mL da solucdo May-Griinwald por cada lamina, e incubou-se as
laminas durante 3 minutos. Depois, adicionou-se o0 mesmo volume de agua ultrapura
(tipo 1) sobre a solugdo anterior, durante 1 minuto, e apds esse periodo, as laminas
foram escorridas e uma solucdo de Giemsa (Sigma-Aldrich) [preparado na hora, 3 mL
de Giemsa por cada 10 mL de agua ultrapura (tipo 1)] foi adicionada, incubando-se
durante 15 minutos. Finalmente, as laminas foram lavadas com agua corrente e, apés
secarem, as caracteristicas morfoldgicas das células foram observadas através do
microscoépio 6tico Nikon Eclipse 80i acoplado a uma camara digital Nikon Digital Camera

DXm 1200F. Foram captadas imagens através do programa Nikon ACT-1.
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Como referido anteriormente, o tipo de morte celular foi, também, avaliado através de
citometria de fluxo, uma tecnologia bastante rigorosa [121]. De forma a identificar qual
0 processo que resultava na morte das células, recorreu-se a dupla marcagcdo com
Anexina V (AV) e 7-amino-actinomicina D (7-AAD), marcadores caracteristicos da
apoptose e necrose, respetivamente. E através da elevada fluorescéncia destes dois
compostos, que se torna possivel deteta-los por CF.

A Anexina V foi utilizada como marcador de apoptose. As células vidveis possuem
fosfatildiserina (PS), um fosfolipido de carga negativa, no folheto interno da membrana
celular. A presenca deste fosfolipido no interior das células é bastante importante na
fisiologia celular, facilitando varios processos, como a ligagéo de proteinas na camada
interna da membrana ou para facilitar a fusdo durante a exocitose [122]. No entanto,
durante o processo de apoptose, além da contragdo e condensagdo das estruturas
celulares e formacdo de corpos apoptoéticos (fragmentos celulares fechados por
membrana), a PS também transloca do folheto interno para o folheto externo da
membrana celular [120]. A Anexina V é uma proteina impermeével as células e possui
elevada afinidade com a PS, assim, através da ligacéo destes dois componentes podem
ser identificadas as células que se encontram em apoptose [123]. Por outro lado, o 7-
AAD permite identificar células em necrose, através da sua elevada afinidade com
acidos nucleicos. Ao contrario da apoptose, o processo de necrose leva ao
comprometimento agressivo da membrana celular. A rutura da membrana celular
permite a internalizagédo do 7-AAD nas células. No interior das mesmas, este marcador

intercala nos acidos nucleicos presentes no DNA e RNA, emitindo fluorescéncia.

Para identificar o tipo de morte celular por CF, foram recolhidas 0,5x10° células e
lavadas com PBS através de uma centrifugagdo com 1703 g, durante 5 minutos. Apos
descartar o sobrenadante, as células foram ressuspensas em 100 pL de tampdéo de
ligacdo da Anexina, 2,5 pL de Anexina V (Biolegend) e 5 pL de 7-AAD (Biolegend) e
incubadas durante 15 minutos, no escuro. Findo o tempo de incubacéo, adicionou-se
300 uL de tampao de ligacao da Anexina e realizou-se a analise num citdmetro de fluxo
FACSCalibur (Becton Dickinson), onde foram analisadas 50 000 células. Para adquirir
os dados da analise foi utilizado o software Paint-a-Gate 3.02 (Becton Dickinson) e os
resultados foram obtidos pelo software paint-a-gate (Becton Dickinson). Os resultados
foram apresentados sob a forma de percentagem (%) de células viaveis (AV/ 7-AAD’),

em apoptose inicial (AV*/ 7- AAD"), em apoptose tardia ou necrose (AV*/ 7-AAD") e em
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necrose (AV/ 7-AAD"). Os resultados das células HG-3 representam a média + SEM de

5 ensaios independentes.

2.4.3. Avaliacéo do ciclo celular

A andlise do ciclo celular foi realizada recorrendo a técnica de citometria de fluxo, pela
marcacdo com a solucéo iodeto de propidio (PlI)/RNase (Immunostep). Tal como o 7-
AAD, o Pl também é um marcador fluorescente que intercala nos acidos nucleicos [124].
O ciclo celular € um processo que permite a multiplicacéo de células, pela formacéo de
duas células filhas a partir de uma célula mée [125]. A fluorescéncia do PI € proporcional
a quantidade de DNA presente na célula. Desde modo, podem ser identificadas as
diferentes fases do ciclo celular (Go/G1, S e G2/M) através da quantidade de DNA, uma
vez que essa quantidade é diferente em cada uma das fases. No entanto, é necessario
utilizar a enzima RNase, para que possa degradar todo o RNA presente nas células, de
modo a este nédo interferir nos resultados, uma vez que o Pl também se pode intercalar
neste acido nucleico. Um pico, Sub-Gy/G1, também pode ser encontrado nesta analise,
e corresponde a % de células que sofrem apoptose, uma vez que numa fase mais
avancada deste processo de morte celular ocorre fragmentacdo do DNA e,

posteriormente, estes fragmentos serdo marcados pelo Pl [124].

Neste ensaio utilizaram-se as mesmas condi¢des da andlise do tipo de morte celular,
uma densidade inicial de 0,5x10° células/mL e as condi¢des descritas na secgéo 2.4.1.,
durante 48h. Ap6s esse periodo, foram retiradas 1x10° de células e lavadas com PBS
por centrifugagdo a 1703 g, durante 5 minutos. Seguidamente, as células foram fixadas
pela adicdo de 200 pL de etanol a 70%, durante 40 minutos, a 4°C. Posteriormente, as
células foram lavadas, como descrito anteriormente, ressuspensas em 300 pL de
solucdo PI/RNase e incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente. Por fim, foi
realizada a andlise através do citbmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson) e da
recolha de 50 000 células. A distribuicdo de células pelas diferentes fases do ciclo
celular foi analisada através da utilizacéo do software ModFit LT (Verity Sofware House),
sendo os resultados apresentados sob a forma de percentagem de células em cada
fase do ciclo celular. Os resultados das células HG-3 representam a média + SEM de 5

ensaios independentes.
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2.4.4. Avaliacdo do potencial da membrana mitocondrial

Para avaliar o potencial da membrana celular (Aym) recorreu-se a técnica de citometria
de fluxo, onde foi utlizado a sonda JC-1 (5,5,6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-
tetraetilbenzimidazolocarbo-cianina iodeto) [126]. O JC-1 é um corante lipofilico e
cationico, que tem a capacidade de entrar e se acumular no interior das mitocondrias,
formando complexos reversiveis, denominados de agregados J, que emitem
fluorescéncia vermelha [127]. No exterior das mitocondrias, o JC-1 encontra-se em
forma de mondémero e emite fluorescéncia verde. Em células saudaveis o potencial da
membrana celular encontra-se normal e permite a internalizagdo deste composto, mas
guando a célula sofre alguma alteracdo que leve a despolarizagdo da membrana

mitocondrial, o JC-1 perde a capacidade de entrar na mitocéndria.

Para realizar este estudo, foram recolhidas 1x10° das células incubadas na auséncia
e presenca das condi¢cbes descritas na seccdo 2.4.1., durante 48h. As células foram
lavadas com PBS por centrifugacdo com 1703 g, por 5 minutos e, de seguida, incubadas
durante 15 minutos a 37°C com 5 pg/mL de JC-1 (Molecular Probes, Invitrogen).
Posteriormente, as células foram novamente lavadas, como descrito anteriormente, e
ressuspensas em 300 pL de PBS. Finalmente, as células foram quantificadas através
do citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson), onde se recolheram 50 000
células com o programa CellQuestTM e os dados obtidos foram analisados e
quantificados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. Os resultados foram representados
pela média da razao agregados/ monémeros de JC-1 e representam a média + SEM de

5 ensaios independentes.

2.4.5. Avaliacado dos niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ROS/ RNS) e de glutationa reduzida (GSH)

De forma a avaliar os niveis de ROS (em particular o peroxido intracelular, ROS de
origem mitocondrial e o anido superéxido), RNS (6xido nitrico) e da GSH, na linha celular
HG-3, foi utilizada a técnica de citometria de fluxo. Os niveis de peréxidos intracelulares,
anido superoxido, ROS de origem mitocondrial e o6xido nitrico foram analisados
utiizando as sondas diacetato de 2’-7’-diclorodi- hidrofluoresceina (DCFH2-DA),
dihidroetidio (DHE), dihidroradamina-123 (DHR-123) e diacetato de 4-amino-5-
metilamino-2',7'-difluorofluoresceina (DAF-FM DA), respetivamente. A sonda alaranjado

de mercurio (MO) foi utilizada para avaliar os niveis da defesa antioxidante GSH.
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Para realizar este ensaio, as células HG-3 foram incubadas num frasco de cultura com
uma area de crescimento de 25 cm? a uma densidade inicial de 0,5 x 10° células/mL, na

presenca e auséncia das condi¢cdes descritas na sec¢éo 2.4.1., durante 48h.

2.45.1. Avaliacao dos niveis de peréxidos intracelulares

Os niveis de peroxidos intracelulares foram analisados através da utilizacao da sonda
DCFH»-DA, uma das sondas mais utilizadas para a medig&o destes radicais [128], [129],
[130]. Apbs atravessar a membrana celular, a sonda DCFH2-DA é hidrolisada por
esterases celulares em 2'-7'- diclorodihidrofluoresceina (DCFH), uma forma que a
impede de sair da célula. No interior da célula e na presenca de ROS, principalmente,
do H20,, a DCFH é oxidada, tomando a forma de 2'-7'-diclorofluoresceina (DCF), uma
sonda fluorescente, como ilustrado na Figura 15. Esta sonda pode ser detetada quando
utilizado um comprimento de onda de excitagdo e emissdo de 498 e 522 nm,

respetivamente.

