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Resumo

O Linfoma Difuso de Grandes Ceélulas B é o mais comum dos subtipos de Linfoma
ndo-Hodgkin, representando cerca de 30 a 58 % dos casos destas neoplasias.

Tal como em outros linfomas, a via do fator de transcri¢cdo nuclear kB (NF-kB) esta
envolvida no seu processo oncogénico. Apos ativacdo, o NF-kB € translocado do citoplasma
para o nucleo celular, acionando a transcri¢do génica de fatores antiapoptoticos. Desta forma,
a desregulacédo da via do NF-kB confere as células cancerigenas vantagem na sobrevivéncia
por inibir a apoptose, sendo responsavel pelo desenvolvimento de varios Linfomas néo-
Hodgkin e sendo essencial para o Linfoma Difuso de Grandes Células B.

A inativacdo do NF-kB conseguida pela inibicdo da IKK ou pela inibicdo da
degradacéo proteasomica do IkB surge assim como potencial estratégia terapéutica neste tipo
de linfomas.

O objetivo desta investigacdo foi avaliar o potencial terapéutico de um inibidor da
IKK (Parthenolide) e de um inibidor do proteasoma (MG-262) no Linfoma Difuso de Grandes
Células B, em monoterapia e em associagdo com a quimioterapia convencional. Pretendeu-se
ainda clarificar os mecanismos moleculares envolvidos na citotoxicidade induzida por estes
farmacos.

Uma linha celular de Linfoma Difuso de Grandes Células B, as células Farage, foi
testada na auséncia e na presenca de doses crescentes de Parthenolide e MG-262, em
monoterapia e em associacdo com a Vincristina, farmaco anticancerigeno do esquema de
tratamento convencional. O efeito antiproliferativo foi avaliado pelo Teste metabolico da
resazurina. O tipo de morte celular foi investigado por Citometria de Fluxo (pela dupla
marcacdo celular com Anexina V e lodeto de Propideo e pela anélise do ciclo celular) e por
Microscopia Otica (usando a coloracdo May-Griinwald-Giemsa). A expressdo da Caspase 3,

molécula reguladora da apoptose, foi analisada por Citometria de Fluxo utilizando um
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anticorpo monoclonal marcado com um fluorocromo. Este método foi utilizado para avaliar a
expressao do NF-kB fosforilado e de conjugados de ubiquitina, de forma a esclarecer o efeito
farmacodindmico do Parthenolide e do MG-262, respetivamente.

Os resultados obtidos mostram que o Parthenolide e 0 MG-262, tanto em monoterapia
como em combinacdo com a Vincristina, reduziram a viabilidade celular de modo dependente
da dose e do tempo de exposi¢édo, induzindo morte celular predominantemente por apoptose.
Um efeito antiproliferativo sinérgico foi observado quando a Vincristina foi usada em
combinacdo com 0 MG-262, sugerindo um beneficio clinico.

A diminuicdo do NF-kB fosforilado e o aumento dos conjugados de ubiquitina
traduzem a inibicdo da IKK e do proteasoma, respetivamente pelo Parthenolide e MG-262,
confirmando o efeito inibitério da via do NF-kB por estes dois farmacos.

Assim, este estudo sugere que o Parthenolide e 0 MG-262 podem constituir novas

abordagens terapéuticas no Linfoma Difuso de Grandes Células B.

Palavras-chave: IkB, IKK, Linfoma Difuso de Grandes Células B, MG-262, NF-kB,

Parthenolide, Proteasoma
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LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

BCR: Recetores de células B

BSA: Albumina de soro bovino

CD: Cluster Differentiation

FBS: Soro fetal bovino

FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

HEPES: Acido 2-[4-(2-hidroxietil)1-piperazinil]-etanossulfonico
HLA DR: Antigénio DR do sistema de Antigénios Leucocitarios Humanos
ICso: Concentragdo de farmaco capaz de reduzir a viabilidade celular em 50 %
IKK: Cinase do IkB

IP: lodeto de Propideo

LDGC-B: Linfoma Difuso de Grandes Celulas B

LH: Linfomas de Hodgkin

LNH: Linfomas ndo-Hodgkin

NF-kB: Fator Nuclear kB

NK: Natural Killer

PBS: Solucéo salina de tampé&o de fosfato

PE: Ficoeritrina

PRT: Parthenolide

RANK: Recetor ativador do NF-kB

TCR: Recetores de células T

TLR: Recetores Toll-like

TNF-a: Fator de necrose tumoral a

VCR: Vincristina
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1. INTRODUCAO

Os linfomas sdo um grupo de neoplasias hematoldgicas que se caracterizam pela
acumulacdo de linfocitos malignos nos ganglios linfaticos, podendo contudo atingir o sangue
periférico (fase leucémica) ou infiltrar outros Orgaos para além dos do tecido linfoide.
Subdividem-se em dois grandes subtipos: os Linfomas de Hodgkin (LH) e os Linfomas néo-
Hodgkin (LNH)®.

Os LNH tém origem maioritariamente em células B em diferentes estadios de
diferenciacdo, apresentando uma historia natural e um quadro clinico muito variaveis. Podem
atingir, além das células B maduras, as células T ou NKZ.

O Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGC-B) € o mais comum dos varios
subtipos de LNH, representando cerca de 30 a 58% dos casos destas neoplasias. Desde
meados dos anos 90 que a sua incidéncia tem vindo a aumentar em todos 0s grupos etarios,
exceto em criangas, sendo atualmente de 5-6 casos/100.000/ano na Uni&o Europeia®.

Este linfoma € considerado um LNH de tipo agressivo, ou seja, um linfoma que tem
uma evolucdo rapida, com grande capacidade proliferativa e que necessita de tratamento
imediato, que muitas vezes leva & cura®. Pode atingir o sangue periférico e infiltrar
progressivamente a medula dssea, o trato gastrointestinal, a medula espinhal, os rins e outros
Orgdos. Pode surgir em todas as idades, mas € mais frequente a partir dos 60 anos, sendo a
sobrevivéncia aos cinco anos de 50 %”.

Trata-se de uma entidade clinico-patoldgica, morfolégica e biolégica heterogénea®. Os
estudos genéticos e moleculares permitiram distinguir trés diferentes subtipos moleculares
distintos de LDGC-B’: um derivado de células B do centro germinativo (o subtipo Germinal
Center B cell-like, GCB), um derivado de células B ativadas (o0 subtipo Activated B cell-like,

ABC) e um terceiro subtipo, o Linfoma primario do mediastino de grandes células B (PMBL),
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com caracteristicas patobiolégicas diferentes dos subtipos anteriores®®. Todos estes subtipos
moleculares diferem na expressao de centenas de genes e também no progndstico’®.