COOH O COOH

Cl l ! Cl Ent Slul H
ntra nas células al al
(@] 0 (o) Esterases celulares O
A A H 0 OH

(0]
O~ "CH3 (0] CHs DCFH
DCFH,-DA Composto nao fluorescente
Composto nao fluorescente
Peréxidos

intracelulares

I COOH
Cl l N ‘ Cl
HO o] 0]
DCF
Composto fluorescente

Figura 15: Detecédo de peroxidos intracelulares pela sonda DCFH,-DA. A sonda DCFH2-
DA é permeavel a membrana celular, entrando facilmente nas células. Pela acdo das esterases
essa sonda nao fluorescente € hidrolisada e convertida em DCFH, uma molécula também néo
fluorescente. Peréxidos intracelulares presentes na célula oxidam a sonda DCFH2 em DCF, uma

molécula fluorescente que pode ser detetada.
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Para analisar os peréxidos intracelulares, foram recolhidas 0,5x10°8 células apds o
tempo de incubacdo com as devidas condi¢des. As células foram lavadas com PBS por
centrifugacdo com 1703 g por 5 minutos, ressuspensas em 500 pL de PBS e incubadas
durante 45 minutos a 37 °C com a sonda DCFH2-DA. Apés o tempo de incubacao, as
células foram, novamente, lavadas com PBS, como descrito anteriormente,
ressuspensas em 500 yL de PBS e analisadas no citobmetro de fluxo indicado
previamente. Foram adquiridas 50 000 células através do programa CellQuest™ e os
dados obtidos foram analisados e quantificados usando o programa Paint-a-Gate 3.02.
Os resultados sdo expressos em meédia de intensidade de fluorescéncia (MIF) e
representam a media da expressao de peroxidos intracelulares da linha celular HG-3 +
SEM de 4 experiéncias independentes.

2.4.5.2. Avaliagdo dos niveis de ROS de origem mitocondrial

A sonda DHR-123 foi também utilizada com o propdsito de avaliar niveis de ROS de
origem mitocondrial. Apés a sua difusdo na membrana celular, esta sonda lipofilica e
nao fluorescente é, espontaneamente, oxidada na presenca de ROS a rodamina-123
(RH-123), como representado na Figura 16 [131]. A RH-123, ao contrario da DHR-123,
€ um composto com elevada fluorescéncia e pode ser detetada quando utilizados um
comprimento de onda de excitacdo e de emissdo de 507 e 529 nm, respetivamente
[132].

CO,CH3; ROS CO,CH3;

H —
(ROS de origem X
mitocondrial)
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H,N 0 N HoN 0 N
H H
DHR-123 RH-123
Composto néo fluorescente Composto fluorescente

Figura 16: Detecdo de ROS de origem mitocondrial pela sonda DHR-123. A sonda DHR-
123, nao fluorescente, é oxidada por ROS de origem mitocondrial, a RH-123, uma molécula

fluorescente, que permite a detecdo destes radicais.
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Para analisar os ROS de origem mitocondrial, foram recolhidas 0,5x10° células apés
o tempo de incubacdo com as devidas condi¢cdes. As células foram lavadas com PBS
por centrifugacdo com 1703 g, por 5 minutos, ressuspensas em 500 pyL de PBS e
incubadas, durante 30 minutos a 37 °C com a sonda DHR-123. ApGs o tempo de
incubagdo, as células foram, novamente, lavadas com PBS, como descrito
anteriormente, ressuspensas em 500 pyL de PBS e analisadas no citobmetro de fluxo
indicado previamente. Foram adquiridas 50 000 células através do programa
CellQuest™ e os dados obtidos foram analisados e quantificados usando o programa
Paint-a-Gate 3.02. Os resultados sdo expressos em MIFs e representam a média da
expressdo de ROS de origem mitocondrial da linha celular HG-3 =+ SEM de 4
experiéncias independentes.

2.4.5.3. Avaliagdo dos niveis do anido superoxido

A sonda DHE, ao atravessar a membrana celular, é oxidada em dois eletrdes pelo
anido superoxido, dando origem a um composto fluorescente, o etideo, Figura 17 [131].
O etideo, por sua vez tem capacidade de internalizar no DNA, emitindo uma
fluorescéncia vermelha. Esta sonda é detetada pela utilizagdo de um comprimento de

onda de excitacdo e de emissdo de 518 e 605 nm, respetivamente [133].
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Figura 17: Detecdo do anido superéxido através da sonda DHE. A sonda DHE (ndo

fluorescente) é oxidada pelo anido superéxido formando o etideo, uma molécula fluorescente.

De forma a obter os niveis do anido superédxido, foram recolhidas 0,5x10° células, apés
0 tempo de incubacdo com as devidas condi¢des. As células foram lavadas com PBS
por centrifugagdo com 1703 g, por 5 minutos, ressuspensas em 500 pyL de PBS e
incubadas durante 15 minutos a 37 °C com a sonda DHE. Posteriormente, as células

foram, novamente, lavadas com PBS, como descrito anteriormente, ressuspensas em
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500 yL de PBS e analisadas no citdbmetro de fluxo indicado previamente. Foram
adquiridas 50 000 células através do programa CellQuest™ e os dados obtidos foram
analisados e quantificados usando o programa Paint-a-Gate 3.02. Os resultados séo
expressos em MIFs e representam a média da expressao de peréxidos intracelulares
da linha celular HG-3 + SEM de 4 experiéncias independentes.

2.45.4. Avaliacdo dos niveis de 6xido nitrico

Para avaliar o 6xido nitrico utilizou-se a sonda DAF-FM DA (n&o fluorescente), uma
diamina derivada de uma fluoresceina, altamente sensivel a esta molécula [134]. Esta
sonda € um derivado da sonda DAF-FM (n&o fluorescente), mas ao contrario desta ela
€ permeavel a membrana celular (propriedade concebida pelo diacetato) [135]. Assim,
quando a sonda DAF-FM DA penetra a membrana celular ela é hidrolisada por
esterases intracelulares em DAF-FM. Retida no interior da célula a DAF-FM capta
moléculas de éxido nitrico tornando-a num derivado triazélico, DAF-FM-T, um composto
fluorescente. Na Figura 18, encontra-se um esquema representativo da detecdo de NO
pela DAF-FM DA. Esta sonda é detetada pela utilizagdo de um comprimento de onda

de excitacdo e de emisséo de 500 e 515 nm, respetivamente.
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Figura 18: Detecdo do 6xido nitrico através da sonda DAF-FM DA. A sonda DAF-FM DA é

um composto nao fluorescente permeavel as membranas celulares. Uma vez no interior destas,
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ela é hidrolisada por esterases formando a sonda DAF-FM, também néao fluorescente, que fica
retida no interior da célula e pode ser oxidada por 6xido nitrico, que forma um composto triazélico,

que é fluorescente.

Para realizar esta analise foram recolhidas 0,5x10° células ap6s o tempo de incubacéo
com as condi¢des descritas na sec¢do 2.4.1. De seguida, as células passaram por um
processo de lavagem com PBS, o sobrenadante foi removido e adicionou-se 500 pL de
PBS e a sonda DAF-FM DA. ApGs 15 minutos de incubagédo a 37°C, outro processo de
lavagem com PBS (1703 g, por 5 minutos) foi realizado, o sobrenadante removido, as
células foram ressuspensas em 500 pyL de PBS e analisadas no citémetro de fluxo
indicado previamente. Foram adquiridas 50 000 células através do programa
CellQuest™ e os dados obtidos foram analisados e quantificados usando o programa
Paint-a-Gate 3.02. Os resultados sdo expressos em MIFs e representam a média da
expressao de O6xido nitrico da linha celular HG-3 + SEM de 4 experiéncias

independentes.

2.45.5. Avaliacdo dos niveis de GSH

A sonda MO foi utilizada para avaliar os niveis de GSH, uma vez que este composto
tem capacidade para se ligar a grupos tidis presentes nesta molécula. Apesar de
existiram varias proteinas que possuem grupos tiéis que se poderiam ligar ao MO,
parece que esta sonda se liga mais rapido aos grupos tidis presentes na glutationa
reduzida. Dessa forma, a utilizacdo desta sonda é indicada para avaliar os niveis de
glutationa reduzida presentes nas ceélulas HG-3. A fluorescéncia da sonda pode ser
detetada pelos comprimentos de ondas de excitacdo e de emissdo de 488 e 580 nm,
respetivamente [136], [137].

Para avaliar a defesa antioxidante glutationa reduzida, foram recolhidas 0,5x10°
células, ap6s o tempo de incubacdo com as devidas condicfes. As células foram
lavadas com PBS por centrifugacdo com 1703 g, por 5 minutos, ressuspensas em 500
pL de PBS e incubadas durante 15 minutos a 37°C com a sonda DHE. Posteriormente,
as células foram, novamente, lavadas com PBS, como descrito anteriormente,
ressuspensas em 500 yL de PBS e analisadas no citbmetro de fluxo indicado
previamente. Foram adquiridas 50 000 células através do programa CellQuest™ e os

dados obtidos foram analisados e quantificados usando o programa Paint-a-Gate 3.02.
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Os resultados sao expressos em MIFs e representam a média da expressdo da

glutationa reduzida da linha celular HG-3 + SEM de 4 experiéncias independentes.

2.4.6. Avaliacdo da expresséao de genes alvo do NRF2

O NRF2 quando ativo promove a transcri¢do de varios genes citoprotetores. Assim,
neste estudo foram avaliados alguns genes alvo desta proteina, homeadamente, os
genes KEAP1, NF-kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1. Esta analise foi realizada
através de gPCR e os métodos utilizados para a realizar foram os mesmos utilizados na
avaliacao dos genes KEAP1 e NRF2, descritos na secg¢do 2.2. A sequéncia dos primers
utilizados encontra-se na Tabela 2. Os resultados das células HG-3 representam a
média + SEM de 3 ensaios independentes e foram normalizados ao controlo endégeno
HPRT.