Uma das vias de sinalizacdo celular que se encontra ativa em varios LNH € a via do
fator de transcricdo nuclear kB (NF-kB) (Figura 1-A.), a qual é essencial para os LDGC-B™,
em particular para o subtipo de pior prognéstico, o ABC. A ativacdo desta via confere as
células cancerigenas vantagem na sobrevivéncia por inibicdo do processo apoptotico.

Estudos efetuados em murinos sugerem que o NF-kB desempenha um papel central na
regulacdo da imunidade inata e adquirida, na resposta inflamatdria e no desenvolvimento de
orgdos linfoides. A atividade do NF-kB ¢ fortemente controlada durante o normal
desenvolvimento das células B, em que diferentes heterodimeros do NF-kB séo
diferencialmente expressos na linhagem B, realcando o seu papel como regulador especifico
no desenvolvimento, sobrevivéncia, divisdo e expressdo de imunoglobulinas destas células.
Além disso, o0 NF-kB é um dos fatores de transcri¢do ativados pela sinalizacdo dos recetores
de células B (BCR), a qual consititui um ponto critico para a sobrevivéncia de células B
quiescentes, permitindo que estas escapem & apoptose.

Quando a célula é sujeita a acdo de fatores de crescimento ou outros tipos de stresse, 0
IkB — proteina reguladora da proliferacdo celular — sofre fosforilagdo (principalmente pela
ativacdo de uma cinase, a IkB cinase — IKK), ubiquitinacdo e subsequente degradacdo pelo
proteaoma. O NF-kB é entdo libertado e translocado para o nucleo celular, acionando a
transcricdo de genes que codificam fatores de crescimento, moléculas relacionadas com a

adesdo celular, fatores angiogénicos e fatores antiapoptéticos™ (Figura 1-B.).
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Figura 1 — A via de ativacdo do NF-kB. A. Estimulos extracelulares ativam vias de sinalizacdo
celular que resultam em fosforilacdo e degradacdo proteasémica do IkB*. B. O NF-kB é assim
libertado e promove no nucleo celular a transcri¢do, entre outros, de citocinas, moléculas de adesao
celular e fatores antiapoptéticos™ (A. adaptado de Jost, 2007; B. adaptado de Richardson, 2003).

BCR: Recetores de células B. P: Fosforilacdo. RANK: Recetor ativador do NF-kB. TCR: Recetores de

células T. TLRs: Recetores Toll-like. TNF-a: Fator de necrose tumoral o. U: Ubiquitinacéo.

O Parthenolide (Figura 2), um composto do grupo das lactonas sesquiterpénicas
derivado de uma planta (familia Asteraceae)®?, inibe o complexo IKK, evitando a fosforilacdo
e a degradacdo proteasomica do IkB. Isto mantém o NF-kB inativo no citoplasma e inibe
assim a proliferacdo e diferenciacéo celulares, bem como promove a apoptose™

Por outro lado, a inibicdo do proteasoma, impedindo a degradacdo do IkB, mantém
igualmente a estabilidade/inatividade do NF-kB. Farmacos inibidores do proteasoma, como o
MG-262 (Figura 3) — derivado do &cido bordnico e bloqueador direto da subunidade 20S do
proteasoma —, tém sido testados em LNH indolentes e Mieloma Multiplo, para o qual um

inibidor do proteosoma, o Bortezomib, estd aprovado pela FDA (Food and Drug
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Administration)™. No entanto, a utilizacdo destes tipos de farmacos no tratamento do LDGC-

B ainda ndo se encontra muito estudada.

CHs
CH>
O
H3C O
O
Figura 2 — Estrutura quimica do Parthenolide®® Figura 3 — Estrutura quimica do MG-262"

Atualmente, o tratamento de primeira linha para os LDGC-B passa pela associacdo do
esquema de quimioterapia CHOP (Ciclofosfamida, Doxorrubicina/Hidroxidaunorrubicina,
Vincristina/Oncovina e Prednisolona) com o anticorpo monoclonal (anti CD20) Rituximab —
CHOP-R. O transplante de medula 6ssea constitui também uma abordagem terapéutica em
casos particulares®*®*?%2 No entanto, os efeitos secundérios e as recidivas deste tipo de
tratamento tém levado a procura de novas estratégias terapéuticas dirigidas a alvos
moleculares.

O objetivo deste estudo € avaliar o potencial terapéutico de um inibidor da IKK —
Parthenolide — e de um inibidor do proteasoma — MG-262 — numa linha celular de LDGC-B,
em monoterapia e em associagdo com a quimioterapia convencional, no sentido de saber se
poderdo constituir uma nova abordagem terapéutica neste tipo de linfomas. Procurar-se-a
também esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na citotoxicidade associada a estes

farmacos.
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2. MATERIAIS E METODOS

Neste estudo foi utilizado um modelo in vitro de LDGC-B, as celulas Farage. Estas
foram incubadas em meio apropriado, na auséncia (Controlo) e na presenca de um inibidor da
IKK — Parthenolide — e de um inibidor do proteasoma — MG-262 —, em concentragdes
crescentes e durante 72 horas, quer em monoterapia quer em associacdo com a Vincristina,
um farmaco do esquema convencional de quimioterapia.

Recorrendo a um ensaio metabolico com resazurina determinou-se a viabilidade
celular as 24, 48 e 72 horas apds a exposicdo ao(s) farmaco(s) e obtiveram-se as respetivas
curvas dose-resposta com a extrapolagao do 1Csp.

O mecanismo envolvido na citotoxicidade dos farmacos — apoptose e/ou necrose —,
bem como alguns aspetos da farmacodinamica, foram analisados recorrendo a Citometria de

Fluxo e a Microscopia Otica.

2.1. Caracteristicas e condicoes da cultura de células

A linha celular Farage, um modelo in vitro de LDGC-B, foi adquirida no American
Type Culture Collection (ATCC). Esta linha celular foi estabelecida a partir de uma biopsia
de génglio linfatico de uma doente com LDGC-B. Trata-se de uma linha celular de linfocitos
B maduros que crescem em suspenséo, imortalizados com o virus Epstein-Barr. Apresentam a
seguinte expressdo antigénica: CD10"", CD11a*, CD19", CD20*, CD21*, CD22", CD23",

CD29", CD38", CD39*, CD40*, CD44", CD54", CD58", HLA DR %,

As células Farage foram mantidas numa densidade inicial de 0.5 x 10° células/ml em
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640, Gibco, Invitrogen), com

2 mM de L-glutamina, 20 mM de HEPES-Na, 1.5 g/l de NaHCO, 100 U/ml de Penicilina, 100
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ug/ml de Estreptomicina, enriquecido com FBS (soro fetal bovino) (Gibco, Invitrogen) a

10%, tendo sido mantidas a 37° C numa atmosfera humedecida contendo 5% de CO..

2.2. Incubacéo da linha celular Farage com os farmacos anticancerigenos

As células Farage foram colocadas em placas de cultura a uma densidade celular de
0.5 x 10° células/ml e em seguida incubadas na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes dos farmacos durante 72 horas. O estudo foi feito com varias concentraces de
Parthenolide (Sigma-Aldrich) entre 1.0 e 10 uM, de MG-262 (Calbiochem) entre 0.1 e 25 nM

e com 0.1 nM de Vincristina (Sigma-Aldrich).

2.3. Avaliacdo do potencial terapéutico do inibidor da IKK (Parthenolide) e do

inibidor do proteasoma (MG-262)

2.3.1. Determinacéao da viabilidade celular pelo Teste da resazurina

Ap0s incubacdo nas condicdes indicadas acima, a viabilidade celular foi determinada
recorrendo a um ensaio metabolico com resazurina (Sigma-Aldrich).

A resazurina é um composto ndo téxico de cor azul escura, ndo fluorogénico, que sofre
reducdo enzimatica nas mitocondrias das células viaveis, transformando-se em resofurina,
composto este de cor rosa que emite fluorescéncia. A reducdo da resazurina permite assim
estabelecer uma relacdo linear entre a fluorescéncia emitida e a quantidade de células viaveis

(viabilidade celular)®®?*.

12
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Assim, a cada periodo de 24 horas foi adicionado as células resazurina na
concentracdo de 10 ug/ml. Ap6s quatro horas de incubacdo foi feita a leitura das absorvancias
para comprimentos de onda de excitacdo de 570 e 600 nm num espectrofotdmetro leitor de
placas (Synergy™ HT Multi-Mode Microplate Reader, BioTek Instruments). A viabilidade

celular foi calculada como percentagem do Controlo pela seguinte formula:

[(As70 nm — Asoo nm) Amostra] - [(Aszo nm — Asoo nm) Branco]
Viabilidade celular (%) = x 100
[(As70 nm — Asoo nm) Controlo] - [(Aszo nm — Asoo nm) Branco]

Os resultados de cada ensaio representam a média de trés leituras, tendo-se realizado

trés a cinco ensaios independentes.

2.4. Avaliacdo dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade

2.4.1. Avaliagéo do tipo de morte celular

Para avaliar o tipo de morte celular induzida pelos farmacos utilizou-se a Citometria
de Fluxo, recorrendo a dupla marcacdo celular com Anexina V e lodeto de Propideo e a

analise da expressdo de Caspase 3, bem como a Microscopia Otica.
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2.4.1.1. Andlise da morte celular por Citometria de Fluxo recorrendo a dupla

marcacdo com Anexina V e lodeto de Propideo

Durante o processo de morte celular por necrose e apoptose existem alteracdes
celulares suscetiveis de serem detetadas por Citometria de Fluxo através da marcacéao celular
com Anexina V e lodeto de Propideo®?.

Nas células em apoptose ocorre a alteracdo dos fosfolipidos da bicamada fosfolipidica
da membrana celular, nomeadamente a transicéo para o folheto externo da fosfatidilserina, um
fosfolipido de carga negativa que normalmente se encontra no folheto interno da membrana
celular. A Anexina V (AV), na presenca de célcio, tem grande afinidade para fosfolipidos
com carga negativa, ligando-se a fosfatidilserina. Assim, as células em apoptose séo
identificadas pela positividade para a AV. A fluorescéncia emitida (pela AV ligada a um
fluorocromo — AV-FITC) é detetada em cada célula pelo citémetro de fluxo®’.

O lodeto de Propideo (IP) é um composto capaz de se intercalar com o ADN celular
de dupla cadeia, sendo que tal s6 ocorre se houver rutura da membrana plasmaética, fenémeno
caracteristico da necrose. As células em necrose sdo entdo positivas para o IP, sendo
igualmente detetadas pela medicéo da fluorescéncia emitida®2.

No entanto, a perda da integridade da membrana plasmatica também acontece numa
fase tardia da apoptose, sendo o IP capaz de se intercalar no ADN destas celulas.

Assim, quando as células sdo duplamente marcadas com AV-FITC e IP, torna-se
possivel a distincdo entre células viaveis (negativas para a AV e para o IP), células em
apoptose inicial (positivas para a AV e negativas para o IP), células em apoptose tardia ou
necrose (positivas para a AV e para o IP) e células em necrose (negativas para a AV e
positivas para o 1P)%".

Apo6s uma incubacdo de 48 horas nas condicBes referidas em 2.2., recolheu-se 0

volume equivalente a um milhdo de células em suspenséo e lavou-se com PBS (solu¢éo salina

14
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de tampdo de fosfato) durante cinco minutos a 1000 xg. O pellet foi ressuspenso em 100 pl de
tampdo de ligacdo frio e incubado com 5 ul de AV-FITC e 2 ul de IP (kit de detecdo de morte
celular da Immunotech), durante 15 minutos ao abrigo da luz. Em seguida adicionou-se 400 pl
de tampdo de ligacdo e procedeu-se a analise das células num citometro de fluxo FACS
Calibur equipado com um laser de argon. Os comprimentos de onda de excitacdo foram de
525 nm para a AV-FITC e de 640 nm para o IP. Foram adquiridas 10.000 células através do
programa CellQuest™ e os dados analisados com recurso ao programa Paint-a-Gate™.

Os resultados séo apresentados em percentagem de cada uma das populagdes celulares
identificadas com base na positividade e/ou negatividade para a dupla marcacdo com AV e IP

e representam a média + desvio-padrdo de cinco ensaios independentes.

2.4.1.2. Andlise da expressao de Caspase 3 por Citometria de Fluxo

A avaliacdo de moléculas envolvidas em processos de morte celular permite inferir
qual o tipo de efeito citotoxico dos compostos em estudo. Por Citometria de Fluxo, com o
recurso a anticorpos monoclonais associados a fluorocromos, pode avaliar-se a expressao
dessas moléculas®?®. Foram desta forma analisados os niveis de expressdo da Caspase 3, uma
proteina pré-apoptotica®.

Aproximadamente um milhdo de células incubadas durante 48 horas nas condigdes
referidas em 2.2. foram lavadas por centrifugagdo com tampéo PBS, pH 7.4, durante cinco
minutos a 300 xg. Seguidamente foram incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente
e ao abrigo da luz com 100 pl de solucdo de fixagdo (Solucdo A, Intracell Kit, Immunostep).
Apos lavagem, as células foram incubadas em 100 pl de solugdo de permeabilizagdo (Solucéo
B, Intracell Kit, Immunostep) e 1 pg de anticorpo monoclonal anti-Caspase 3 ativada marcado

com PE (ficoeritrina) (Pharmingen, BD Biosciences), durante 15 minutos ao abrigo da luz.
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Por ultimo, as células foram lavadas com PBS por centrifugacdo a 300 xg durante cinco
minutos e ressuspensas em 400 pl do mesmo tampao.