Tabela 2: Sequéncia de primers utilizados nareagdo de gPCR para avaliar a expressao
dos genes KEAP1, NF-kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1.

Gene Forward Reverse
KEAP1 5-CAACCCTTGTCACCATCTCAG-3 5-CCAGGACTTACAGGCAATTCTT-3'
NF-kB1 5-AGGCAGCACTACTTCTTGAC-3' 5-AACCAGCAGCAGCAAACAT-3'
NQO1 5-CATGGCTGTCAGAAAAGCACTG-3' 5-GGTCTGACACAGTGACCTCC-3
TXNRD1 5-TGCGTGTCCTGTGCTTAC-3' 5 TGCTGCCTGCCTTCTATTC-3
HMOX1 5-CATCGACCCCACACCTACAC-3' 5-AAGACGCCATCACCAGCTTA-3
GPX1 5-ATGAGGTGGGATTTTTAGGTT-3’ 5'-ACCAAACAACACACATAACACA-3’
HPRT 5'-CATTATGCTGAGGATTTGGAAAGG-3' 5-CTTGAGCACACAGAGGGCTACA-3'

2.4.7. Anédlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o GraphPad Prism (versao 8,02, para o

Windows). Através da regresséao logistica néo linear calculou-se o0 ICso € 0 ICys das
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curvas dose-resposta do brusatol e ML385 na linha celular HG-3. A significancia
estatistica foi obtida através do uso de testes paramétricos e ndo paramétricos. Para
determinar qual o melhor teste, primeiramente, foi utilizado um teste de normalidade
Shapiro-Wilk e Kolmogorov Smirnov nas analises de curvas dose resposta e citometria
de fluxo (exceto nos resultados das ROS/RNS e GSH) e apenas o teste de normalidade
Shapiro-Wilk na analise das ROS/RNS e GSH e da expressao de genes. Resultados
que obedeceram a distribuicdo normal das células foram submetidos ao teste one-way
ANOVA e, simultaneamente, ao teste das comparagdes multiplas de Dunn’s ou de
Tukey’s ou de Dunnett’s. Resultados que ndo obedeceram a distribuicdo normal foram
analisados com o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, ou ao teste de comparacdes
multiplas de Dunn’s. Os resultados foram expressos como médiaterro-padréo (SEM,
standard error of the mean) do nimero de experiéncias independentes e foi considerado
um nivel de significancia de 95% (p<0,05). A resposta de combinag&o entre os farmacos
foi calculada com base no modelo highest single agente (HSA) através do
SynergyFinder 2.0. Um score de sinergia >10 foi considerado sinérgico, entre -10 e +10

foi considerado aditivo e < -10 foi considerado antagdnico.
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3.RESULTADOS
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3.1. Curva de crescimento da linha celular HG-3

No presente estudo foram utilizadas as células HG-3, um modelo in vitro da leucemia
linfocitica crénica. Inicialmente, foi avaliada a curva de crescimento das células através
da técnica de exclusao do azul tripano com determinacéo da densidade e viabilidade, o
gue permitiu avaliar a concentracdo ideal para o crescimento destas células. Para este
ensaio, as células foram incubadas, durante 96h, com as seguintes densidades
celulares: 0,1x10°, 0,3x108, 0,5x10°, 0,75x10° e 1,0x10° células/mL. Ao longo de 96h de
incubacdo observou-se o aumento exponencial das células em todas as densidades
iniciais testadas, como se pode observar na Figura 19A, e determinou-se que o tempo
de duplicacdo das células HG-3 ocorre apés 48h de incubagéo. Por outro lado, ndo
foram observadas variagfes significativas na viabilidade celular (Figura 19B), que se
manteve acima dos 88 + 3%, durante todo o tempo de incubagdo. No entanto, na
densidade de 0,75x10°8 células/mL e 1x10° células/mL pode verificar-se uma ligeira
diminuicdo da viabilidade celular, que atinge os 95 + 1% e 88 + 3%, respetivamente, s
96h de incubagdo. Assim, de forma a manter um crescimento celular adequado e uma
viabilidade elevada, determinou-se que a densidade inicial ideal das células HG-3 é
0,5x10° células/mL.
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Figura 19: Curva de proliferacéo (A) e viabilidade celular (B) das células HG-3. As células
HG-3 foram mantidas a diferentes concentragées (0,1, 0,3, 0,5, 0,75 e 1x10° células/mL) durante
96 horas. A cada periodo de 24 horas a densidade e a viabilidade celular foram obtidas através
da técnica de exclusao do azul tripano. Os resultados representam a média + SEM de 5 ensaios

independentes.
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3.2.  Avaliacdo da expressédo dos genes NFE2L2 e KEAP1

O NFE2L2 é o gene que codifica o fator de transcricdo NRF2, por outro lado, o KEAP1
codifica a proteina com 0 mesmo nome, que € responsavel pela regulacdo do NRF2.
Com o propésito de avaliar os valores basais destes dois genes nas células HG-3, foi
utilizada a técnica de qPCR. Através destes valores pode-se determinar os niveis de
expressdo basal destes genes (Figura 20). Para esta analise, os genes NFE2L2 e

KEAP1 foram normalizados a um controlo endégeno, o HPRT.

Na Figura 20 pode-se observar que as células HG-3 expressam ambos 0s genes.
Também foi possivel observar uma maior expressao do gene NFE2L2 (0,102 + 0,02)
em relacdo ao gene KEAP1 (0,057 + 0,01), no entanto esta variagdo nao foi significativa.
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Figura 20: Niveis de expressao basal dos genes NFE2L2 e KEAP1, na linha celular HG-
3. A expressao dos genes foi avaliada através da técnica de gPCR. Os resultados foram

normalizados ao HPRT e representam a média + SEM de 5 ensaios independentes.

3.3.  Avaliacdo dos inibidores do NRF2 em combinagdo com o ibrutinib como

novas estratégias terapéuticas na LLC
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3.3.1. Efeito do brusatol, ML385 e ibrutinib na linha celular HG-3:

monoterapia

Para analisar o efeito dos agentes terapéutico brusatol, ML385 e ibrutinib, na linha
celular HG-3, recorreu-se ao ensaio metabdélico com resazurina. Estas células foram
incubadas na auséncia e presenca de doses crescentes destes farmacos, durante 72

horas.

Como se pode observar na Figura 21A, o brusatol diminui a atividade metabdlica de
forma dependente da dose e do tempo, 0 que significa que doses mais elevadas
induzem um efeito maior nesta linha celular e esse efeito foi mais acentuado ao longo
do tempo de incubacdo. Através destes resultados, determinou-se apos 48h de
incubagédo, que a dose de brusatol necesséria para diminuir a atividade metabdlica em
50% (ICso) e 25% (ICzs) corresponde a aproximadamente 110 nM e 50 nM,
respetivamente. O ML385 também diminuiu a atividade metabdlica nas células HG-3 ao
longo das 72h de incubacdo, como observado na Figura 21B. Esta diminuicdo foi
dependente da dose e do tempo, apresentando um ICso superior a 500 uM as 48 horas
de incubagéo. Por fim, e de forma semelhante ao resultado obtido com o brusatol e
ML385, o ibrutinib reduziu a atividade metabdlica de forma dependente da dose e do
tempo (Figura 21C). Apesar deste farmaco ja ser utilizado na clinica no tratamento da
leucemia linfocitica crénica, o seu efeito em monoterapia foi estudado de forma a serem
escolhidas as doses indicadas para o esquema de combinacdo com os inibidores do
NRF2. Assim, determinou-se que a dose de ibrutinib necessaria para diminuir a
atividade metabdlica em 25% (ICzs) corresponde a, aproximadamente, 0,5 uM, ap6s 48h

de exposicao.
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Figura 21: Curvas dose-resposta do brusatol (A), ML385 (B) e ibrutinib (C), na linha
celular HG-3. As células HG-3 foram incubadas, numa densidade inicial de 0,5x10° células/mL
durante 72 horas, na auséncia (controlo - CTL) e presenca de concentracdes crescentes de

brusatol, ML385 e ibrutinib, em monoterapia. A atividade metabdlica foi determinada através do
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ensaio metabdlico com resazurina. Os resultados encontram-se expressos em percentagem (%)
e normalizados ao controlo com 1% de DMSO, representando a média + SEM obtida de 5
ensaios independentes. Na andlise estatistica foram aplicados os testes de mdltiplas
comparacgdes de Dunn’s e Dunnett’s entre concentracdes e o teste de Dunnett’s entre diferentes
tempos de incubagéo. (*) representa a comparacgéo entre as Oh de incubacéo e as 24, 48 e 72h,
sendo * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001. ($) representa a comparacgado entre as Oh e as 48 e 72h,
sendo $ p<0,05. (#) representa a comparacdo entre as Oh e as 72h, sendo # p<0,05. (+)
representa a comparacdo entre o CTL e concentracdes acima de 50 nM (brusatol) e 100 uM
(ML385), sendo + p<0,05 e ++ p<0,01. (&) representa a comparacdo entre o CTL e
concentragdes acima de 100 nM (brusatol), concentragfes acima de 2,5 pM (ML385) e todas as
concentragdes (ibrutinib), sendo & p<0,05, && p<0,01 e &&& p<0,001.

Através da Figura 21 determinou-se que as doses que correspondiam ao ICzs, seriam
50 nM, 2,5 uM e 0,5 uM para o brusatol, ML385 e ibrutinib, respetivamente, apés 48h

de incubacgéo.

3.3.2. Efeito do brusatol e ML385 em associa¢gdo com o ibrutinib na linha
celular HG-3

Através dos resultados do efeito do brusatol, ML385 e ibrutinib nas células HG-3 foi
possivel determinar as doses adequadas para combinar os inibidores do NRF2, o
brusatol e ML385, com o inibidor da tirocina cinase de Bruton, o ibrutinib. As doses
adequadas de cada farmaco devem ser aquelas que conseguem diminuir a atividade
metabdlica em 25%, o IC2s. Assim, a combinacao dos dois compostos devera conseguir

alcancar, pelo menos, o ICso, dose ideal para a terapéutica.

Como se pode observar na Figura 22A, o brusatol (50 nM) em associacdo com 0
ibrutinib (0,5 pM) diminuiu mais a atividade metabdlica que a soma do efeito dos
compostos em monoterapia as 48 e 72h, traduzindo um efeito sinérgico desta
combinacéo terapéutica. A atividade metabdlica nas células tratadas com a combinacao
do brusatol com o ibrutinib as 48h e 72h corresponde a 37 £+ 3% e 37 = 2%,
respetivamente, sendo a reducéo da atividade metabdlica estatisticamente superior &
atividade metabdlica nas células tratadas com brusatol (48h: 67 + 3%, 72h: 57 + 2%j;
p<0,001) e com ibrutinib (48h: 79 + 2%, 72h: 74 + 4%; p<0,001), isoladamente. O score
de sinergia (que se traduz no efeito extra em rela¢éo ha resposta esperada) também foi
calculado as 24, 48 e 72h como se pode observar nas Figuras 22B, 22C e 22D,

respetivamente. Esta combinacao terapéutica apresentou um score de 34 as 48h e de
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23 as 72h, o que confirma o efeito sinérgico da associagéo do brusatol com o Ibrutinib,

uma vez que um score acima de 10 é considerado sinérgico.
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HSA synergy score: 22.647
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Figura 22: Curvas dose-resposta do brusatol em combinagdo com o ibrutinib (A) e dos
scores de sinergia (B, C e D), na linha celular HG-3. As células HG-3 foram incubadas, numa
densidade inicial de 0,5x108 células/mL durante 72 horas, na auséncia (controlo - CTL) e
presenca das concentragbes 50 nM de brusatol e 0,5 pM de ibrutinib, em monoterapia e em
associacdo. (A) A atividade metabolica foi determinada através do ensaio metabdlico com
resazurina. Os resultados estdo expressos em percentagem (%) e normalizados ao controlo com
1% de DMSO, representando a média + SEM obtida de 5 ensaios independentes. Através do
modelo de referéncia highest single agent (HSA) determinou-se o score de sinergia da
associagdo do brusatol com o ibrutinib, as 24h (B) 48h (C) e 72h (D). Na analise estatistica foram
aplicados os testes de comparacdes multiplas de Tukey’s e de Dunn’s entre concentracdes e 0
teste de comparages mdltiplas de Dunnett’s entre tempos. Comparativamente as Oh de
incubacgéo *** p<0,001. (+) representa a comparacdo entre a combinacg&o brusatol/ ibrutinib e 50
nM de brusatol, sendo +++ p<0,001. (&) representa a comparacdo entre a combinagé&o brusatol/
ibrutinib e 0,5 uM (ibrutinib), sendo && p<0,01 e &&& p<0,001.

Por outro lado, e como se pode observar nas Figuras 23B e D, a associa¢cédo do ML385
com o ibrutinib demostrou sobretudo um efeito aditivo, uma vez que o score de sinergia
as 24 e 72h encontra-se compreendido ente -10 e 10, nas células HG-3. A combinacao
destes farmacos diminuiu a atividade metabdlica para 86 + 2%; 65 + 2% e 61 + 2%,
respetivamente as 24, 48 e 72h (Figura 23A). No entanto, observou-se um efeito
sinérgico as 48h (HSA score: 12; Figura 23C).

61



Ibrutinib (uM)

Ibrutinib (uM)

25-

05~

0.1~

50-

25-

05-

0.1-

-
o
o

e CTL

% % %

0,5 uM lbrutinib

+2,5 uM ML385

~+— 0,5 uM lbrutinib

HSA synergy score: 11.972

-10

2,5 uM ML385

0

10

20

(@]
(]
=
(=]
<3
Ex
% £ 75—
g8
58
@ O
E£ 50-
28
® o
T
£ 257
<y
E
S 0 T T 1
= 0 24 48 72
Tempo (h)
HSA synergy score: —=3.237 C
-10 -5 0 5 10 -2
50-
25-
10-
S s-
2
Y
£
5
05-
0.1-
0‘ ' U
02 25 5 100 250 500 02
ML385 (uM)
HSA synergy score: 4.967
-20 -10 0 10 20

|

5 100 250 500
ML385 (uM)

62

25

5
ML385 (uM)

100



Figura 23: Curvas dose-resposta do ML385 em combinagdo com o ibrutinib e dos scores
de sinergia (B, C e D), na linha celular HG-3. As células HG-3 foram incubadas, numa
densidade inicial de 0,5x108 células/mL durante 72 horas, na auséncia (controlo - CTL) e
presenca das concentracdes 2,5 uM de ML385 e 0,5 uM de ibrutinib, em monoterapia e em
associacdo. (A) A atividade metabolica foi determinada através do ensaio metabdlico com
resazurina. Os resultados encontram-se expressos em percentagem (%) e normalizados ao
controlo com 1% de DMSO, representando a média + SEM obtida de 5 ensaios independentes.
Através do modelo de referéncia HSA determinou-se a score de sinergia da associacao do
ML385 com o ibrutinib, as 24h (B) 48h (C) e 72h (D). Na analise estatistica foram aplicados os
testes de comparagGes multiplas de Tukey’s entre concentragdes e o teste de comparagdes
mltiplas de Dunnett’s entre tempos. Comparativamente as Oh de incubagdo *** p<0,001. (+)
representa a comparacao entre a combinacdo ML385/ Ibrutinib e 2,5 pM de ML385, sendo ++
p<0,01 e +++ p<0,001. (&) representa a comparacéo entre a combina¢cdo ML385/ Ibrutinib e 0,5
UM de Ibrutinib, sendo && p<0,01

Uma vez que o efeito do ML385 na atividade metabdlica das células HG-3 ndo foi téo
significativo como o do brusatol, os estudos subsequentes foram apenas realizados nas

células HG-3 tratadas com brusatol.

3.4. Efeito citotoxico induzido pelo brusatol em monoterapia e em associagéo

com o ibrutinib nas células HG-3

Os mecanismos de morte celular foram avaliados por citometria de fluxo, através da
dupla marcagdo com Anexina V e 7-AAD. As concentracdes e o tempo de incubacao
utilizados foram selecionados com base nos resultados anteriores (100 e 250 nM de
brusatol em monoterapia e 0,5 UM de ibrutinib em combinacédo com 50 nM de brusatol),

apos 48 horas.

De acordo com a analise pela citometria de fluxo (Figura 24A) observou-se que tanto
0 brusatol em monoterapia, como em associacdo com o ibrutinib demonstraram ter
efeito citotoxico na linha celular HG-3, de forma dependente da concentracdo. A
exposicao a 50 nM de brusatol diminuiu as células viaveis (82 + 1%) e aumentou as
células em apoptose inicial (7 £ 1%), apoptose tardia/necrose (7 + 0%) e necrose (4 +
1%), em comparac¢do com o controlo (células viaveis: 91 + 1%; células em apoptose
inicial: 3 £ 0%; células em apoptose tardia/necrose 4 + 1%; células em necrose: 1 +
0%.). A exposicdo a 100 e 250 nM de brusatol diminuiu, significativamente, a
percentagem de células viaveis (100 nM: 64 + 2%; 250 nM: 39 * 5%, p<0,01),
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relativamente ao controlo. As células tratadas com estas doses induziram morte celular
mediada, principalmente, por apoptose inicial (100 nM: 15 + 3%; 250 nM: 17 + 2%,
p<0,01) e apoptose tardia/ necrose (100 nM: 17 + 0%; 250 nM: 39 + 4%, p<0,01). No
entanto também se observou células em necrose (100 nM: 4 + 1%; 250 nM: 6 + 1%).
Embora de forma nao significativa, também o ibrutinib (0,5 puM), em monoterapia,
diminuiu as células viaveis (87 + 1%) e aumentou ligeiramente as células em apoptose
inicial (6 £ 1%), apoptose tardia/necrose (5 = 1%) e necrose (2 + 1%), em comparagao
com o controlo. No entanto, a associacdo do brusatol com o ibrutinib diminuiu,
significativamente, as células viaveis (69 + 3%, p<0,05) e aumentou as células em
apoptose inicial (17 £ 3%, p<0,001), em apoptose tardia/necrose (11 + 1%) e em necrose
(2 + 1%).

O tipo de morte celular induzido pelo brusatol em monoterapia e em associacdo com
o ibrutinib foi, também, avaliado por andlise morfolégica. Na Figura 24B observa-se a
morfologia das células HG-3 na auséncia e presencga dos farmacos. A morfologia das
células sem farmacos apresenta uma estrutura redonda e intacta, tipica das células HG-
3. ApOs o tratamento com ambos os farmacos, as células apresentam caracteristicas
morfoldgicas tipicas de apoptose, tais como como a presenca de blebbings.
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Figura 24: Andlise do tipo de morte celular das células de leucemia linfocitica cronica
ap0ds a exposicao ao brusatol e ibrutinib em monoterapia e em combinacédo. As células HG-
3 foram cultivadas com a densidade 6tima de crescimento, 0,5x106células/mL, na auséncia e
presenca de brusatol e ibrutinib em monoterapia e em combinacdo. (A) A morte celular foi
avaliada por citometria de fluxo utilizando a dupla marcacéo Anexina V e 7-AAD. (B) A morte
celular foi avaliada por andlise morfolégica através da coloracdo dos esfregacos com May-
Grunwald Giemsa (amplificacdo de 500x). Os resultados foram obtidos apds 48 horas de
incubacdo e representam a média + SEM de 5 experiéncias independentes. Na analise
estatistica foi aplicado o teste de comparac8es multiplas de Dunn’s, por comparacao ao controlo.
Comparativamente a condigdo CTL, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 para todas as condi¢des.
(#) representa comparacéo entre a combinacéo brusatol (50 nM)/ibrutinib (0,5 pM) com 50 nM
de brusatol, sendo # p<0,05 e ## p<0,01. ($) representa comparacdo entre a combinacao
brusatol (50 nM)/ibrutinib (0,5 uM) com 0,5 uM de Ibrutinib, sendo $ p<0,05.
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3.5. Efeito no ciclo celular ap6s a exposicao a brusatol em monoterapia e em

associacdo com o ibrutinib nas células HG-3

Para avaliar se as terapéuticas em estudo provocavam um efeito citostatico, ou seja,
um bloqueio do ciclo celular foi utilizada a técnica de citometria de fluxo, recorrendo a

marcagao com a solugéo PI/RNase.