Os resultados sdo expressos em variacdo da média de intensidade de fluorescéncia e
representam a media (x desvio padrdo de cinco ensaios independentes) da expressao
intracelular de Caspase 3 ativada nas células em estudo incubadas na auséncia e na presenca

dos varios compostos.

2.4.1.3. Analise da morte celular por Microscopia Otica

Apos a realizacdo de esfregacos de células e coloracdo das mesmas pelo método May-
Grunwald-Giemsa (Sigma-Aldrich), a morfologia celular foi analisada recorrendo a
Microscopia Otica®.

Para tal, ap6s um periodo de incubacéo de 48 horas nas condi¢des indicadas em 2.2.,
as células foram centrifugadas durante cinco minutos a 300 xg. De seguida foram lavadas
com PBS por centrifugacdo a 300 xg. Para melhorar a sua adesdo a lamina, foram
ressuspensas numa pequena quantidade de FBS de forma a obter uma densidade de 50.000
células/ul. Os esfregagos foram efetuados e corados durante trés minutos com solugdo de
May-Griinwald (preparada em 0.3 % de metanol e diluida na proporgdo de 1:1 com agua
destilada aquando da utilizacdo) e posteriormente com solucdo de Giemsa (1 g de corante de
Giemsa dissolvido em 66 ml de glicerol e 66 ml de metanol, diluido na proporcéo de 1:8 com
agua destilada aquando da utilizacdo) durante 15 minutos. De seguida procedeu-se a lavagem
e secagem dos esfregacos e a morfologia das células foi analisada num microscépio 6tico
Nikon Eclipse 80i acoplado a uma camara digital Nikon Digital Camera DXm 1200F, o que

permitiu a aquisicdo de imagens e 0 seu processamento no programa Nikon ACT-1.
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2.4.2. Andlise do Ciclo Celular

O efeito antiproliferativo dos farmacos foi avaliado pela anélise do ciclo celular, uma
vez que a quantificacdo do contetdo de ADN nos permite conhecer a distribuicao das células
pelas diferentes fases do ciclo celular — Go/G1, S e Go/M™™.

Tal € conseguido pelo uso de lodeto de Propideo (IP), o qual se intercala no ADN
celular e emite fluorescéncia. Esta fluorescéncia, detetada por Citometria de Fluxo, é
proporcional a quantidade de IP que se intercalou no material genético das células e portanto
proporcional a quantidade de ADN presente em cada uma. Deste modo, é possivel distinguir
células em fase Go/G; e em G,/M, pois estas Ultimas tém o dobro da quantidade de ADN, que
replicou na fase S, com quantidade intermédia de ADN?*3. Além disso, é ainda possivel
distinguir células que se encontrem em apoptose, nas quais ocorreu fragmentacao do material
genético e que apresentam, por isso, menor contetido de ADN (pico pré-G;)*..

Apos incubacdo das células durante 48 horas nas condi¢bes referidas em 2.2.,
recolheu-se um milhdo de células, que se centrifugou durante cinco minutos a 300 Xxg.
Removeu-se o sobrenadante e as células foram fixadas por adigdo de 200 ul de etanol a 70 %
e incubadas a 4° C durante 30 minutos. Seguidamente lavaram-se com 2 ml de PBS contendo
2 % de BSA (albumina de soro bovino), por centrifugacdo durante cinco minutos a 300 xg.
Removeu-se o sobrenadante, adicionou-se 0.5 ml de solucdo de IP/RNAse e agitou-se bem.
Apds um periodo de incubacgéo de 15 minutos a temperatura ambiente, procedeu-se a analise
das células por Citometria de Fluxo.

Os resultados foram analisados através de histogramas que relacionam o numero de
celulas com a intensidade de fluorescéncia emitida, utilizando-se para tal o programa Modfit.

Os resultados representam a média + desvio-padrdo de dois ensaios independentes.
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2.4.3. Avaliagdo de marcadores farmacodindmicos do inibidor da IKK

(Parthenolide) e do inibidor do proteasoma (MG-262)

Para avaliar a inibicdo da IKK pelo Parthenolide determinou-se a expressao de NF-kB
fosforilado por Citometria de Fluxo. De igual modo, a inibi¢cdo do proteasoma pelo MG-262

foi avaliada pela expressao de conjugados de ubiquitina.

2.4.3.1. Andlise da expressdo de NF-kB fosforilado por Citometria de Fluxo

Para avaliar o envolvimento do Parthenolide na inibicdo da IKK analisou-se a
expressao do NF-kB fosforilado (NF-kB F) por Citometria de Fluxo, utilizando-se um
anticorpo monoclonal anti-NF-kB F acoplado a um fluorocromo (anti-NF-kB F-PE). Deste
modo, a quantificacdo da fluorescéncia emitida por cada célula estard inversamente
relacionada com a eficacia do Parthenolide em inibir a IKK*,

Aproximadamente um milhdo de células incubadas durante 48 horas nas condi¢des
referidas em 2.2. foram lavadas por centrifugacdo com PBS, pH 7.4, durante cinco minutos a
300 xg. Seguidamente foram incubadas durante 15 minutos & temperatura ambiente e ao
abrigo da luz com 100 pl de solugdo de fixacao (Solucdo A, Intracell Kit, Immunostep). Apos
uma lavagem, as células foram incubadas em 100 pl de solucdo de permeabiliza¢do (Solucéo
B, Intracell Kit, Immunostep) e 1 pg de anticorpo anti-NF-kB F-PE (Pharmingen, BD
Biosciences), durante 15 minutos ao abrigo da luz. Por altimo, as células foram lavadas com
PBS por centrifugagdo a 300 xg durante cinco minutos e ressuspensas em 400 pul do mesmo
tampéo.

Os resultados sdo expressos em média de intensidade de fluorescéncia (MIF) e

representam a média (x desvio padrdo de trés ensaios independentes) da expressdo
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intracelular de NF-kB fosforilado nas células em estudo incubadas na auséncia e na presenca

dos varios compostos.

2.4.3.2. Andlise da expressdo de conjugados de ubiquitina por Citometria de Fluxo

Para avaliar o efeito no MG-262 na inibicdo do proteasoma analisou-se por Citometria
de Fluxo a expressdo de conjugados de ubiquitina. Os conjugados de ubiquitina referem-se as
proteinas marcadas para degradacdo pelo proteasoma — proteinas que sofreram ubiquitinacéo.
Se existir inibicdo da atividade do proteasoma, estas proteinas ubiquitinadas acumular-se-ao
no citoplasma celular®®, o que pode ser detetado recorrendo a um anticorpo antiubiquitina
marcado com um fluorocromo®*.

O mesmo protocolo de 2.4.3.1. foi seguido para a avaliagdo da expressdo dos
conjugados de ubiquitina, utilizando-se aqui um anticorpo diferente marcado com FITC,
anticorpo anti-ubiquitina-FITC (Santa Cruz Biotechnology®, Inc.).