Na Tabela 3, observa-se a distribuicdo das células em cada fase do ciclo celular. Os
resultados evidenciaram que, de uma forma geral, existe um aumento da percentagem
de células na fase Go/Gi, nas células tratadas em relagdo ao controlo. De facto, o
brusatol em monoterapia demonstrou ter efeito citostatico com bloqueio na fase Go/G1,
induzindo aumento em 8%, 26% e 22% a percentagem de células nesta fase do ciclo
celular, respetivamente nas células tratadas com 50, 100 e 250 nM, e sendo este efeito
significativo em relacdo ao controlo em todas as doses (p<0,050). Por outro lado, o
ibrutinib, em monoterapia, ndo induziu bloqueio do ciclo celular, uma vez que a
distribuicdo das células foi muito semelhante ao controlo. A combinag&o entre o brusatol
(50 nM) e o ibrutinib (0,5 uM) aumentou em 21% as células em fase Go/G1, em relacédo
ao controlo (p<0,001). Através deste estudo foi também possivel confirmar a indugéo de
apoptose nas células HG-3, uma vez que foram observadas células com menor
conteudo de DNA (Sub G;). Nas células tratadas com 250 nM de brusatol observou-se

um aumento significativo das células em sub G; (5 + 2%; p<0,01).

Tabela 3: Analise da distribuicao das células de leucemia linfocitica cronica em cada fase do ciclo
celular.

cTL 0.2+0,2% 56.43 + 1,78% 34,86 + 2,81 8.71+1,02
50 nM Brusatol 0,4 +0,4% 64,20 £ 1,77%* 20,00 + 2,55 6,80 £ 1,11
100 nM Brusatol 0,8 +0,37% 82,17 +1,36% = 12,47 £0,93 * 5,67 + 0,92
HG3
250 nM Brusatol 5,4 +2,46% * 78,20 £ 1,77% *** 17,40 £ 2,42 * 480208"
0,5 uM Ibrutinib 1+0,63% 61,00 + 1,41% 32,20 + 1,93 6,80 + 1,02
OIS B3 0,2+0,2% 77,33 + 2,06% ## 16,17 2,36 $ 6,50 + 0,92

+ 0,5 pM Ibrutinib $$$
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Os resultados encontram-se representados sob a forma de percentagem de células nas
diferentes fases do ciclo celular. Na analise estatistica foi utilizado o teste de comparacdes
mdltiplas de Dunn’s. Comparativamente a condi¢do CTL, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 para
todas as condicfes. (#) representa a comparacao entre a combinacao brusatol (50 nM)/ibrutinib
(0,5 uM) com 50 nM de brusatol, sendo ### p<0,001. ($) representa comparacdo entre a
combinacgéo brusatol (50 nM)/ibrutinib (0,5 uM) com 0,5 uM de lbrutinib, sendo $ p<0,05 e $$$
p<0,001.

3.6. Avaliagao do potencial da membrana mitocondrial

A funcdo da membrana mitocondrial foi avaliada por citometria de fluxo através da
sonda JC-1. Os resultados foram expressos sob a forma da razdo agregado/monémero
(A/M) normalizada ao controlo, sendo que a diminui¢éo desta raz&o corresponde a uma

maior despolarizagdo da membrana mitocondrial.

Como ilustrado na Figura 25, verificou-se uma reducgéo da razdo A/M com o aumento
da concentragéo de brusatol, indicando que este composto promove a despolarizacdo
da membrana mitocondrial nas células HG-3. A dose de 50 nM de brusatol diminuiu o
potencial de membrana mitocondrial em 39% relativamente ao controlo (p>0,050). Nas
células tratadas com 100 e 250 nM de brusatol a diminuig¢&o, significativa, do potencial
de membrana mitocondrial foi de 43% (p<0,050) e 55% (p<0,001), respetivamente, em
relacdo ao controlo. O ibrutinib, em monoterapia, ndo reduziu de forma significativa a
razdo A/M de JC-1. A combinacgéo do brusatol com o ibrutinib reduziu 44% a razdo A/M
de JC-1 em relagdo ao controlo (p<0,050), no entanto esse efeito deve-se

essencialmente ao brusatol.
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Figura 25: Analise do potencial da membrana mitocondrial na linha celular de leucemia
linfocitica crdnica, HG-3. A linha celular HG-3 foi incubada nas condi¢cdes 6timas de
crescimento (0,5x108 células/mL) na auséncia (CTL) e na presenca do brusatol (50, 100 e 250
nM), ibrutinib (0,5 uM) e da combinacéo brusatol 50 nM + ibrutinib 0,5 pM. A andlise do potencial
da membrana mitocondrial foi realizada por citometria de fluxo com a utilizagdo da sonda
fluorescente JC-1. Os resultados foram obtidos apds 48 horas de incubagao e representam a
média £+ SEM de 5 experiéncias independentes. Na andlise estatistica foi utilizado o teste de
comparacdes multiplas de Dunn’s. Comparativamente a condigdo CTL, * p<0,05 e *** p<0,001
para todas as condicBes. (#) representa comparacdo entre a combinacdo brusatol (50
nM)/ibrutinib (0,5 uM) com 50 nM de brusatol, sendo ### p<0,001.

3.7. Avaliacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(ROS/RNS) e de glutationa reduzida (GSH);

O stresse oxidativo, que resulta do desequilibrio entre a producédo e eliminacao das
ROS/RNS, encontra-se envolvido no mecanismo de acdo de diversos farmacos. Neste
sentido, foram analisadas ROS/RNS, como peroéxidos intracelulares (DCFH»-DA), anido
superéxido (DHE), ROS de origem mitocondrial (DHR-123) e 6xido nitrico (DAF), assim

como a defesa antioxidante glutationa reduzida (MO).

Como representado na Figura 26A, as células HG-3 tratadas com brusatol apresentam
niveis de ROS/RNS aumentados comparativamente ao controlo. O brusatol (250 nM)
levou a um aumento de 44% dos niveis intracelulares de perdxidos relativamente ao
controlo (p<0,01). A mesma dose de brusatol também conduziu a um aumento de 81%

dos niveis intracelulares de ROS de origem mitocondrial relativamente ao controlo
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(p<0,001). Quanto aos niveis intracelulares do anido superéxido, observou-se um
aumento de 21% (p<0,001) e 24% (p<0,001) quando utilizadas as doses 100 e 250 nM
de brusatol, respetivamente. As doses de 50, 100 e 250 nM de brusatol conduziram a
uma diminuicdo de 14% (p<0,050), 21% (p<0,001) e 26% (p<0,001) dos niveis de
glutationa reduzida em relacéo ao controlo. Verificou-se um aumento de 12% (p<0,01),
15% (p<0,001) e 19% (p<0,001) dos niveis de 6xido nitrico, apds a exposi¢ao das doses
50, 100 e 250 nM de brusatol, respetivamente, relativamente ao controlo.

Nas células HG-3 tratadas com 0,5 uM de ibrutinib (Figura 26A), ndo se observaram
efeitos significativos nos niveis de ROS/RNS em relagdo ao controlo. No entanto,
observou-se que este farmaco conduziu a diminuicdo de 19% dos niveis de glutationa

reduzida em relacéo ao controlo (p<0,001).

A combinacdo entre os farmacos brusatol (50 nM) e ibrutinib (0,5 uM) aumentou,
significativamente, os niveis das ROS/RNS (Figura 26A) e diminuiu os niveis de
glutationa reduzida. Observou-se um aumento de 32% (p<0,050) dos niveis de
peroxidos intracelulares, 19% (p<0,001) dos niveis de anido superoxido, 54% (p<0,01)
dos niveis de ROS de origem mitocondrial e 13% (p<0,001) dos niveis de 6xido nitrico,
em relagdo ao controlo. Além disso, também esta combinacdo diminuiu em 24% os

niveis de glutationa reduzida em relacéo ao controlo (p<0,001).