Os resultados representam a média + desvio padréo de trés ensaios independentes.

2.5. Andlise estatistica

Para anéalise das diferencas entre os valores da viabilidade celular e dos niveis de
expressdao das moléculas em estudo recorreu-se ao teste t-student. Os resultados foram
analisados utilizando o software Microsoft Excel 2007, sendo que se considerou um nivel de
significancia de 95% (p < 0,05).

Os dados séo apresentados sobre a forma de média + desvio padrao.

19



Potencial terapéutico de inibidores do NF-kB no Linfoma Difuso de Grandes Células B

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo do potencial terapéutico dos farmacos utilizados — Curvas dose-

resposta

Para se determinar o potencial terapéutico do inibidor da IKK, Parthenolide (PRT), e
do inibidor do proteasoma, MG-262, avaliou-se a viabilidade das células Farage através do
Teste da resazurina na auséncia (Controlo) e ap6s exposicdo ao(s) farmaco(s) em vérias
concentracdes e durante 72 horas, quer em monoterapia quer em associacdo com a Vincristina
(VCR). Desta forma, construiram-se graficos que traduzem a relagdo entre a quantidade de
células viaveis (como percentagem do Controlo) e o tempo de exposicdo aos citotoxicos. Nas
figuras 4 e 5 esta representado o efeito do PRT e do MG-262, respetivamente, na viabilidade
das células Farage.

Como se pode observar na Figura 4, verifica-se uma diminuigéo da viabilidade celular
de forma dependente da dose e do tempo de exposi¢cdo ao PRT. Este farmaco induz um efeito
citotoxico apos 24 horas de incubacgéo, obtendo-se o 1Csy entre as concentragdes de 2.5 e 5.0
uM. Pode visualizar-se que existe desde o inicio da exposi¢do das células ao farmaco uma
separacdo clara entre o efeito citotoxico obtido com as doses mais baixas, de 1.0 e 2.5 uM, e
com as doses mais elevadas, de 5.0 a 10 uM. De facto, ap6s 24 horas de exposi¢do, nas
células tratadas com PRT nesta gama de concentracdes, verifica-se uma diferenca de cerca de
65 % na viabilidade celular, que se mantém apos as 72 horas de exposigao.

Além disso, os resultados sugerem que nas células tratadas com PRT em baixa
concentracdo (1.0 uM) o efeito é reversivel, pois a partir das 48 horas de incubagéo cessa o

efeito antiproliferativo e, pelo contrario, observa-se aumento na viabilidade celular (Figura 4).
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Figura 4 - Curvas dose-resposta das células Farage tratadas com Parthenolide (PRT). As células
foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenga de concentrac@es crescentes do inibidor da 1kB
cinase PRT, durante 72 horas. A viabilidade celular foi determinada recorrendo ao Teste da resazurina
como descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados sdo expressos em percentagem (%) de células
viaveis (relativamente ao Controlo) em funcdo do tempo de incubacéo com o fa&rmaco e representam a
média £ desvio-padrédo de trés a cinco ensaios independentes.

Na Figura 5, verifica-se que 0 MG-262 induz diminuigdo da viabilidade celular de
forma dependente da dose e do tempo de exposicdo. Apesar desta diminuicdo se verificar logo
apos as primeiras 24 horas de exposi¢do ao farmaco, o ICs S0 € atingido as 48 horas entre as
concentracdes de 7.5 e 10 nM. Contudo, para as concentracdes mais baixas utilizadas, de 0.1 e
1.0 nM, verifica-se um efeito reversivel entre as 24 e as 48 horas de exposicao, apos o qual se

verifica de novo um decréscimo na viabilidade celular até ao final da exposicéo.
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Figura 5 - Curvas dose-resposta das células Farage tratadas com MG-262. As células foram
incubadas na auséncia (Controlo) e na presenga de concentraces crescentes do inibidor do
proteasoma MG-262, durante 72 horas. A viabilidade celular foi determinada recorrendo ao Teste da
resazurina, como descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados estdo expressos em percentagem
(%) de células viaveis (relativamente ao Controlo) em fungdo do tempo de incubagdo com o fa&rmaco e
representam a média + desvio-padrdo de trés ensaios independentes.

Para avaliar o potencial efeito sinergico da associacdo do PRT e do MG-262 com a
VCR, as células Farage foram tratadas com as combinagdes dos farmacos em concentragdes
inferiores as do 1Cso obtido em monoterapia.

Como mostra a Figura 6, observou-se potenciacdo do efeito citotoxico em todas as
combinacOes terapéuticas com excecdo da associacdo de VCR com PRT. Alias, nesta
condicdo o efeito foi inferior ao obtido com o PRT em monoterapia (diminuicdo da
viabilidade celular de 25 % vs de 35 %.). Por outro lado, a associagdo mais eficaz parece ser a
de VCR com 10 nM de MG-262, observando-se uma reducdo da viabilidade celular em cerca
de 95 %, a qual atinge 100 % com o0 uso concomitante 2.5 UM de PRT. De facto, a
administracdo isolada de MG-262 reduz a viabilidade celular apos 72 horas de incubacéo para
20 % (reducéo de 80 %), a qual passa para 5 % quando se associa a VCR (reducéo de 95 %) e

para 0% quando se adiciona um terceiro farmaco, o PRT. De salientar que a VCR e 0 PRT
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administrados em monoterapia induzem uma diminuicdo da viabilidade de 10 e 35 10%,

respetivamente.
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Figura 6 - Curvas dose-resposta das células Farage tratadas com as associacdes de fArmacos. As
células foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca de Vincristina (VCR) associada ao
Parthenolide (PRT) e/ou ao MG-262, durante 72 horas. A viabilidade celular foi determinada
recorrendo ao Teste da resazurina, como descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados sdo
expressos em percentagem (%) de células viaveis (relativamente ao Controlo) em fungéo do tempo de
incubacdo com os farmacos e representam a média + desvio-padrdo de trés a cinco ensaios
independentes.
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3.2. Avaliacdo dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade

3.2.1. Avaliagéo do tipo de morte celular

O tipo de morte celular induzida pelos farmacos em estudo foi avaliado por Citometria
de Fluxo, pela dupla marcacdo com Anexina V e lodeto de Propideo e pela analise da

expressdo de Caspase 3, bem como por Microscopia Otica.

3.2.1.1. Avaliacdo da morte celular por Citometria de Fluxo recorrendo a dupla

marcacdo com Anexina V e lodeto de Propideo

Na Figura 7, podemos observar que todos os farmacos nas condi¢des de tratamento do
estudo, quer em monoterapia quer em associa¢do, induzem diminui¢do do nimero de células

vivas e aumento da percentagem de células mortas, sobretudo por apoptose (inicial).
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Figura 7 - Avaliagdo do efeito citotoxico do Parthenolide (PRT) e do MG-262 nas células Farage
por Citometria de Fluxo. As células Farage foram incubadas na auséncia (Controlo) e na presenca
dos farmacos nas concentragdes referidas na figura. A marcagdo simultanea das células com Anexina-
V (AV) e lodeto de Propideo (IP), como descrito nos Materiais e Métodos, permite distinguir células
vivas (azul), células em apoptose inicial (vermelho), células em apoptose tardia ou necrose (verde),
células em necrose (roxo). Em A. estdo representados dot-plots representativos da analise da
viabilidade e morte das células Controlo e das células tratadas com MG-262. Em B. esta representada
a viabilidade celular e o tipo de morte celular induzida pelos compostos em estudo. Os resultados
estdo expressos em percentagem (%) de células e representam a média + desvio-padrdo de cinco
ensaios independentes. MIF: Média de Intensidade de Fluorescéncia. VCR: Vincristina. *p < 0,05
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3.2.1.2. Avaliacéao da expresséo de Caspase 3 por Citometria de Fluxo

Para avaliar os mecanismos envolvidos na morte celular por apoptose induzida pelos
farmacos em estudo, avaliou-se a expressao de Caspase 3, uma proteina pré-apoptética. Como
se pode obervar na Figura 8, nas células tratadas com Parthenolide e MG-262, quer em
monoterapia quer em associacdo verificou-se para todas as concentracbes testadas um

aumento significativo da expresséo de Caspase 3 ativada relativamente ao Controlo.
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Dose(s) de farmaco(s) utilizada(s)

Figura 8 - Avaliagdo da expressdo de Caspase 3 por Citometria de Fluxo. A analise da expresséo
de Caspase 3, uma proteina pro-apoptética, permite inferir o envolvimento do processo apoptético na
morte celular. Para tal recorreu-se a um anticorpo anti-Caspase 3 associado a um fluorocromo, como
descrito nos Materiais e Métodos. Os resultados estdo expressos em variacdo da Média de Intensidade
de Fluorescéncia (MIF) relativamente ao Controlo e resultam da média + desvio-padrdo de cinco
ensaios independentes. PRT: Parthenolide. VCR: Vincristina. *p < 0,05
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3.2.1.3. Avaliacéo da morte celular por Microscopia Otica

Para confirmar os resultados obtidos relativamente ao tipo de morte celular, analisou-
se a morfologia das células por Microscopia Otica.

Na Figura 9 podemos verificar que a maioria das células apresenta caracteristicas de
morte celular por apoptose, 0 que esta de acordo com os estudos de Citometria de Fluxo
feitos. Veem-se assim células com fragmentacdo nuclear (bem visivel em D., na maior célula
da direita), células com projec¢des citoplasmaticas, os blebs (por exemplo: em B., nas células
do canto inferior direito; em C., nas células centrais), e retracdo do volume celular, com
membrana citoplasmatica integra.

Raramente se observa necrose, ou seja, células com nicleo integro mas com rutura da
membrana citoplasmatica e extravasamento do contetdo intracelular.

Na Figura 9-C. é possivel ver na parte inferior uma célula com citoplasma de aspeto
rendilhado (por marcada vacuoliza¢do), o que sugere o envolvimento de um mecanismo

celular de autofagia.
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Figura 9 — Aspetos morfoldgicos das células Farage na auséncia de tratamento e apds tratamento
com Parthenolide (PRT) e MG-262, em monoterapia e em associagdo com a Vincristina (VCR).
As células Farage foram incubadas durante 48 horas na auséncia e na presenca dos compostos e a
concentracdes referidas anteriormente. Apos este periodo de incubacdo efetuaram-se esfregacos de
células e coloracdo com solucdo de May-Grunwald-Giemsa de acordo com o descrito nos Materiais e

Métodos, tendo sido os esfregacos observados ao microscépio tico. Ampliacao de 500x.
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3.2.2. Andlise do Ciclo Celular

Para além do efeito citotoxico analisou-se o efeito antiproliferativo dos farmacos
através da analise do ciclo celular por Citometria de Fluxo, recorrendo a incorporacdo de
lodeto de Propideo no ADN das células. Para além disso, esta técnica permite-nos detetar
células em apoptose.

Como se vé ta Tabela | e Figura 10, a maioria dos farmacos nas condicdes testadas
induziu aumento da percentagem de células na fase Go/G; quando em compara¢do com as
células nédo tratadas (Controlo), excecdo feita a Vincristina, para a qual se observa um maior
nimero de células em fase S, e a associacdo dos trés farmacos — Vincristina (VCR) +
Parthenolide (PRT) + MG-262 — em que o bloqueio do ciclo celular se observa
preferencialmente na fase G,/M. De facto, com esta associagdo verifica-se um aumento da
percentagem de células nessa mesma fase.

Além disso, podemos verificar que em todas as condi¢des de tratamento das células,
quer em monoterapia quer em associacdo, se observa também um aumento da percentagem de
células em pré-G; (pico apoptdtico) relativamente ao Controlo, o que esta de acordo com 0s
resultados anteriores, embora estes ndo sejam significativos para a VCR nem para o PRT 5.0

uM.
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Tabela | — Anéalise do Ciclo Celular.

Condigdo de incubagéo Pico apoptdtico (%) Fase Gy/G; (%) Fase S (%) Fase G,/M (%)

Controlo 4 46 36 18

VCR 0.1 nM 5 39* 55* 5*

PRT 2.5 uyM 8* 73* 20 6*

PRT 5.0 uM 15 67* 27 6*

MG-262 7.5 nM 17* 67* 26 6*

MG-262 10 nM 20* 66* 27 6*

VCR 0.1 nM + PRT 2.5 uM 17* 69* 23 *

VCR 0.1 nM + MG-262 10nM 20* 65* 28 6*

VCR 0.1 nM + PRT 2.5uM + 31+ a4 a1 y
MG-262 10nM

Recorrendo a marcacao das células com lodeto de Propideo, a Citometria de Fluxo permitiu contabilizar as
células que se encontravam em diferentes fases do ciclo celular — G¢/G;, S ou Go/M — e ainda as que se
encontravam em apoptose (pico pré-G;). Os resultados s@o expressos em percentagem (%) de células e
representam a média + desvio-padréo de dois ensaios independentes. PRT: Parthenolide. VCR: Vincristina. *p <
0,05

A figura 10 mostra dois exemplos, um para o PRT e outro para 0 MG-262, dos

histogramas obtidos a partir dos dados anteriores.
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Figura 10 — Andlise do Ciclo Celular por Citometria de Fluxo. Exemplos dos histogramas obtidos
evidenciando a distribuicdo das células pelas diferentes fases do ciclo celular, incluindo o pico
apoptotico (pré-G1). Os resultados sdo expressos em percentagem (%) de células em cada fase do
ciclo celular (em funcdo da intensidade de fluorescéncia) e representam a média * desvio-padrdo de

dois ensaios independentes. IP: lodeto de Propideo. PRT: Parthenolide.
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3.2.3. Avaliacédo da inibicdo da IKK pelo Parthenolide e do proteasoma pelo MG-262

Para avaliar a inibicdo da IKK pelo Parthenolide determinou-se a expressao de NF-kB
fosforilado por Citometria de Fluxo. De igual modo, a inibi¢cdo do proteasoma pelo MG-262

foi verificada através da expressdo de conjugados de ubiquitina.