Para compreender melhor o desequilibrio redox induzido pelo brusatol em
monoterapia e em associagdo terapéutica, foram calculadas as razfes peroxidos
intracelulares/GSH, ROS de origem mitocondrial/GSH e anido superoxido/GSH (Figura
26B). Os resultados foram normalizados ao controlo. Observou-se um aumento de 0,32
u.a. (p<0,050), 0,55 u.a. (p<0,001), 0,96 u.a. (p<0,001), 0,38 u.a. (p<0,050) e 0,77 u.a.
(p<0,001) da razéo peréxidos intracelulares/GSH apds a exposi¢cdo das doses 50 nM
brusatol, 100 nM brusatol, 250 nM brusatol, 0,5 uM ibrutinib e 50 nM brusatol + 0,5 uM
ibrutinib nas células HG-3, respetivamente, em relacdo ao controlo (1 u.a.). As doses de
50, 100 e 250 nM de brusatol e a combinacdo brusatol/ibrutinib conduziram a um
aumento de 0,35 u.a. (p<0,050), 0,77 u.a. (p<0,001), 1,45 u.a. (p<0,001) e 1,06 u.a.
(p<0,001) da razdo ROS de origem mitocondrial/GSH, relativamente ao controlo.
Observou-se um aumento da raz&o anido superéxido/ GSH de 0,54 u.a. (p<0,001) na
dose de 100 nM brusatol, de 0,69 u.a. (p<0,001) na dose de 250 nM brusatol, de 0,26
u.a. (p<0,050) na dose de 0,5 pM ibrutinib e de 0,60 u.a. (p<0,001) na combinacéo

brusatol/ibrutinib, relativamente ao controlo.
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Figura 26: Avaliacdo dos niveis intracelulares de ROS/RNS e GSH na linha celular de
leucemia linfocitica crénica. As células HG-3 foram incubadas na auséncia e na presenca de
brusatol e ibrutinib em monoterapia e em combinagdo. (A) Os niveis intracelulares de peréxidos,
ROS com origem mitocondrial, anido superoxido, glutationa reduzida e o6xido nitrico foram
avaliados por citometria de fluxo através das sondas DCFH2-DA, DHR-123, DHE, MO e DAF-FM
DA, respetivamente. (B) Foi calculada a razdo de peroxidos intracelulares, ROS de origem
mitocondrial e anido superoxido com a GSH. Os resultados foram obtidos ap6s 48 horas de
incubacéo e representam a média + SEM de 4 experiéncias independentes. Na analise
estatistica foi utilizado o teste de comparacGes multiplas de Dunnett’s. Comparativamente a
condicdo CTL, * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 para todas as condi¢cbes. (#) representa
comparacao entre a combinagéo brusatol (50 nM)/ibrutinib (0,5 uM) com 50 nM de brusatol,
sendo # p<0,05 e ### p<0,001. ($) representa comparacdo entre a combinacdo brusatol (50
nM)/ibrutinib (0,5 uM) com 0,5 uM de Ibrutinib, sendo $ p<0,05 e $$$ p<0,001.

3.8. Avaliacdo da expressédo dos genes alvo do NRF2

A expressao dos genes KEAP1, NF-kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1, que sdo
regulados pelo fator de transcricdo NRF2, foram avaliados recorrendo a técnica de
gPCR.

Embora ndo se observem alteracbes significativas na expressdo de praticamente
todos o0s genes analisados, observou-se ligeiras variagbes nas células tratadas em

relagéo ao controlo, Figura 27.

Observou-se um ligeiro aumento dos niveis de expresséo dos genes KEAP1, NF-kB1,
TXNRD1, HMOX1 e GPX1 ap0s a exposi¢cdo ao farmaco brusatol, em relacdo ao
controlo. Os niveis de expressdo dos genes KEAP1, NF-kB1 e TXNRD1 também
aumentaram, ligeiramente, apds a exposi¢cdo da combinagdo brusatol (50 nM)/ibrutinib

(0,5 uM), relativamente ao controlo. Todas as terapéuticas em estudo levaram ao
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aumento, ligeiro, da expressdo do gene NQO1 nas células HG-3, sendo que esse
aumento foi significativo na dose 100 nM de brusatol (2 + 0, p<0,050) relativamente ao
controlo.

Nao foram observadas alteracdes dos niveis de expressao dos genes KEAP1 e NF-
kB1 quando exposto ao ibrutinib, em comparagéo com o controlo. Também os niveis de
expressdo do gene TXNRD1 nao sofreram altera¢des, quando as células HG-3 foram
tratadas com brusatol e com a combinacao brusatol/ibrutinib, em relacdo ao controlo.
Os niveis de expressdo do gene HMOX1 também ndo sofreram alteracdes apos a
exposicao da combinacao brusatol (50 nM)/ibrutinib (0,5 puM), relativamente ao controlo.
O ibrutinib e a combinacdo brusatol/ibrutinib também n&o alteraram os niveis de
expressado do gene GPX1, relativamente ao controlo.

Observou-se uma ligeira diminuigdo dos niveis de expressdo dos genes TXNRD1 e
HMOX1 quando as células foram tratadas com ibrutinib, em relagéo ao controlo.
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Figura 27: Anélise da expresséo de genes envolvidos na via NRF2. As células HG-3 foram
incubadas na auséncia e na presenca de brusatol e ibrutinib em monoterapia e em combinacao.
Os niveis de expressao dos genes KEAP1, NF-kB1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1 foram
avaliados por gPCR. Os resultados foram obtidos ap6s 48 horas de incubacéo e representam a
média + SEM de 4 experiéncias independentes. Na andlise estatistica foi utilizado o teste de
comparagdes mdltiplas de Dunnett’'s. Comparativamente a condigdo CTL, * p<0,05 para todas

as condicdes.
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A LLC que se caracteriza pela proliferacdo e acumulagédo de pequenos linfocitos B
monoclonais, tipicamente CD5*, no sangue, medula 6ssea e outros tecidos linfoides,

como o baco, é considerada o tipo de leucemia mais comum nos paises ocidentais.

O interesse pelo NRF2 surgiu quando varios estudos demonstraram que esta proteina
se encontra associada a progressao e formacgéo de metastases tumorais. Além destas
funcdes que o NRF2 exerce no cancro, ele também parece desempenhar um papel
fundamental no desenvolvimento da resisténcia das células tumorais a terapéutica
utilizada, principalmente contra agentes quimioterapéuticos. No contexto da LLC, tem
sido demonstrado que existe um aumento de expressao do fator de transcricdo NRF2

nas células linféides em relacdo as células normais.

Assim, o objetivo do nosso estudo foi avaliar o potencial terapéutico de dois inibidores
do NRF2 em monoterapia e em combinacdo com um farmaco ja aprovado para o
tratamento da LLC, o ibrutinib (um inibidor da tirosina cinase de Bruton). Como inibidores
do NRF2 foram utilizados os compostos brusatol e ML385. No presente estudo, foi
utilizado um modelo in vitro de LLC, a linha celular HG-3.

O esquema de combinacao utilizado neste estudo podera permitir ndo so a utilizagao
de dois farmacos com alvos terapéuticos distintos ao mesmo tempo, como 0 aumento
da eficicia terapéutica e a reducdo de possiveis efeitos adversos, uma vez que se

utilizaram doses mais baixas do que em monoterapia.

O primeiro passo deste estudo foi avaliar os niveis de expressédo dos genes NFE2L2
e KEAP1, por gPCR. Este passo foi essencial para determinar se os alvos terapéuticos
do brusatol e ML385 se encontravam expressos nas células HG-3. Embora os niveis
das proteinas NRF2 e KEAP1 ndo tenham sido avaliados, os resultados determinaram
qgue, de facto, esta linha celular expressava ambos os genes, o que nos permitiu

prosseguir com o estudo.

Ambos os inibidores do NRF2, brusatol e ML385, demonstraram diminuir a atividade
metabdlica de forma dependente da dose e do tempo. No entanto, a linha celular HG-3
parece ser mais sensivel ao farmaco brusatol do que ao ML385, uma vez que o ICs, do
brusatol foi 5000 vezes inferior ao do ML385 (brusatol, ICso: 100 nM as 48 horas). Apesar
do ML385, também, reduzir a atividade metabdlica das células HG-3, 0 ICso € superior
a 500 uM apds 48 horas de incubacgdo. No entanto, num estudo realizado em células do

cancro do pulmao de células ndo pequenas, observou-se que estas células sao bastante
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sensiveis a este composto, uma vez, que o ICso foi de 1,9 uM, sugerindo que o ML385

€ dependente do tipo celular [109].

Em 2016, quando Singh et al. descobriram que o ML385 se destacava como um novo
inibidor especifico para o NRF2, também descreveram que este farmaco apenas parecia
ter efeito nas linhas celulares que possuiam muta¢des de perda/ganho de fungédo do
KEAP1/NRF2, respetivamente. O tratamento com ML385 em células de cancro do
pulmé&o de células ndo pequenas (A549 e H460), que possuiam uma mutacdo de perda
de funcdo do KEAP1, resultaram na diminuicdo da formacao de colonias, dependente
da dose (em doses compreendidas entre 1 e 10 uM). No entanto, numa linha celular
sem a mutacdo no KEAP1, as mesmas concentragfes de ML385 nédo foram eficazes,
demonstrando que estas células sem a mutacdo KEAP1 sdo resistentes ao tratamento,
0 que significa que a presenca e auséncia desta mutacdo pode constituir um
biomarcador de resposta ao ML385. Numa linha celular do epitélio pulmonar néo
cancerigena (que ndo possui qualquer mutacao no KEAP1 ou NRF2) também n&o foram
observadas alterac6es no nimero de colénias com as diferentes concentracdes de
ML385, demostrando que este farmaco atua, seletivamente, em células cancerigenas.
Pelos nossos resultados verificou-se um efeito pouco significativo na reducéo da
atividade metabdlica com o ML385, em doses baixas. Outro estudo semelhante,
realizado em células do cancro do pulméo também demonstrou que o ML385 (doses
entre 0,25 e 5 uM) inibiu, de uma forma mais eficaz, a proliferacao de células portadoras
da mutagcdo no KEAP1 em relacdo a células que nao possuiam tal mutacdo [138]. O
ML385 (5 pM) também demonstrou ser eficaz no cancro da préstata resistente a
castracao, pela inibicdo da tumorigénese, sendo mais eficaz quando combinado com
um inibidor da autofagia [139]. Uma hip6tese que justificaria a baixa sensibilidade das
células HG-3 ao ML385 seria a auséncia de mutacao nas proteinas KEAP1/ NRF2 nesta
linha celular, pelo que a sua avaliagcdo poderia ajudar a clarificar melhor a acdo do
ML385 nesta linha celular de LLC.