3.2.3.1. Avaliacao da expressado de NF-kB fosforilado por Citometria de Fluxo

Na Figura 11 estd representada a expressdo do NF-kB fosforilado (NF-kB F).
Podemos observar que, nas células tratadas com Parthenolide (PRT) em monoterapia e em
associacao com os outros farmacos do estudo (Vincristina e MG-262), se observa diminuicao
estatisticamente significativa da expressdo de NF-kB F, independente da dose e do esquema

terapéutico que engloba o PRT.
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Figura 11 - Avaliacdo da expressdo de NF-kB fosforilado por Citometria de Fluxo. A expressdo
de NF-kB fosforilado foi avaliada recorrendo a um anticorpo anti-NF-kB fosforilado associado a um
fluorocromo, como descrito nos Materiais e Métodos, sendo que a uma maior inibicdo da IKK pelo
farmaco corresponde uma menor quantidade de NF-kB fosforilado e, portanto, menor intensidade de
fluorescéncia emitida. Os resultados resultam da média + desvio-padrdo de trés ensaios independentes.
MIF: Média de Intensidade de Fluorescéncia. PRT: Parthenolide. VCR: Vincristina. *p < 0,05

3.2.3.2. Avaliagdo da expressdo de conjugados de ubiquitina por Citometria de Fluxo

Na figura 12 esta representada a expressdo dos conjugados de ubiquitina, ou seja, das
proteinas que sofreram ubiquitinacdo. Como se pode observar, nas células tratadas com o
MG-262, quer em monoterapia quer em associagdo com os outros farmacos do estudo
(Vincristina e Parthenolide), existe um aumento daqueles conjugados. No entanto, este
resultado apenas é estatisticamente significativo nas células tratadas com MG-262 em

monoterapia.
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Figura 12 - Avaliacdo da expressdo de conjugados de ubiquitina por Citometria de Fluxo. As
proteinas para degradacdo pelo proteasoma sofrem um processo de ubiquitinagdo. A inibicdo do
proteasoma pelo MG-262 conduz a acumulacdo dessas proteinas (conjugados de ubiquitina).
Recorrendo a um anticorpo antiubiquitina associado a um fluorocromo, como descrito nos Materiais e
Métodos, é detetada a fluorescéncia emitida, a qual é tanto maior quanto mais conjugados existirem.
Os resultados resultam da média + desvio-padrdo de trés ensaios independentes. MIF: Média de
Intensidade de Fluorescéncia. PRT: Parthenolide. VCR: Vincristina.*p < 0,05

33



Potencial terapéutico de inibidores do NF-kB no Linfoma Difuso de Grandes Células B

4. DISCUSSAO

Apesar do Linfoma Difuso de Grandes Células B (LDGC-B) ser uma neoplasia
quimiossensivel, muitos doentes ndo atingem a cura com 0S esquemas terapéuticos
habituais®®. O avanco no conhecimento das vias moleculares envolvidas na linfomagénese
aponta a via antiapoptética do NF-kB como um alvo farmacoldgico de particular interesse em
alguns linfomas, nomeadamente no LDGC-B**?¢%.

A regulacéo da via do NF-kB ocorre a varios niveis. Este fator nuclear é normalmente
encontrado no citoplasma ligado ao IkB (que o inibe), num complexo inativo. Em resposta a
um estimulo que ative a via do NF-kB, o IkB é fosforilado pelo complexo IKK, que o marca
para degradacdo no proteasoma. O NF-kB é assim libertado e pode ser translocado para o
ntcleo da célula, onde ativa a expressdo de genes especificos®*°,

Este trabalho surge no sentido de esclarecer, no LDGC-B, o potencial terapéutico de
dois farmacos que interferem com a ativacdo do NF-kB, nomeadamente um inibidor da IKK,
o Parthenolide (PRT), e um inibidor do proteasoma, o0 MG-262, quer em monoterapia, quer
em combinacdo com a Vincristina (VCR).

Para tal, o estudo foi efetuado numa linha celular de LDGC-B, as células Farage,
tendo-se quantificado a resposta aos farmacos através da determinacdo do ICso e tendo-se
avaliado alguns dos mecanismos envolvidos na citotoxicidade.

Os resultados obtidos mostram que, em monoterapia, tanto o inibidor da IKK, o PRT,
como o inibidor do proteasoma, 0 MG-262, tém um efeito antiproliferativo e citotoxico
dependente da dose e do tempo de incubacéo, induzindo morte celular preferencialmente por
apoptose. No entanto, o efeito citotoxico nas células tratadas com PRT é obtido mais

precocemente do que na presenca de MG-262, uma vez que o ICs € atingido as 24 horas para

0 PRT e as 48 horas para 0 MG-262.
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O PRT havia ja demonstrado um efeito antitumoral significativo na Leucemia
Mieloide Aguda, nas Leucemias Linfociticas Aguda e Crénica* e em alguns subtipos de
linfomas, bem como em alguns tumores soOlidos como sejam os da mama, 0
colangiocarcinoma, o carcinoma pancreatico e o carcinoma hepatocelular*#2. Contudo, a
concentracdo de PRT necessaria para atingir o 1Csy nas células do nosso estudo, as células
Farage, foi bastante inferior ao referido por outros autores*, sugerindo que o efeito deste
farmaco, além de dependente da dose e do tempo, depende também do tipo celular. Os
resultados obtidos com o MG-262 estdo de acordo com o referido em outro tipo de linhas
celulares de neoplasias hematoldgicas**.

Tendo em conta os ensaios clinicos promissores do uso do inibidor do proteosoma
Bortezomib no Mieloma Multiplo, vérios estudos estdo a ser conduzidos no sentido de
investigar o efeito deste fArmaco noutros tumores, particularmente em linfomas, incluindo
aqueles com uma sinalizacdo aberrante na via do NF-kB*3.

Sendo que os inibidores do proteasoma bloqueiam a acdo do NF-kB através da
inibicdo da degradacdo do IkB*, investigou-se o efeito do inibidor do proteasoma MG-262 —
um derivado do acido bordnico analogo do Bortezomib —, tanto em monoterapia como em
combinagdo com a Vincristina.