Um estudo dirigido por Mata-Greenwood et al., demonstrou que o brusatol (em
concentracdo inferior a 25 ng/mL ~ 50 nM) diminuiu a viabilidade celular em linhas
celulares de leucemia miel6ide cronica e aguda e leucemia linfoblastica aguda (NB4,
U937, BV173, SUPB13, RS4;11, Daudi e DHL-6) [140]. No entanto, as linhas celulares
HL-60, K562, Kasumi-1 e Reh evidenciaram ser menos sensiveis, uma vez que o efeito
do brusatol (50-100 ng/mL ~ 100-200 nM) néo foi tdo significativo na indugédo de

citotoxicidade. A sensibilidade destas linhas celulares para o brusatol foi justificada pelo

78



fato das células mais sensiveis possuirem a mutacdo no gene TP53, enquanto as
células menos sensiveis ndo apresentavam essa mesma mutacdo. Ambas as linhas
SUPB13 e Reh s&o de linhagem B, no entanto verificou-se que o brusatol teve efeitos
distintos. Por um lado, o ICso do brusatol nas células SUPB13 foi de, aproximadamente
50nM, enquanto nas células Reh foi de 100 nM. Segundo a base de dados da DepMap
Portal, as células HG-3 ndo possuem mutacao no gene TP53. Essa informacao esta de
acordo com os resultados do artigo acima mencionado, uma vez que, 0 comportamento
do brusatol nas células HG-3 foi semelhante aos resultados obtidos nas células Reh
(um tipo de células menos sensiveis e sem mutacdo TP53), pois 0 ICsg nas células HG-
3 com o brusatol foi de, aproximadamente, 110 nM. A variacdo da sensibilidade do
farmaco brusatol foi observada também em diferentes linhas celulares da mesma
patologia, leucemia linfoblastica aguda [141]. Células de LLA de linhagem B foram mais
sensiveis ao brusatol (ICs0=1,4 nM) do que células de LLA de linhagem T (ICs0=7,4 nM
nas células CEM e 7,8 nM nas células MOLT-4). Estes resultados indicam que a
sensibilidade das linhas celulares pode variar, mesmo dentro da mesma patologia,
sendo dependentes das caracteristicas celulares (B ou T) e genéticas (presenca ou

auséncia de mutacéo TP53, por exemplo).

Os nossos resultados demonstraram que a combinag&o brusatol/ibrutinib conduziram
a niveis de atividade metabdlica superiores a soma da reducao induzida pelos farmacos
isoladamente (efeito sinérgico). Apesar do ibrutinib ser o tratamento central na LLC,
ainda existem algumas limitacdes na utilizacao deste farmaco, como a baixa taxa de
remissao completa, o desenvolvimento de resisténcia, efeitos adversos induzidos pela
inibicdo de outros alvos moleculares e 0 uso prolongado do composto [97]. A associagdo
realizada no nosso estudo permite que se utilizem doses bastante baixas em relacéo as
doses utilizadas em monoterapia (ICso do brusatol ~ 100 nM e ICsg do ML385 ~ 500 pM)
e desta forma, pode evitar as limitagbes provenientes do uso do ibrutinib em
monoterapia. A combinacdo entre o brusatol e o ML385 ndo demonstrou ter eficacia
para o tratamento na linha celular HG-3. Através dos estudos com a resazurina
observou-se uma ligeira diminuicdo da atividade metabdlica quando usados em

associacdo, mas o ICso nunca foi alcancado.

Devido ao efeito do ML385 em monoterapia e em combinacdo com o ibrutinib n&o ter
sido significativo na linha celular em estudo, os estudos com este farmaco néo foram
continuados. Uma vez que o brusatol se revelou um melhor agente farmacoldgico,

apenas foram continuados os estudos com este farmaco, em monoterapia e em
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combinacdo com o ibrutinib. Além disso, alguns estudos ja demonstraram que o brusatol
apresenta potencial como coadjuvante de quimioterapicos. Por exemplo, observou-se
que o brusatol aumentou a eficicia terapéutica quando associado aos farmacos
gemcitabina e cisplatina, no cancro do pancreas e pulméo, respetivamente[142], [143].
Também em estudos in vitro, realizados em cancros positivos para HER2, se
demonstrou que o brusatol em combinagdo com o transtuzumab teve um efeito sinérgico
[144].

A diminuicdo da atividade metabdlica das células HG-3, quando expostas ao brusatol
(50, 100 e 250 nM), é o resultado do efeito citotoxico e citostatico deste composto.
Através da citometria de fluxo, observou-se uma redugédo de percentagem de células
viaveis e um aumento de células, principalmente, em apoptose tardia/necrose. Também
noutras patologias, tais como no carcinoma da nasofaringe (em células CNE-1), cancro
do pulméo de pequenas células (nas células PC9) e em adenomas na hipéfise (nas
células GH3 e MMQ), o farmaco brusatol induziu morte celular por apoptose [145], [146],
[147]. Um trabalho realizado por Xiang et al. concluiu que o brusatol induzia apoptose
em células do pancreas através da via intrinseca, um mecanismo também observado
neste estudo, uma vez que se determinou que o brusatol diminuiu o potencial da
membrana mitocondrial, o que significa que estdo a ser produzidos sinais intracelulares
na mitocondria que podem conduzir a morte celular por apoptose pela via mitocondrial
ou intrinseca [148]. Estes resultados foram confirmados através da observagéo
morfoldgica das células por microscépia 6ética, tendo-se verificado que o tratamento das
células HG-3 com brusatol induziu a alteragGes caracteristicas de apoptose, como a
presenca de blebbing. Além da baixa viabilidade celular das células, também se
verificou, pela analise do ciclo celular, que o brusatol levava a um blogueio na fase Go/G1
do ciclo celular. [143] Estes resultados corroboram os obtidos noutras linhas celulares
de doencas hematolégicas, nomeadamente, em LLA (Reh e SUPB13), LMA (HL-60 e
Kasumi-1) e LMC (K562), onde, também, se observou um bloqueio do ciclo celular na
fase Go/G: [140]. O bloqueio nesta fase do ciclo pode indicar que o brusatol inibe a
sintese de DNA. Efetivamente, um estudo ja relatou que este composto tem a
capacidade de inibir a sintese de DNA, RNA e proteinas, assim como a fosforilagdo

oxidativa em células p-388 de leucemia linfocitica [143].

Quando estudados em associacao, os farmacos brusatol e ibrutinib induziram morte
celular por apoptose tardia/ necrose e apoptose inicial. A diminuicdo da percentagem

de células viaveis foi maior quando as células HG-3 foram tratadas em combinacdo em
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relacdo ao tratamento em monoterapia com cada um dos farmacos. Estes resultados
indicam que esta associacdo pode ser benéfica para garantir uma boa efichcia com
doses muito inferiores as utilizadas em monoterapia. A combinacao entre o brusatol e o
ibrutinib, também, promoveram um aumento da percentagem de células na fase Go/G1,
0 que indica que esta combinacdo também desencadeia o bloqueio do ciclo celular nesta

mesma fase.

A apoptose € um processo muito bem regulado nas células eucariéticas, no entanto
em células cancerigenas este processo encontra-se muitas vezes desregulado, e
guando inibido resulta na proliferacdo celular descontrolada, no desenvolvimento e
progressao do tumor e na resisténcia as terapias utilizadas [149]. Desta forma, a
estimulacdo da apoptose mediada pelos farmacos em estudo, quer em monoterapia,
guer em combinacao, pode contribuir para a eficacia terapéutica [150]. Uma vez que o
ciclo celular é essencial para a proliferacdo celular, a interrup¢gdo do mesmo pode ser

essencial para impedir a progressao do tumor.

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sdo produzidas na sequéncia de
processos metabdlicos que ocorrem no organismo. Embora niveis baixos destes
radicais possam ser benéficos para as células, auxiliando na sobrevivéncia e
proliferacdo celular, niveis elevados causam lesfes em biomoléculas chave (DNA,
lipidos e proteinas), como alteracfes nas vias de sinalizacao envolvidas na proliferacéo,
metastizacdo e morte celular, na resposta inflamatéria ou imunolégica. De forma a
reduzir os niveis de ROS/RNS sdo produzidas moléculas antioxidantes, como a
glutationa reduzida (GSH). No contexto da LLC ja foi demonstrado que o NRF2, o
principal fator nuclear na defesa antioxidante contra estes radicais, se encontra elevado
e constitutivamente ativo, mantendo o0s niveis de ROS/RNS baixos e,
consequentemente, impedindo que as células tumorais sejam eliminadas. Assim, avaliar
as ROS/RNS e os agentes antioxidantes € bastante relevante no sentido de se entender
se o brusatol, um inibidor do NRF2, exerce os seus efeitos terapéuticos através da

inducao de stresse oxidativo.

Neste estudo verificou-se que o brusatol aumentou todas as ROS/RNS e reduziu os
niveis de GSH, o que se traduziu num aumento do stresse oxidativo (razdo ROS/GSH).
Este aumento foi, mais uma vez, dependente da dose de brusatol utilizada, sendo que
a dose de 250 nM foi a que teve um efeito mais significativo. O aumento dos niveis
destas espécies, pode ser consequéncia da inibicdo do NRF2 pelo brusatol. Uma vez

gue o NRF2 é inibido, este fica impedido de ativar a transcricdo de genes citoprotetores
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contra estas espécies o0 que, consequentemente, resulta num aumento das mesmas,
que ficam disponiveis para danificar componentes presentes nas células linféides. No
entanto, observdmos que o brusatol ndo parece influenciar a transcricdo de genes do
NRF2. Apesar da expressdo génica ndo se encontrar alterada ndo significa que néo
possa existir uma diminuicdo da expressao proteica que conduzem, consequentemente,
ao aumento das ROS/RNS nas células. O brusatol pode até mesmo induzir a
degradacao das respetivas proteinas que seriam codificadas pelos genes alvo do NRF2.
Uma vez aumentadas, as ROS/RNS podem, agora, induzir lesbes oxidativas ao DNA e
limitar a proliferacao celular das células tumorais. Um estudo realizado em células do
cancro do pancreas demonstrou que o brusatol conseguiu superar a quimiorresisténcia
a gemcitabina através da inibicdo da funcdo do NRF2 e do aumento dos niveis das ROS
[142]. O brusatol também aumentou a radiossensibilidade em células do cancro do
pulméo pelo aumento dos niveis de ROS e pelo agravamento de lesdes no DNA [151].
Através dos nossos resultados, observamos que o ibrutinib ndo teve efeito significativo
na alteracéo dos niveis de peroxidos intracelulares, anido superoxido, ROS de origem
mitocondrial e Oxido nitrico. No entanto, observou-se uma reducdo dos niveis de
glutationa reduzida apés a administragéo de 0,5 uM de ibrutinib. Este resultado j& tinha
sido demostrado em culturas primarias de LLC, em que de facto, o ibrutinib reduz os
niveis de glutationa reduzida [152]. No entanto, nesse estudo sugeriu-se que o
tratamento com o ibrutinib resultou na redugédo da sintese de glutationa e ndo da
diminuicdo da sua biodisponibilidade. A combinac¢do brusatol/ibrutinib conduziu ao
aumento das ROS/RNS. O aumento destas espécies foi significativo, principalmente,
em relacdo aos niveis do anido superéxido e ROS de origem mitocondrial em
comparagcdo com os farmacos em monoterapia, indicando, mais uma vez, que esta
combinacéo pode ser benéfica para o tratamento da LLC. Estes resultados demonstram
a inducdo de stresse oxidativo, pelo aumento de producdo das ROS e diminuicdo de

antioxidantes, que seréa fundamental na citotoxicidade contra as células da LLC.

A acumulacéo excessiva de ROS pode, ainda, resultar na disfuncdo da mitocéndria,
provocar lesées no DNA e apoptose [153]. A lesé@o de lipidos provocada pelas ROS
afeta, negativamente, o potencial da membrana mitocondrial, resultando na formacéo e
abertura de poros na membrana interna da mitocondria [conhecido como transi¢éo de
permeabilidade mitocondrial (TPM)]. Assim, outro par@metro avaliado no nosso estudo

foi o potencial da membrana mitocondrial.
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O brusatol nas doses 100 e 250 nM diminuiu, de forma significativa, o potencial da
membrana mitocondrial. Esta descoberta pode confirmar, mais uma vez, a inducéo de
apoptose nas células HG-3, através do composto brusatol. Ao promover a abertura de
poros na membrana da mitocéndria, as ROS conduzem, também, a libertacdo de
proteinas intermembranares mitocondriais, tais como o citocromo C, para o citoplasma
[153], [154]. Por sua vez, no citoplasma, essa proteina associa-se a outros
componentes, como a Apaf-1 e caspase-9, induzindo a ativagdo de varias caspases
especificas para iniciar o processo de morte celular, por apoptose. Estes resultados
estdo de acordo com outros estudos onde, também, foi avaliado o potencial da
membrana mitocondrial. Em células do cancro do pulmé&o de células ndo pequenas
(PC9), por exemplo, o brusatol induziu de forma significativa a despolarizacdo da
membrana mitocondrial [146]. Mais uma vez o brusatol demonstrou induzir apoptose

através da via intrinseca, pela despolarizacdo da membrana mitocondrial.

Sabe-se que o NRF2 é responsavel por regular muitos genes, que podem estar
envolvidos quer na resposta citoprotetora, no metabolismo de lipidos ou na transcri¢cao
de genes [86]. Assim, e de modo a saber se a inibicdo do NRF2, pelo brusatol, provoca
alteracdes na expressédo de alguns genes, por ele regulados, recorreu-se & técnica de
gPCR. Os genes KEAP1, NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1 foram entdo analisados.
Uma vez que a via antioxidante NRF2 pode encontrar-se interligada com a via pré
inflamatéria do NF-kB, também o gene NF-kB71 (responsavel pela codificacdo da
proteina NF-kB1) foi estudado [155].

Através dos nossos resultados observou-se que o brusatol ndo parece influenciar
diretamente a atividade transcricional do NRF2, uma vez que ndo se observaram
resultados significativos em praticamente todos os genes, com excecdo do NQO1.
Como demonstrado por outros autores, o brusatol n&o parece inibir de forma seletiva o
NRF2, pois verificou-se que a expressao génica do NFE2L2 néo era alterada apés a
exposicao a este farmaco, mas havia diminuicdo da expresséo proteica [143], [156].
Assim, apesar de ndo se observarem alteracfes na transcricdo de genes pelo NRF2,
apoés a sua inibicédo, o brusatol pode estar a degradar a sua proteina. Além disso, este
farmaco também podera estar a promover a degradacdo das proteinas que seriam
codificadas pelos genes estudados. Através destes resultados pode-se determinar que

o brusatol induz morte celular através do aumento das ROS/RNS.

O gene NQO1 (que codifica a proteina NQO1), regulado pelo NRF2, pertence h&a

familia das enzimas metabdlicas de farmacos e consegue catalisar a reducao de dois
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eletrdes de uma quinona para formar a hidroquinona [157], [158]. Na literatura ndo foram
encontrados estudos onde o brusatol induzisse o aumento de expressdo do gene
NQOL. De facto, em todos os projetos onde a expressao proteica/ génica do NQO1 foi
avaliada, o brusatol diminuiu a sua expressdo. No entanto, os nossos resultados
demonstram o contrario e o aumento de expressdo do NQO1 chega a ser significativo
na dose de 100 nM. Esse efeito contraditorio pode ser justificado por estarmos a utilizar
uma linha celular e uma patologia diferente das dos estudos anteriores. Além disso, a
expressao do gene NQO1 ndo pode ser diretamente comparavel com o nivel de

expressao proteica, uma vez que o gene pode nao ser traduzido.

Em resumo, este estudo, in vitro, demonstrou que o brusatol podera ser um potencial
farmaco para o tratamento da LLC. O brusatol provou ser mais eficaz que o ML385 e
em combinag¢do com o ibrutinib apresentava um efeito sinérgico, permitindo a utiliza¢éo
de doses mais baixas que em monoterapia e a0 mesmo tempo reduzindo os possiveis
efeitos adversos. No entanto, deve ser real¢cado que o efeito desta terapéutica apenas

foi estudado numa Unica linha celular de LLC, as células HG-3.
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5. CONCLUSAO
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Atraveés deste estudo foi possivel avaliar o potencial terapéutico de dois inibidores do
NRF2, o brusatol e o ML385, num modelo in vitro de leucemia linfocitica crénica, a linha
celular HG-3. Além do potencial terapéutico destes compostos ter sido estudado em
monoterapia, também foi avaliado em combinacdo com o ibrutinib, um farmaco ja
utilizado na clinica para o tratamento desta patologia. Assim, através dos estudos

efetuados retiraram-se as seguintes conclusées:

1. O brusatol e o ibrutinib diminuem a atividade metabdlica de forma dependente da
dose e do tempo, na linha celular HG-3. No entanto, estas células foram mais
sensiveis ao brusatol, que alcangou o ICso com, aproximadamente, 100 nM,

enguanto que o do ML385 foi superior (ICso superior a 500 uM).

2. A combinagéo entre o brusatol e o ibrutinib demonstrou ter um efeito sinérgico,
principalmente as 48 e 72h de incubagdo. Por sua vez, a combinacdo entre o

ML385 e o ibrutinib ndo apresentou um efeito benéfico.

3. O brusatol induz efeito citotoxico mediado, principalmente, por apoptose e efeito
citostatico por bloqueio do ciclo celular em fase Go/G:. A combinacao entre o
brusatol e ibrutinib também demonstrou efeito citotdxico e citostatico mediado

pelos mesmos mecanismos.

4. A morte celular por apoptose apos a exposicao das células HG-3 ao brusatol, em
monoterapia e em associacdo com o ibrutinib pode estar relacionada com a
diminuicdo do potencial da membrana mitocondrial demonstrando que esta
terapéutica induziu a despolarizagdo da membrana mitocondrial e,

consequentemente, disfuncdo mitocondrial.

5. A disfuncéo mitocondrial e morte celular induzidas pelo brusatol em monoterapia
e em combinag&o com o ibrutinib podem ser mediadas pelo stresse oxidativo, uma
vez que os farmacos induziram aumento das espécies reativas de oxigénio
(peréxidos e anido superoxido) e de nitrogénio (Oxido nitrico) e diminuicdo da

glutationa reduzida com aumento da razdo ROS/ GSH.
6. N&o foram observas alteracdes, estatisticamente significativas, nos niveis de

expressao dos genes envolvidos na via de sinalizacdo do NRF2 (KEAP1, NF-kB1,
NQO1, TXNRD1, HMOX1 e GPX1), em todas as condi¢des.
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Em concluséo, este estudo permitiu elucidar que o brusatol podera ser um potencial
agente farmacolégico para a terapéutica da LLC, em monoterapia e como coadjuvante
do tratamento com ibrutinib. Apesar do ibrutinib ser o tratamento central para a LLC,
ainda existem algumas limita¢cdes na utilizacdo deste farmaco. Assim, a combinacao
entre estes dois compostos podera ser uma alternativa na abordagem terapéutica, uma
vez que esta se revelou bastante eficaz neste estudo in vitro. Esta escolha terapéutica
também poderia vir a diminuir possiveis efeitos adversos do ibrutinib, uma vez que se
esta a utilizar doses bastante baixas. De modo a poder clarificar o mecanismo desta
abordagem terapéutica alguns estudos complementares poderiam ser realizados. Por
exemplo, podiam ser avaliados os niveis das proteinas codificadas pelos genes
transcritos pelo NRF2 e podia-se fazer uma analise de forma a perceber se a linha
celular HG-3 possui alguma mutacdo no KEAP1 ou NRF2. Também se poderiam repetir
os estudos noutras linhas celulares da LLC, para verificar se a sensibilidade encontrada

nesta linha era semelhante com outras células.
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