Para o PRT e para o0 MG-262, o facto de a maior reducdo na viabilidade celular ter
acontecido nas primeiras 24 horas de exposi¢do, quer em monoterapia quer em associagéo,
mostra que tém um efeito antiproliferativo rapido, com o interesse clinico dai consequente,
pois que uma rapida reducdo da populacao celular neoplésica podera traduzir-se num rapido
controlo sintomatico da doenga.

A associagdo de VCR com PRT ndo mostrou ser mais eficaz que o uso do PRT
isoladamente. Contrariamente, a associacdo da VCR com o MG-262 resultou num efeito

sinérgico quando comparada com o MG-262 em monoterapia. Estes resultados parecem ser
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dependentes da linha celular, uma vez que em células de Leucemia Linfoblastica Aguda da
linhagem T este efeito ndo foi observado®. Por outro lado, a utilizacdo dos trés farmacos
(VCR, PRT e MG-262) mostrou um efeito antiproliferativo idéntico ao da associa¢do da VCR
com o0 MG-262, confirmando que aquele efeito sinérgico se deve a esta associacdo. Ou seja,
os resultados sugerem que o efeito adicional da inibicdo do proteasoma ganha interesse em
detrimento do da inibigdo da IKK, quando em associagcdo com a quimioterapia convencional.
Deste modo, é desnecessaria a utilizacdo de esquemas terapéuticos contendo os trés farmacos,
0 que podera diminuir os efeitos adversos.

Estas conclusdes sugerem entdo um beneficio clinico da associagdo da VCR com o
MG-262. Com uma dose mais baixa deste farmaco obteve-se um efeito antiproliferativo mais
rapido e mais marcado do que aquele que se verificou para a dose mais eficaz (que foi a mais
alta utilizada) de MG-262 em monoterapia. Estes resultados estdo de acordo com o descrito
por outros autores, que referem que a inibicdo do NF-kB induz quimiossensibilizacdo, pois
muitos fArmacos anticancerigenos convencionais ativam a funcao antiapoptética do NF-kB*'.

Contudo, sera de interesse verificar futuramente se com aquela associagao nao existira
também uma potenciacdo dos efeitos secundarios dos dois farmacos, comparando-se com 0
perfil de seguranca da monoterapia. Para além disto, a curva dose-resposta da associagao
VCR e MG-262 foi muito semelhante as das concentracdes mais altas usadas de PRT em
monoterapia. Os efeitos adversos do PRT deverdo também ser estudados, pois ndo se pode
descartar que este farmaco em uso isolado possa ter um melhor perfil de seguranca.

Como ¢ natural, os esquemas terapéuticos possiveis ndo foram esgotados. Surge assim
0 interesse de estudar, por exemplo, esquemas de associacdo diaria de farmaco(s), de
particular relevancia por se ter observado em algumas situacdes deste estudo um fenémeno de

reversibilidade do efeito antiproliferativo.
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A analise do tipo de morte celular foi feita por Citometria de Fluxo (atraves da dupla
marcacdo celular com Anexina V e lodeto de Propideo, bem como pela analise da expressao
de Caspase 3) e ainda pela observacdo da morfologia das células recorrendo a Microscopia
Otica.

A apoptose observada nas células tratadas com MG-262 pode estar relacionada com a
sua acdo de inibir a degradagéo do IkB fosforilado, o que vai manter o NF-kB no citoplasma
celular e, consequentemente, evitar a transcricdo, entre outros, de fatores antiapoptoticos™.
Por outro lado, sendo 0 MG-262 um inibidor do proteasoma, a acumulagdo de vérias proteinas
anémalas normalmente degradadas pode conduzir & ativacdo da cascata apoptética®®. O PRT,
ao inibir a IKK, evita que o IkB seja fosforilado e degradado pelo proteasoma, causando

1241 o evitando assim a sintese de fatores

igualmente o sequestro do NF-kB no citoplasma
antiapopt6ticos necessarios a linfomagénese’. No entanto, outros mecanismos poderéo estar
envolvidos na citotoxicidade induzida pelo PRT, como por exemplo a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, tal como referido por outros autores para 0 Hepatoma e para a Leucemia
Mieloide*".

A fim de esclarecer os mecanismos envolvidos na morte celular por apoptose avaliou-
se a expressao de Caspase 3, uma protease que desempenha um papel chave no processo
apoptotico, assegurando o seu cumprimento assim que a célula tenha sido marcada para
morte”*. Os resultados obtidos confirmam que a apoptose foi o principal mecanismo
envolvido na morte celular, uma vez que se observou um aumento significativo da Caspase 3.
Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos pelos outros metodos utilizados
neste estudo para andlise do tipo de morte celular ocorrido.

Para além do efeito citotoxico observado, o PRT e 0 MG-262 induziram um efeito

antiproliferativo nas células, que foi confirmado pela anélise do ciclo celular feita através da

Citometria de Fluxo. De facto, as células expostas aqueles farmacos pararam a progressao no
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ciclo celular em fase Go/G;, tendo sido observado um pico apoptotico, de acordo com 0s
nossos resultados anteriores.

Para além das caracteristicas morfologicas tipicas da apoptose, a presenca de
citoplasma de aspeto rendilhado (por marcada vacuolizacdo) nas células tratadas com MG-
262, sugere o envolvimento de autofagia. No entanto, é necessario confirmar este resultado,
por exemplo através da avaliacdo da expressdo da proteina Beclina-1, um marcador de morte
celular por autofagia®®. Esta podera acontecer como um processo de morte celular
independente ou como um evento necessario a degradaco das células apoptéticas™.

Para avaliar a inibicdo da IKK pelo PRT analisou-se a expressédo de NF-kB fosforilado
(NF-kB F). A diminuicdo da expressdo de NF-kB F que foi observada é indicativa do
envolvimento do PRT na inibigdo da IKK>, permitindo que o IkB se mantenha ligado ao NF-
kB num complexo ndo fosforilado®°.

A maior expressao dos conjugados de ubiquitina ap6s o uso do MG-262 confirma a
ocorréncia de inativacdo do proteasoma. A inibi¢do do proteasoma impede a degradacdo das
proteinas que sofrem ubiquitinacéo, que desta forma se acumulam na célula'®*. No entanto,
nas células tratadas com MG-262 em associacdo com a VCR e o PRT, esse aumento de
expressdo ndo foi significativo. Estes resultados podem estar relacionados com o facto do
PRT, ao inibir a IKK, fazer com que o IkB deixe de estar fosforilado, e consequentemente,
deixe de ser um alvo para degradacao no proteasoma (logo, ndo sofre ubiquitinacao).

Numa apreciacdo global deste estudo, os resultados obtidos sugerem que o PRT e 0
MG-262 podem constituir alternativas terapéuticas no LDGC-B, com beneficios clinicos para
o0 doente. No entanto, novos esquemas de associacdo devem ser testados, a fim de otimizar a

eficacia terapéutica neste tipo de linfomas, com a menor toxicidade secundaria possivel.
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